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DESCRIPCION
Muestra para secuenciar
ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

Existe una variedad de aplicaciones diferentes en las que un resultado de la muestra a secuenciar en un periodo
corto de tiempo seria de gran utilidad. Estas aplicaciones pueden incluir la identificacién rapida, de diagndstico
inmediato realizado con pequefios analizadores de sobremesa o de laboratorio, de mutaciones que confieren
resistencia a los antibiéticos, la secuenciacion de genes virales, la identificacion de tejidos con fines forenses, el
histotipado para el trasplante de 6rganos y la identificacion de alelos relacionados con las tasas del metabolismo de
farmacos, por ejemplo.

Por ejemplo, para los patégenos bacterianos implicados en la septicemia, es Util saber si las bacterias portan
beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE) que las hacen resistentes a las cefalosporinas de espectro
extendido. Estas BLEE son el resultado de mutaciones en los genes TEM-1, TEM-2, SHV y otros genes de
beta-lactamasas. Existen muchos otros genes que pueden conferir un fenotipo de resistencia a los antibiéticos, cuya
expresion o actividad esta modulada por mutaciones puntuales en las regiones codificantes o reguladoras de estos
genes. Si bien las mutaciones puntuales Unicas conocidas son faciles de analizar utilizando técnicas de PCR
convencional, las mutaciones en genes que tienen multiples alelos pueden ser mas dificiles de identificar.

De la misma manera, existen numerosos casos en los que la secuencia de un gen viral puede indicar tanto la
presencia de ese virus en una muestra humana como si ese virus es resistente a los compuestos antivirales y, de
este modo, indicar qué tratamiento se debe iniciar, continuar o detener. Esto es cierto para la hepatitis C, la hepatitis
B y el VIH. Si bien el tiempo para obtener resultados no es tan urgente para estas infecciones virales cronicas, el
tiempo es esencial para otras infecciones virales, tales como la gripe. Con la gripe y otras infecciones virales
agudas, existe un numero creciente de mutaciones puntuales bien caracterizadas que confieren resistencia a los
inhibidores de neuraminidasa aprobados por la FDA. Idealmente, el tratamiento con un inhibidor de neuraminidasa
debe comenzar lo antes posible después de que se detecte el virus, pero es importante que se utilice el inhibidor
correcto.

Ademas de la deteccién e identificacion de patégenos, hay varios casos en los que es importante determinar
rapidamente la secuencia de un gen o genes humanos. Estos incluyen la identificacion de tejido humano con fines
forenses, de manera ilustrativa, mediante el mapeo de la longitud de las repeticiones cortas en tandem (STR, short
tandem repeats). Actualmente, esta identificacion se realiza dimensionando los amplicones de PCR, pero también se
puede realizar mediante secuenciacién. Un procedimiento rapido de la muestra a secuenciar seria Util en muchos de
estos casos.

Otro ejemplo es el tipado de HLA de un érgano para trasplante. Los érganos que se van a donar pueden provenir de
una persona fallecida recientemente. Es importante que el érgano se entregue rapidamente al receptor del trasplante
que tenga la mejor compatibilidad del CMH con el donante. La forma mas precisa de hacer lo anterior es secuenciar
los genes del CMH que gobiernan el rechazo de trasplantes y, a continuacion, hacer coincidir estas secuencias con
un registro nacional de tipos de CMH de los receptores. Un procedimiento rapido de la muestra a secuenciar seria
util en muchos casos de donacién de érganos.

Aln otro ejemplo es la identificacién de los alelos del citocromo P450 que determinan las tasas de metabolismo de
los farmacos. Se sabe que las enzimas del citocromo P450 en el higado metabolizan compuestos extrafios para su
excrecion. Se conocen multiples proteinas de esta familia y diferentes alelos de cada una estan presentes en
diferentes poblaciones e individuos. Por ejemplo, algunas personas portan alelos de las enzimas que metabolizan la
warfarina muy rapido y algunas metabolizan la warfarina mucho més lentamente. Conocer el genotipo de un
paciente le permite al médico decidir cuanta warfarina u otros farmacos similares se debe administrar para alcanzar
un determinado nivel de farmaco en el torrente sanguineo.

Otros ejemplos no limitantes en los que la secuenciacién podria ser Util incluyen genes del cancer, asi como otros
agentes infecciosos, tales como la tuberculosis. Son posibles muchos otros ejemplos, dado que son usos tanto en el
diagnostico clinico como en otros sectores.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, polymerase chain reaction) es una técnica ampliamente utilizada en
biologia molecular. Su nombre se debe a uno de sus componentes clave, una ADN polimerasa que se utiliza para
amplificar un fragmento de ADN mediante replicacion enzimatica in vitro. A medida que avanza la PCR, el ADN
generado (el amplicdn) se utiliza en si mismo como molde para la replicacion. Esto pone en marcha una reaccién en
cadena en la que el molde de ADN se amplifica exponencialmente. Con la PCR, es posible amplificar una tnica o
unas pocas copias de un fragmento de ADN en varios 6rdenes de magnitud, generando millones de copias 0 mas
del fragmento de ADN. La PCR emplea una polimerasa termoestable, dNTP (trifosfatos de desoxinucleétidos) y un
par de cebadores (oligonuclettidos). Las técnicas de PCR existentes y otros procedimientos de amplificacion se
pueden combinar con la secuenciacion de proxima generacion (NGS, next generation sequencing) para proporcionar
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resultados rapidos de la muestra a secuenciar.

La Patente WO 2007/025340 A1 da a conocer procedimientos de amplificacion y, de forma opcional, cuantificacion
y/o identificacién de moléculas de &cido nucleico, utilizando una primera ronda de amplificacion multiple y una
segunda ronda de amplificacién que incorpora un indicador fluorescente.

La Patente US 2011/0076674 A1 da a conocer procedimientos para someter a tipado una cepa de un organismo
mediante dos etapas de amplificacion y generar una curva de fusion para cada amplicon de segunda etapa.

Las técnicas tradicionales de secuenciacién de acidos nucleicos emplean o bien escisién quimica en una base
especifica (procedimiento de Maxim-Gilbert) o bien terminacién de la cadena utilizando didesoxinucleétidos
(secuenciacion de Sanger). La secuenciacion de préxima generacion implica tecnologias de secuenciacién de alto
rendimiento, algunas de las cuales paralelizan el proceso de secuenciacién, produciendo desde miles hasta millones
de secuencias al mismo tiempo, a menudo detectando a medida que se afade cada nucleétido a cada hebra
individual. Actualmente se encuentran disponibles varios sistemas de préxima generacion.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

La presente invencion se define en las reivindicaciones adjuntas. En un aspecto de la presente invencion,
procedimientos para la amplificaciéon e identificacion de la secuencia o las secuencias de acido nucleico en una
muestra mediante secuenciacion, que comprenden las etapas de colocar la muestra en una camara de amplificacion
de primera etapa, en la que la camara de amplificacion de primera etapa esta configurada para amplificar una
pluralidad de &cidos nucleicos individuales que pueden estar presentes en la muestra, someter la camara de
amplificacion de primera etapa a condiciones de amplificacion, mover la muestra a una matriz de pocillos de
amplificacion de segunda etapa, estando configurado cada pocillo de amplificacion de segunda etapa para
amplificar, adicionalmente, un acido nucleico individual que puede estar presente en la muestra, de modo que una
parte de los acidos nucleicos se mueve a cada uno de los pocillos de amplificacion de segunda etapa, realizar la
amplificacion de segunda etapa en los pocillos de amplificacién de segunda etapa para generar un amplicon en cada
pocillo de amplificacién de segunda etapa si el acido nucleico individual esta presente en la muestra, y secuenciar
directamente la muestra, como minimo, en un pocillo de amplificaciéon de segunda etapa.

En algunas realizaciones, los sistemas y procedimientos que se dan a conocer en el presente documento incluyen
procedimientos para la amplificacion y secuenciacion de acidos nucleicos en una muestra, comprendiendo los
procedimientos las etapas de colocar la muestra en una cdmara de amplificacion de primera etapa, en la que la
camara de amplificacion de primera etapa esta configurada para amplificar una pluralidad de acidos nucleicos
individuales que pueden estar presentes en la muestra, someter la camara de amplificaciéon de primera etapa a
condiciones de amplificacion, mover la muestra a una matriz de pocillos de amplificacion de segunda etapa, estando
configurado cada pocillo de amplificacion de segunda etapa para amplificar, adicionalmente, un acido nucleico
individual que puede estar presente en la muestra, de modo que una parte de la muestra se mueve a cada uno de
los pocillos de amplificacion de segunda etapa, realizar una amplificacién de segunda etapa en los pocillos de
amplificacion de segunda etapa para generar un amplicén en cada pocillo de amplificacion de segunda etapa si el
acido nucleico individual esta presente en la muestra, y secuenciar directamente la muestra, como minimo, en un
pocillo de amplificacion de segunda etapa. En algunos casos, cada uno de los pocillos de amplificacion de segunda
etapa adicionales tiene un cebador anclado al mismo, y la secuenciaciéon puede tener lugar en los pocillos de
amplificacion de segunda etapa. En otros casos, todas las etapas se realizan en un solo recipiente y las dos uUltimas
etapas se realizan en los pocillos. Aln en otros casos, el recipiente esta provisto de uno o mas puertos sellables,
proporcionando los puertos sellables el tnico acceso desde el exterior del recipiente a la camara de amplificacion de
primera etapa y la matriz de pocillos de amplificacién de segunda etapa, de modo que cuando el uno o mas puertos
sellables se sellan, el recipiente esta completamente cerrado. En algunos casos, la secuenciacion se puede realizar
en un recipiente de muestra separado. En otros casos, todas las etapas se realizan en aproximadamente 5 horas o
menos. AlUn en otros casos, todos los pocillos de amplificacion de segunda etapa se someten a condiciones de
secuenciacion. Aun en otros casos, los procedimientos pueden comprender, adicionalmente, la etapa de detectar si
el amplicon se ha generado en cada pocillo de amplificacion de segunda etapa para generar una sefnal positiva para
cada pocillo de amplificacién de segunda etapa en el que se ha generado el amplicon. En algunos casos, la
secuenciacion se realiza solo en aquellos pocillos de amplificacién de segunda etapa en los que existe la sefal
positiva. En otros casos, la camara de amplificacién de primera etapa comprende una pluralidad de pares de
cebadores de primera etapa, estando configurado cada uno de los pares de cebadores de primera etapa para
amplificar uno de la pluralidad de acidos nucleicos individuales que pueden estar presentes en la muestra, y en el
que cada uno de los pocillos de amplificacién de segunda etapa comprende un par de cebadores de segunda etapa
configurado para amplificar uno de la pluralidad de acidos nucleicos individuales que pueden estar presentes en la
muestra. Aln en otros casos, como minimo, uno de cada par de cebadores de segunda etapa esta anidado dentro
de su cebador de primera etapa correspondiente.

En algunas realizaciones, los sistemas y procedimientos que se dan a conocer en el presente documento incluyen
procedimientos para la amplificacion y secuenciacion de acidos nucleicos en una muestra, que comprenden las
etapas de colocar la muestra en una camara de amplificacion, en la que la camara de amplificacién esta configurada
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para amplificar una pluralidad de acidos nucleicos individuales que pueden estar presentes en la muestra, someter la
camara de amplificacién a condiciones de amplificacion, mover la muestra a una matriz de puntos, comprendiendo
cada punto un conjunto de cebadores de amplificacion de segunda etapa anclados al mismo, estando configurado
cada conjunto de cebadores de amplificacién de segunda etapa para la amplificacién adicional de uno de los acidos
nucleicos individuales, realizar una amplificacién de segunda etapa en la matriz para generar un amplicén en cada
uno de los puntos si ese acido nucleico individual esta presente en la muestra, y someter, como minimo, uno de los
puntos a condiciones de secuenciacién. En algunos casos, todas las etapas se realizan en un solo recipiente. En
otros casos, el recipiente esta provisto de uno o mas puertos sellables, proporcionando los puertos sellables el Unico
acceso desde el exterior del recipiente a la camara de amplificacién y la matriz de pocillos de amplificacion de
segunda etapa, de modo que cuando el uno o mas puertos se sellan, el recipiente esta completamente cerrado. Adn
en otros casos, la matriz tiene un canal de entrada y un canal de salida y la apertura y cierre del canal de entrada y
el canal de salida controla el flujo de fluido a través de la matriz. En algunos casos, el cierre del canal de salida
mientras el fluido entra en el canal de entrada da como resultado una burbuja de fluido sobre la matriz, y la agitacion
de la burbuja homogeneiza el fluido. En otros casos, los procedimientos comprenden, adicionalmente, la etapa de
detectar si se ha generado el amplicon en cada punto para generar una sefal positiva para cada pocillo en el que se
ha generado el amplicén. Aln en otros casos, el nimero de puntos totales no supera los 512 puntos. En algunos
casos, el nimero de puntos totales no supera los 256 puntos. En otros casos, el conjunto comprende ambos del par
de cebadores de segunda etapa. Aln en otros casos, la amplificacién de segunda etapa se realiza en presencia de
una polimerasa que tiene actividad exonucleasa 3’ a 5’. En algunos casos, el conjunto comprende uno del par de
cebadores de segunda etapa. En otros casos, la amplificacién de segunda etapa se realiza en presencia de una
solucion que comprende el segundo de cada uno de los pares de cebadores de segunda etapa. Aln en otros casos,
la muestra se trata con una polimerasa que tiene actividad exonucleasa 3’ a 5’ después de someter la camara de
amplificacion a amplificacion. En algunos casos, todos los segundos de los pares de cebadores de segunda etapa
estan provistos de una secuencia en 5 correspondiente a un cebador universal. En otros casos, la solucién
comprende, adicionalmente, el cebador universal. Alin en otros casos, todos los segundos de los pares de
cebadores de segunda etapa se proporcionan a una concentracion no superior a aproximadamente una décima
parte de la concentracién del cebador universal. En algunos casos, la muestra no se diluye entre las etapas de
someter la camara de amplificacién a condiciones de amplificacién y realizar la amplificacion de segunda etapa. En
otros casos, como minimo, uno del par de cebadores de segunda etapa tiene una secuencia adicional
correspondiente a un cebador universal, y la secuenciacion se realiza mediante sintesis utilizando el cebador
universal.

