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DESCRIPCION
Métodos de procesamiento y analisis de ensayo multiple
Referencia cruzada con las solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica la prioridad de la fecha de presentacion de la solicitud de patente provisional de los Estados
Unidos con nimero de serie 62/308,625, presentada el 15 de marzo de 2016.

Antecedentes de la invencién

Los ensayos de diagnéstico molecular, incluidos los métodos basados en la amplificacion de acido nucleico, se han
convertido en un pilar de la medicina clinica y la variedad de pruebas disponibles y la demanda de dichas pruebas por
parte de los médicos ha aumentado drasticamente. Esta demanda ejerce una presién cada vez mayor sobre los
laboratorios clinicos para procesar, no solo un mayor volumen de muestras, sino también una mayor diversidad de
pruebas en las muestras. Por lo tanto, las instalaciones de pruebas clinicas tienen la carga de realizar de manera
eficiente un intervalo mas amplio de diferentes pruebas basadas en la amplificacién de acido nucleico.

Los protocolos de ensayo definen todos los reactivos, etapas de procesamiento, tiempos de procesamiento, perfiles
de temperatura, etc., necesarios para procesar una muestra a través de un instrumento automatizado con el fin de
obtener un resultado de diagnéstico. Histéricamente, se desarrollan protocolos de ensayo Unicos que contienen
diferentes reactivos, etapas y tiempos para cada tipo de ensayo con el fin de optimizar el rendimiento del ensayo. Para
los instrumentos que procesan muestras en modo por lotes, donde solo se procesa un tipo de ensayo por ejecucion,
tener protocolos de ensayos Unicos no afecta el rendimiento general del sistema ni la complejidad de la programacion,
ya que el protocolo es el mismo para todas las muestras que se ejecutan en el lote. Sin embargo, en el caso de
instrumentos que procesan mdltiples tipos de ensayos simultdneamente por ejecucion, los protocolos de ensayo
Unicos tienen un impacto significativo en la complejidad de la programacion y el uso eficiente de los recursos del
sistema.

El documento de los EE. UU. 2012/329664 describe ensayos digitales multiplexados con uso combinatorio de sefales.
El documento de los EE. UU. 2015/346228 describe un dispositivo, método y programa de prueba genética.

El documento WO 2012/142516 describe un termociclador de microfluidos en tiempo real de exploracion y métodos
para el termociclado sincronizado y la exploracion de deteccién optica.

El documento WO 2004/074847 describe un método de exploracion.

Grissom y otros, en "Path scheduling on digital microfluidic biochips”, Design Automation Conference (DAC), 2012
49th ACM/EDACI/IEEE, IEEE, 3 de junio de 2012, paginas 26-35, XP032204565, describe la programacion de
trayectorias en biochips microfluidicos digitales.

Resumen

Los aspectos de la presente descripcion incluyen métodos para el procesamiento de ensayo mudiltiple y sistemas de
procesamiento de ensayo multiple y cuantificacién de ensayo multiple.

De acuerdo con un aspecto de la invencidn, se proporciona un método para el procesamiento de ensayo multiple
llevado a cabo mediante el uso de un sistema automatizado de acuerdo con la reivindicacion 1.

Los ejemplos en la presente descripcion incluyen un método de procesamiento de ensayo multiple que incluye: a)
preparar un cartucho de unidad de procesamiento de muestra (SPU) para cada uno de dos o mas ensayos diferentes
de deteccién de acido nucleico diana; b) cargar una muestra en cada cartucho SPU preparado; c) procesar cada
cartucho SPU cargado para aislar un &cido nucleico de muestra para cada uno de los dos 0 mas ensayos diferentes
de deteccion de &cido nucleico diana; y d) amplificar y analizar cada &cido nucleico de muestra para un acido nucleico
diana especifico para cada uno de los dos 0 més ensayos diferentes de deteccion de &cido nucleico diana, en donde
el método comprende al menos una etapa de retardo dentro de o entre las etapas a) a la d) y las etapas a) a la d) se
realizan cada una durante un periodo de tiempo que es igual para los dos 0 méas ensayos diferentes de deteccion de
acido nucleico diana. En algunos ejemplos, el método incluye una etapa de retardo entre las etapas a) y b), una etapa
de retardo entre las etapas b) y c) y/o una etapa de retardo entre las etapas c) y d).

En algunos ejemplos, el método incluye la rehidratacion de reactivos liofilizados para cada uno de los dos o més
ensayos diferentes de deteccion de acido nucleico diana antes de la preparacion, en donde la rehidratacion se realiza
durante un periodo de tiempo que es igual para los dos o mas ensayos diferentes de deteccion de acido nucleico
diana. En algunos ejemplos, el método incluye una etapa de retardo después de la rehidratacion.
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En algunos ejemplos, el método incluye el pretratamiento de cada cartucho SPU cargado antes del procesamiento, en
donde el pretratamiento se realiza durante un periodo de tiempo que es igual para los dos 0 mas ensayos diferentes
de deteccion de acido nucleico diana. En algunos ejemplos, el método incluye una etapa de retardo después del
pretratamiento.

En algunos ejemplos, el pretratamiento comprende poner en contacto la muestra con una proteasa.

En algunos ejemplos, el procesamiento comprende transferir la muestra a una solucién que comprende un tampon de
lisis, en donde la transferencia se realiza durante un periodo de tiempo que es igual para los dos 0 mas ensayos
diferentes de deteccion de acido nucleico diana. En algunos ejemplos, el método incluye una etapa de retardo después
de la transferencia.

En algunos ejemplos, el procesamiento comprende eluir el &cido nucleico y transferir el acido nucleico eluido a un
recipiente de reaccion para la amplificacion y el analisis, en donde la elucion se realiza durante un periodo de tiempo
gue es igual para los dos o mas ensayos diferentes de deteccion de acido nucleico diana. En algunos ejemplos, el
método incluye una etapa de retardo después de la elucion.

En algunos ejemplos, dos o mas ensayos diferentes de deteccién de acido nucleico diana incluyen un ensayo para
detectar un acido nucleico del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), un ensayo para detectar un acido nucleico
del virus de la hepatitis C (VHC), un ensayo para detectar un acido nucleico del virus de la hepatitis B (VHB), un ensayo
para detectar un acido nucleico de Chlamydia trachomatis (CT), un acido nucleico de Neisseria gonorrhoeae (NG) o
sus combinaciones, un ensayo para detectar un acido nucleico del virus del papiloma humano (VPH), un ensayo para
detectar un acido nucleico de citomegalovirus (CMV), un ensayo para detectar un acido nucleico del virus de Epstein-
Barr (EBV), un ensayo para detectar un acido nucleico del virus BK, un ensayo para detectar un acido nucleico de
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA), un ensayo para detectar un acido nucleico de Clostridium
difficile (D. Diff.), un ensayo para detectar un acido nucleico de Enterococcus resistente a la vancomicina (VRE), un
ensayo para detectar un acido nucleico de adenovirus, un ensayo para detectar un acido nucleico de tuberculosis (TB),
un ensayo para detectar un acido nucleico del virus Varicella-zoster (VZV), un ensayo para detectar un acido nucleico
del virus del herpes simple (HSV), un ensayo para detectar un acido nucleico del virus JC, un ensayo para detectar un
acido nucleico de enterovirus, un ensayo para detectar un acido nucleico de linfogranuloma venéreo (LGV), un ensayo
para detectar un acido nucleico del panel viral respiratorio (RVP), un ensayo para detectar un acido nucleico del virus
del herpes humano 6 (HHV6), un ensayo para detectar un acido nucleico de Trichomonas (Trich), un acido nucleico
de Mycoplasma (Myco) o sus combinaciones, y/o un ensayo para detectar un acido nucleico de Norovirus. En algunos
ejemplos, el método incluye procesar 3 0 méas ensayos diferentes de deteccion de acido nucleico diana. En algunos
ejemplos, el método incluye procesar 10 o mas ensayos diferentes de deteccién de acido nucleico diana.

También se describe un método de cuantificacion de ensayo mudltiple que incluye: a) iniciar un protocolo de
amplificacion de acido nucleico en un primer par de muestras; b) explorar el primer par de muestras con un detector
Optico a intervalos regulares durante el protocolo de amplificaciéon de acido nucleico, en donde el intervalo permite la
recopilacién de datos por parte del detector 6ptico en puntos de tiempo del protocolo de amplificacion suficientes para
la cuantificacion de la amplificacion de acido nucleico en el primer par de muestras; c) iniciar el protocolo de
amplificaciéon de acido nucleico en un segundo par de muestras en un momento que permita que el detector éptico
explore el segundo par de muestras a intervalos regulares y que el detector 6ptico recopile datos en momentos del
protocolo de amplificacion suficientes para la cuantificacién de amplificacién de acido nucleico en el segundo par de
muestras.

En algunos ejemplos, el método de cuantificacion de ensayo mudiltiple incluye iniciar el protocolo de amplificacion de
acido nucleico del primer par de muestras e iniciar el protocolo de amplificacién de &cido nucleico del segundo par de
muestras esencialmente al mismo tiempo. En algunos ejemplos, el método de cuantificacion de ensayo multiple incluye
iniciar el protocolo de amplificacion de acido nucleico del primer par de muestras e iniciar el protocolo de amplificacion
de é&cido nucleico del segundo par de muestras en momentos diferentes. En algunos ejemplos del método de
cuantificacion de ensayo multiple, la exploracion se realiza tres 0 mas veces durante el protocolo de amplificacién de
acido nucleico. En algunos ejemplos del método de cuantificacibn de ensayo mudltiple, el intervalo permite la
recopilacion de datos por parte del detector 6ptico en mas puntos temporales del protocolo de amplificacion que los
necesarios para la cuantificacion de la amplificacion de &cido nucleico en el primer y segundo par de muestras.

En algunos ejemplos, el método de cuantificacion de ensayo mudiltiple incluye iniciar el protocolo de amplificacion de
acido nucleico en un tercer par de muestras en un momento que permite que el detector dptico explore el tercer par a
intervalos regulares y la recopilacion de datos por parte del detector éptico en puntos de tiempo del protocolo de
amplificacion suficientes para la cuantificacion de la amplificacion de acido nucleico en el tercer par de muestras. En
algunos ejemplos, el método de cuantificacion de ensayo mudiltiple incluye iniciar el protocolo de amplificacién de acido
nucleico de los pares de muestras primero, segundo y tercero esencialmente al mismo tiempo. En algunos ejemplos,
el método de cuantificacion de ensayo multiple incluye el inicio del protocolo de amplificacion de &cido nucleico del
primer, segundo y tercer par de muestras en momentos diferentes.
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En algunos ejemplos, el método de cuantificacion de ensayo multiple incluye iniciar el protocolo de amplificacion de
acido nucleico en un cuarto par de muestras a la vez que permite que el cuarto par sea explorado por el detector éptico
a intervalos regulares y la recopilacion de datos por el detector éptico en puntos de tiempo del protocolo de
amplificacion suficientes para la cuantificacion de la amplificacion de acido nucleico en el cuarto par de muestras. En
algunos ejemplos, el método de cuantificacion de ensayo multiple incluye iniciar el protocolo de amplificacién de acido
nucleico de los pares de muestras primero, segundo, tercero y cuarto esencialmente al mismo tiempo. En algunos
ejemplos, el método de cuantificacion de ensayo mudltiple incluye el inicio del protocolo de amplificacién de acido
nucleico del primer, segundo, tercer y cuarto pares de muestras en momentos diferentes.

En algunos ejemplos, el método de cuantificacion de ensayo multiple incluye iniciar el protocolo de amplificacion de
acido nucleico en un quinto par de muestras a la vez que permite que el detector dptico explore el quinto par a intervalos
regulares y la recopilacion de datos por parte del detector optico en puntos de tiempo del protocolo de amplificacion
suficientes para la cuantificacion de la amplificacién de acido nucleico en el quinto par de muestras. En algunos
ejemplos, el método de cuantificacion de ensayo miltiple incluye iniciar el protocolo de amplificacion de acido nucleico
de los pares de muestras primero, segundo, tercero, cuarto y quinto esencialmente al mismo tiempo. En algunos
ejemplos, el método de cuantificacion de ensayo multiple incluye el inicio del protocolo de amplificacién de acido
nucleico del primer, segundo, tercer, cuarto y quinto par de muestras en momentos diferentes.

En algunos ejemplos, el método de cuantificacion de ensayo multiple incluye iniciar el protocolo de amplificacion de
acido nucleico en un sexto par de muestras a la vez que permite que el sexto par sea explorado por el detector éptico
a intervalos regulares y la recopilacion de datos por el detector éptico en puntos de tiempo del protocolo de
amplificacion suficientes para la cuantificacion de la amplificacion de acido nucleico en el sexto par de muestras. En
algunos ejemplos, el método de cuantificacién de ensayo multiple incluye el inicio del protocolo de amplificacion de
acido nucleico de los pares de muestras primero, segundo, tercero, cuarto, quinto y sexto esencialmente al mismo
tiempo. En algunos ejemplos, el método de cuantificacion de ensayo mdltiple incluye el inicio del protocolo de
amplificaciéon de acido nucleico del primer, segundo, tercer, cuarto, quinto y sexto par de muestras en momentos
diferentes.

Otros ejemplos de la presente descripcion incluyen un sistema de procesamiento de ensayo mdltiple que incluye: a)
un moédulo de preparacion de cartuchos de unidad de procesamiento de muestras (SPU); b) un médulo de carga de
muestras; ¢) un médulo de procesamiento de SPU; d) un médulo de amplificacién y analisis de acido nucleico; y €e)
circuitos de control configurados para realizar un método como en la presente descripcion se describen.

En algunos ejemplos, el sistema incluye un modulo para rehidratar reactivos liofilizados. En algunos ejemplos, el
sistema incluye un médulo de procesamiento de SPU configurado para pretratar cada muestra antes de procesar la
muestra. En algunos ejemplos, el sistema incluye un moédulo de transferencia de reaccion. En algunos ejemplos, el
sistema incluye un solo recurso de pipeta robética que funciona en el médulo de preparacién de cartuchos SPU. En
algunos ejemplos del sistema, el recurso de pipeta robética Unica también funciona en el médulo de carga de muestras,
el médulo para rehidratar reactivos liofilizados y/o el médulo de transferencia de reaccion. En algunos ejemplos, el
sistema incluye uno o mas robots de llenado a granel. En algunos ejemplos, el sistema incluye un solo robot de llenado
a granel. En algunos ejemplos, el sistema incluye uno o mas robots de desecho. En algunos ejemplos, el sistema
incluye un unico robot de desecho. En algunos ejemplos, el sistema incluye uno o mas robots de manipulacién de
cartuchos SPU. En algunos ejemplos, el sistema incluye un solo robot de manipulacién de cartuchos SPU.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 representa un protocolo simultaneo idealizado usado para armonizar el procesamiento de muestras
para ensayos de &cido nucleico diferentes relacionados con protocolos de diagnéstico de VIH, VHC, CT/NG y VHB.
La Figura 2 demuestra como pueden procesarse cuatro tipos de ensayos diferentes (VIH, VHC, CT/NG y VHB),
mediante el uso de un protocolo simultdneo de temporizacion de ensayo comun, en tres ejecuciones dado un
sistema idealizado con recursos esencialmente ilimitados. Se indica contencion de recursos.

La Figura 3 demuestra una secuencia con intervalos de temporizacion colocados apropiadamente (es decir,
retrasos) que dan como resultado una cadencia fija de entrada de muestra que permite un Unico protocolo
simultdneo de temporizacion en un sistema con recursos finitos.

La Figura 4 demuestra como pueden configurarse tres ensayos diferentes, cada uno con cuatro muestras, durante
la amplificacion y deteccion para mediciones coordinadas de acuerdo con una modalidad de la descripcion.

La Figura 5 representa un diagrama de flujo para un protocolo de procesamiento de muestras convencional
realizado en un sistema automatizado sujeto a contencion de recursos.

La Figura 6 representa un diagrama de flujo para una modalidad de los presentes métodos que emplean un
protocolo simultdneo con retrasos programados entre las etapas del proceso.

Definiciones
El término "analito", como se usa en la presente descripcion, se refiere a una molécula diana que se detectara en una

muestra en donde la deteccién del analito puede ser indicativa de un estado biologico del organismo del que se deriva
la muestra. Por ejemplo, cuando un analito es un analito de acido nucleico, la deteccion del analito de acido nucleico
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puede ser indicativo de un estado biolégico de los organismos de los que se derivo la muestra, incluido, por ejemplo,
cuando la deteccion de acido nucleico viral puede indicar infeccion con un patégeno particular, etc.

El término "recipiente de reaccion", como se usa en la presente descripcion, generalmente se refiere a un contenedor
dentro del cual se realiza una reaccion de amplificacion. Tales recipientes de reaccion pueden obtenerse de fuentes
comerciales, por ejemplo, como componentes listos para usar, o pueden fabricarse a medida. Los recipientes de
reaccion utiles en reacciones de amplificacién de acido nucleico generalmente seran capaces de transferir calor
rapidamente a través del recipiente, por ejemplo, mediante el uso de materiales altamente conductores (por ejemplo,
plasticos conductores térmicos) o modificaciones fisicas del recipiente (por ejemplo, paredes delgadas). Los
recipientes de reaccién comunes incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, tubos, viales, placas de pocillos mdltiples
y similares. Los recipientes de reaccion pueden construirse de una variedad de materiales que incluyen, pero no se
limitan a, por ejemplo, materiales poliméricos.

El término "evaluar” incluye cualquier forma de medicion e incluye determinar si un elemento esta presente o no. Los
términos "determinar”, "medir", "valorar", "evaluar" y "ensayar" se usan indistintamente e incluyen determinaciones
cuantitativas y cualitativas. Puede evaluarse de forma relativa o absoluta. "Evaluar la identidad de" incluye determinar
la identidad méas probable de un compuesto, formulacion o sustancia particular, y/o determinar si un compuesto,
formulacion o sustancia prevista esta presente o ausente. "Evaluar la calidad de" incluye hacer una evaluacion
cualitativa o cuantitativa de la calidad, por ejemplo, a través de la comparacion de un valor determinado con una
referencia o estandar de calidad conocido.

El término "fluido corporal" como se usa en la presente se refiere generalmente a fluidos derivados de una "muestra
bioldgica" que abarca una variedad de tipos de muestras que se obtienen de un individuo o una poblacién de individuos
y puede usarse en un ensayo de diagnoéstico, de monitoreo o de cribado. La definicion abarca la sangre y otras
muestras liquidas de origen biolégico. La definicion también incluye muestras que se manipulan de cualquier forma
después de su obtencidn, tal como por mezcla o agrupacién de muestras individuales, tratamiento con reactivos,
solubilizacion o enriquecimiento de ciertos componentes, tales como las células nucleadas, células no nucleadas,
patégenos, etc.

El término "muestra biologica" abarca una muestra clinica y también incluye células en cultivo, sobrenadantes de
células, lisados de células, suero, plasma, fluido biolégico y muestras de tejido. El término "muestra biolégica" incluye
orina, saliva, fluido cefalorraquideo, fluido intersticial, fluido ocular, fluido sinovial, fracciones de sangre tales como
plasmay suero, y similares.

Los términos "control”, "ensayo de control”, "muestra de control" y similares, se refieren a una muestra, prueba u otra
porcién de un procedimiento experimental o procedimiento de diagnostico o disefio experimental para los que se
conoce un resultado esperado con gran certeza, por ejemplo, con el fin de indicar si los resultados obtenidos de las
muestras experimentales asociadas son fiables, indicar con qué grado de confianza los resultados experimentales
asociados indican un resultado verdadero y/o para permitir la calibracion de los resultados experimentales. Por
ejemplo, en algunos casos, un control puede ser un ensayo de "control negativo" de manera que se excluya un
componente esencial del ensayo de manera que un experimentador pueda tener una gran certeza de que el ensayo
de control negativo no producira un resultado positivo. En algunos casos, un control puede ser un "control positivo" de
manera que todos los componentes de un ensayo particular se caractericen y se conozcan, cuando se combinen, para
producir un resultado particular en el ensayo que se realiza, de manera que un experimentador pueda tener una gran
certeza de que el ensayo de control positivo no producird un resultado positivo. Los controles también pueden incluir
muestras "en blanco", muestras "estandar" (por ejemplo, muestras "estandar de oro"), muestras validadas, etc.

Por "circuitos de control" o "unidad de procesamiento de datos", como se usa en la presente descripcion, se entiende
cualquier combinacién de equipo informético y/o programas informaticos que realizara las funciones que se requieren
de ella. Por ejemplo, cualquier unidad de procesamiento de datos en la presente descripcion puede ser un
microprocesador digital programable tal como el disponible en forma de controlador electrénico, ordenador central,
servidor u ordenador personal (de escritorio o portétil). Donde la unidad de procesamiento de datos es programable,
la programacion adecuada puede comunicarse desde una ubicacion remota a la unidad de procesamiento de datos,
0 guardada previamente en un producto de programa de ordenador (tal como un medio de almacenamiento legible
por ordenador portatil o fijo, ya sea basado en un dispositivo magnético, 6ptico o de estado sélido). En algunos casos,
los circuitos de control o una unidad de procesamiento de datos de la presente descripcion pueden programarse
especificamente para realizar las funciones requeridas y, por lo tanto, pueden denominarse ordenador de propdsito
especial.

Por "simultaneo” o "protocolo simultaneo” se entiende un protocolo en el que las etapas del protocolo se siguen entre
si lo mas cerca posible. En algunos casos, descritos en la presente descripcién se puede determinar un protocolo
simultdneo en base a las etapas correspondientes de diferentes protocolos donde dichos protocolos se realizaran en
paralelo o concomitantemente. Por lo tanto, un protocolo simultaneo no necesita consistir Unicamente en las etapas
mas cortas sucesivas de un protocolo particular, sino que puede incluir uno o mas etapas mas largas de varios
protocolos que se van a realizar en paralelo.
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Por "cadencia" se entiende lote por unidad de tiempo y, en lo que se refiere a un protocolo simultaneo, una cadencia
puede relacionarse con un punto o tiempo regular o fijo de entrada de muestra o inicio de procesamiento de muestra.
En consecuencia, una cadencia regular puede referirse al inicio de un lote a intervalos de tiempo regulares.

Por "disputa de recursos”, como se usa en la presente descripcion, se entiende un conflicto sobre el acceso a un
recurso compartido de un sistema integrado. La disputa de recursos puede aplicarse a los componentes fisicos de un
sistema cuando dichos componentes limitan la progresion de un proceso. Por ejemplo, cuando dos mdodulos de un
sistema utilizan un recurso compartido, dicho recurso puede estar en disputa si ambos modulos requieren el recurso
simultaneamente.

Por "lote", tal como se usa en la presente descripcion, se entiende una agrupacion de muestras comunes 0 ensayos
procesados en paralelo de acuerdo con un Unico protocolo que tiene un tiempo de inicio comin. Las muestras o los
ensayos dentro de los lotes de la presente descripcion pueden o no procesarse exactamente de la misma manera,
pero generalmente se iniciaran y terminaran juntos. Por ejemplo, las muestras y los ensayos del lote pueden
procesarse exactamente de la misma manera a lo largo de todo el protocolo, lo que incluye, por ejemplo, cuando la
preparacion, el procesamiento y la amplificacién/andlisis de la muestra son idénticos para todas las muestras o
ensayos del lote. En otros casos, es posible que las muestras y los ensayos del lote no se procesen exactamente de
la misma manera a lo largo de todo el protocolo, lo que incluye, por ejemplo, cuando una o mas de las muestras de
preparacion, procesamiento y/o amplificacién/andlisis no son idénticas para todas las muestras o ensayos del lote.

Descripcion detallada de la invencion

La presente descripcion proporciona métodos de procesamiento de ensayo multiple y analisis de ensayo mdltiple. Tal
procesamiento y analisis de ensayo mdltiple pertenecen a la deteccidon automatizada de acidos nucleicos diana, por
ejemplo, como se realiza en el entorno clinico con fines de diagnéstico. También se proporcionan protocolos de
temporizaciéon de ensayos comunes derivados de una variedad de protocolos de andlisis y amplificacion de acido
nucleico individuales y modificados para evitar la disputa de recursos. La presente descripcién también describe
sistemas y dispositivos para practicar los métodos como se describe en la presente descripcion.