En algunas realizaciones, los sistemas y procedimientos que se dan a conocer en el presente documento incluyen
procedimientos para la amplificacién y secuenciacion de acidos nucleicos que pueden estar presentes en una
muestra, que comprenden las etapas de amplificar en presencia de una pluralidad de pares de cebadores externos,
estando configurado cada par de cebadores externos para amplificar uno de los acidos nucleicos y en presencia,
como minimo, de un cebador interno para cada uno de los acidos nucleicos, para generar un amplicén para cada
uno de los acidos nucleicos presentes en la muestra, y someter los amplicones a condiciones de secuenciacién. En
otras realizaciones, la pluralidad de pares de cebadores externos esta ubicada en una camara de reaccion y los
cebadores internos estan ubicados en una camara de reaccién separada. Aun en otras realizaciones, la pluralidad
de pares de cebadores externos y los cebadores internos estan ubicados en una sola camara de reaccion.

En algunas realizaciones, los sistemas y procedimientos que se dan a conocer en el presente documento incluyen
procedimientos para amplificar acidos nucleicos en una muestra, que comprenden las etapas de colocar la muestra
en una camara de amplificacién de primera etapa, en la que la camara de amplificacion comprende un par de
cebadores de primera etapa configurados para amplificar un acido nucleico que puede estar presente en la muestra,
someter la camara de amplificacion a condiciones de amplificacion para generar un amplicén, mover una primera
parte de la muestra a una primera zona de amplificacion de segunda etapa que comprende una primera pluralidad
de conjuntos de cebadores de amplificacion de segunda etapa, estando configurado cada conjunto de cebadores de
amplificacion de segunda etapa para amplificar diferentes regiones que no se superponen del amplicon, mover una
segunda parte de la muestra a una segunda zona de amplificacién de segunda etapa que comprende una segunda
pluralidad de conjuntos de cebadores de amplificacion de segunda etapa, estando configurado cada conjunto de
cebadores de amplificacion de segunda etapa para amplificar diferentes regiones que no se superponen del
amplicdn, y realizar la amplificacion de segunda etapa en la primera zona de amplificacion de segunda etapa para
generar los primeros amplicones de segunda etapa y en la segunda zona de amplificacion de segunda etapa para
generar los segundos amplicones de segunda etapa, en los que, como minimo, algunos de los primeros amplicones
de segunda etapa se superponen, como minimo, a algunos de los segundos amplicones de segunda etapa. El
procedimiento comprende, adicionalmente, someter, como minimo, uno de los amplicones a condiciones de
secuenciacion.

En algunas realizaciones, los sistemas y procedimientos que se dan a conocer en el presente documento incluyen
procedimientos para la amplificacion y secuenciacion de acidos nucleicos en una muestra, que comprenden las
etapas de colocar la muestra en una camara de amplificacion, en la que la camara de amplificacion comprende un
primer cebador directo, un segundo cebador directo anidado dentro el primer cebador directo y un cebador inverso,
en la que el segundo cebador directo esta anclado a una estructura, y someter la camara de amplificacion a
condiciones de amplificacion, y que comprenden, adicionalmente, someter la camara de amplificacién a condiciones
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de secuenciacion.

En algunas realizaciones, los sistemas y procedimientos que se dan a conocer en el presente documento incluyen
recipientes para la amplificacién y secuenciacion de una pluralidad de acidos nucleicos, que comprenden una
pluralidad de pares de cebadores de primera etapa en la camara de amplificacién de primera etapa, estando
configurado cada par de cebadores de primera etapa para la amplificacién de uno de una pluralidad de acidos
nucleicos para generar amplicones de primera etapa; una pluralidad de pares de cebadores de segunda etapa en la
camara de amplificacion de segunda etapa, estando configurado cada par de cebadores de segunda etapa para la
amplificacion, como minimo, de una parte de una secuencia de uno de los amplicones de primera etapa para
generar amplicones de segunda etapa, en los que, como minimo, un miembro de cada uno de los pares de
cebadores de segunda etapa esta anclado a un soporte por el extremo 5. En algunos casos, como minimo, un
miembro de cada uno de los pares de cebadores de segunda etapa esta anidado dentro de un cebador de primera
etapa correspondiente. En algunos casos, los amplicones de segunda etapa comprenden una especie molecular
Unica. En otros casos, los recipientes comprenden, adicionalmente, uno o mas puertos sellables, proporcionando el
uno 0 mas puertos sellables el Unico acceso desde el exterior del recipiente a la camara de amplificacién de primera
etapa y la camara de amplificacién de segunda etapa, de modo que cuando el uno o mas puertos sellables se sellan,
el recipiente esta completamente cerrado. Aln en otros casos, la camara de amplificacion de segunda etapa
comprende un canal de entrada y un canal de salida y la apertura y el cierre del canal de entrada y el canal de salida
controla el flujo de fluido a través de la camara de amplificacién de segunda etapa. En algunos casos, los recipientes
comprenden, adicionalmente, una camara de lisis configurada para recibir una muestra y para preparar una muestra
lisada. En otros casos, los recipientes comprenden, adicionalmente, una camara de extracciéon de acidos nucleicos
configurada para recibir la muestra lisada y para extraer acidos nucleicos de la muestra lisada. En algunos casos, la
camara de amplificacién de segunda etapa comprende una matriz de pocillos, estando configurado cada pocillo para
realizar una reaccion de amplificacién de segunda etapa. En otros casos, la camara de amplificacion de segunda
etapa comprende una matriz de puntos, comprendiendo cada punto pares de cebadores de segunda etapa y
estando configurado cada punto para realizar una reaccion de amplificacion de segunda etapa. Aun en otros casos,
como minimo, uno de los cebadores de segunda etapa esta unido al punto. En algunos casos, el nimero de puntos
totales no supera los 512 puntos. En otros casos, el nimero de puntos totales no supera los 256 puntos.

Los sistemas y procedimientos que se dan a conocer en el presente documento incluyen procedimientos para la
amplificacion y secuenciacién en dos etapas de una pluralidad de acidos nucleicos que pueden estar en una
muestra, que comprenden amplificar los acidos nucleicos en una primera mezcla que comprende una pluralidad de
pares de cebadores de primera etapa, estando configurado cada par de cebadores de primera etapa para la
amplificacion de uno de la pluralidad de acidos nucleicos para generar un amplicon de primera etapa para cada uno
de los acidos nucleicos que estan presentes en la muestra, amplificar los amplicones de primera etapa utilizando
una pluralidad de pares de cebadores de segunda etapa, estando configurado cada par de cebadores de segunda
etapa para la amplificacion de uno de los amplicones de primera etapa, en los que, como minimo, uno de cada par
de cebadores de segunda etapa esta anidado dentro de su par de cebadores de primera etapa correspondiente,
para generar una especie molecular Unica para cada uno de los acidos nucleicos que estan presentes en la muestra,
y secuenciar las especies moleculares Unicas que se generan. En otras realizaciones, las etapas de amplificacion y
secuenciacion se realizan en una sola camara de reaccion. Aln en otras realizaciones, como minimo, uno de cada
par de cebadores de segunda etapa esta anclado a un soporte solido. En algunas realizaciones, las etapas de
amplificacion y secuenciacién se realizan en recipientes de reaccion diferentes. No se utiliza ningun filtro entre las
etapas de amplificacion y secuenciacién para identificar el amplicon correcto.

En la descripcién, a continuacion, se estableceran caracteristicas y ventajas adicionales de las realizaciones de la
presente invencion o que se pueden aprender mediante la practica de dichas realizaciones. Las caracteristicas y
ventajas de dichas realizaciones se pueden realizar y obtener por medio de los instrumentos y combinaciones
sefalados particularmente en las reivindicaciones adjuntas. Estas y otras caracteristicas resultaran mas evidentes a
partir de la siguiente descripcion y las reivindicaciones adjuntas, o se pueden aprender mediante la practica de las
realizaciones que se exponen a continuacién en el presente documento.

DESCRIPCION BREVE DE LOS DIBUJOS

Con el fin de describir la manera en que se pueden obtener las ventajas y caracteristicas mencionadas
anteriormente y otras, se presentara una descripcion mas particular de la presente invencién, que se dio a conocer
de forma breve anteriormente, con referencia a realizaciones especificas de la misma que se ilustran en los dibujos
adjuntos. Entendiendo que estos dibujos representan solo realizaciones tipicas de la presente invencion y, por lo
tanto, no se deben considerar como una limitacion de su alcance, la presente invencién se describird y explicara con
especificidad y detalle adicionales mediante la utilizacion de los dibujos adjuntos, en los que:

La figura 1 muestra un estuche ilustrativo para su utilizacion en una realizacion en la presente invencion.

Las figuras 2A-B ilustran las etapas utilizadas para la amplificacion y secuenciacién en un pocillo de muestra unico.
La figura 3 es una vista en despiece parcialmente ordenado de una segunda etapa ilustrativa del estuche de la figura
1, configurado para la secuenciacion posterior a la amplificacion.

La figura 4 es similar a la figura 1, pero muestra una realizacién diferente para la matriz de segunda etapa.

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2867949 T3

Las figuras 5A-5C son similares a las figuras 2A-2B, excepto en que muestran amplificacion de puente.

Las figuras 6A-6E son similares a las figuras 5A-5C, excepto en que muestran una realizacion diferente para su
utilizacion con los dispositivos que se dan a conocer en el presente documento.

Las figuras 7A-C muestran una realizacion para secuenciar productos de amplificacién multiple generados a partir de
un unico amplicon de primera etapa. La figura 7A muestra amplicones de segunda etapa que se superponen,
mientras que las figuras 7B-7C muestran una forma de dividir la amplificacién de segunda etapa en reacciones de
amplificacion de segunda etapa.

Las figuras 8A-8C son similares a las figuras 5A-5C, excepto en que muestran una realizacién de cebador
alternativa.

DESCRIPCION DETALLADA

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos que se utilizan en el presente
documento tienen el mismo significado que entiende, de forma habitual, cualquier experto en la materia a la que
pertenece la presente invencion. Aunque en la practica de la presente invencién se pueden utilizar varios
procedimientos y materiales similares o equivalentes a los que se dan a conocer en el presente documento, en el
presente documento solo se dan a conocer determinados materiales y procedimientos a modo de ejemplo.

Diversos aspectos de la presente invencion, entre los que se incluyen dispositivos, sistemas, procedimientos, etc. se
pueden ilustrar con referencia a una o mas de las implementaciones a modo de ejemplo. Tal como se utiliza en el
presente documento, la expresién “a modo de ejemplo” y el término “ilustrativo” significan “que sirve como ejemplo,
caso o ilustraciéon” y no se deben interpretar necesariamente como preferentes o ventajosos sobre otras
implementaciones que se dan a conocer en el presente documento. Ademas, la referencia a una “implementacion” o
“realizacion” de la presente invencion incluye una referencia especifica a una o mas realizaciones de la misma, y
viceversa, y se pretende que proporcione ejemplos ilustrativos sin limitar el alcance de la presente invencién, que se
indica mediante las reivindicaciones adjuntas en lugar de la siguiente descripcion.

Se observara que, tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas
en singular “un”, “uno/a” y “el/la” incluyen los referentes en plural, a menos que el contenido indique claramente lo
contrario. De este modo, por ejemplo, la referencia a “una baldosa” incluye una, dos o0 mas baldosas. De manera
similar, la referencia a una pluralidad de referentes se debe interpretar como que comprende un Unico referente y/o
una pluralidad de referentes, a menos que el contenido y/o el contexto indiquen claramente lo contrario. De este
modo, la referencia a “baldosas” no requiere necesariamente una pluralidad de tales baldosas. En cambio, se

apreciara que independientemente de la conjugacion, en el presente documento se contemplan una o mas baldosas.

Tal como se utilizan en la presente solicitud, las palabras “puede” y “pueden” se utilizan en un sentido permisivo (es
decir, el significado de tener el potencial de), en lugar del sentido obligatorio (es decir, el significado de deber).
Ademas, las expresiones “que incluye”, “que tiene”, “que implica”, “que contiene”, “caracterizado por”, variantes de
los mismos (por ejemplo, “incluye”, “tiene” e “implica”, “contiene”, etc.) y términos similares, tal como se utilizan en el
presente documento, incluidas las reivindicaciones, seran inclusivos y/o abiertos, tendran el mismo significado que la
expresion “que comprende” y variantes de la misma (por ejemplo, “comprenden” y “comprende”) y no excluyen

elementos o etapas del procedimiento adicionales, no mencionados, de manera ilustrativa.

Tal como se utilizan en el presente documento, términos y expresiones direccionales y/o arbitrarios, tales como
“arriba”, “abajo”, “izquierda”, “derecha”, “de arriba”, “de abajo”, “superior”, “inferior”, “interior”, “exterior’, “interno”,
“externo”, “del interior”, “del exterior”, “proximal’ , “distal’, “directo”, “inverso” y similares se pueden utilizar
Unicamente para indicar direcciones y/u orientaciones relativas y no pueden pretender, por el contrario, limitar el
alcance de la presente invencion, que incluye la memoria descriptiva, la invencion y/o las reivindicaciones.

También se entiende que se pueden utilizar diversas implementaciones que se dan a conocer en el presente
documento en combinacién con cualquier otra implementacion que se da a conocer o divulga, sin apartarse del
alcance de la presente invencion. Por lo tanto, los productos, miembros, elementos, dispositivos, aparatos, sistemas,
procedimientos, procesos, composiciones y/o kits, segun determinadas implementaciones de la presente invencion,
pueden incluir, incorporar o comprender de otro modo propiedades, caracteristicas, componentes, miembros,
elementos, etapas y/o similares que se dan a conocer en otras implementaciones (incluidos sistemas,
procedimientos, aparatos y/o similares) que se dan a conocer en el presente documento sin apartarse del alcance de
la presente invencién. De este modo, la referencia a una caracteristica especifica en relacion con una
implementacién no se debe interpretar como limitada a aplicaciones Unicamente dentro de dicha implementacién.

Los encabezados utilizados en el presente documento son solo para fines organizativos y no se pretende que limiten
el alcance de la descripcion o las reivindicaciones. Para facilitar la comprension, se han utilizado numeros de
referencia similares, cuando ha sido posible, para designar elementos similares comunes a las figuras. Ademas, en
la medida de lo posible, se ha utilizado una numeracién similar de elementos en diversas figuras. Ademas, cada una
de las configuraciones alternativas de un elemento particular pueden incluir letras separadas adjuntas al numero de
elemento.
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El término “aproximadamente” se utiliza en el presente documento para significar, aproximadamente, en la region
de, en lineas generales o alrededor. Cuando el término “aproximadamente” se utiliza junto con un intervalo
numérico, modifica ese intervalo extendiendo los limites por encima y por debajo de los valores numéricos
establecidos. En general, el término “aproximadamente” se utiliza en el presente documento para modificar un valor
numérico por encima y por debajo del valor indicado con una variacion del 5%. Cuando se expresa un intervalo de
este tipo, otra realizacién incluye desde un valor particular y/o hasta el otro valor particular. De manera similar,
cuando los valores se expresan como aproximaciones, mediante la utilizacién del antecedente “aproximadamente”,
se entendera que el valor particular forma otra realizacion. Ademas, se entendera que los puntos finales de cada uno
de los intervalos son significativos tanto en relacién con el otro punto final como independientemente del otro punto
final.

La palabra “0”, tal como se utiliza en el presente documento, significa cualquier miembro de una lista particular y
también incluye cualquier combinaciéon de miembros de esa lista.

Por “muestra” se entiende un animal; un tejido u érgano de un animal; una célula (ya sea dentro de un individuo,
tomada directamente de un individuo o una célula mantenida en un cultivo o de una linea celular cultivada); un lisado
celular (o fraccion de lisado) o extracto celular; una solucién que contiene una o méas moléculas derivadas de una
célula, material celular o material viral (por ejemplo, un polipéptido o acido nucleico); un virus; una soluciéon que
contiene una o mas moléculas derivadas de un virus; un parasito; una soluciéon que contiene una o mas moléculas
derivadas de un parasito; una bacteria, una solucién que contiene una o mas moléculas derivadas de una bacteria,
un hongo; una soluciéon que contiene una o0 mas moléculas derivadas de un hongo; una planta; una soluciéon que
contiene una o mas moléculas derivadas de una planta; o una solucién que contiene un acido nucleico, que se
analiza tal como se describe en el presente documento. Una muestra también puede ser cualquier fluido o excrecion
corporal (por ejemplo, sin constituir limitacion, sangre, orina, heces, saliva, lagrimas, bilis, liquido cefalorraquideo,
mucosidad, pus, sudor) que contiene células, componentes celulares o acidos nucleicos.

La expresion “acido nucleico”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un oligonucleétido o
polinucleédtido natural o sintético, ya sea ADN o ARN o hibrido de ADN-ARN, monocatenario o bicatenario, sentido o
antisentido, que es capaz de hibridarse con un acido nucleico mediante apareamiento de bases de Watson-Crick.
Los 4&cidos nucleicos también pueden incluir analogos de nuclettidos (por ejemplo, BrdU) y enlaces
internucleosidicos distintos de fosfodiéster (por ejemplo, enlaces de acido nucleico peptidico (PNA) o tiodiéster), o el
alfabeto genético expandido descrito, por ejemplo, por Benner en la Patente US 8,354,225, “Amplification of
oligonucleotides containing non-standard nucleobases” y la Patente US 8,871,469 “Self-avoiding molecular
recognition systems in DNA priming”. En particular, los acidos nucleicos pueden incluir, sin constituir limitacion, ADN,
ARN, ADNc, ADNg, ADNmc, ADNbc o cualquier combinacion de los mismos.

Por “sonda”, “cebador” u “oligonucleétido” se entiende una molécula de acido nucleico monocatenario de secuencia
definida que puede experimentar apareamiento de bases con una segunda molécula de &cido nucleico que contiene
una secuencia complementaria (la “diana”). La estabilidad del hibrido resultante depende de la longitud, el contenido
de GC y el grado de apareamiento de bases que se produce. El grado de apareamiento de bases se ve afectado por
parametros tales como el grado de complementariedad entre la sonda y las moléculas diana y el grado de
rigurosidad de las condiciones de hibridacion. El grado de rigurosidad de la hibridacién se ve afectado por
parametros tales como la temperatura, la concentracion de sal y la concentracion de moléculas organicas, tales
como formamida, y se determina mediante procedimientos conocidos por los expertos en la materia. Las sondas, los
cebadores y los oligonucleétidos se pueden marcar de forma detectable, ya sea de forma radiactiva, fluorescente o
no radiactiva, mediante procedimientos bien conocidos por los expertos en la materia. Se pueden utilizar colorantes
de union a ADNbc para detectar ADNbc. Se entiende que un “cebador” esta configurado especificamente para ser
extendido por una polimerasa, mientras que una “sonda” o un “oligonucleétido” puede estar configurado o no de esta
manera.

Por “colorantes de unién a ADNbc” se entienden los colorantes que emiten una fluorescencia de forma diferente
cuando se unen a ADN bicatenario con respecto a cuando se unen a ADN monocatenario o estan libres en solucién,
normalmente emitiendo fluorescencia de forma mas intensa. Aunque se hace referencia a colorantes de union a
ADNbc, se entiende que en el presente documento se puede utilizar cualquier colorante adecuado, con algunos
colorantes ilustrativos no limitantes que se dan a conocer en la Patente US 7,387,887. También se pueden utilizar
otras sustancias productoras de sefnales para detectar la amplificacion y fusion de acidos nucleicos, de manera
ilustrativa, enzimas, anticuerpos, etc., tal como se conocen en la técnica.

Por “se hibrida especificamente” se entiende que una sonda, un cebador u oligonucleétido reconoce e interactia
fisicamente (es decir, experimenta apareamiento de bases) con un &cido nucleico sustancialmente complementario
(por ejemplo, un &cido nucleico de muestra) en condiciones de alta rigurosidad y no experimenta apareamiento de
bases sustancialmente con otros acidos nucleicos.

Por “condiciones de alta rigurosidad” se entienden las condiciones configuradas para permitir la identificacion de
secuencias de acido nucleico diana. Tales condiciones ocurren normalmente a una Tf de aproximadamente menos
5°C (5°C por debajo de la Tf de la sonda). Funcionalmente, se utilizan condiciones de alta rigurosidad para
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identificar secuencias de acido nucleico que tienen, como minimo, el 80% de identidad de secuencia.

Si bien la PCR es el procedimiento de amplificacién utilizado en los ejemplos del presente documento, se entiende
que cualquier procedimiento de amplificacién que utilice un cebador puede ser adecuado. Tales procedimientos
adecuados incluyen la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR); amplificacién por desplazamiento de hebra
(SDA, strand displacement amplification); amplificacion basada en secuencias de acido nucleico (NASBA, nucleic
acid sequence-based amplification); amplificacion de circulo rodante en cascada (CRCA, cascade rolling circle
amplification), amplificacion isotérmica de ADN mediada por bucle (LAMP, loop-mediated isothermal amplification of
DNA); amplificacién isotérmica de acidos nucleicos iniciada por cebadores quiméricos (ICAN, isothermal and
chimeric primer-initiated amplification of nucleic acids); amplificacién dependiente de helicasa basada en la diana
(HDA, target based-helicase dependent amplification); amplificacion mediada por transcripcion (TMA,
transcription-mediated amplification) y similares. Por lo tanto, cuando se utiliza el término PCR, se debe entender
que incluye otros procedimientos de amplificacién alternativos. Para procedimientos de amplificacion sin ciclos
discretos, se puede utilizar el tiempo de reaccién cuando las mediciones se realizan en ciclos o Cp, y se puede
anadir tiempo de reaccion adicional cuando se afiaden ciclos de PCR adicionales en las realizaciones que se dan a
conocer en el presente documento. Se entiende que es posible que los protocolos se deban ajustar en
consecuencia.

En algunas realizaciones, la PCR incluye cualquier procedimiento de PCR adecuado. Por ejemplo, la PCR puede
incluir la PCR multiple en la que se utiliza la reaccidon en cadena de la polimerasa para amplificar diversas
secuencias de acido nucleico diferentes simultdneamente. La PCR mudltiple puede utilizar mdltiples conjuntos de
cebadores y puede amplificar diversas secuencias de acido nucleico diferentes al mismo tiempo. En algunos casos,
la PCR multiple puede emplear multiples conjuntos de cebadores dentro de una Unica reaccion de PCR para
producir amplicones de diferentes secuencias de acido nucleico que son especificas para diferentes secuencias de
acido nucleico diana. La PCR mudltiple puede tener la caracteristica Util de generar amplicones de diferentes
secuencias de acido nucleico diana con una uUnica reaccién de PCR en lugar de multiples reacciones de PCR
individuales.

Tal como se utiliza en el presente documento, “secuenciacién” significa identificar la secuencia de un acido nucleico,
incluida la identificacién de la secuencia de una o ambas hebras del acido nucleico, para determinar un orden
secuencial de las bases individuales. La “secuenciacién de préxima generaciéon” es la secuenciacién realizada en
una pluralidad de reacciones paralelas simultaneas.

En el presente documento se utiliza la siguiente nomenclatura para los oligonucleétidos:
U = Cebador universal - secuencia comin compartida por todos los cebadores en una reaccion particular
S = Cebador especifico - Unico para un ensayo objetivo determinado
Subindices:

0 = externo - cebador utilizado en la amplificacion de primera etapa para generar el amplicon externo

i = interno - un cebador anidado que se utiliza en la reaccion de amplificaciéon de segunda etapa. Este
cebador se puede superponer parcialmente al cebador externo que se utilizd para generar el amplicén
exterior, pero se encuentra parcial o totalmente dentro del amplicén exterior

ii = interno de interno - un cebador que se anida dentro del cebador interno anidado. Este cebador se puede
superponer parcialmente a este cebador interno o asentarse completamente dentro del cebador interno

F = directo y R = inverso - son los dos cebadores que definen un amplicon de PCR. Se entiende que la
orientacion es arbitraria

x = indice de un oligonucleétido especifico particular en el multiple (1 < x <n)

Por ejemplo: UrSirs €s un cebador universal inverso en el extremo 5’ del cebador especifico inverso interno del
amplicon namero 4.

Aunque varios ejemplos en el presente documento hacen referencia a dianas humanas y patégenos humanos, estos
ejemplos son solo ilustrativos. Los procedimientos, kits y dispositivos que se dan a conocer en el presente
documento se pueden utilizar para detectar y secuenciar una amplia variedad de secuencias de acido nucleico de
una amplia variedad de muestras, entre las que se incluyen, sin constituir limitacion, muestras de seres humanos,
muestras de animales, muestras veterinarias, muestras vegetales, muestras de algas, muestras de alimentos,
muestras industriales, muestras de virus, muestras de hongos, muestras de bacterias, muestras de parasitos y
muestras ambientales. Los procedimientos, kits y dispositivos que se dan a conocer en el presente documento se
pueden utilizar para detectar y secuenciar una amplia variedad de secuencias de acido nucleico de una amplia
variedad de aplicaciones, entre las que se incluyen, sin constituir limitacién, deteccion de resistencia a los
antibiéticos, deteccion de genes virales, andlisis forense, histotipado, trasplante de 6rganos, metabolismo de
farmacos, terrorismo bioldgico, seguridad alimentaria, seguridad ambiental, agricultura y ecologia.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2867949 T3

Diversas realizaciones que se dan a conocer en el presente documento utilizan un estuche de analisis de &cidos
nucleicos autbnomo para analizar una muestra para determinar la presencia y/o identificacion de diversas sustancias
biolégicas, de manera ilustrativa, antigenos y secuencias de acido nucleico, de manera ilustrativa, en un Unico
sistema cerrado. Dichos sistemas, que incluyen estuches e instrumentos para su utilizacién con los estuches, se dan
a conocer con mas detalle en las Patentes US 8,394,608; y US 8,895,295; y la Patente US 2014-0283945. Sin
embargo, se entiende que tales estuches son solo ilustrativos, y las reacciones de PCR que se describen en el
presente documento se pueden realizar en cualquiera de una variedad de recipientes de muestras de sistema
abierto o cerrado, tal como se conocen en la técnica, entre los que se incluyen placas de 96 pocillos, placas de otras
configuraciones, matrices, carruseles y similares, utilizando una variedad de sistemas de amplificacion, tal como se
conocen en la técnica. Aunque las expresiones “pocillo de muestra’, “pocillo de amplificacion”, “recipiente de
amplificacion” o similares se utilizan en el presente documento, se pretende que estas expresiones abarquen
pocillos, tubos, chips de ADN y diversos de otros recipientes de reaccion, tal como se utilizan en estos sistemas de
amplificacion. En una realizacién, el estuche se utiliza para analizar mdaltiples acidos nucleicos diana. El estuche
puede incluir uno o mas blisteres utilizados como pocillos de muestra, de manera ilustrativa, en un sistema cerrado.
De manera ilustrativa, se pueden realizar diversas etapas en el estuche, opcionalmente desechable, entre las que se
incluyen la preparacion de acidos nucleicos, la PCR muiltiple primaria de gran volumen, la dilucién del producto de
amplificacion primaria y la PCR secundaria, culminando con la deteccién en tiempo real opcional o el andlisis
posterior a la amplificacién, tal como el analisis de la curva de fusion y la secuenciacion de acidos nucleicos.
Ademas, se entiende que, aunque las diversas etapas se pueden realizar en estuches, se pueden omitir una 0 mas
de las etapas para determinadas utilizaciones y la configuracion del estuche se puede alterar en consecuencia.

La figura 1 muestra un estuche 510 ilustrativo que se puede utilizar en diversas realizaciones, o se puede
reconfigurar para diversas realizaciones. El estuche 510 es similar a la figura 15 de la Patente US 8,895,295, con
elementos similares numerados de la misma manera. El montaje 590 esta provisto de canales de entrada 515a a
515I, que también sirven como dep0ésitos de reactivos o depositos de residuos. De manera ilustrativa, los reactivos
se pueden liofilizar en el montaje 590 y rehidratar antes de su utilizacion. Los blisteres 522, 544, 546, 548, 564 y
566, con sus canales 538, 543, 552, 553, 562 y 565 respectivos, son similares a los blisteres con el mismo ndmero
de la figura 15 de la patente US 8,895,295. La zona de reaccion de segunda etapa 580 de la figura 1 es similar a la
de la Patente US 8,895,295, pero los pocillos de segunda etapa 582 de la matriz de alta densidad 581 estan
dispuestos en un patrén algo diferente. El patrén mas circular de la matriz de alta densidad 581 de la figura 1 elimina
los pocillos en las esquinas y puede dar como resultado un llenado mas uniforme de los pocillos de segunda etapa
582. Tal como se muestra, la matriz de alta densidad 581 esta provista de 102 pocillos de segunda etapa 582. El
estuche 510 es adecuado para su utilizacion en el instrumento FilmArray (BioFire Diagnostics, Salt Lake City, UT).
Sin embargo, se entiende que la realizacién del estuche es solo ilustrativa.