Antes de que se describa la presente invencion con mayor detalle, debe entenderse que esta invencion no se limita a
las modalidades particulares descritas. También debe entenderse que la terminologia usada en la presente descripcion
es solo para el propésito de describir las modalidades particulares, y no pretende limitarse, dado que el alcance de la
presente invencion se limitara solo mediante las reivindicaciones adjuntas.

Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, a la décima parte de la unidad
del limite inferior, a menos que el contexto lo indique de cualquier otra manera, entre el limite superior e inferior de
ese intervalo, y cualquier otro valor establecido o intermedio en ese intervalo establecido, esta incluido. Los limites
superior e inferior de estos intervalos mas pequefios pueden incluirse independientemente en los intervalos mas
pequefios y también estan incluidos, sujetos a cualquier limite especificamente excluido en el intervalo establecido.
Cuando el intervalo establecido incluye uno o ambos limites, también se incluyen los intervalos que excluyen uno o
ambos limites incluidos.

Ciertos intervalos se presentan en la presente descripcion con valores numéricos precedidos por el término
"aproximadamente". El término "aproximadamente" se usa en la presente descripcion para proporcionar soporte literal
para el nimero exacto que precede, asi como también un nimero que esta cerca de o aproximadamente al nimero
gue el término precede. Para determinar si un nimero esta cerca de o aproximadamente a un nimero especificamente
citado, el nimero que esta cerca o aproximadamente no citado puede ser un nimero que, en el contexto en donde se
presenta, proporciona el equivalente sustancial del nimero especificamente citado.

A menos que se especifique de cualquier otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente
descripcion tienen el mismo significado que el que se conoce comunmente por los expertos en la técnica a la que
pertenece esta invencién. La mencion de cualquier publicacion es por su descripcion anterior a la fecha de
presentacion y no deben considerarse una admision de que la presente invencion no tiene derecho a anteceder tal
publicacion en virtud de la invencién anterior. Adicionalmente, las fechas de publicacién proporcionadas pueden ser
diferentes de las fechas de publicacion reales, por lo que es posible que deban confirmarse independientemente.

Se hace notar que, como se usa en la presente y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un”, "una”,
y "el" incluyen los referentes plurales a menos que el contexto lo dicte claramente de cualquier otra manera. Se hace
notar ademas que las reivindicaciones pueden redactarse para excluir cualquier elemento opcional. Como tal, esta
declaracion se pretende para servir como base de antecedente para el uso de tal terminologia exclusiva como
"Unicamente", "solamente" y similares en relacién con la recitacion de los elementos de acuerdo con la reivindicacion,
o0 el uso de una limitacién "negativa".

Como seran evidentes para aquellos expertos en la técnica con la lectura de esta descripcidn, cada una de las

modalidades individuales que se describen e ilustran en la presente descripcion tiene componentes y caracteristicas
distintas que facilmente pueden separarse de, o combinarse con las caracteristicas de cualquiera de otras muchas

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2923792T3

modalidades. Cualquier método citado puede realizarse para los eventos citados o en cualquier otro orden lo cual es
I6gicamente posible.

Métodos

La presente descripcion proporciona métodos de procesamiento de ensayo miltiple de manera que "ensayo multiple"
se entiende multiples, dos 0 mas ensayos diferentes. El procesamiento y/o analisis de ensayo mdltiple puede ser
realizado por un solo dispositivo de andlisis moleculares, incluidos aquellos dispositivos de analisis molecular que
tienen recursos fisicos limitados. En muchas modalidades, los métodos instantaneos pertenecen al procesamiento de
ensayo multiple de amplificacion de acido nucleico y andlisis de ensayos que incluyen, pero no se limitan a, por
ejemplo, aquellos que involucran métodos de PCR, incluidos, por ejemplo, métodos de PCR en tiempo real.

El proceso de PCR es un método de amplificacion de acido nucleico mediante el cual una secuencia de acido nucleico
diana se amplifica por un factor de 2" mediante repeticion de (1) una temperatura de desnaturalizacién (por ejemplo,
de 95 °C) que sirve para desnaturalizar las dos hebras de un molde de acido nucleico de doble hebra; (2) una
temperatura de hibridacion (por ejemplo, del orden de 55 °C a 65 °C) que sirve para hibridar uno o mas acidos nucleicos
complementarios a una sola hebra del acido nucleico desnaturalizado; y (3) una temperatura de extensién que
proporciona la temperatura permisiva para que una polimerasa de acido nucleico extienda el acido nucleico
complementario de acuerdo con la secuencia de la plantilla, alternativamente n veces (denominado "ciclo térmico").

En la PCR en tiempo real, la cantidad de acido nucleico se mide en una pluralidad de puntos de tiempo durante la
reaccion de amplificacion para determinar la cantidad real o relativa del analito de acido nucleico diana inicialmente
presente en la muestra. La PCR en tiempo real puede ser cuantitativa, semicuantitativa o cualitativa. La PCR en tiempo
real generalmente se lleva a cabo en un termociclador con la capacidad de iluminar cada muestra de amplificacién
con un haz de luz de al menos una longitud de onda especifica y detectar la fluorescencia emitida por un fluoréforo
excitado que se incorpora al amplicon o no se apaga durante amplificacion. Pueden usarse fluorocromos no
especificos (por ejemplo, colorantes de union a ADN como, por ejemplo, SYBR Green) o sondas de hibridacion
fluorescentes especificas. Mediante el uso de etiquetas de diferentes colores, las sondas fluorescentes pueden usarse
en ensayos multiplex para monitorear varias secuencias diana en el mismo tubo.

Un método mediante el uso de sondas marcadas con fluorescencia se basa en una sonda basada en ADN con un
indicador fluorescente en un extremo y un extintor de fluorescencia en el extremo opuesto de la sonda. La proximidad
del indicador al extintor impide la deteccién de su fluorescencia. Cuando se une a una secuencia diana, la ruptura de
la sonda por la actividad de la exonucleasa 5' a 3' de la polimerasa rompe la proximidad indicador-extintor y, por lo
tanto, permite la emision de fluorescencia sin apagar, que puede detectarse después de la excitacion con una longitud
de onda de luz particular. Por lo tanto, un aumento en el producto diana de la sonda indicadora en cada ciclo de PCR
provoca un aumento proporcional en la fluorescencia debido a la ruptura de la sonda y la liberacién del indicador.
Cualquier polimerasa conveniente con actividad de exonucleasa de 5' a 3' puede encontrar uso en dichos ensayos,
que incluyen, pero no se limitan a, los de tipo salvaje Taq polimerasa y polimerasas modificadas o disefiadas, que
incluyen, pero no se limitan a, las disponibles de proveedores comerciales como, por ejemplo, New England Biolabs
(Ipswich, MA), Life Technologies (Carlsbad, CA), Sigma Aldrich (St. Louis, MO) y Kapa Biosystems, Inc. (Wilmington,
MA) tal como, por ejemplo, KAPA2G DNA Polymerases.

Varios ensayos de PCR en tiempo real encuentran uso en el diagnéstico clinico, que incluyen la deteccién de un acido
nucleico diana de un agente infeccioso. Como se usa en la presente descripcién, un "agente infeccioso" incluye
cualquier patégeno biolégico que pueda infectar a un hospedero, donde dichos patégenos tienen un componente de
acido nucleico, por ejemplo, un genoma de éacido nucleico, que puede detectarse, denominado en la presente
descripcién como "acido nucleico diana" en un ensayo como se describe en la presente descripcion. Como tales
agentes infecciosos de la presente descripcion variaran y pueden incluir, pero no se limitan a, por ejemplo, parasitos,
bacterias, levaduras, hongos, virus y similares. Los presentes métodos y sistemas pueden aplicarse a cualquier agente
infeccioso que tenga un componente de acido nucleico que pueda detectarse mediante métodos de PCR, incluida la
PCR en tiempo real y la PCR de transcripcion inversa (RT), incluida la RT-PCR en tiempo real. Como tal, un &cido
nucleico diana de un agente infeccioso puede ser ADN o ARN, que incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, ADN
monocatenario, ADN bicatenario, ARN monocatenario, ARN bicatenario y similares.

Los métodos y sistemas de ensayo multiple encuentran uso en la deteccion automatizada de acidos nucleicos diana
para una pluralidad de ensayos diferentes, que incluyen multiples ensayos diferentes de deteccion de acido nucleico
clinicamente relevantes. En algunos casos, los métodos de ensayo multiple pueden aplicar varios ensayos diferentes
a una sola muestra biolégica, por ejemplo, cuando una sola muestra se divide en alicuotas y cada alicuota se aplica a
dos o mas ensayos diferentes de deteccion de acido nucleico. En algunos casos, los métodos de ensayo multiple
pueden aplicar multiples ensayos diferentes a diferentes muestras biolégicas, por ejemplo, donde diferentes muestras
biolégicas pueden derivarse de diferentes tejidos de un solo sujeto, derivarse del sujeto en diferentes momentos,
derivarse de diferentes sujetos, etc.

En algunos casos, los métodos y sistemas como se describe en la presente descripcién implican la deteccion
simultanea, sincronica o superpuesta de una pluralidad de acidos nucleicos diana derivados de un organismo. Los
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organismos de los que pueden derivarse los acidos nucleicos diana incluyen organismos clinicamente relevantes y no
clinicamente relevantes. Los organismos clinicamente no relevantes pueden incluir, por ejemplo, organismos Utiles en
aplicaciones de investigacion, organismos (tiles en aplicaciones industriales, organismos Utiles en aplicaciones
agricolas, organismos de interés ambiental, etc.

En algunos casos, un método de procesamiento, analisis o deteccién de ensayo multiple puede encontrar uso en el
procesamiento, andlisis o deteccion simultaneos o sincronicos o superpuestos de una pluralidad de acidos nucleicos
diana clinicamente relevantes que incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, acidos nucleicos diana derivados o que
se originan de uno o mas patdgenos clinicamente relevantes como, por ejemplo, Acinetobacter baumannii,
Acinetobacter Iwoffii, Acinetobacter spp. (incl. MDR), Actinomycetes, Adenovirus, Aeromonas spp., Alcaligenes
faecalis, Alcaligenes spp./Achromobacter spp., Alcaligenes xylosoxidans (incluida ESBL/MRGN), Arbovirus,
Aspergillus spp., Astrovirus, Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacteriodes fragilis, Bartonella
quintana, Bordetella pertussis, Borrelia burgdorferi, Borrelia recurrentis, Brevundimonas diminuta, Brevundimonas
vesicularis, Brucella spp., Burkholderia cepacia (incl. MDR), Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei,
Campylobacter jejuni/coli, Candida albicans, Candida krusei, Candida parapsilosis, Chikungunya virus (CHIKV),
Chlamydia pneumoniae, Chlamydia psittaci, Chlamydia trachomatis, Citrobacter spp., Clostridium botulinum,
Clostridium difficile, Clostridium perfringens, Clostridium tetani, Coronavirus (incl. SARS- y MERS-CoV),
Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium pseudotuberculosis, Corynebacterium spp., Corynebacterium
ulcerans, Coxiella burnetii, Coxsackievirus, Virus de la fiebre hemorragica de Crimea-Congo, Cryptococcus
neoformans, Cryptosporidium hominis, Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis, Citomegalovirus (CMV),
Virus del dengue, virus del Ebola, Echovirus, Entamoeba histolytica, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae
(incl. ESBL/MRGN), Enterococcus faecalis (incl. VRE), Enterococcus faecium (incl. VRE), Enterococcus hirae,
Epidermophyton spp., Epstein-Barr (EBV), Escherichia coli (incl. EHEC, EPEC, ETEC, EIEC, EAEC, ESBL/MRGN,
DAEC), Virus de la fiebre aftosa (FMDV), Francisella tularensis, Giardia lamblia, Haemophilus influenzae, Hantavirus,
Helicobacter pylori, helmintos (gusanos), virus de la hepatitis A (VHA), virus de la hepatitis B (VHB), virus de la hepatitis
C (VHCQ), virus de la hepatitis D, virus de la hepatitis E, virus del herpes simple (VHS), Histoplasma capsulatum,
enterovirus humano 71, Herpesvirus humano 6 (HHV-6), Herpesvirus humano 7 (HHV-7), Herpesvirus humano 8
(HHV-8), Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), Metapneumovirus humano, Virus del papiloma humano, Virus
de la influenza, Klebsiella granulomatis, Klebsiella oxytoca ( incluido ESBL/MRGN), Klebsiella pneumoniae MDR (incl.
ESBL/MRGN), virus Lassa, Leclercia adecarboxylata, Legionella pneumophila, Leishmania spp., Leptospira
interrogans, Leuconostoc pseudomesenteroides, Listeria monocytogenes, virus de Marburg, virus del sarampion,
Micrococcus luteus, Microsporum spp., Molluscipoxvirus, Morganella spp., Virus de las paperas, Mycobacterium
chimaeraMyco, Mycobacterium lepraeMyco, Mycobacterium tuberculosis (incl. MDR), Mycoplasma genitalium,
Mycoplasma pneumoniae, Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Norovirus, Orientia tsutsugamushi, Pantoea
agglomerans, Virus de la parainfluenza, Parvovirus, Pediculus humanus capitis, Pediculus humanus corporis,
Plasmodium spp., Pneumocystis jiroveci, Poliovirus, Polyomavirus, Proteus mirabilis (incl. ESBL/MRGN), Proteus
vulgaris, Providencia rettgeri, Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas spp., Virus de la rabia,
Ralstonia spp., Virus sincitial respiratorio (VSR), Rinovirus, Rickettsia prowazekii, Rickettsia typhi, Roseomonas gilardii,
rotavirus, virus de la rubéola, Salmonella enteritidis, Salmonella paratyphi, Salmonella spp., Salmonella typhimurium,
Sarcoptes scabiei (acaro del picor), Sapovirus, Serratia marcescens (incl. ESBL/MRGN), Shigella sonnei, especies de
Sphingomonas, Staphylococcus aureus (incl. MRSA, VRSA), Staphylococcus capitis, Staphylococcus epidermidis
(incl. MRSE), Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus
saprophyticus, Stenotrophomonas maltophilia, Streptococcus pneumoniae Streptococcus pyogenes (incluido
PRSP),,Streptococcus spp., virus TBE, Toxoplasma gondii, Treponema pallidum, Trichinella spiralis, Trichomonas
vaginalis, Trichophyton spp., Trichosporon spp., Trypanosoma brucei gambiense, Trypanosoma brucei rhodesiense,
Trypanosoma cruzi, virus vaccinia, varicela virus zoster, virus Variola, Vibrio cholerae, virus del Nilo Occidental (WNV),
virus de la fiebre amarilla, Yersinia enterocolitica, Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis, virus Zika y similares.