El estuche 510 se puede utilizar de una manera similar a la que se da a conocer en la Patente US 8,895,295. En una
realizacion ilustrativa, se inyecta una mezcla de 300 pl que comprende la muestra que se va a analizar (100 pl) y
tampédn de lisis (200 pl) en el puerto de inyeccién (no mostrado) en el montaje 590 cerca del canal de entrada 515a,
y la mezcla de muestra se introduce en canal de entrada 515a. También se inyecta agua en un segundo puerto de
inyeccién (no mostrado) del montaje 590 adyacente al canal de entrada 515I, y se distribuye a través de un canal (no
mostrado) provisto en el montaje 590, hidratando de este modo hasta once reactivos diferentes, cada uno de los
cuales se proporcion6d previamente en forma seca en los canales de entrada 515b a 515l. Estos reactivos pueden
incluir, de manera ilustrativa, reactivos de PCR liofilizados, reactivos de extraccion de ADN, soluciones de lavado,
reactivos de inmunoensayo u otras entidades quimicas. De manera ilustrativa, los reactivos son para extraccion de
acidos nucleicos, PCR muiltiple de primera etapa, dilucion de la reaccion mdltiple y preparacién de reactivos de PCR
de segunda etapa, asi como reacciones de control. En la realizacion que se muestra en la figura 1, todo lo que se
necesita inyectar es la solucion de muestra en un puerto de inyeccién y agua en el otro puerto de inyeccion.
Después de la inyeccion, los dos puertos de inyeccion se pueden sellar. Para mas informacién sobre diversas
configuraciones del estuche 510 y el montaje 590, véase la Patente US 8,895,295.

Después de la inyeccién, la muestra se mueve desde el canal de inyeccion 515a al blister de lisis 522 a través del
canal 514. El blister de lisis 522 esta provisto de perlas ceramicas 534 y esta configurado para agitar en vortice
mediante impacto utilizando paletas o palas giratorias provistas dentro del instrumento FilmArray. Una vez que las
células se han lisado adecuadamente, la muestra se mueve a través del canal 538, el blister 544 y el canal 543 al
blister 546, en el que la muestra se mezcla con perlas magnéticas de union a acidos nucleicos, tales como perlas
magnéticas recubiertas de silice 533. La mezcla se deja incubar durante un periodo de tiempo apropiado, de manera
ilustrativa, de aproximadamente 10 segundos a 10 minutos. Un iman retractil ubicado dentro del instrumento
FilmArray adyacente al blister 546 captura las perlas magnéticas de la solucién, formando un sedimento contra la
superficie interior del blister 546. A continuacion, el liquido sale del blister 546 y se devuelve a través del blister 544
y entra en el blister 522, que ahora se utiliza como recipiente de residuos. Se proporcionan uno o mas tampones de
lavado a partir de uno o mas de los canales de inyeccién 515c a 515e a través del blister 544 y el canal 543 al blister
546. Opcionalmente, el iman se retrae y las perlas magnéticas se lavan moviendo las perlas hacia atras y hacia
adelante desde los blisteres 544 y 546 a través del canal 543. Una vez que se lavan las perlas magnéticas, las
perlas magnéticas se vuelven a capturar en el blister 546 mediante la activacién del iman y, a continuacion, la
solucion de lavado se mueve al blister 522. Este proceso se puede repetir segiin sea necesario para lavar el tampén
de lisis y los residuos de muestra de las perlas magnéticas de union a acidos nucleicos.
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Después del lavado, el tamp6n de elucién almacenado en el canal de inyeccién 515f se mueve al blister 548 y el
iman se retrae. La solucion se cicla entre los blisteres 546 y 548 a través del canal 552, rompiendo el sedimento de
perlas magnéticas en el blister 546 y permitiendo que los acidos nucleicos capturados se disocien de las perlas y se
liberen a la solucion. El iman se activa una vez mas, capturando las perlas magnéticas en el blister 546, y la solucion
de acido nucleico eluida se mueve al blister 548.

La mezcla maestra de PCR de primera etapa del canal de inyeccién 515g se mezcla con la muestra de acidos
nucleicos en el blister 548. Opcionalmente, la mezcla se mezcla forzando la mezcla entre 548 y 564 a través del
canal 553. Después de varios ciclos de mezcla, la solucién esta contenida en el blister 564, en el que se proporciona
un sedimento de cebadores de PCR de primera etapa, como minimo, un conjunto de cebadores para cada
secuencia de acido nucleico diana, y se realiza la PCR multiple de primera etapa. Si las dianas de ARN estan
presentes, se puede realizar una etapa de RT (transcripcidn inversa, reverse transcription) antes de la PCR muiltiple
de primera etapa o simultaneamente con la misma. El ciclo de temperatura de la PCR mudltiple de primera etapa en
el instrumento FilmArray se realiza, de manera ilustrativa, durante 15-30 ciclos, aunque pueden ser deseables otros
niveles de amplificacién, dependiendo de los requisitos de la aplicacion especifica. La mezcla maestra de PCR de
primera etapa puede ser cualquiera de diversas mezclas maestras, tal como se conoce en la técnica. En un ejemplo
ilustrativo, la mezcla maestra de PCR de primera etapa puede ser cualquiera de las quimicas que se dan a conocer
en la Patente US 14/403,369 y WO 2013/177429, para su utilizacion con protocolos de PCR que tardan 20 segundos
0 menos por ciclo.

Después de que la PCR de primera etapa se haya realizado durante el nimero de ciclos deseado, la muestra se
puede diluir, de manera ilustrativa, forzando la mayor parte de la muestra de regreso al blister 548, dejando solo una
pequena cantidad en el blister 564 y afiadiendo la mezcla maestra de PCR de segunda etapa desde el canal de
inyeccién 515i. De manera alternativa, se puede mover un tampén de dilucion desde 515i al blister 566, a
continuacién, se mezcla con la muestra amplificada en el blister 564 moviendo los fluidos hacia atras y hacia delante
entre los blisteres 564 y 566. Si se desea, la dilucion se puede repetir varias veces, utilizando tampon de dilucion de
los canales de inyeccidn 515j y 515k, o el canal de inyeccion 515k se puede destinar para secuenciar, tal como se
describe a continuacion, y, posteriormente, afadir la mezcla maestra de PCR de segunda etapa desde el canal de
inyeccion 515h a parte o toda la muestra amplificada diluida. Se entiende que el nivel de dilucién se puede ajustar
alterando el nimero de etapas de dilucion o alterando el porcentaje de la muestra descartada antes de mezclarla
con el tampoén de dilucién o la mezcla maestra de PCR de segunda etapa que comprende componentes para la
amplificacion, de manera ilustrativa, una polimerasa, dNTP y un tamp6n adecuado, aunque otros componentes
pueden ser adecuados, en particular para procedimientos de amplificaciéon distintos de la PCR. Si se desea, esta
mezcla de la muestra y la mezcla maestra de PCR de segunda etapa se puede precalentar en el blister 564 antes de
moverla a los pocillos de segunda etapa 582 para la amplificacién de segunda etapa. Dicho precalentamiento puede
obviar la necesidad de un componente de inicio en caliente (anticuerpo, producto quimico o de otro tipo) en la
mezcla de PCR de segunda etapa.

La mezcla maestra de PCR de segunda etapa ilustrativa esta incompleta, carece de pares de cebadores y cada uno
de los 102 pocillos de segunda etapa 582 esta precargado individualmente con un par de cebadores de PCR
especifico. Si se desea, la mezcla maestra de PCR de segunda etapa puede carecer de otros componentes de
reaccion, y estos componentes también se pueden precargar en los pocillos de segunda etapa 582. Cada par de
cebadores puede ser similar o idéntico a un par de cebadores de PCR de primera etapa o puede estar anidado
dentro del par de cebadores de primera etapa. Se entiende que los cebadores anidados son cebadores que se
hibridan con el amplicon de primera etapa en una posicion que es interna a la ubicacién de hibridacién de los
cebadores de primera etapa. Un cebador anidado se puede superponer parcialmente al cebador de primera etapa,
pero el extremo 3’ esta ubicado internamente al extremo 3’ del cebador de primera etapa. EI movimiento de la
muestra desde el blister 564 a los pocillos de segunda etapa 582 completa la mezcla de reaccién de PCR. Una vez
que se llena la matriz de alta densidad 581, las reacciones de segunda etapa individuales se sellan en sus blisteres
de segunda etapa respectivos mediante cualquiera de varios medios, tal como se conoce en la técnica. Las formas
ilustrativas de llenar y sellar la matriz de alta densidad 581 sin contaminacion cruzada se dan a conocer en la
Patente US 8,895,295. De manera ilustrativa, las diversas reacciones en los pocillos 582 de la matriz de alta
densidad 581 se someten a ciclado térmico simultaneamente para llevar a cabo la reaccion de PCR de segunda
etapa, de manera ilustrativa, con uno o mas dispositivos Peltier, aunque en la técnica se conocen otros medios para
el ciclado térmico.

En determinadas realizaciones, la mezcla maestra de PCR de segunda etapa contiene el colorante de unién a
ADNbc LCGreen® Plus para generar una sefal indicativa de amplificaciéon. Sin embargo, se entiende que este
colorante es solo ilustrativo y que se pueden utilizar otras sefiales, entre las que se incluyen otros colorantes de
unién a ADNbc y sondas que estdn marcadas de manera fluorescente, radioactiva, quimioluminiscente, enzimatica o
similar, tal como se conoce en la técnica. De manera alternativa, los pocillos 582 de la matriz 581 se pueden
proporcionar sin ninguna senal, informandose los resultados a través de la secuenciacién posterior.

El instrumento FilmArray ilustrativo se puede programar para realizar sefiales positivas 0 negativas para cada
reaccion de segunda etapa basandose en una fusion posterior a la PCR. Una sefal positiva puede indicar una
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reaccion de PCR de segunda etapa exitosa para un pocillo 582 correspondiente. Una sefal positiva también puede
indicar que la calidad del amplicén generado en la reaccion de PCR de segunda etapa es suficiente para permitir la
secuenciacion. Una sefal positiva también puede indicar que la reaccion de PCR de segunda etapa ha producido un
amplicon que es una especie molecular sustancialmente homogénea. Una sefal negativa puede indicar una
reaccion de PCR de segunda etapa fallida para un pocillo 582 correspondiente. Una sefal negativa también puede
indicar que la calidad del amplicén generado en la reaccion de PCR de segunda etapa no es suficiente para permitir
la secuenciacion. Una sefal negativa también puede indicar que la reaccion de PCR de segunda etapa no ha
producido un amplicédn que sea una especie molecular sustancialmente homogénea. En una realizacion, la curva de
fusién debe producir un pico de fusién (por ejemplo, maximo de la primera derivada o maximo de la primera derivada
negativa) dentro de un intervalo de temperatura predefinido para que la sefal sea positiva. Se entiende que este
procedimiento de sefal de cada reaccién de segunda etapa es solo ilustrativo, y que las sefiales se pueden realizar
utilizando datos de amplificacién en tiempo real o por otros medios, tal como se conoce en la técnica, o las sefales
se pueden diferir hasta que se realice la secuenciacion posterior.

De manera ilustrativa, si el instrumento esta configurado para realizar sehales positivas o negativas, el instrumento
se puede programar para destinar solo aquellos pocillos que producen un resultado positivo para la secuenciacién
posterior. En algunas realizaciones, puede haber una unidad uno a uno entre las sefales positivas y los pocillos
destinados a la secuenciacion. En otras realizaciones, los pocillos destinados para la secuenciacion pueden no tener
una unidad uno a uno con los pocillos que producen una sefal positiva. Por ejemplo, la segunda etapa 580 del
estuche 510 de FilmArray se puede depositar en puntos con pocillos replicados, de manera ilustrativa, pocillos
duplicados o triplicados. Si uno 0 mas de esos pocillos resultan positivos, puede ser deseable que todas las réplicas
de esa secuencia diana se destinen para la secuenciacion. En otras realizaciones, puede ser deseable destinar solo
un pocillo para cada réplica para la secuenciacion. Alun en otras realizaciones, los pocillos que se utilizan como
controles se pueden destinar o no para la secuenciacion posterior. Aln en otras realizaciones, todos los pocillos se
pueden secuenciar, con o sin sefales de amplificacion positivas o negativas.

Aunque el FilmArray es Util para proporcionar resultados positivos o0 negativos basados en la PCR a partir de una
muestra biologica en bruto, también serian utiles los procedimientos para pasar de una muestra biol6gica en bruto a
la secuencia de dianas especificas de ARN y ADN. En una realizacion ilustrativa, el procedimiento se puede
automatizar, puede durar menos de 8 horas, de forma mas ilustrativa, menos de 5 horas, y, de forma mas ilustrativa,
durar 3 horas 0 menos, y puede proporcionar 25 0 mas bases de secuencia, de manera ilustrativa, hasta 200 bases
de secuencia para amplicones multiples, y, de manera ilustrativa, hasta 1.000 amplicones. De manera ilustrativa, los
procesos de la muestra a secuenciar en bruto se produciran en un sistema cerrado para minimizar la posibilidad de
contaminacion de los amplicones.

La segunda etapa 580 del estuche 510 de FilmArray se utiliza para generar amplicones para la diana deseada.
Debido a la PCR de dos etapas, se generan amplicones esencialmente homogéneos en cada uno de los pocillos de
segunda etapa 582. Cada lote de amplicones en su pocillo 582 respectivo se puede secuenciar de manera
independiente mediante procedimientos de secuenciacién conocidos en la técnica. Por ejemplo, cada lote de
amplicones se puede secuenciar mediante cualquiera de varias técnicas conocidas en la técnica para la
secuenciacion de proxima generacion (NGS), tales como lon Torrent (Life Technologies), 454 (Roche), SOLID (ABI),
HiSeq o MiSeq (lllumina) y Pacific Biosciences.

En muchas ejecuciones exitosas de estuches de FilmArray, una sefal positiva en un pocillo 582 en la matriz de
segunda etapa 581 representa una especie de amplicon Unica sustancialmente pura. Esta especie de amplicdn
Unica no es necesariamente un clon molecular. Por ejemplo, la PCR digital, la PCR en emulsion o la clonacién
molecular en un plasmido son todos procedimientos que generan clones moleculares separados espacialmente de
una molécula de acido nucleico original. Por el contrario, el amplicén de segunda etapa se origina a partir de muchas
moléculas de molde idénticas o estrechamente relacionadas. Sin embargo, debido al enriquecimiento y a la dilucién
de primera etapa, el resultado final de la PCR de segunda etapa es predominantemente una especie de amplicén
Unica, denominada en el presente documento “especie molecular Unica’. Se entiende que, tal como se utiliza en el
presente documento, una especie molecular Unica no sera necesariamente un clon molecular, sino que sera
suficientemente una especie predominante para permitir la secuenciacion.