En algunos casos, un método de procesamiento, analisis o deteccién de ensayo multiple puede encontrar uso en el
procesamiento, analisis o deteccion simultaneos, sincrénica o superpuestos de una pluralidad de &cidos nucleicos
diana clinicamente relevantes que incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, acidos nucleicos diana derivados o
procedente de una 0 mas bacterias patdgenas clinicamente relevantes como, por ejemplo, Bacillus anthracis, Bacillus
cereus, Bartonella henselae, Bartonella quintana, Bordetella pertussis, Borrelia burgdorferi, Borrelia garinii, Borrelia
afzelii, Borrelia recurrentis, Brucella abortus, Brucella canis, Brucella melitensis, Brucella suis, Campylobacter jejuni,
Chlamydia pneumoniae, Chlamydia trachomatis, Chlamydophila psittaci, Clostridium botulinum, Clostridium difficile,
Clostridium perfringens, Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheriae, Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium, Escherichia coli, Francisella tularensis, Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori, Legiona pneumofila,
Leptospira interrogans, Leptospira santarosai, Leptospira weilii, Leptospira noguchii, Listeria monocytogenes,
Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium ulcerans, Mycoplasma pneumoniae, Neisseria
gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Pseudomonas aeruginosa, Rickettsia rickettsii, Salmonella typhi, Salmonella
typhimurium, Shigella sonnei, Stphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Treponema pallidum, Ureaplasma
urealyticum, Vibrio cholerae, Yersinia pestis, Yersinia enterocolitica, Yersinia pseudotuberculosis, etc.

En algunos casos, un método de procesamiento, analisis o deteccién de ensayo multiple puede encontrar uso en el
procesamiento, analisis o deteccion simultaneos, sincrénica o superpuestos de una pluralidad de &cidos nucleicos
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diana clinicamente relevantes que incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, acidos nucleicos diana derivados o que
se originan a partir de uno o mas protozoos patdgenos clinicamente relevantes como, por ejemplo, parasitos
protozoarios que incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrillaris, Babesia B.
divergens, B. bigemina, B. equi, B. microfti, B. duncani, Balantidium coli, Blastocystis spp., Cryptosporidium spp.,
Cyclospora cayetanensis, Dientamoeba fragilis, Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Isospora belli, Leishmania
spp., Plasmodium falciparum (80% de los casos), Plasmodium vivax, Plasmodium ovale curtisi, Plasmodium ovale
wallikeri, Plasmodium malariae, Plasmodium knowlesi, Rhinosporidium seeberi, Sarcocystis bovihominis, Sarcocystis
suihominis, Toxoplasma gondii, Trichomonas vaginalis, Trypanosoma bruce, Trypanosoma cruzi, etc.

En algunos casos, un método de procesamiento, andlisis o deteccién de ensayo multiple puede encontrar uso en el
procesamiento, analisis o deteccion simultaneos, sincrénico o superpuestos de una pluralidad de &cidos nucleicos
diana clinicamente relevantes que incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, acidos nucleicos diana derivados o que
se originan a partir de uno 0 mas gusanos patdgenos clinicamente relevantes como, por ejemplo, parasitos helmintos,
que incluyen, pero no se limitan a, Cestoda, Taenia multiceps, Diphyllobothrium latum, Echinococcus granulosus,
Echinococcus multilocularis, E. vogeli, E. oligarthrus, Taenia saginata, Taenia solium, Bertiella mucronata, Bertiella
studeri, Spirometra erinaceieuropaei, etc.

En algunos casos, un método de procesamiento, andlisis o deteccién de ensayo multiple puede encontrar uso en el
procesamiento, analisis o0 deteccién simultaneos, sincrénico o superpuestos de una pluralidad de acidos nucleicos
diana clinicamente relevantes que incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, acidos nucleicos diana derivados o que
se origina a partir de uno o mas trematodos clinicamente relevantes que incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo,
Clonorchis sinensis; Clonorchis viverrini, Dicrocoelium dendriticum, Metagonimus yokogawai, Metorchis conjunctus,
Opisthorchis viverrini, Opisthorchis felineus, Clonorchis sinensis, Paragonimus westermani; Paragonimus africanus;
Paragonimus caliensis; Paragonimus kellicotti; Paragonimus skrjabini; Paragonimus uterobilateralis, Schistosoma sp.,
Schistosoma mansoni y Schistosoma intercalatum, Schistosoma haematobium, Schistosoma japonicum, Schistosoma
mekongi-, Echinostoma echinatum, Trichobilharzia regenti, Schistosomatidae, etc.

En algunos casos, un método de procesamiento, analisis o deteccién de ensayo multiple puede encontrar uso en el
procesamiento, analisis o deteccion simultaneos, sincrénico o superpuestos de una pluralidad de acidos nucleicos
diana clinicamente relevantes que incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, acidos nucleicos diana derivados o que
se originan de uno o méas gusanos redondos clinicamente relevantes que incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo,
Ancylostoma duodenale, Necator americanus, Angiostrongylus costaricensis, Ascaris sp. Ascaris lumbricoides,
Baylisascaris procyonis, Brugia malayi, Brugia timori, Dioctophyme renale, Dracunculus medinensis, Enterobius
vermicularis, Enterobius gregorii, Halicephalobus gingivalis, Loa gingivales filaria, Mansonella streptocerca,
Onchocerca volvulus, Strongyloides stercoralis, Thelazia californiensis, Thelazia callipaeda, Toxocara canis, Toxocara
cati, Trichinella spiralis, Trichinella britovi, Trichinella nelsoni, Trichinella nativa, Trichuris trichiura, Trichuris vulpis,
Wuchereria bancrofti, etc.

En algunos casos, un método de procesamiento, analisis o deteccién de ensayo mdltiple puede encontrar uso en el
procesamiento, analisis o0 deteccién simultaneos, sincrénico o superpuestos de una pluralidad de acidos nucleicos
diana clinicamente relevantes que incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, acidos nucleicos diana derivados o que
se originan de uno 0 mas parasitos relevantes, que incluyen, pero no se limitan a, Archiacanthocephala, Moniliformis
moniliformes, Linguatula serrata, Oestroidea, Calliphoridae, Sarcophagidae, Tunga penetrans, Dermatobia hominis,
Acari, Cimicidae Cimex lectularius, Pediculus humanus, Pediculus humanus corporis, Pthirus pubis, Demodex
folliculorum/brevis/canis, Sarcoptes scabiei, Cochliomyia hominivorax, Pulex irritans, Arachnida Ixodidae y Argasidae,
etc.

Un método de procesamiento, analisis y/o deteccién de ensayo mudltiple de la presente descripcion puede incluir
cualquier combinacion de ensayos que incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, cualquier combinacion de ensayos
para detectar un acido nucleico diana derivado de cualquier combinacién de los organismos descritos en la presente
descripcion.

En algunos casos, un método de procesamiento, analisis y/o deteccion de ensayo multiple de la presente descripcion
puede incluir una combinacién de ensayos para detectar dos 0 mas acido nucleicos diana de o derivados de VIH,
VHC, VHB, CT/NG (Chlamydia trachomatis (CT)/Neisseria gonorrhoeae (NG)) y VPH.

En algunos casos, un método de procesamiento, andlisis y/o deteccion de ensayo multiple de la presente descripcion
puede incluir una combinacién de ensayos para detectar dos o mas &cido nucleico diana de o derivados de CMV,
EBV, virus BK, MRSA, C. Diff. (Clostridium difficile) y VRE.

En algunos casos, un método de procesamiento, analisis y/o deteccion de ensayo multiple de la presente descripcion
puede incluir una combinacion de ensayos para detectar dos 0 mas acido nucleico diana de o derivados de Adenovirus,
TB, VZV (virus de la varicela-zoster), VHS, virus JC y Enterovirus.

En algunos casos, un método de procesamiento, andlisis y/o deteccion de ensayo multiple de la presente descripcion
puede incluir una combinacién de ensayos para detectar dos 0 mas acido nucleico diana de o derivados de LGV
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(linfogranuloma venéreo), uno o mas virus del Panel viral respiratorio (RVP; metapneumovirus humano (hMPV),
rinovirus, influenza A, influenza A subtipo H1, influenza A subtipo H3, influenza B, virus sincitial respiratorio (RSV) A,
virus sincitial respiratorio (RSV) B, virus parainfluenza 1, Virus de la parainfluenza 2, virus de la parainfluenza 3,
adenovirus), HHV6 (herpesvirus humano 6), Trich/Myco (Trichomonas (Trich)/Mycoplasma (Myco)) y Norovirus.

En algunos casos, un método de procesamiento, andlisis y/o deteccion de ensayo multiple de la presente descripcion
puede incluir una combinacién de ensayos para detectar dos o mas acido nucleico diana de o derivados de VIH, VHC,
VHB, CT/ING, VPH, CMV, EBV, BK, MRSA, C. Dif. VRE, Adenovirus, TB, VZV, HSV, JC, Enterovirus, LGV, RVP,
HHV6, Trich/Myco y Norovirus.

En modalidades, de la presente descripciéon, un método incluye procesar multiples ensayos de acuerdo con la etapa
de procesamiento y/o analisis mas larga requerida para cada ensayo en particular. Por ejemplo, un método de
procesamiento de ensayo multiple incluye preparar un cartucho de unidad de procesamiento de muestra (SPU) durante
un periodo de tiempo correspondiente a la etapa de preparacion del cartucho de SPU mas larga requerida para todos
los ensayos de la pluralidad. Una etapa de preparaciéon de un cartucho de SPU como se describe en la presente
descripcion, puede incluir la distribucion en alicuotas de los reactivos necesarios en los pocillos de procesamiento de
muestras de un recipiente de mdltiples pocillos en preparacion para el procesamiento de muestras, por ejemplo, lisis
y extraccién de acidos nucleicos. Las etapas de preparacién del cartucho de SPU para ensayos diferentes variaran,
por ejemplo, porque ciertos ensayos pueden requerir mas 0 menos reactivos que otro ensayo.

El método de procesamiento de ensayo multiple incluye una etapa de carga de muestra que se realiza durante un
periodo de tiempo correspondiente a la etapa de carga de muestra mas larga requerido para todos los ensayos de la
pluralidad. Una etapa de carga de muestra, como se describen en la presente descripcion, puede incluir la carga de
la muestra en el cartucho SPU de un ensayo particular. Las etapas de carga de la muestra pueden variar, por ejemplo,
porgue un ensayo en particular puede requerir mas 0 menos muestra que otro ensayo.

El método de procesamiento de ensayo mdltiple incluye una etapa de procesamiento de la muestra (por ejemplo,
realizada por un modulo SPU) que se realiza durante un periodo de tiempo correspondiente a la etapa de
procesamiento de muestra mas larga requerida para todos los ensayos de la pluralidad. Las etapas de procesamiento
de muestras incluyen, pero no se limitan a, la lisis de la muestra (incluidos los componentes quimicos, fisicos y/o
temporales de la misma), las etapas de lavado (incluidas, entre otras, uno o mas etapas de lavado, incluida una etapa
de lavado, dos etapas de lavado, tres etapas de lavado, etc.), elucién de acido nucleico, etc. La duracion de las etapas
de procesamiento de muestras para ensayos diferentes variard por numerosas razones que incluyen, pero no se
limitan a, por ejemplo, porque puede requerirse un tiempo de lisis mas largo o mas corto para un organismo o célula
en particular del que se va a extraer el &cido nucleico, porque mas o0 menos se requieren etapas de lavado para limpiar
suficientemente el acido nucleico extraido antes de la amplificacion y deteccién, porque los tiempos de eluciéon pueden
variar, etc.

El método de procesamiento de ensayo mudiltiple incluye una etapa de andlisis y amplificacién de acido nucleico que
se realiza durante un periodo de tiempo correspondiente a la etapa de analisis y amplificacion de acido nucleico mas
larga requerida para todos los ensayos de la pluralidad. Las etapas de analisis y amplificacion de acido nucleico, como
se describen en la presente descripcién, generalmente se referiran, pero no se limitan a, las etapas de analisis y
amplificacion por PCR en tiempo real. El periodo de tiempo necesario requerido para la amplificacion y el analisis de
acido nucleico para un ensayo en particular variard por numerosas razones que incluyen, pero no se limitan a, por
ejemplo, la cantidad inicial probable de acido nucleico diana, la eficiencia de hibridacion de los cebadores particulares
del ensayo, la longitud del amplicon, la cantidad de amplificacién requerida para una deteccién suficiente, etc.

Las diferentes etapas de un método de procesamiento de ensayo mdultiple pueden representar operaciones atémicas,
donde a una operacion atdmica en un instrumento de procesamiento de ensayo multiple se le puede asignar una
cantidad fija de tiempo en un protocolo simultaneo. La duracion de la operacion atémica para varias etapas en un
ensayo (por ejemplo, etapas de carga de muestras, etapas de procesamiento de muestras, etapas de amplificacion y
andlisis de acido nucleico, etc.) puede determinarse mediante comparacion del tiempo requerido para completar la
etapa particular para cada uno de los diversos ensayos e identificar la que requiere la mayor cantidad de tiempo en
todos los ensayos. En consecuencia, varias etapas de un protocolo simultaneo de sujeto pueden denominarse en la
presente descripcion, en algunos casos, como operaciones atomicas.

En algunas modalidades, la etapa de analisis de la etapa de amplificacion y andlisis se estandariza entre ensayos. Por
ejemplo, un método de analisis de ensayo multiple (por ejemplo, cuantificacion) puede incluir explorar con un detector
oOptico a intervalos regulares, por ejemplo, donde el intervalo se establece y no varia ni durante la amplificacion ni entre
ensayos. En tales casos, el protocolo de amplificacion de acido nucleico usado puede considerarse como un Unico
protocolo en el que las caracteristicas invariables del protocolo incluyen la frecuencia de exploracion y la duracion total
de la amplificacion. Sin embargo, otros componentes del protocolo de amplificacion (por ejemplo, los tiempos de
hibridacion, los tiempos de rampa, los tiempos de fusion, la temperatura de hibridacién, la temperatura de fusion, etc.)
no necesitan fijarse y pueden variar de un ensayo a otro, siempre que los puntos de tiempo de medicién sean comunes
y puedan alinearse lo suficiente para la cuantificacion de la amplificacion de acido nucleico en cada ensayo.
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Los puntos de tiempo de medicion comunes pueden alinearse, por ejemplo, mediante el escalonado del inicio (por
ejemplo, retrasar el inicio de un segundo ensayo después de que haya comenzado un primer ensayo) de manera que
los protocolos de ensayo se alineen con el dispositivo de exploracién éptico en puntos casi equivalentes en la reaccion
de amplificacion. Por ejemplo, en algunos casos, los inicios de los ensayos pueden escalonarse de manera que, en el
momento en que pasa el dispositivo de exploracion 6ptico, cada ensayo se encuentra en un punto casi equivalente en
la reaccion de amplificacion. El punto casi equivalente deseado variara y puede incluir, por ejemplo, el final de la etapa
de hibridacion, el comienzo de una etapa de rampa, etc.

En algunos casos, no es necesario escalonar el inicio de los protocolos de amplificacién en recipientes de reaccion
espaciados. Por ejemplo, en algunos casos, la velocidad de exploracién de una unidad de analisis es lo
suficientemente rapida de manera que los protocolos de amplificacion iniciados al mismo tiempo pero realizados en
recipientes de reaccion separados por cierta distancia puedan explorarse en una sucesion suficientemente rapida para
producir mediciones que estan esencialmente en el mismo punto de tiempo relativo en el ciclo de amplificacion o al
menos en puntos de tiempo lo suficientemente cercanos en el ciclo de amplificacion para que sean comparables.

En algunos casos, un método de procesamiento de ensayo multiple puede incluir una etapa de rehidratacion que se
realiza durante un periodo de tiempo correspondiente a la etapa de rehidratacién mas larga requerida para todos los
ensayos de la pluralidad. Las etapas de rehidratacién incluyen, pero no se limitan a, la rehidratacion de reactivos
liofilizados (que incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, tampon liofilizado, cebadores liofilizados, dNTP liofilizados,
etc.). La duracion de las etapas de rehidratacion para ensayos diferentes variara por numerosas razones que incluyen,
pero no se limitan a, por ejemplo, la cantidad de reactivos que se rehidrataran porque, por ejemplo, ensayos diferentes
pueden incluir, por ejemplo, diferentes nimeros o cebadores y/o pares de cebadores, etc.

En algunos casos, un método de procesamiento de ensayo multiple puede incluir una etapa de pretratamiento que se
realiza durante un periodo de tiempo correspondiente a la etapa de pretratamiento mas larga requerida para todos los
ensayos de la pluralidad. Las etapas de pretratamiento incluyen, pero no se limitan a, poner en contacto la muestra
con una proteasa, por ejemplo, poner en contacto la muestra con una proteasa antes de la lisis de la muestra. La
duracion de las etapas de pretratamiento para ensayos diferentes variard por numerosas razones que incluyen, pero
no se limitan a, por ejemplo, la necesidad de pretratamiento, los reactivos de pretratamiento particulares usados (por
ejemplo, la proteasa o proteasas particulares usadas), etc.

En algunos casos, un método de procesamiento de ensayo multiple puede incluir una etapa de elucién que se realiza
durante un periodo de tiempo correspondiente a la etapa de elucion mas larga requerida para todos los ensayos de la
pluralidad. Las etapas de elucién incluyen, pero no se limitan al contacto de un soporte sélido (por ejemplo, una perla,
una particula, una membrana, un filtro, etc.) adherido al acido nucleico de la muestra lisada con una solucién de
tampon suficiente para disolver y eliminar el &cido nucleico del soporte sélido. La duracion de las etapas de elucion
para ensayos diferentes variara por numerosas razones que incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, la cantidad
de acido nucleico que se espera aislar, las caracteristicas fisicas y/o quimicas del acido nucleico aislado que se espera
de la muestra, el tampén de elucion usado, etc.

En algunos casos, un método de procesamiento de ensayo multiple puede incluir uno o mas etapas de transferencia
de lisis/eluido que se realizan durante periodos de tiempo correspondientes a la etapa de transferencia de lisis/eluido
mas larga requerida para todos los ensayos de la pluralidad. Las etapas de transferencia de lisis/eluido incluyen, pero
no se limitan a, transferir la muestra lisada a un recipiente separado, transferir el eluido a un recipiente separado (por
ejemplo, un recipiente de reaccion) y/o cualquier etapa de movimiento fisico requerido por un dispositivo para lograr
tales procesos. La duracion de las etapas de transferencia de lisis/eluido para ensayos diferentes variara por
numerosas razones que incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, la cantidad de muestra lisada, la cantidad de
eluido, etc.

Los métodos de procesamiento y andlisis de ensayo mudltiple como se describe en la presente descripcion
proporcionan una programacion simplificada (por ejemplo, programacion de programas informaticos) de un dispositivo
automatizado de procesamiento/analisis de ensayo mdltiple al limitar la complejidad de programacion para las etapas
de los procesos automatizados, que incluyen el procesamiento y analisis de muestras. Los métodos de ensayo multiple
permiten el procesamiento y/o analisis de multiples ensayos diferentes simultineamente. Como se describe en la
presente descripcion, a las etapas correspondientes de ensayos diferentes se les asigna la misma cantidad de tiempo,
incluso en los casos en que las etapas correspondientes no requieren la misma cantidad de tiempo en la pluralidad de
ensayos. A las etapas correspondientes (por ejemplo, etapa de llenado a granel, etapa de pipeteo, etapa de
preparacion del cartucho SPU, etapa de adicion de muestras, etapa de procesamiento de muestras, etc.) de ensayos
diferentes se les puede asignar una cantidad de tiempo fija (por ejemplo, donde la cantidad de tiempo fija corresponde
al periodo de tiempo mas largo requerido para la etapa particular de todos los ensayos diferentes).

En algunos casos, los métodos realizados mediante el uso de dispositivos de la presente descripcion eliminaran la
disputa de recursos que resulta de la limitacion de recursos del dispositivo. Un dispositivo de la presente descripcion
puede incluir un recurso limitante que se utiliza en mas de un proceso del dispositivo de manera que cuando se
procesan lotes paralelos, el recurso puede ser necesario, a menos que se tomen precauciones, para dos procesos (es
decir, uno en cada lote paralelo) simultdneamente. Los recursos del dispositivo para los cuales la disputa de recursos
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es un problema, como se describié en la presente descripcién, generalmente incluyen recursos de componentes
informaticos del dispositivo como, por ejemplo, componentes robéticos (por ejemplo, robots de manipulacion de
liquidos (por ejemplo, llenado a granel y/o pipeteo), recipiente (por ejemplo, cartucho SPU y/o recipiente de reaccion)
robots de transporte, robots de procesamiento de muestras, robots de andlisis (por ejemplo, captura de datos), robots
de transporte de desechos, y similares). Los recursos del sistema que generalmente no seran un problema en la
disputa de recursos, como se describe en la presente descripcion, incluyen, por ejemplo, recursos consumibles, tal
como, por ejemplo, reactivos, recipientes, etc.

Los métodos de la presente descripcion eliminan dicha disputa de recursos mediante el despliegue de un protocolo
simultdneo comun que incluye uno o mas puntos de retardo dentro de o entre las etapas del protocolo. Por ejemplo,
en algunos casos, un método de la presente descripcion puede incluir un protocolo simultdneo comun que incluye un
punto de retraso dentro de una etapa de preparacion del cartucho SPU o entre una etapa de preparacion del cartucho
SPU vy la siguiente etapa del protocolo. Tal punto de retraso puede ser apropiado cuando, por ejemplo, se utiliza un
componente limitador de recursos en la etapa de preparacion del cartucho SPU y/o una etapa adyacente del protocolo.

En algunos casos, un método de la presente descripcion puede incluir un protocolo simultdneo comdn que incluye un
punto de retardo dentro de una etapa de carga de muestra o entre una etapa de carga de muestra y la siguiente etapa
del protocolo. Tal punto de retraso puede ser apropiado cuando, por ejemplo, se utiliza un componente limitador de
recursos en la etapa de carga de la muestra y/o una etapa adyacente del protocolo.