En algunas realizaciones, las curvas de fusion de los amplicones generados en la PCR de segunda etapa indican
que estos amplicones son esencialmente homogéneos. Que el andlisis de la curva de fusién se realice en el
instrumento FilmArray con el colorante de union a ADN bicatenario no especifico LCGreen® Plus y dé como
resultado picos simples e indique que el producto de PCR de segunda etapa esta dominado por un amplicén Unico
previsto y no incluye una cantidad significativa de especies de cebador-dimero o amplicones no especificos,
demuestra que la amplificacion mdltiple anidada de dos etapas genera especies moleculares Unicas.

En algunas realizaciones, una secuencia de acido nucleico diana esta presente en un nimero de copias muy bajo en
una muestra. El acido nucleico diana puede comprender una parte muy pequefa de la muestra total y/o pueden
estar presentes otros acidos nucleicos. Por ejemplo, en aplicaciones de deteccion de patégenos basadas en PCR,
los patégenos de interés pueden estar presentes en un nimero de copias muy bajo en una muestra, y la muestra
puede estar contaminada con un gran exceso de otros acidos nucleicos, de manera ilustrativa, acido nucleico
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humano (por ejemplo, sangre) u otros genomas microbianos (por ejemplo, heces) y pueden dar como resultado una
mezcla compleja de acidos nucleicos. En los sistemas convencionales de deteccién por PCR de una sola etapa, la
amplificacion por PCR de una sola etapa a partir de esta mezcla compleja de acidos nucleicos a menudo da como
resultado mudltiples productos no especificos ademas del amplicon especifico deseado. Por lo tanto, los sistemas
convencionales de deteccion por PCR de una sola etapa a menudo requieren un segundo mecanismo de deteccién
o “filtro”, ademas de la PCR de una sola etapa basica para aislar el amplicdn correcto y/o confirmar la identificacion
del amplicén correcto. Este filiro puede incluir una etapa de exclusion molecular (por ejemplo, gel de agarosa o
acrilamida) para identificar el amplicon diana, un procedimiento de deteccion basado en sonda (por ejemplo,
utilizando una sonda de hidrolisis o dos sondas de hibridaciéon) o un procedimiento de captura de secuencia
utilizando captura de secuencia en una superficie (GenMark Diagnostics, Inc., Carlsbad, California) o en una perla
(Luminex Corporation, Austin, Texas) que se puede clasificar.

En algunas realizaciones, debido a que la PCR de dos etapas genera amplicones que son esencialmente
homogéneos, el segundo mecanismo de deteccién o “filtro” se puede omitir y los amplicones generados en la PCR
de segunda etapa se pueden secuenciar directamente. De este modo, los amplicones generados por la PCR de
segunda etapa se pueden secuenciar directamente por cualquier medio conocido en la técnica.

De manera ilustrativa, deberia ser posible secuenciar la poblacién anclando una parte del amplicén al pocillo, de
manera ilustrativa, uniendo de manera covalente el amplicon o un cebador de segunda etapa al fondo del pocillo y, a
continuacién, utilizando un procedimiento de secuenciacion de proxima generacion que puede estar basado en las
tecnologias NGS de lon Torrent, 454, lllumina o ABI (SoLiD), u otros procedimientos de secuenciacion, tal como se
conocen en la técnica. A diferencia de otros sistemas, esta secuenciacion posterior se puede conseguir
automaticamente, dentro de uno o mas de los pocillos de segunda etapa.

EJEMPLO 1

En este ejemplo, una hebra del amplicén esta anclada al fondo del pocillo (figura 2A) antes de la secuenciacién. En
un ejemplo ilustrativo, una forma de proporcionar un amplicén anclado seria sintetizar uno de los oligonucle6tidos
(de manera ilustrativa, el cebador directo) en dos formas, una con el OH en 5’ normal y la otra con una extensién en
5’ que tiene un resto quimico provisto en el extremo 5’ que permite que se reticule con la superficie del pocillo. Existe
una variedad de quimicas que se conocen en la técnica para este propdsito. Esto proporcionaria parte del cebador
directo anclado al pocillo de reaccién y algo del cebador directo libre en solucién. Se entiende que el cebador directo
libre en solucién se proporciona para mejorar la cinética de la reaccion de amplificacion. Una forma ilustrativa de
cargar la matriz de segunda etapa 581 seria marcar con puntos por deposicion la matriz dos veces, de manera
ilustrativa, utilizando un dispositivo, tal como el que se da a conocer en las Patentes WO 2013/158740 y US
14/395,002. De manera ilustrativa, la primera vez que se marca con puntos la matriz 581, los cebadores modificados
quimicamente 24 se afaden a cada pocillo 582 de la matriz 581. A continuacion, los cebadores modificados
quimicamente 24 se reticulan con el pocillo 582 y, posteriormente, la reacciéon de acoplamiento se puede desactivar
para evitar una reticulacion adicional de las moléculas a la matriz. La matriz 581 se puede secar y, a continuacion,
marcar con puntos de nuevo con cebadores inversos 32 y, opcionalmente, con otros componentes de la PCR.
Opcionalmente, los cebadores directos no modificados 26 se pueden depositar en puntos para proporcionar
mayores concentraciones de cebadores para mejorar la cinética de la amplificacién por PCR. Sin embargo, este
procedimiento para marcar con puntos por deposicion la matriz 581 es solo ilustrativo, y se entiende que los
cebadores modificados quimicamente 24 (tal como se muestra en la figura 2A), los cebadores directos no
modificados 26 y los cebadores inversos 32 se pueden depositar en puntos a la vez, o en cualquier orden. En otras
realizaciones, el cebador modificado quimicamente 24 se puede depositar en puntos junto con el cebador inverso 32
0 antes de la deposicion del mismo, y se puede omitir el cebador directo no modificado 26. De manera ilustrativa, el
cebador inverso 32 puede tener una secuencia de extension en 5’ 20 que es la misma para todos los cebadores
inversos en la matriz 581. Este “cebador universal” se proporciona para su utilizacién posterior durante la reaccién
de secuenciacion. En la realizacion ilustrativa con algun cebador directo proporcionado libre en solucién, la mayor
parte de la reaccion de PCR se producira en solucion, pero una fraccion de los amplicones 28 estara en forma de un
amplicon anclado 29 que esté anclado al pocillo 582 en la matriz 581 (véase la figura 2A).

Muchos de los ejemplos en el presente documento describen el anclaje de uno o mas cebadores a pocillos de
muestra o puntos en una matriz. Sin embargo, se entiende que cuando se analiza el anclaje, este puede incluir el
anclaje a cualquier superficie solida, incluyendo las perlas, que se pueden mover a las ubicaciones de
secuenciacion.

EJEMPLO 2

En este ejemplo, se describe un ejemplo ilustrativo de una geometria de la matriz de PCR de segunda etapa 580
como un chip de secuenciacién. La figura 3 muestra una vista en seccion transversal en despiece parcialmente
ordenado de la matriz 581 ilustrativa. En esta realizacion ilustrativa, se construye una capa de silicio 589 en la parte
inferior de la matriz 581, reemplazando, de manera ilustrativa, la segunda capa 587 (no mostrada), tal como se
describe en la Patente US 8,895,295, y formando una superficie inferior en cada uno de los pocillos 582.
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Tal como se mencion6 anteriormente, las formas ilustrativas de llenar y sellar la matriz de alta densidad 581 sin
contaminacion cruzada se describen en la Patente US 8,895,295. En una realizacién ilustrativa, que se muestra en
la figura 3, se proporciona una capa perforada 585, similar a la capa perforada 585 de la Patente US 8,895,295. La
capa perforada 585 permite que el fluido pase a cada pocillo 582 en presencia de una fuerza, pero las perforaciones
son lo suficientemente pequefas como para evitar sustancialmente que el fluido pase en ausencia de la fuerza. Sin
embargo, se entiende que un mecanismo quimico para mantener a los cebadores en su lugar durante la
rehidratacion puede ser tanto o mas deseable que la capa perforada en la presente realizacion, para proporcionar
menos interferencia en la etapa de secuenciacion posterior. En una realizacién que emplea un mecanismo quimico,
los cebadores directos 26 y los cebadores inversos 32 en “fase de solucién” se pueden combinar con una solucion
de agarosa de bajo punto de fusion fundida, por ejemplo, agarosa de bajo punto de fusién UltraPure® (Life
Technologies), antes de la deposicion en puntos para que no se eliminen por lavado de la matriz cuando se inunda
por primera vez, aunque se conocen en la técnica otros materiales para el mecanismo quimico, algunos de los
cuales se describen en la Patente US 8,895,295. Después de inundar la matriz de segunda etapa 581, los pocillos
582 en la matriz 581 se cierran por sellado inflando una bolsa en el instrumento, tal como se da a conocer en la
Patente US 8,895,295, y empujando contra la pelicula 518, que es igual o similar a la capa 518, tal como se describe
en la Patente US 8,895,295. En realizaciones que utilizan agarosa de bajo punto de fusién, una vez que los pocillos
582 se sellan, el calentamiento de la matriz libera el cebador directo 26 y el cebador inverso 22 a la solucion. La
matriz 581 puede estar fabricada principalmente de silicio, o puede estar provista de una capa de silicio 589, siendo
el resto de los materiales similares a la matriz 581, tal como se da a conocer en la Patente US 8,895,295, o puede
estar fabricada de otros materiales y esta configurada de tal manera que el liquido que fluye a través de la matriz
581 pueda entrar en los pocillos 582 e introducir nuevos productos quimicos o lavar los productos quimicos
anteriores. Puede ser deseable dotar la matriz 581 con una profundidad de aproximadamente 50 um a
aproximadamente 500 um, pero pueden ser apropiados otros tamanos, dependiendo de la configuracion y del
procedimiento de secuenciacion.

Con referencia a la figura 1, la zona de reaccién de segunda etapa 580 esta provista de dos puertos, el canal 565 y
el canal 567, cada uno de los cuales se puede sellar mediante presion u otros medios. El canal 565 se proporciona
para recibir fluido del blister 566, que se muestra conectado a multiples canales de entrada. El canal de inyeccion
515k puede contener materiales para la secuenciacion, o puede tener una valvula o un puerto sellable, lo que
permite la conexién a una fuente externa para los materiales necesarios para la secuenciacion. De manera similar, el
canal de inyeccién 515 puede recibir los materiales residuales de la secuenciacién o puede estar provisto de una
valvula o un puerto sellable para la conexion a un recipiente de residuos separado. De este modo, en esta
realizacion ilustrativa, el liquido fluye desde el canal de inyeccion 515k, a través del canal 565, a través de todos los
pocillos 582 de la matriz 581 y el canal de salida 567, hasta el depoésito de residuos 515I. Se entiende que, a medida
que el fluido se mueve a la zona de amplificacién de segunda etapa 580, el canal de salida puede permanecer
sellado. Esto formara una burbuja de fluido sobre la matriz 581, y la agitacion puede crear un fluido homogeneizado
por encima de la matriz. La apertura y el cierre sincronizados de los canales 565 y 567 pueden controlar el flujo de
fluido a través de la matriz 581.

Posterior a la amplificaciéon del amplicon de primera etapa 21 (figura 2A (i) y (ii)), la secuenciacién se puede realizar,
de manera ilustrativa, mediante las siguientes etapas:

1) Desnaturalizar el amplicon anclado 29, de manera ilustrativa, calentando y lavando la hebra no unida 30 de
la matriz (figura 2A (ii) y figura 2A (iii)). Se entiende que esto también eliminara por lavado todo el amplicon
no unido 28.

2) Hibridar el cebador de secuenciacion 32 a la cola universal 20 y proporcionar una ADN polimerasa 34 para
formar un complejo de iniciacion. Eliminar por lavado el cebador de secuenciacion no unido y la ADN
polimerasa no unida (figura 2B (iv) y (v)).

3) Secuenciar. La secuenciacion se puede realizar mediante sintesis a medida que la ADN polimerasa se
mueve a lo largo de la hebra unida 29 y amplifica la secuencia de la hebra unida 29. Cada uno de los
nucledtidos A, T, C y G se proporcionan individualmente y se mide la incorporacion de los dNTP individuales,
revelando de este modo la secuencia de nucleétidos de la hebra unida 29. La incorporacién de dNTP
individuales se puede medir mediante procedimientos conocidos en la técnica (por ejemplo, generacién de
protones (tal como con lon Torrent), fluorescencia o quimioluminiscencia (tal como con Roche 454), o
cualquier otra sefnal que sea apropiada para el procedimiento de secuenciacién). Se lava la matriz 581 y esto
se repite hasta que se haya generado la secuencia (figura 2B (vi) y (vii)).

En una realizacién alternativa, la PCR se puede realizar en el estuche 510 con curvas en tiempo real y/o una masa
fundida y, a continuacién, cada pocillo 582 se sella y la zona de amplificacién de segunda etapa 580 del estuche 510
se retira a un segundo instrumento para la secuenciacion. El anclaje del cebador directo, tal como se describié
anteriormente, puede ser una forma de evitar la contaminacién de pocillo a pocillo, aunque pueden ser posibles otras
formas, de manera ilustrativa, sellando los pocillos 582. De este modo, el anclaje puede ser opcional, dependiendo
del procedimiento de secuenciacién utilizado.