En algunos casos, un método de la presente descripcidn puede incluir un protocolo simultaneo comin que incluye un
punto de retardo dentro de una etapa de procesamiento de muestras o entre una etapa de procesamiento de muestras
y la siguiente etapa del protocolo. Tal punto de retraso puede ser apropiado cuando, por ejemplo, se utiliza un
componente limitador de recursos en la etapa de procesamiento de la muestra y/o una etapa adyacente del protocolo.

En algunos casos, un método de la presente descripcion puede incluir un protocolo simultdneo comdn que incluye un
punto de retardo dentro de una etapa de amplificacién/andlisis de &cido nucleico o entre una etapa de
amplificacion/andlisis de acido nucleico y la siguiente etapa del protocolo. Tal punto de retraso puede ser apropiado
cuando, por ejemplo, se utiliza un componente limitador de recursos en la etapa de amplificaciéon/andlisis y/o una etapa
adyacente del protocolo.

En algunos casos, un método de la presente descripcion puede incluir un protocolo simultdneo comdn que incluye un
punto de retraso dentro de una etapa de rehidratacion o entre una etapa de rehidratacion y la siguiente etapa del
protocolo. Tal punto de retraso puede ser apropiado cuando, por ejemplo, se utiliza un componente limitador de
recursos en la etapa de rehidratacién y/o una etapa adyacente del protocolo.

En algunos casos, un método de la presente descripcidn puede incluir un protocolo simultaneo comin que incluye un
punto de retardo dentro de una etapa de pretratamiento o entre una etapa de pretratamiento y la siguiente etapa del
protocolo. Tal punto de retraso puede ser apropiado cuando, por ejemplo, se utiliza un componente limitador de
recursos en la etapa de pretratamiento y/o una etapa adyacente del protocolo.

En algunos casos, un método de la presente descripcion puede incluir un protocolo simultdneo comdn que incluye un
punto de retardo dentro de una etapa de elucién o entre una etapa de elucién y la siguiente etapa del protocolo. Tal
punto de retraso puede ser apropiado cuando, por ejemplo, se utiliza un componente limitador de recursos en la etapa
de elucién y/o una etapa adyacente del protocolo.

En algunos casos, un método de la presente descripcidn puede incluir un protocolo simultaneo comin que incluye un
punto de retardo dentro de una 0 mas etapas de transferencia de lisis/eluido o entre una 0 mas etapas de transferencia
de lisis/eluido y una siguiente etapa del protocolo. Tal punto de retraso puede ser apropiado cuando, por ejemplo, se
utiliza un componente limitador de recursos en una o mas etapas de transferencia de lisis/eluido y/o una etapa
adyacente del protocolo.

Un protocolo convencional de andlisis/procesamiento de muestras que no emplea los métodos la presente descripcion
pero que usa un dispositivo automatizado que esta sujeto a la disputa de recursos se representa en el arbol de decisiéon
de la Figura 5. Como se muestra, una vez que se inicia el proceso de muestra, cada etapa de procesamiento esta
precedida por una decision en la que el dispositivo debe determinar si un recurso necesario para la siguiente etapa
esta o no disponible. Por ejemplo, antes de iniciar una etapa de llenado a granel, el dispositivo debe determinar si el
robot de llenado a granel esta o no en uso. Si el robot de llenado a granel esta en uso, el dispositivo debe esperar
hasta que el robot de llenado a granel esté disponible antes de continuar con la etapa de llenado a granel. De manera
similar, antes de realizar la etapa de llenado de la muestra, el dispositivo debe determinar si el robot de manipulacién
de liquidos esta o0 no en uso. Si el robot de manipulacion de liquidos esta en uso, el dispositivo debe esperar hasta
que el robot de manipulacién de liquidos esté disponible antes de continuar con la etapa de llenado de muestras. El
requisito de tales decisiones continla en cada etapa cuando se emplea un recurso limitante. La complejidad de la
programacién en un sistema de este tipo se amplifica cuando se desean muchos procesos de muestras diferentes y
la entrada de nuevas muestras en el sistema es impredecible (como en un laboratorio clinico).
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En modalidades de los presentes métodos, los retrasos se configuran en el protocolo en posiciones predeterminadas
y definidas. Por ejemplo, como se representa en la Figura 6, se insertan retrasos predeterminados en el protocolo
antes o entre las etapas del proceso individual (es decir, se inserta un retraso antes del llenado a granel, se inserta un
retraso entre el llenado a granel y el llenado de la muestra, se inserta un retraso entre el llenado de la muestra y el
procesamiento de la muestra, etc.). Aungue se representa antes o entre las etapas del protocolo en la Figura 6, tales
retrasos también pueden insertarse dentro de una etapa. Tales retrasos no son el resultado de esperar la disponibilidad
de un recurso limitante, sino que estan disefiados especificamente de manera que los procesos de muestra paralelos
no requieran el mismo recurso limitante en un momento dado. A diferencia de esperar la disponibilidad de un recurso
limitante como se muestra en la Figura 5, los retrasos de la Figura 6 no se introducen porque esta en uso un recurso
necesario para la siguiente etapa. En cambio, los retrasos aseguran que no ocurra la disputa de recursos y eliminan
asi la espera no planificada por la disponibilidad de un recurso limitante. Como tal, no se requieren decisiones de
disponibilidad de recursos (es decir, "en uso"). Aunque el ejemplo representado en la Figura 6 presenta un retraso
entre cada etapa, el cual no es necesariamente necesario ya que el nUmero de retrasos presentes en un protocolo
simultaneo de los presentes métodos puede, como se describe anteriormente, variar en presencia/ausencia, nimero,
frecuencia y duracién.

Los métodos simultaneos idealizados (es decir, métodos simultdneos que no toman en cuenta la disputa de recursos
0 métodos simultaneos realizados en dispositivos configurados sin recursos limitantes) pueden modificarse para incluir
una etapa de retardo donde el método se emplea en un dispositivo con recursos limitados. Tales dispositivos incluyen
aquellos que tienen uno o mas componentes limitantes, incluidos los componentes descritos en la presente
descripcion. En algunos casos, puede emplearse un método simultaneo modificado para eliminar la disputa de
recursos en un dispositivo que tiene, por ejemplo, una pipeta robdtica, un robot de llenado a granel, un robot de
desechos, un robot de manipulacién de cartuchos o un dispositivo que tiene alguna combinacién de tales recursos
limitantes. Los recursos limitantes tampoco se limitan a los dispositivos que tienen solo uno de un recurso en particular
y pueden incluir, por ejemplo, aquellos que tienen dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o incluso diez o mas
de un recurso en particular siempre que el dispositivo en particular se configura para procesar una cantidad suficiente
de lotes para inducir la disputa de recursos.

En algunos casos, el método descrito puede emplearse para completar, desde el principio (es decir, la
preparacién/aspiracion inicial de la muestra) hasta el final (es decir, la adquisicién y el almacenamiento/transferencia
de datos), hasta 96 operaciones o mas en un periodo de 8 horas, incluidas pero no limitado a, por ejemplo, 108
operaciones 0 mas, 120 operaciones 0 mas, 132 operaciones o mas, 144 operaciones o mas, 156 operaciones 0 mas,
168 operaciones 0 mas, 180 operaciones 0 mas, 192 operaciones 0 mas, 204 operaciones o mas, 216 operaciones o
mas, 228 operaciones 0 mas, 240 operaciones o mas, 252 operaciones o mas, 264 operaciones o0 mas, 276
operaciones 0 mas, 288 operaciones o mas, 300 operaciones 0 mas, etc., donde por "operacién” se entiende un
método de andlisis y/o deteccion para un analito de acido nucleico particular ejecutado en paralelo con al menos otro
método de analisis y/o deteccién para un analito de acido nucleico diferente (por ejemplo, un ensayo de VIH ejecutado
en paralelo con un ensayo de VHC). Tal rendimiento de operacion puede lograrse al tener en cuenta la disputa de
recursos, incluso, por ejemplo, cuando el dispositivo en cuestion incluye una sola pipeta robética, un solo robot de
llenado a granel, un solo robot de manipulacién de desechos, un solo robot de manipulacién de cartuchos SPU y
cuatro unidades de amplificacién/analisis (cada una con doce recipientes de reaccién y un solo robot de analisis).

En algunos casos, puede lograrse un rendimiento de hasta 288 operaciones o mas por periodo de 8 horas, al tener
en cuenta la disputa de recursos, incluso, por ejemplo, cuando el dispositivo en cuestion incluye una sola pipeta
robética, un solo robot de llenado a granel, un solo robot de manipulacién de desechos, un solo robot de manipulacion
de cartuchos SPU y cuatro unidades de amplificacién/analisis (cada una con doce recipientes de reaccion y un solo
robot de andlisis), donde una operacion incluye un método de andlisis y/o deteccién para un analito de acido nucleico
en particular ejecutado en paralelo con al menos otros dos métodos de andlisis y/o deteccion para diferentes analitos
de &cido nucleico.

Ademas, un experto en la materia comprendera facilmente que la adicion de recursos limitantes particulares a un
dispositivo para el que se ha disefiado un protocolo simultdneo comudn para eliminar la disputa de recursos puede
permitir la modificacion del protocolo simultaneo comun, por ejemplo, para disminuir la cadencia. Por ejemplo, cuando
un recurso en particular es limitante y se configura un protocolo simultaneo comun para eliminar la disputa del recurso,
cuando se afiade un duplicado del recurso limitante al dispositivo, el protocolo simultdneo comin puede modificarse,
por ejemplo, mediante la eliminacion de una o mas etapas de retraso, para acortar la cadencia en comparacion con el
protocolo simultaneo comun inicial. En consecuencia, la presente descripcion abarca protocolos simultdneos comunes
derivados de la disminucién de la limitacion de recursos de un dispositivo y la modificacion del protocolo simultaneo
comun, que incluye, por ejemplo, cuando la modificacién da como resultado una cadencia que se modifica, por
ejemplo, disminuye.

Dispositivos y sistemas
La presente descripcion proporciona dispositivos y sistemas, por ejemplo, dispositivos y sistemas automatizados de

procesamiento/analisis de ensayo multiple, que funcionan de acuerdo con los métodos como se describe en la
presente descripcion. Tales dispositivos y sistemas incluirdn una pluralidad de médulos que estan coordinados, por
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uno o0 mas controladores centralizados, para operar el sistema o dispositivo de acuerdo con los métodos como se
describe en la presente descripcion.

En algunos casos, un sistema de analisis/procesamiento de ensayo miltiple de la presente descripcion incluird un
moédulo de preparaciéon de cartuchos de unidad de procesamiento de muestras (SPU), un médulo de carga de
muestras, un modulo de procesamiento de muestras (es decir, un médulo SPU) y/o un mddulo de amplificacion y
analisis de acido nucleico. Tales sistemas generalmente requeriran circuitos de control que estén configurados con
programacion no transitoria para operar componentes del dispositivo o sistema para realizar un método como se
describe en la presente descripcion.

En algunos casos, los métodos como se describe en la presente descripcidn encuentran uso junto con un sistema
SPU o un componente del mismo.

En algunos casos, un sistema de analisis/procesamiento de ensayo miltiple de la presente descripcion también incluira
un mdédulo de pipeta (por ejemplo, una pipeta robética) para realizar diversas funciones de pipeteo automatico para
uno o mas maédulos del dispositivo. Por ejemplo, en algunos casos puede usarse una pipeta roboética para rehidratar
reactivos liofilizados, como parte de un médulo de preparacion de cartuchos SPU, como parte de un moédulo de carga
de muestras y/o sus combinaciones. En algunos casos, pueden usarse modulos de pipetas separados para una o
mas funciones del método.

En algunos casos, un sistema de analisis/procesamiento de ensayo miltiple de la presente descripcion también incluira
una SPU configurada para pretratar cada muestra antes de procesar la muestra, un médulo de transferencia de liquido
y/o un moédulo de transferencia de reaccion.

Los sistemas automatizados de ensayo multiple de la presente descripcion incluyen un médulo SPU. El médulo SPU
generalmente incluira los componentes necesarios para el llenado de un cartucho SPU, donde un cartucho SPU puede
ser un dispositivo de multiples pocillos que contiene todos o casi todos los reactivos necesarios para el procesamiento
de un ensayo como se describe en la presente descripcion. En otros casos, un médulo de SPU puede depender de
otro componente del sistema, por ejemplo, el médulo de pipetas para el llenado de cartuchos de SPU. Los moédulos
SPU pueden incluir ademas componentes para el procesamiento de muestras, que incluyen, pero no se limitan a, por
ejemplo, componentes para el pretratamiento de muestras, componentes para la lisis quimica, enzimatica y/o
mecanica de muestras, componentes para el lavado de muestras y/o analitos de muestra, componentes para la elucién
de analitos de &cido nucleico, etc.

Los cartuchos de SPU pueden prepararse en una posicion de preparacion de cartuchos de SPU. La preparacion puede
incluir una o mas (por ejemplo, 2 0 mas) posiciones de preparacién de cartuchos SPU, donde los cartuchos SPU son
transportados a una 0 mas posiciones de preparacion de cartuchos SPU por un manipulador robético de cartuchos
SPU. En dependencia de la configuracién particular del sistema, los cartuchos SPU transportados a las posiciones de
preparacién pueden estar vacios o pueden incluir muestras (por ejemplo, lo que omite la necesidad de una etapa de
transferencia de muestras). En algunos casos, un cartucho SPU puede incluir la mayoria, si no todos, los reactivos
necesarios para el proceso de preparacion de muestras (por ejemplo, con eliminacién de la necesidad de mas etapas
de configuracién del cartucho SPU).

Los modulos de carga de muestras de la presente descripcion incluyen un robot de manipulacion de liquidos (por
ejemplo, una pipeta robética) configurado para aspirar toda o una porcién de una muestra y dispensarla en un cartucho
SPU de acuerdo con las instrucciones recibidas de la programacion. En consecuencia, el médulo de carga de muestras
puede controlarse mediante circuitos configurados para controlar los componentes del médulo de un sistema de
ensayo multiple de acuerdo con los métodos descritos en la presente descripcion.

Los moédulos de procesamiento de muestras de la presente descripcion incluyen dispositivos para la manipulacion
fisica de muestras requeridas para aislar el &cido nucleico de la muestra. Por ejemplo, en algunos casos, un modulo
de procesamiento de muestras puede incluir un émbolo para la agitacion fisica de la muestra para promover la lisis.
Un modulo de procesamiento de muestras también puede incluir una varilla magnetizable para usar en la manipulacion
de perlas magnéticas u otro soporte sélido magnético para el acido nucleico de la muestra. Por ejemplo, en algunos
casos, después de la lisis en el médulo de procesamiento de muestras, pueden usarse perlas o particulas magnéticas
para unir el 4cido nucleico y las perlas o particulas magnéticas pueden extraerse, con el &cido nucleico, mediante el
uso de una varilla magnetizable. En algunos casos, el émbolo puede servir como varilla magnetizable, por ejemplo,
mediante la inserciéon de un iman en el émbolo. El mismo mddulo de procesamiento puede incluir ademas mecanismos
para transferir &cido nucleico entre pocillos de lavado, incluso, por ejemplo, cuando la varilla magnetizable o un émbolo
magnetizable sirven para tal proposito. Ademas, el médulo de procesamiento de muestras puede configurarse ademas
para permitir la elucidn de acido nucleico de un soporte sélido unido, tal como perlas magnéticas.

En consecuencia, el médulo de procesamiento de muestras puede realizar una variedad de funciones de
procesamiento de muestras e incluird los componentes necesarios para cumplir dichas funciones. Como tal, las
funciones individuales de la unidad de procesamiento de muestras (es decir, manipulaciones fisicas, lisis, elucion, etc.)
pueden coordinarse en un protocolo de ensayo multiple como se describe en la presente descripcion donde, por
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ejemplo, puede aumentarse la duracion de cualquier etapa en particular para que un ensayo en particular coincida con
el tiempo requerido para la etapa del ensayo en donde la etapa en particular lleva mas tiempo. En algunos casos, solo
la duracion total de la etapa de procesamiento de la muestra se coordinard en un protocolo de ensayo multiple que
incluye, por ejemplo, las subetapas del procesamiento de la muestra (es decir, manipulaciones fisicas, lisis, elucién,
etc.) pueden no estar coordinados.

Los modulos de amplificacion y andlisis de acido nucleico de la presente descripcion incluirdan generalmente los
componentes de un termociclador y un sistema de deteccién 6ptica. Cuando se emplee electricidad para controlar los
ciclos térmicos, como minimo, un termociclador Gtil en la amplificacion de acido nucleico que incluya un bloque térmico,
un enfriador termoeléctrico y una unidad de control, tales componentes configurados juntos para regular la temperatura
de un recipiente de reaccion de manera controlada para hacer circular la reacciéon a través de miltiples rondas de
calentamiento y enfriamiento a través de una serie definida de etapas de temperatura. Un dispositivo de amplificacién
de acido nucleico de la presente descripcion puede incluir componentes termorreguladores ademas del bloque térmico
y el enfriador termoeléctrico, que incluye, pero no se limita a, por ejemplo, un disipador de calor, un ventilador, un
conducto, un respiradero, etc. Dos 0 mas componentes termorreguladores de un dispositivo de amplificacién de acido
nucleico generalmente estaran en contacto térmico entre si.

El componente de andlisis de un mdédulo de amplificacién y analisis de acido nucleico generalmente incluira
dispositivos de analisis de reacciones multiples configurados para el analisis de multiples recipientes de reaccion de
amplificacion durante las reacciones de amplificacién. Los dispositivos de analisis de reacciones multiples de la
presente descripcion permiten el seguimiento de miltiples reacciones de PCR en tiempo real. Tales dispositivos de
andlisis de reacciones mudltiples incluyen componentes épticos, componentes de transportadores y componentes de
procesamiento/deteccion de sefiales en donde dichos componentes estan configurados para el control frecuente de
multiples recipientes de reaccion.

Los dispositivos de analisis de reacciones multiples de la presente descripcién incluyen componentes opticos
suficientes para el analisis optico de las reacciones de amplificacion de acido nucleico, incluidas las reacciones de
PCR en tiempo real, como se describe en la presente descripcion. Tales componentes opticos incluiran componentes
de iluminacién, que incluyen uno o mas componentes de excitacion y componentes para recibir la luz emitida desde
el recipiente de reaccion. En ciertas modalidades, un transportador lineal se empareja con componentes opticos
dispuestos linealmente y recipientes de reaccién dispuestos linealmente para permitir la exploracion de los
componentes Opticos, por medio del transportador, mas alla de los recipientes de reaccion para mediar en el analisis.
Como tal, en algunos casos, el circuito de control se configura para regular la velocidad y/o el intervalo de exploracion
del detector éptico para operar el sistema de acuerdo con los métodos como se describe en la presente descripcion.
En algunos casos, la exploracion interna es invariable y el circuito de control mantiene una velocidad y/o un intervalo
de exploracion constantes. En otros casos, el intervalo de exploracion es variante.

Los sistemas de la presente descripcién pueden incluir varios componentes de manipulacién robética, que incluyen,
pero no se limitan a, por ejemplo, un manipulador de cartuchos SPU robético, un robot de manipulacion de liquidos,
un robot de llenado a granel, un robot de desechos y similares. Tales componentes robdticos pueden funcionar para
distribuir cartuchos SPU a varias ubicaciones a lo largo del sistema, que incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo,
una estacion de llenado a granel, una estacién de pipeteo, una estaciéon de llenado de muestras, una estacion de
procesamiento de muestras, una estacion de desechos, etc., de acuerdo con instrucciones recibidas de la
programacion. En algunos casos, los sistemas de la presente descripcion pueden incluir un robot de manipulacién de
liquidos donde dicho robot puede contener un sistema de pipeteo automatico para dispensar y/o aspirar liquidos de
acuerdo con las instrucciones recibidas de la programacién. En algunos casos, un circuito de control de la presente
descripcion puede incluir una programacion configurada para controlar los componentes de manipulacién robética de
acuerdo con los métodos descritos en la presente descripcion. En algunos casos, un modulo de transferencia de
liquidos puede incluir un robot de manipulacion de liquidos configurado para dispensar y/o aspirar liquidos de acuerdo
con las instrucciones recibidas de la programacion.

Los manipuladores robéticos de la presente descripcion no se limitan a aquellos configurados para reubicar cartuchos
y liquidos de SPU y también pueden incluir, por ejemplo, un moédulo de transferencia de reaccion configurado para
transferir un recipiente de reaccion a otra ubicacion, por ejemplo, para transferir desde una ubicacion de preparacion
ylo procesamiento de muestras a una ubicacion de amplificacidon/deteccion, de acuerdo con las instrucciones recibidas
de la programacién. En algunos casos, los componentes de un robot de manipulacién de liquidos pueden servir para
manipular componentes no liquidos, que incluyen, pero no se limitan a, servir como moédulo de transferencia de
recipientes de reaccion.

Como se describe en la presente descripcion, los diversos componentes del sistema de analisis/procesamiento de
ensayo multiple pueden configurarse de acuerdo con un método con una pluralidad de etapas que, aunque tienen una
duracion diferente a medida que avanzan, tienen la misma duracion en todos los ensayos e incluyen periodos de
retraso dentro de y/o entre las etapas para funcionar como un protocolo simultaneo comun para todos los ensayos.
Tal procesamiento y andlisis coordinados son posibles gracias a la programacion de equipos informaticos y/o
programas informaticos de los circuitos de control configurados para operar los diversos componentes del sistema de
acuerdo con el protocolo unificado. Como tal, el avance de un componente a otro puede preprogramarse. Sin embargo,
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en ciertos casos, las etapas y/o procesos pueden requerir entrada, ejecucion u otra activacién para continuar y, como
tal, los componentes del sistema pueden estar en comunicacioén eléctrica entre si.

En algunos casos, los componentes de los sistemas como se describid en la presente descripcién pueden conectarse
por una conexién de datos alambrica. Cualquier conexion de datos alambrica adecuada y apropiada puede resultar
util para conectar los componentes de los sistemas descritos, por ejemplo, como se describié en la presente
descripcion, que incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, cables disponibles comercialmente, tales como un cable
USB, un cable coaxial, un cable en serie, un cable C2G o Cat2, un cable Cat5/Cat5e/Cat6/Cat6a, un cable Token Ring
(Cat4), un cable VGA, un cable HDMI, un cable RCA, un cable de fibra éptica y similares. En algunos casos, por
ejemplo, donde la seguridad de los datos es menos preocupante, pueden emplearse conexiones de datos inalambricos
que incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, conexiones de radiofrecuencia (por ejemplo, redes inaldmbricas
PAN/LAN/MAN/WAN, conexiones de radio UHF, etc.), una conexién de transmision de datos por infrarrojos,
conexiones de datos Opticas inalambricas y similares.

En ciertos casos, la programacion como se describié en la presente descripcion de los sistemas de la presente
descripcion puede almacenarse en una "memoria” y/o en una memoria legible por ordenador. Como tal, los dispositivos
y sistemas de la presente descripcién pueden incluir ademas una memoria que sea capaz de almacenar informacion
de manera que sea accesible y recuperable en una fecha posterior por un ordenador. Puede elegirse cualquier
estructura de almacenamiento de datos conveniente, en base a los medios usados para acceder a la informacion
almacenada. En ciertos aspectos, la informacién puede almacenarse en una "memoria permanente” (es decir, una
memoria que no se borra por la terminacion del suministro eléctrico a un ordenador o procesador) o una "memoria no
permanente”. El disco duro, el CD-ROM, el disquete, la unidad flash portatil y el DVD del ordenador son todos ejemplos
de memoria permanente. La memoria de acceso aleatorio (RAM) es un ejemplo de memoria no permanente. Un
archivo en la memoria permanente puede editarse y reescribirse.

Sustancialmente, cualquier circuito puede configurarse para un arreglo funcional dentro de los dispositivos y sistemas
para realizar los métodos descritos en la presente descripcion siempre que se sigan las consideraciones descritas.
Sin embargo, como se describe en la presente descripcion, los sistemas que emplean los presentes métodos
generalmente usardn configuraciones de equipos informaticos compatibles con los protocolos de analisis y
procesamiento unificado descritos.