Se entiende que se pueden utilizar otros procedimientos de secuenciacion en un sistema de este tipo. Uno de estos
procedimientos ilustrativos no requeriria unir el amplicén al pocillo y preferiria utilizar un procedimiento de
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secuenciacion de una sola molécula (Oxford Nanopore, véase Wolna AH, et al. Electrical Current Signatures of DNA
Base Modifications in Single Molecules Immobilized in the a-Hemolysin lon Channel. Isr J Chem. 1 de junio de 2013;
1; 53(6-7):417-430. PubMed PMID: 24052667; PubMed Central PMCID: PMC3773884). En una realizacion
alternativa de este tipo, el pocillo 582 de la matriz se puede conectar a una camara con un solo canal, o integrar con
la misma, y la poblacién de amplicones de segunda etapa en el pocillo 582 se lee una base cada vez a medida que
el amplicdn se traslada a través del canal. Esta conexion a la camara se podria incorporar en el estuche 510 o se
podria realizar después de que se complete la ejecucién de la PCR de segunda etapa (siempre que los amplicones
se mantengan separados en sus pocillos individuales). De manera ilustrativa, después de la amplificacién, un lado
de la matriz 581 se sella sobre una capa de pelicula que tiene un Unico canal de nanoporo de proteinas dispuesto
sobre cada pocillo. En el otro lado del canal hay fluido adicional para que se pueda aplicar una corriente eléctrica
entre el pocillo 582 y el fluido adicional y a través del canal de nanoporo de proteinas. A continuacion, la
secuenciacion se puede realizar en los amplicones a medida que migran a través de los canales de nanoporos de
proteinas segun Oxford Nanopore, o mediante procedimientos similares. De manera ilustrativa, Oxford Nanopore
utiliza la proteina a-hemolisina como canal de nanoporo de proteinas. El nanoporo de proteinas esta dispuesto en
una bicapa lipidica y tiene una abertura de tamafio suficiente para trasladar una molécula de ADN monocatenario a
través de la abertura. A medida que la molécula de ADN monocatenario atraviesa el nanoporo, los protones y otros
iones, que en otras circunstancias fluyen a través del nanoporo, se ven impedidos y, en consecuencia, se altera el
flujo de corriente a través del nanoporo. En el sistema Oxford Nanopore, la identidad (A, T, G o C) de las bases
individuales de la molécula de ADN monocatenario se puede distinguir individualmente por esta alteracion en el flujo
de corriente. De este modo, midiendo los cambios en el potencial eléctrico provocados por las alteraciones de la
corriente correspondientes a pares de bases individuales, se puede determinar la secuencia de los nucleétidos
individuales dentro de la molécula de ADN monocatenario. (Véase Maglia, Giovanni, et al. “Analysis of single nucleic
acid molecules with protein nanopores”. Methods in enzymology 475 (2010): 591-623 y Clarke, James, et al.
“Continuous base identification for single-molecule nanopore DNA sequencing” Nature Nanotechnology 4.4 (2009):
265-270). Sin embargo, se entiende que el sistema Oxford Nanopore es ilustrativo y que se contemplan otras
configuraciones de secuenciacion. En otra version, similar al procedimiento desarrollado por Pacific Biosciences de
Menlo Park, California, un pocillo de secuenciacion comprende guias de onda de modo cero en una superficie
inferior que crean un volumen de deteccién de luz pequefio. Cada guia de onda de modo cero esta iluminada desde
abajo por un haz de excitacién y la guia de onda de modo cero evita que la longitud de onda de la luz pase
eficientemente a través de la guia de onda, permitiendo, de este modo, que la luz atenuada del haz de excitacién
penetre los 20-30 nm inferiores de cada guia de onda de modo cero. Un complejo del amplicén y un complejo de
ADN polimerasa se ancla, a continuacion, a la parte inferior de la guia de onda de modo cero. A continuacion, se
afaden al pocillo nucleétidos unidos a fésforo. Cada uno de los cuatro nucledtidos se puede marcar con un
fluoréforo de diferente color. A medida que el complejo de ADN polimerasa amplifica el amplicén, los nucleétidos
unidos a fosforo individuales se incorporan a la hebra naciente y el color fluorescente de cada nucleétido unido a
fésforo individual se puede detectar en orden secuencial para determinar la secuencia de nucleétidos del amplicén.
Dado que existen multiples polimerasas por pocillo original, la incorporacién de nucleétidos en cada hebra que
contiene cada polimerasa se debe sincronizar para obtener los mejores resultados.

En un ejemplo ilustrativo para demostrar que el resultado de una PCR multiple anidada de dos etapas es una
especie molecular Unica, se secuenciaron los amplicones de segunda etapa de una ejecucion de FilmArray. Como
parte de una investigacion de resultados de ensayo falsos positivos en el panel BCID de FilmArray (BioFire
Diagnostics), se analizd una mezcla de organismos que incluian Candida glabrata, Neisseria meningitidis,
Escherichia coliy Streptococcus mitis, utilizando un panel BCID de FilmArray comercial y un software experimental.
En los pocillos de segunda etapa de Candida krusei se detectd un resultado falso positivo débil con Cp muy tardios,
indicativos de una amplificacién escasa.

El amplicén de cada uno de estos pocillos de segunda etapa positivos se extrajo de los estuches perforando cada
uno de los pocillos de la matriz de segunda etapa con una jeringa de insulina y extrayendo la solucién que contenia
el amplicon. A continuacién, el amplicén se amplificé en un instrumento CFX (Bio-Rad) durante 20 ciclos adicionales
utilizando los mismos cebadores internos de Candida krusei que se utilizaron en la segunda etapa del panel BCID. A
continuacién, este material amplificado adicionalmente se secuencié mediante secuenciacién de Sanger en un
instrumento ABI. Se pudo obtener una secuencia legible utilizando los cebadores directo e inverso con puntuaciones
de calidad Phred superiores a 20 para 51 nucleétidos (cebador directo) y 75 nucleétidos (cebador inverso). La tabla
1 muestra los resultados de la comparacion de secuencias utilizando el algoritmo BLAST de la secuencia contigua
(realizada a partir de las regiones superpuestas de las secuencias directa e inversa) contra la base de datos
GenBank (Centro Nacional de Informacién Biotecnologica).

Tabla 1
Descriocién Puntuacién | Puntuacion | Cobertura | Valor Ident Ndmero de
p maxima total Query E ’ registro
Cepa SVGS_061 de Streptococcus 194 194 99% | 3e-46 | 97% | CP014326.1
mitis, genoma completo
ST556 de Streptococcus pneumoniae, o i o
genoma completo 194 194 99 % 3e-46 | 97 % | CP003357.2
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L Puntuacion | Puntuacion | Cobertura | Valor Numero de
Descripcion maxima total Query E ldent. registro

Ensamblaje del genoma de
Streptococcus pneumoniae S__ 194 194 99 % 3e-46 | 97 % | LN847353.1
pneumo-A66_v1, cromosoma: 1
Ensamblaje del genoma de
Streptococcus pneumoniae 194 194 99 % 3e-46 | 97 % | LN831051.1
NCTC7465, cromosoma: 1
Cepa NT_110_58 de Streptococcus 194 194 99% | 3e-46 | 97% | CP007593.1
pneumoniae, genoma completo
fgggma de Streptococcus pneumoniae 194 194 99% | 3e-46 | 97 % | CP006844.1
Borrador del genoma de Streptococcus o . o
preumoniae SPN994038 194 194 99 % 3e-46 | 97 % | PQ312041.2

Estos datos muestran que el ensayo de C. krusei en la segunda etapa del panel BCID amplifica especificamente una
region del genoma de Streptococcus mitis. Esto demuestra que se pueden obtener buenos datos de secuencia a
partir de la PCR multiple anidada de dos etapas en el panel BCID incluso cuando la PCR que produjo la secuencia
tenia un Cp muy tardio, lo que indica que el amplicon no era abundante.

EJEMPLO 3

En este ejemplo, se describen realizaciones ilustrativas de secuenciacion de nucleétidos en un sistema de PCR de
dos etapas. Con referencia, a continuacion, a la figura 4, la figura 4 es similar a la figura 1, indicando los mismos
nuameros de referencia componentes similares. En esta realizacién, la matriz 580 con pocillos 582 se reemplaza por
una micromatriz 680 con puntos 682 (a menudo denominados caracteristicas). Los puntos 682 son areas de la
matriz que tienen, como minimo, un oligonucleétido depositado sobre las mismas. Aunque en el presente documento
se utiliza, de manera ilustrativa, tener un grupo homogéneo de oligonucleétidos depositados por punto 682, se
entiende que cada punto 682 puede tener los dos miembros de un par de cebadores, o puede tener un conjunto de
oligonucleétidos anidados depositados sobre los mismos, y son posibles otras configuraciones. De este modo, se
entiende que cada punto 682 tiene un conjunto de oligonucleétidos depositado sobre el mismo, en el que cada
conjunto es una 0 mas especies de oligonucledtidos, y el grupo es especifico de una diana.

En una realizacién ilustrativa, una especie de oligonucleétido se deposita en cada punto 682, que se utiliza para
extender un extremo de un amplicén, y una pluralidad de puntos 682 tiene cada uno una especie de oligonucleétido
diferente depositada sobre los mismos. Se entiende que cada punto 682 de la matriz 680 puede tener una especie
diferente, o puede haber puntos replicados (de manera ilustrativa, duplicados o triplicados), o cualquier combinacién
de los mismos.

En otra realizacién ilustrativa que se describira con mas detalle, a continuacién, dos miembros de un par de
cebadores se depositan en el mismo punto 682 de la matriz, lo que permite una PCR de puente en ese punto, de
modo que todo el punto 682 se cubre con amplicédn que es anclado por un extremo o por el otro. Los secuenciadores
de préxima generacién de la técnica anterior que utilizan PCR de puente depositan cebadores de manera aleatoria
en toda la celda de flujo, lo que permite la amplificacion de cualquier miembro individual de la biblioteca que se haya
depositado en la matriz. Al depositar los dos miembros de un par de cebadores en un Unico punto 682, se obtendra
una secuencia a partir de ese punto 682 sélo si esta presente la secuencia diana. De este modo, obtener una
secuencia a partir de ese punto no solo proporciona la secuencia, sino que también puede proporcionar una sefal
positiva para esa diana.

De manera ilustrativa, el material de sustrato para la matriz 680 puede ser vidrio. Muchas micromatrices se fabrican
en una superficie de vidrio, de manera ilustrativa, porque: (1) se entiende bien la quimica para acoplar
oligonucledtidos al vidrio a alta densidad de carga; (2) la planitud y la falta de estiramiento significa que las
impresoras de matriz pueden colocar pequefios puntos muy cerca unos de otros; y (3) el vidrio tiene una
autofluorescencia relativamente baja, de modo que la relacién sefal/ruido para un colorante fluorescente en la matriz
es mas facil de detectar. La integracion de una matriz de vidrio en el estuche 610 puede requerir colocar un marco
duro alrededor de la matriz 680 o alrededor del estuche 610, para reducir la rotura de una matriz de vidrio 680.

Sin embargo, se entiende que se pueden utilizar otros materiales para la matriz 680. Se conocen en la técnica
procedimientos para fijar oligonucleétidos al plastico. En algunas realizaciones, una matriz de plastico puede tener
uno o mas de los siguientes: (1) el plastico se une facilmente a los otros componentes de plastico y se puede
integrar mas facilmente en el estuche 610, (2) se puede utilizar un plastico flexible, de modo que la matriz 681 es
menos fragil si el estuche 610 se somete a tension. Una micromatriz de plastico puede funcionar bien en el estuche
610 porque (a) se pueden fabricar puntos relativamente grandes, por lo que la sefal sera relativamente grande y la
precision de la deposicion no es critica (256 puntos en un area de matriz de 1 cm cuadrado = puntos cuadrados de
0,39 mm?). Un punto de este tamario es bastante grande para los estandares de micromatriz. En comparacion, los
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pocillos de FilmArray comerciales son circulos de un area de 1,98 mm? (los pocillos tienen un didmetro de 1,59 mm).
Los puntos mas grandes generaran sefales mas grandes, lo que significa que la camara para obtener imagenes de
la incorporacion de nucleétidos fluorescentes necesitard menos elementos de deteccion o el chip de silicio utilizado
para detectar los cambios de pH requerird menos transistores, lo que hara que ambos dispositivos sean menos
costosos de fabricar, y (b) se sabe que los plasticos tienen autofluorescencia baja y ain se pueden unir a
oligonucleédtidos a una densidad relativamente alta. Se entiende que se contempla una matriz de 512 puntos o
menos, 0 256 puntos 0 menos, o cualquier nimero de puntos.

Se entiende que las matrices ilustrativas que se dan a conocer en el presente documento pueden tener los
oligonucleétidos anclados en el extremo 5’ al pocillo 682. En ese sentido, son diferentes de muchas otras matrices
conocidas en la técnica, por ejemplo, matrices de Affymetrix, que tienen el oligonuclettido unido por su extremo 3’ al
sustrato (por ejemplo, el pocillo). Por consiguiente, las matrices de Affymetrix solo se pueden utilizar para la
hibridacion, no para la extensién como cebador en una reaccién de amplificacion, tal como en las matrices
ilustrativas.

Una ADN polimerasa con una actividad exonucleasa 3’ a 5’ (por ejemplo, ADN polimerasa T4, ADN polimerasa T7 o
ADN polimerasa Vent), ademas de actuar como ADN polimerasa, puede realizar las siguientes actividades
adicionales (en presencia de dNTP): (1) eliminar bases de un saliente 3' de un ADN bicatenario y (2) degradar el
ADN monocatenario para dar nuclettidos. (Véase New England BiolLabs, Nueva Inglaterra. “referencia técnica y
catalogo de New England BioLabs”. Beverly, MA: New England Biolabs (2014) y BEBENEK, K. et al. (1989) Nucl.
Acids Res. 17, 5408). En algunas realizaciones, estas ADN polimerasas exonucleasas 3’ a 5’ con estas actividades
adicionales son utiles en la PCR multiple anidada de dos etapas. En determinadas realizaciones comerciales, al final
de la PCR de primera etapa, la mezcla de reaccién se diluye, de manera ilustrativa, de 100 a 250 veces, antes de las
reacciones de segunda etapa anidadas, y se utilizan cebadores anidados internos nuevos (cebadores que estan
anidados dentro de los cebadores de primera etapa). Esto se hace para evitar que los cebadores de PCR de primera
etapa continien amplificando cualquier dimero de cebadores, lo que evita una linea de base ascendente no
especifica en la curva de amplificacion y un pico de fusion grande y amplio en la PCR de segunda etapa. Un
tratamiento ilustrativo de una ADN polimerasa con actividad exonucleasa 3’ a 5’ (por ejemplo, una ADN polimerasa
exo+) en presencia de dNTP degradara los cebadores de primera etapa que no se han incorporado al amplicén
bicatenario. Los amplicones correctos, amplicones no especificos y dimeros de cebadores son todos bicatenarios,
por lo que deberian permanecer intactos. Sin los cebadores de PCR de primera etapa, los dimeros de cebadores
presentes en la PCR de primera etapa no se deberian amplificar en la PCR de segunda etapa, permitiendo de este
modo una dilucién menor (o ninguna dilucién) entre la PCR de primera etapa y la PCR de segunda etapa, lo que
significa que se necesitaran menos ciclos para que aparezca un amplicén de segunda etapa por encima del fondo
(tenga un Cp mas temprano en la reaccién de segunda etapa).

Ademas, el tratamiento con ADN polimerasa exo+ degradara segmentos de genomas de alta complejidad (tal como
el ADN genémico humano, el ARNm humano convertido en ADNc (cuando se utiliza una etapa de RT-PCR), asi
como los patégenos no amplificados y la contaminacion que puede estar presente) que tienen un nimero de copias
bajo. Esto puede suceder porque las condiciones de ciclado de PCR convencional (en particular, la etapa de
hibridacion) pueden ser lo suficientemente rapidas para evitar que el ADN de alta complejidad de baja copia se
vuelva a hibridar y, de este modo, se degradara por la actividad exo+, aunque algunas secuencias que estan
presentes en numeros de copia mas altos se pueden volver a hibridar. Una ventaja de utilizar exonucleasa en esta
etapa es que reduce la complejidad de la secuencia del ADN que entra en la reaccion de PCR de segunda etapa.
Esto puede dar como resultado una menor amplificacion no especifica en la PCR de segunda etapa que podria ser
detectada por un colorante de unién a ADN bicatenario, tal como LCGreen. De este modo, puede ser posible afadir
ciclos adicionales a la PCR de segunda etapa con menos interferencia de sefial por amplificacion incorrecta.

En un ejemplo ilustrativo, en el estuche 610, se preparan dos diluciones sucesivas de aproximadamente 10 a 15
veces cada una, que equivalen a una dilucion total de 100 a 225 veces, utilizando componentes de los canales de
inyeccion 616h, 615i y/o 615j. Como alternativa a realizar este nivel de dilucién, en una realizacion ilustrativa, se
puede afnadir una pequena cantidad de polimerasa exo+ directamente a la PCR de primera etapa al final del ciclado,
de manera ilustrativa, desde el canal de inyeccion 615h. Esto puede requerir una digestion mas prolongada debido
al gran nimero de cebadores presentes en la PCR de primera etapa altamente multiplexada. Se entiende que la
mayoria de estos cebadores siguen siendo monocatenarios, ya que solo unas pocas dianas se suelen amplificar en
una ejecucion unica. Sin embargo, cualquier ventaja en la velocidad reducida de la PCR de segunda etapa se puede
perder por el tiempo que lleva realizar esta digestién grande. De este modo, puede ser deseable realizar una dilucion
Unica, de manera ilustrativa, de 10 a 15 veces, antes de la digestion con exo+, o simultdneamente con la misma. De
manera ilustrativa, si la enzima exo+ es T4 o T7, la mezcla se puede incubar a de 37 a 42 °C, respectivamente,
durante un tiempo suficiente para permitir que se degraden los cebadores de PCR de primera etapa. Al final de esta
etapa, la mezcla se puede calentar hasta de 80 a 90 °C durante un tiempo suficiente para inactivar la enzima exo+.
A continuacion, esta mezcla se puede inundar a través de la matriz de segunda etapa 681.

En algunas realizaciones, se utiliza la ADN polimerasa Vent con exonucleasa 3’ a 5’ y se deben realizar etapas para
evitar la inactivacion de los cebadores de la PCR de segunda etapa por la polimerasa Vent. La polimerasa Vent no
es termolabil, por lo que no se puede inactivar con calor antes de llevar a cabo la amplificacién por PCR de segunda
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etapa. Para evitar la inactivacién de los cebadores de PCR de segunda etapa por la actividad exonucleasa 3’ a 5’ de
la polimerasa Vent, la concentracién de polimerasa Vent se puede titular a un nivel lo suficientemente bajo como
para no degradar los cebadores de segunda etapa (véase Barnes WM. PNAS USA. 15 de marzo de 1994;
91(6):2216-20. PMID: 8134376, que describe la utilizacion de una mezcla de polimerasa KlenTaqg y ADN polimerasa
Vent, en la que KlenTag comprende un componente principal de la mezcla y la ADN polimerasa Vent es un
componente minoritario de la mezcla). También es posible utilizar cebadores de segunda etapa que contienen unas
pocas bases con enlaces fosforotioato en los extremos 3’ del oligonucleétido porque estas bases son resistentes a la
digestion por la actividad exo+ de las ADN polimerasas exonucleasas 3’ a 5’ (véase Chrisey, L.A. (1991) Antisense,
Research and Development 1 (1), 65-113; Spitzer, S.; Eckstein, F. (1988) Nucl. Acids. Res. 16 (24), 11691-11704.
Connolly, B.A.; Potter, B.V.L.; Eckstein, F.; Pingoud, A.; Grotjahn, L. (1984) Biochemistry 23, 3443-3453; Stein, C.A;
Pal, R.; Devico, A.L.; Hoke, G.; Mumbauer, S.; Kinstler, O.; Samgadharan, M.G.; Letsinger, R.L. (1991) Biochemistry
30 (9), 2439-2444. Sayers, J.R.; Olsen, D.B.; Eckstein, F. (1989) Nucl. Acids Res. 17 (22) 9495. Manson, J.; Brown,
T.; Duff, G. (1990) Lymphokine Research 9 (1), 35-42. Woolf, T.M.; Jennings, C.B.G.; Rebagliati, M.; Melton, D.A.
(1990) Nucl. Acids Res. 18 (7), 1763-1769. Leiter, J. M.E.; Agrawal, S.; Palese, P.; Zamecnik, P.C. (1990) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 87 (9), 3430-3434. Reed, J.C.; Stein, C.; Subasinghe, C.; Haldar, S.; Croce, C.M.; Yum, S.; Cohen,
J. (1990) Cancer Research 50 (20), 6565-6570; lyer, R.P.; Egan, W.; Regan, J.B.; Beaucage, S.L. (1990) J. Am.
Chem Soc. 112,1254-1255. lyer, R.P.; Phillips, L.R.; Egan, W.; Regan, J.B.; Beaucage, S.L. (1990) J. Org. Chem.
55, 4693-4699; Dagle, J.M.; Weeks, D.L.; Walder, J.A. (1991) Antisense, Research and Development 1 (1), 11-20.
Maher, L.J.; Dolnick, B.J. (1988) Nucl. Acids Res. 16, 3341-3358. Walkder, R.Y.; Walkder, J.A. (1988) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85, 5011-5015).

Ademas de reducir la complejidad de la reaccion de PCR de segunda etapa, también se puede utilizar una ADN
polimerasa exo+ para convertir amplicones de PCR de primera etapa mas largos en amplicones de PCR de segunda
etapa mas cortos que contienen, en su extremo 3’, el complemento de la secuencia de cebador universal utilizada
para la secuenciacion.

En algunas realizaciones, determinados procedimientos de secuenciacion (por ejemplo, lllumina SBS o lon Torrent)
determinan las lecturas de secuenciacién de una poblacién clonal unica. Se entiende que los polimorfismos de un
solo nucledtido (SNP, single nucleotide polymorphisms) y las inserciones y deleciones (In/Del) no provocan
ambigliedades en estas secuencias que se determinan a partir de una poblacién clonal Unica. De este modo,
comparando secuencias a través de multiples lecturas de secuencia, los SNP y/o las In/Del se pueden ubicar en la
poblacién de moléculas secuenciadas y, a continuacién, se pueden determinar los cambios especificos en el SNP y
en la In/Del. En otras realizaciones, en las que las secuencias no se determinan a partir de una poblacion clonal
Unica, los SNP y las In/Del pueden provocar ambigliedades en las secuencias porque multiples poblaciones de
moléculas pueden contribuir a la sefial de secuencia. En algunos casos, estas ambigliedades en las secuencias
pueden surgir por los mismos motivos en la secuenciacion de Sanger convencional. De la misma manera que en esa
técnica, puede ser posible determinar la naturaleza del polimorfismo, en el sentido de que un SNP se mostrara como
dos bases diferentes en una posicion particular. De manera similar, una inserciéon de una base sera evidente como
una secuencia Unica hasta esa posicién de la base y, a continuacién, una mezcla de dos secuencias que son un
marco de una base cambian entre si. Puede ser posible deconvolucionar esta informacion para determinar los SNP
y las In/Del, tal como se ha hecho para la secuenciacién de Sanger.

Volviendo a la figura 4, la matriz ilustrativa 681 puede tener entre 100 y 1.000 puntos, pero son posibles mas o
menos puntos, en algunos casos los puntos pueden tener, de manera ilustrativa, 2 mm de diametro con la matriz
total, de manera ilustrativa, de 25 mm x 25 mm. Sin embargo, este tamafno es solo ilustrativo y se contempla
cualquier numero de puntos y cualquier tamano de matriz. En una realizacion, los puntos en esta matriz contendrian
los dos de un par de cebadores internos para un amplicén dado generado en la amplificacién de primera etapa, de
manera ilustrativa, en el blister 664. De manera ilustrativa, los cebadores internos tienen cada uno en sus extremos
5’ una secuencia adicional que es complementaria o bien a un cebador directo universal o bien a un cebador inverso
universal (por ejemplo, similar a los cebadores de secuenciacion habituales introducidos durante la produccién de la
biblioteca en varios procedimientos de NGS diferentes). En una realizacién, se puede omitir una secuencia de
cebador de codigo de barras, tal como se utiliza habitualmente en la secuenciacién de préxima generacién, porque
la ubicacion del punto codifica la informacién sobre el amplicon presente en ese punto y, por lo tanto, la identidad de
la secuencia que se generara en ese punto.

Después de varios ciclos (entre aproximadamente 10 y aproximadamente 26 ciclos dependiendo del ensayo
especifico, en los que 10 ciclos pueden ser suficientes para patégenos abundantes y 26 ciclos para que las dianas
menos abundantes lleguen a la saturacién de la formacion del producto en la PCR de primera etapa), este material
de PCR de primera etapa se inunda en la matriz 681, tal como se describio anteriormente. En un ejemplo, la muestra
se transfiere a la matriz 681 mientras esta caliente (de modo que los productos de la PCR se desnaturalizan) y se
deja enfriar e hibridar con los cebadores en la matriz 681. La ADN polimerasa y los dNTP que entran en la zona de
amplificacion de segunda etapa 680 pueden extender los oligonucleétidos anclados que se hibridan. De manera
ilustrativa, el producto de amplificacién de primera etapa se puede diluir 0 se puede utilizar sin diluir, ya que la
secuenciacion se puede realizar después de una Unica ronda de extension del oligonucleétido anclado en la matriz.
Después de la extensién, el material adicional se puede empujar hacia atras a través del canal 665 o hacia afuera a
través del canal 667, y se pueden introducir nuevos tampones de PCR, enzimas y dNTP desde cualquiera o todos
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los pocillos de entrada 615i, 615j y 615k. Esto elimina todo el amplicon de la solucién y los cebadores de primera
etapa.

Tal como anteriormente, después de la amplificacién en el blister 664, la amplificacion se puede realizar en la zona
de amplificacion de segunda etapa 680, moviendo el amplicon 221 a la zona 680. La amplificacion en la matriz 681
utilizando un cebador anclado 224 y un cebador inverso opcionalmente con una secuencia complementaria al
cebador universal, tal como se describié anteriormente. Las figuras 5A-5C muestran un ejemplo que utiliza PCR de
puente. La amplificacién del amplicén de primera etapa 221 se produce primero utilizando la parte Sirx del cebador
directo 224 (figura 5A (i) - (iii)) para generar el amplicon de segunda etapa 229. La hebra inversa 230 se puede
generar utilizando el cebador inverso Sirx (figura 5B (iv) - (v)). Se puede utilizar una ADN polimerasa exo+ para
reparar un extremo 234 de un amplicon de primera etapa largo, de modo que tenga la secuencia del cebador Ug en
su extremo 3’ (figura 5C (vi) y (vii)) para estar disponible para la secuenciacion utilizando un cebador Ug. La hebra
230 incluye el complemento del cebador universal, U, en su extremo 3’, de modo que la hebra 230 también puede
ser, de manera opcional, secuencias que utilizan el cebador universal Ur utilizando procedimientos similares a los
utilizados en MiSeq o HiSeq (lllumina). De manera opcional, una o ambas hebras 229, 230 se pueden secuenciar en
esta realizacion.

La PCR de puente se puede realizar en presencia de un colorante de union a ADNbc, tal como LCGreen® (BioFire
Diagnostics, LLC), o en presencia de sondas u otros procedimientos de deteccién, tal como se conocen en la
técnica. En una realizacion ilustrativa, después de la PCR de puente, la matriz se funde y se utiliza la fluorescencia
del colorante de unién a ADNbc para generar una curva de fusion que puede indicar la presencia de productos
amplificados especificamente. Si la reaccion falla por completo, entonces no habra curva de fusion y es posible que
el proceso no contintie con la reaccion de secuenciacion.

Si hay amplicén en la matriz, entonces los canales 665 y 667 se pueden utilizar para introducir y retirar soluciones
para la secuenciacién. A continuacién, la secuenciacién se puede realizar mediante cualquier procedimiento
convencional, incluidos los que se dan a conocer en la presente solicitud, incluyendo procedimientos como los que
se dan a conocer por lllumina (véase, por ejemplo, las Patentes US 7,544,794 y 8,946,397).

Se entiende que también se pueden utilizar otros mecanismos de secuenciaciéon. Por ejemplo, se puede emplear
una realizacién similar a la tecnologia de pirosecuenciaciéon 454, en la que los dNTP incorporados en un punto 682
particular generan pirofosfato, y las enzimas adicionales lo convierten en ATP y luego en luz. Esta luz se detecta
para revelar la secuencia de nucleétidos. De manera similar, puede ser posible utilizar tecnologia de tipo lon Torrent,
en la que la sefal generada es un protén y la deteccion es un elemento de transistor sensible al pH debajo de la
matriz.

La secuenciacion también se podria realizar midiendo los cambios de corriente de las moléculas que fluyen a través
de un canal del estilo Nanopore incorporado en la matriz 681, o la matriz 681 se puede mover al instrumento
Nanopore. En la técnica se conocen otros procedimientos de secuenciacion y se contemplan en el presente
documento.

En una realizacién alternativa, se puede utilizar el mismo estuche 610, tal como se describidé anteriormente, o se
pueden emplear otros recipientes para PCR de dos etapas. Sin embargo, en esta realizacion, solo un cebador
interno de cada par de cebadores esta anclado a la matriz y todos los cebadores internos estan presentes en la
solucion de amplificacion en la zona de amplificacion de segunda etapa 680. Esta implementacién tiene la ventaja de
que la amplificacion en solucién junto con la amplificacion en la matriz es rapida y eficiente, pero también tiene la
desventaja de que todos los cebadores internos estan presentes en la mezcla, por lo que se fabricaran mas
productos no especificos y esto puede dar como resultado que los productos unidos a cada punto no sean una
especie molecular Unica. En esta implementacién, después de la amplificacion y el andlisis de fusién, la matriz se
puede lavar de hebras inversas y la matriz se convierte en una biblioteca de secuenciacién, con la serie apropiada
de sustancias quimicas de secuenciacion inundadas sobre el volumen delgado de la matriz y la deteccidn, tal como
se describié anteriormente. Esta realizacién es similar a la descrita con respecto a la figura 1, excepto en que la
amplificacion en la matriz 682 se realiza en una mezcla de reaccion Unica.

De manera ilustrativa, en una realizacién similar, solo los cebadores directos internos especificos Siex son 324 estan
anclados a la matriz 681 y solo los cebadores inversos 332 estan presentes en solucién (figura 6A) para una
amplificacion adicional del amplicon de primera etapa 321. Una ventaja es que la reaccién miltiple de segunda
etapa tiene aproximadamente la mitad del nimero de cebadores presentes, lo que deberia reducir la amplificacion
no especifica. Sin embargo, también significa que las cinéticas de amplificacion son mas lentas ya que solo se forma
una hebra en la matriz y la otra hebra solo se produce en solucion (figuras 6A-6B (i) - (iv)). En esta realizacion,
después de la amplificacion y el analisis de fusion opcional (figuras 6A-6B (i) - (iv)), la matriz se lava de hebras
inversas (después de la desnaturalizacién, figura 6B (iii) - (iv)) y la matriz funciona como una biblioteca de
secuenciacion, con la serie apropiada de sustancias quimicas de secuenciacion inundadas sobre el volumen
delgado de la matriz y la deteccidn, tal como se describi6é anteriormente.

Ademas, la amplificacién no especifica con los cebadores inversos de segunda etapa en solucion alrededor de la
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matriz 681 no deberia interferir con la generacion de especies moleculares Unicas de un amplicén de segunda etapa
en cada punto 682 en la matriz 681, ya que la complejidad de la secuencia del material que entra en esta reaccion
de segunda etapa se ha reducido por el enriquecimiento de la PCR de primera etapa. Sin embargo, se entiende que
se pueden realizar etapas adicionales, juntas o por separado, para garantizar la especie molecular Unica. En una de
estas etapas, se puede utilizar una ADN polimerasa exo+ 3’ a 5, tal como se describié anteriormente, para reducir
aun mas la complejidad de la secuencia del material de entrada.

En otro ejemplo ilustrativo, la especificidad de la PCR se puede aumentar utilizando procedimientos, tales como el
procedimiento Templex de Genaco Biomedical Products, Inc. (Han J. et al. JCM. noviembre de 2006; 44 (11):
4157-62. PMID: 17005760). En esta realizacion ilustrativa, los cebadores 332 presentes en solucion sobre la matriz
681 incluyen una secuencia universal inversa 330 que se une en el lado 5’ de los cebadores internos especificos (se
observa mejor en las figuras 6C-6D). De manera ilustrativa, estos cebadores estan presentes en de una décima a
una centésima parte de la concentracién normal presente en una PCR convencional (convencional es de 0,4 a
0,8 uM). La creacién de dimeros de cebadores requiere un complejo trimolecular de dos cebadores y ADN
polimerasa, y la velocidad de formacion de este complejo es funcion de la concentracion de los cebadores. De este
modo, si cada uno de los cebadores estd presente en una décima parte de la concentracion en una PCR
convencional, entonces la velocidad de formacion del dimero de cebadores se debe reducir hasta una centésima
parte. Ademas de los cebadores UrSir 332 presentes a baja concentracion, hay un cebador adicional, la secuencia
Ur, presente a la concentraciéon del cebador convencional. Después de algunos ciclos (de manera ilustrativa, de 3 a
10 ciclos) de PCR realizada con tiempos de extension largos para que los cebadores UgrSir de baja concentracion
tengan tiempo de hibridarse con sus dianas (figuras 6C-6D (v)-(viii)), hay suficiente complemento de la secuencia Ur
en los amplicones nacientes 329. En este punto, de manera opcional, los cebadores UgSir se pueden eliminar por
lavado y se puede introducir una ADN polimerasa exo+ para reparar el amplicén 329 para generar el amplicén 329a,
de modo que contenga una secuencia complementaria al cebador universal 320 (figuras 6D-6E (viii)-(ix)). A
continuacioén, se puede introducir un Unico cebador Ug a la concentracion alta para hibridarse con sus moldes (figura
6E (xi)) y el ciclado de la PCR puede continuar con tiempos de hibridacién y extension convencionales. El resultado
neto es que la especificidad de la PCR de segunda etapa aumenta y, de este modo, es mas probable que cada
caracteristica de la matriz sea una especie molecular Unica. De este modo, se obtiene una mayor especificidad a
cambio de unos pocos ciclos mas lentos en la primera parte de la PCR.

En un tercer ejemplo, una extension adicional del procedimiento Templex utiliza el “sistema de reconocimiento
molecular de auto-evitado” (SAMRS, self-avoiding molecular recognition system) y el “sistema de informacion
genética expandido artificialmente” (AEGIS, artificially expanded genetic information system) de Benner (Glushakova
et al. J. Virol. Methods. marzo de 2015; 214: 60-74. PMID: 25680538). Esto permite una amplificacion por PCR
multiple limpia de alto nivel en formatos de PCR anidados. Esto se puede implementar directamente, tal como se
describe en la reaccién multiple de segunda etapa en la zona de reaccién de segunda etapa 680.

EJEMPLO 4

A continuacion, se describe la secuenciacion de multiples regiones anidadas dentro de un amplicén de PCR de
primera etapa. En algunas situaciones, sera ventajoso determinar la secuencia de muchas regiones del amplicén de
PCR de primera etapa, derivado de manera ilustrativa de diferentes amplicones de segunda etapa anidados dentro
de la diana de la PCR de primera etapa. Por ejemplo, las mutaciones en TEM de beta-lactamasa que confieren el
fenotipo BLEE se pueden diseminar a través del gen. Se puede amplificar una gran parte del gen en la reaccion de
amplificacion de primera etapa y, a continuacién, amplificar diversas regiones mas pequenas en la PCR de segunda
etapa.

En un ejemplo ilustrativo, se generan amplicones superpuestos en la PCR de segunda etapa. Cuando se realiza en
reacciones discretas, tal como en los pocillos 582 del dispositivo de la figura 1, estos amplicones superpuestos se
pueden generar facilmente. En la matriz 681 de la figura 4, la especificidad de la amplificacién proviene de los
cebadores unidos al punto de matriz 682. Sin embargo, los cebadores en solucién y los cebadores en las puntos 682
se pueden superponer (véase la figura 7A (i)-(ii)), de tal manera que, en lugar de hacer un conjunto discreto de
amplicones de segunda etapa superpuestos (I1 a I5 en la figura 7A, (i)), se pueden generar amplicones incluso mas
cortos (por ejemplo, entre Sirv1 ¥ Sira1, 10 que generaria un amplicon que es solo la parte de I1 e 12 que se
superpone) que no se superponen y que no cubren completamente la secuencia.

Este problema se puede evitar dividiendo la PCR de segunda etapa en dos compartimentos, ambos similares a la
zona de amplificacion de segunda etapa 680, con dos conjuntos de reacciones (figuras 7B y 7C). En esta
implementacién, los amplicones generados en la segunda etapa A (figura 7B (iv)) no se superponen, de modo que
se minimizan o eliminan los amplicones cortos no deseados. Los amplicones intermedios se generan en la segunda
etapa B (figura 7B (v)) y, de manera similar, no se superponen, de modo que los amplicones cortos no deseados se
minimizan o eliminan de manera similar.

EJEMPLO 5

Esta implementacion es similar al ejemplo 3 anterior, excepto en que todos los cebadores internos estan presentes
en la mezcla (figura 8A). Esto tiene la ventaja de que la amplificacion en solucién junto con la amplificacién en la
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matriz es rapida y eficiente (figura 8B). Para afiadir un filtro opcional para la especificidad de la especie molecular
Unica que se sintetiza en la matriz 681, los cebadores de captura pueden ser “internos de internos”. Los cebadores
internos de internos Siirx se hibridan con una secuencia interna de los cebadores internos basados en solucion Sig,
que es interna a los cebadores externos Sorx (véase la figura 8A (i)). El cebador interno de interno Sirx se puede
superponer parcialmente con el cebador interno Sirx en esa direccion siempre que unas pocas bases (de manera
ilustrativa, como minimo, 4 bases) sean internas a la secuencia de Sirx (0 en 3’ de la misma). La PCR basada en
solucién se lleva a cabo utilizando los cebadores internos Sin Y UrSirn, tal como se muestra en la figura 8B (iv), y
simultaneamente en la matriz 682, tal como se muestra en la figura 8B (iii), lo que da como resultado un amplicén
anclado que tiene el cebador universal apropiado, tal como se muestra en la figura 8C (v). En esta realizacion,
debido a que se proporciona una especificidad adicional utilizando los dos conjuntos de cebadores anidados Sirx y
Siirx, S€ entiende que la amplificacién de primera etapa con Serx €s opcional, y que toda la amplificaciéon puede tener
lugar en una Unica camara de amplificacién. La preparacién de la matriz 681 para la secuenciacién se puede realizar
segun cualquiera de los procedimientos que se dan a conocer anteriormente.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la amplificacion e identificacion de la secuencia o las secuencias de &cido nucleico en una
muestra mediante secuenciacion, que comprende las etapas de:

(a) colocar la muestra en una camara de amplificacion de primera etapa, en la que la camara de amplificacién de
primera etapa esta configurada para amplificar una pluralidad de acidos nucleicos individuales que pueden estar
presentes en la muestra;

(b) someter la camara de amplificacién de primera etapa a condiciones de amplificacién;

(c) mover la muestra a una matriz de pocillos de amplificacién de segunda etapa, estando configurado cada
pocillo de amplificacion de segunda etapa para amplificar, adicionalmente, un acido nucleico individual que
puede estar presente en la muestra, de modo que una parte de la muestra se mueve a cada uno de los pocillos
de amplificacién de segunda etapa;

(d) realizar una amplificacién de segunda etapa en los pocillos de amplificacién de segunda etapa para generar
un amplicon en cada pocillo de amplificacion de segunda etapa si el acido nucleico individual esté presente en la
muestra, y

(e) secuenciar directamente la muestra, como minimo, en un pocillo de amplificacion de segunda etapa.

2. Procedimiento, segun la reivindicaciéon 1, en el que cada uno de los pocillos de amplificaciéon de segunda etapa
adicionales tiene un cebador anclado al mismo, y la secuenciacién tiene lugar en los pocillos de amplificacién de
segunda etapa.

3. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que las etapas (a) hasta (e) se realizan en un solo recipiente y en
el que las etapas (d) y (e) se realizan en los pocillos, de manera preferente, en el que el recipiente esté provisto de
uno o mas puertos sellables, proporcionando los puertos sellables el Unico acceso desde el exterior del recipiente a
la camara de amplificacién de primera etapa y la matriz de los pocillos de amplificacion de segunda etapa, de modo
que cuando el uno o mas puertos sellables se sellan, el recipiente esta completamente cerrado.

4. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que la etapa (e) se realiza en un recipiente de muestra separado.

5. Procedimiento, segun la reivindicacién 1, en el que las etapas (a) hasta (e) se realizan en aproximadamente 5
horas o menos.

6. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que todos los pocillos de amplificacion de segunda etapa se
someten a condiciones de secuenciacion.

7. Procedimiento, segun la reivindicacién 1, que comprende, adicionalmente, la etapa de detectar si el amplicon se
ha generado en cada pocillo de amplificacién de segunda etapa para generar una sefal positiva para cada pocillo de
amplificacion de segunda etapa en el que se ha generado el amplicon.

8. Procedimiento, segun la reivindicacién 1, en el que la etapa (e) se realiza solo en aquellos pocillos de
amplificacion de segunda etapa en los que existe la sefial positiva.

9. Procedimiento, segun la reivindicacién 1, en el que la camara de amplificacién de primera etapa comprende una
pluralidad de pares de cebadores de primera etapa, estando configurado cada par de cebadores de primera etapa
para amplificar uno de la pluralidad de acidos nucleicos individuales que pueden estar presentes en la muestra, y en
el que cada uno de los pocillos de amplificacion de segunda etapa comprende un par de cebadores de segunda
etapa configurado para amplificar uno de la pluralidad de acidos nucleicos individuales que pueden estar presentes
en la muestra, de manera preferente, en el que, como minimo, uno de cada par de cebadores de segunda etapa
esta anidado dentro de su cebador de primera etapa correspondiente.

10. Recipiente para su utilizacién en el procedimiento, segun la reivindicacién 1, en el que el recipiente comprende:

una pluralidad de pares de cebadores de primera etapa en la camara de amplificacién de primera etapa, estando
configurado cada par de cebadores de primera etapa para la amplificacion de uno de la pluralidad de acidos
nucleicos para generar amplicones de primera etapa; y

una pluralidad de pares de cebadores de segunda etapa en la camara de amplificacion de segunda etapa, estando
configurado cada par de cebadores de segunda etapa para la amplificacion, como minimo, de una parte de una
secuencia de uno de los amplicones de primera etapa para generar amplicones de segunda etapa,

en el que, como minimo, un miembro de cada uno de los pares de cebadores de segunda etapa esta anclado a un
soporte por el extremo 5'.

11. Recipiente, segun la reivindicacion 10, en el que, como minimo, un miembro de cada par de cebadores de
segunda etapa esta anidado dentro de un cebador de primera etapa correspondiente.

12. Recipiente, segun la reivindicaciéon 10, en el que los amplicones de segunda etapa comprenden una especie
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molecular Unica.

13. Recipiente, segun la reivindicacion 10, que comprende, adicionalmente, uno o mas puertos sellables,
proporcionando el uno o mas puertos sellables el Unico acceso desde el exterior del recipiente a la camara de
amplificacion de primera etapa y la camara de amplificacion de segunda etapa, de modo que cuando el uno o mas
puertos sellables se sellan, el recipiente esta completamente cerrado.

14. Recipiente, segun la reivindicacion 10, en el que la camara de amplificacién de segunda etapa comprende un
canal de entrada y un canal de salida y la apertura y el cierre del canal de entrada y el canal de salida controla el
flujo de fluido a través de la camara de amplificacién de segunda etapa.

15. Recipiente, segun la reivindicacion 10, que comprende, adicionalmente, una camara de lisis configurada para
recibir una muestra y para preparar una muestra lisada, de manera preferente,

que comprende, adicionalmente, una camara de extraccion de acidos nucleicos configurada para recibir la muestra
lisada y para extraer los acidos nucleicos de la muestra lisada.

16. Recipiente, segun la reivindicacion 10, en el que la camara de amplificacién de segunda etapa comprende una
matriz de pocillos, estando configurado cada pocillo para realizar la reaccién de amplificacion de segunda etapa.
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REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCION

Esta lista de referencias citada por el solicitante es Unicamente para mayor comodidad del lector. No forman parte
del documento de la Patente Europea. Incluso teniendo en cuenta que la compilacion de las referencias se ha
efectuado con gran cuidado, los errores u omisiones no pueden descartarse; la EPO se exime de toda
responsabilidad al respecto.

Documentos de patentes citados en la descripcion

+ WO 2007025340 A1 + US 20140283945 A
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