La arquitectura de equipos informaticos de tales circuitos, incluye, por ejemplo, un ordenador configurado
especificamente, bien conocido por un experto en la técnica, y puede comprender componentes de equipos
informaticos que incluyen uno o mas procesadores (CPU), una memoria de acceso aleatorio (RAM), una memoria de
solo lectura (ROM), un medio de almacenamiento de datos interno o externo (por ejemplo, la unidad de disco duro).
Tales circuitos también pueden comprender una o mas tarjetas graficas para procesar y enviar informacién grafica a
los medios de visualizacién. Los componentes anteriores pueden interconectarse adecuadamente a través de un bus
dentro de los circuitos, por ejemplo, dentro de un ordenador de uso especifico. Los circuitos pueden comprender
ademas interfaces adecuadas para comunicarse con componentes externos de propdsito general, tal como un monitor,
teclado, mouse, red, etc. En algunas modalidades, el circuito puede ser capaz del procesamiento paralelo o puede ser
parte de una red configurada para el calculo paralelo o distributivo para aumentar la potencia de procesamiento para
los presentes métodos y programas. En algunas modalidades, el cédigo de programa leido desde el medio de
almacenamiento puede escribirse en una memoria proporcionada en una placa expandida insertada en el circuito, o
una unidad expandida conectada al circuito, y una CPU o similar proporcionada en la placa expandida o la unidad
expandida puede realmente realizar una parte o todas las operaciones de acuerdo con las instrucciones de la
programacion, para lograr las funciones descritas.

Ademas de los componentes de los dispositivos y sistemas de la presente descripcion, por ejemplo, como se describio
anteriormente, los sistemas de la descripcion pueden incluir un nimero de componentes adicionales, tales como
dispositivos de salida de datos, por ejemplo, monitores y/o altavoces, dispositivos de entrada de datos, por ejemplo,
puertos de interfaz, teclados, etc., componentes accionables, fuentes de energia, etc.

Medio legible por ordenador

La presente descripcion incluye un medio legible por ordenador, que incluye un medio legible por ordenador no
transitorio, que almacena instrucciones para los métodos descritos en la presente descripcion. Los aspectos de la
presente descripcion incluyen un medio legible por ordenador que almacena instrucciones que, cuando se ejecutan
mediante un dispositivo informatico, hacen que el dispositivo informatico realice una o mas de las etapas de un método
como se describio en la presente descripcion.

En ciertas modalidades, las instrucciones de acuerdo con los métodos descritos en la presente descripcién pueden
codificarse en un medio legible por ordenador en forma de "programacion,” donde el término "medio legible por
ordenador" como se usa en la presente se refiere a cualquier medio de almacenamiento o transmision que participa
en el suministro de instrucciones y/o datos a un ordenador para su ejecucién y/o procesamiento. Ejemplos de medios
de almacenamiento incluyen un disquete, disco duro, disco oOptico, disco magneto-6ptico, CD-ROM, CD-R, cinta
magnética, tarjeta de memoria no volatil, ROM, DVD-ROM, disco Blue-ray, disco de estado sélido, y almacenamiento
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conectado en red (NAS), ya sea que dichos dispositivos sean internos o externos al ordenador. Un archivo que
contiene informacién puede "almacenarse" en un medio legible por ordenador, donde "almacenar" significa grabar la
informacién de manera que sea accesible y recuperable en una fecha posterior por un ordenador.

El método implementado por ordenador descrito en la presente descripcion puede ejecutarse mediante el uso de la
programacién que puede escribirse en uno o mas de cualquier nimero de lenguajes de programacion informaticos.
Tales lenguajes incluyen, por ejemplo, Java (Sun Microsystems, Inc., Santa Clara, California), Visual Basic (Microsoft
Corp., Redmond, Washington) y C++ (AT&T Corp., Bedminster, Nueva Jersey), asi como también muchos otros.

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracion y no por medio de limitacion.
Ejemplos
Ejemplo 1: Generacion de un protocolo simultdneo comun de procesamiento de muestras

El presente ejemplo describe la creacion de un Unico protocolo simultaneo de tiempo de ensayo que armoniza el
procesamiento para cada tipo de ensayo en un protocolo de tiempo de ensayo comun donde todos los ensayos dan
como resultado el mismo tiempo y rendimiento, independientemente del ensayo o combinacion de ensayos que estén
ejecutandose en el dispositivo automatizado.

La etapa de pipeteo, la etapa de configuraciéon del cartucho SPU, la etapa de adicion de muestra, la etapa de
pretratamiento, la etapa de transferencia de digestion, la etapa de procesamiento de SPU, la etapa de transferencia
de eluato y la etapa de amplificacion/deteccion se determinaron para varios ensayos, incluidos VIH, VHC, CT/NG y
VHB. La mas larga de cada etapa (es decir, la etapa de pipeteo mas larga, la etapa de configuracion del cartucho de
SPU mas larga, la etapa de adicién de muestra mas larga, la etapa de pretratamiento mas larga, la etapa de
transferencia de digestion mas larga, la etapa de procesamiento de SPU mas larga, la etapa de transferencia de eluato
mas larga y la etapa mas larga de amplificacidon/deteccion) para cada ensayo se compilaron en un solo protocolo
simultaneo idealizado comun. La Figura 1 proporciona un ejemplo de como se derivd un protocolo simultaneo
idealizado de tiempo de ensayo comun a partir de varios ensayos (por ejemplo, VIH, VHC, CT/NG y VHB) que tienen
etapas y tiempos de procesamiento Unicos.

El protocolo simultaneo idealizado de temporizaciéon proporcionado en la Figura 1 no tiene en cuenta los recursos
limitados de un dispositivo real (por ejemplo, un dispositivo configurado para tener una sola pipeta robética, un solo
robot de llenado a granel, un solo robot de manipulacién de desechos, un solo robot de manipulacion de cartucho
SPU, etc.). Para generar secuencias que permitan la operacion en una cantidad de lotes dentro de un sistema
simultaneamente mediante el uso de recursos limitados, se us6 el protocolo simultaneo idealizado de la Figura 1 como
punto de partida y se modificé para eliminar la disputa de recursos. Por ejemplo, la Figura 2 ilustra cémo se procesarian
cuatro tipos de ensayos diferentes (VIH, VHC, CT/NG y VHB), mediante el uso de un protocolo simultaneo de tiempo
de ensayo comun idealizado en un sistema idealizado sin tener en cuenta la disputa de recursos (es decir, si un recurso
destinado para todas las etapas de procesamiento enumeradas en la tabla de la figura estaban presentes para cada
lote). Sin embargo, si la configuracion de la SPU y la adicién de muestras usaran el mismo recurso (por ejemplo, una
sola pipeta robética) y/o el procesamiento y pretratamiento de muestras usaran el mismo recurso de muestra (por
ejemplo, una sola pipeta robética), se produciria una disputa de recursos (como se indica en la Figura 2 como flechas
verticales) y se requeriria un escalonamiento mucho mayor de las etapas de procesamiento.

En lugar de simplemente restringir el procesamiento por lotes a un protocolo en serie donde la disputa de recursos se
alivia al impedir el inicio de un nuevo lote hasta que se complete un lote anterior, el protocolo simultaneo se modificé
para incluir una secuencia de demoras insertadas entre y/o dentro de las etapas para generar un protocolo simultaneo
comun modificado que tiene una cadencia optimizada (es decir, lote por unidad de tiempo) que tiene en cuenta todos
los ensayos potenciales que se van a ejecutar en el dispositivo.

Por ejemplo, como se representa en la Figura 3, cuando los recursos son ilimitados ("Caso de recursos ilimitados"),
un protocolo simultaneo puede procesar simultineamente lotes iniciados sucesivamente sin preocuparse por la
disputa de recursos. Sin embargo, cuando los recursos son limitantes ("Recursos limitados con disputa de recursos"),
por ejemplo, cuando solo hay tres recursos disponibles que realizan la "etapa 2", la disputa de recursos (como se
indica con subrayado) ocurre entre, por ejemplo, el tercer y cuarto lote en el inicio de la "etapa dos" del cuarto lote
porque el primer lote aun tiene que completar la "etapa 2"y los tres recursos disponibles estan ocupados. En el ejemplo
"Recursos limitados con disputa de recursos”, se observa una mayor disputa de recursos (también indicada en la
Figura 3 subrayada) cuando se supone que solo hay un recurso disponible que realiza cada una de las "etapas 1",
"etapa 3"y "etapa 5".

Estas disputas de recursos se eliminaron (como se muestra en el panel "Disputas eliminadas" de la Figura 3) mediante
el modelado del procesamiento real de un dispositivo con recursos limitados para identificar las disputas de recursos
y determinar dénde la adicién de puntos de retraso ("Retraso") evitaria dichas disputas de recursos y produciria una
cadencia optimizada.
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Este protocolo simultdneo comdn con puntos de retraso afiadidos permite el procesamiento/andlisis concurrente
(simultaneo y/o superpuesto) de ensayos diferentes sin afectar el rendimiento y elimina la disputa de recursos.
Ademas, el protocolo simultdneo permite el inicio de un ensayo diferente adicional o un nuevo lote de un ensayo que
ya esta en ejecucion durante el procesamiento de un ensayo iniciado anteriormente sin afectar el procesamiento de
ninguno de los ensayos.

El protocolo simultdneo simplifica aln mas la programacién de dispositivos automatizados (por ejemplo, programas
informaticos) y la operacion. Sin embargo, el equipo informatico que funcionaba en un dispositivo automatizado que
operaba bajo un protocolo simultaneo requeria consideraciones de disefio adicionales.

En una modalidad probada, el equipo informatico permitié ejecutar 12 ensayos diferentes (cada uno en lotes de 4
muestras cada uno) en cualquier momento en un solo dispositivo sin disputa de recursos, incluso cuando los recursos
son limitados (por ejemplo, cuando el dispositivo tiene una sola pipeta robotica, un Gnico robot de llenado a granel, un
Unico robot de manipulaciéon de desechos y un Unico robot de manipulacién de cartuchos SPU). Los tamafios de lote
de 4 muestras permiten diferentes atributos de ensayo por grupo de 4 muestras, siempre que el tiempo de
procesamiento general sea el mismo para todos los lotes (es decir, todos los lotes se ajustan a la longitud general del
protocolo simultdneo comun). Por ejemplo, en la preparaciéon de muestras, cada grupo de 4 muestras puede tener un
control de temperatura diferente, pero esto no afectara el tiempo total de procesamiento.

El ejemplo descrito de un protocolo simultdneo de temporizacién de ensayos simplificd la complejidad de programacion
de la programacién informatica para un instrumento automatizado que procesa multiples ensayos diferentes
simultaneamente (es decir, en paralelo) ya que a cada etapa de procesamiento/recurso en el sistema (es decir, pipeteo,
configuraciéon del cartucho SPU, adicién de muestras, etc.) se le asigné una cantidad fija que incluia el tiempo
necesario para completar la etapa en el ensayo que requiere mas recursos y un retraso afiadido adicional para alinear
la etapa en una cadencia optimizada que elimina la disputa por recursos compartidos.

Ademas, para el subsistema de amplificacién y deteccidon de esta modalidad, se proporcioné un control térmico
independiente para cada conjunto de dos muestras. El sistema us6 este control avanzado para retrasar el inicio del
protocolo para cada par de muestras subsiguientes con el fin de leer todas las muestras en puntos de tiempo de
medicién comunes (por ejemplo, lo mas cerca posible del mismo tiempo relativo en cada protocolo).

Los protocolos se estructuraron de manera que la amplificacion y la deteccién de cada ensayo se ajustan dentro de
un protocolo éptico comun (es decir, el protocolo de exploracién) de manera que la etapa de exploracion pueda llegar
a cada ensayo en el momento correcto para realizar una medicién. En el ejemplo descrito, la etapa de exploracion
explora continuamente todos los ensayos (con la opcidn de pausas o etapas de calibracién entre exploraciones) y se
capturaron datos particulares para cada ensayo cuando fue relevante. La Figura 4 proporciona un ejemplo de
exploracion coordinada de este tipo en tres ensayos diferentes (cada uno con un par de recipientes de reaccion). Las
flechas y las etapas indican cuando cada ensayo requiere que se realice una exploracion. Como puede verse, los tres
ensayos no siempre se alinean y solo los datos relevantes para cada ensayo deben escribirse en el archivo de salida
ylo usarse en mediciones y analisis posteriores.

La operacion simultdnea comun simplificé significativamente la complejidad de programacion del programa informatico
para el instrumento probado en general. Al tener un protocolo simultdneo comun, la programacién informatica siguié
un modelo determinista de cuando debian ocurrir diferentes actividades para diferentes recursos. En el caso de que
una etapa se complete antes de tiempo, el sistema esta programado para esperar hasta que finalice el periodo para
continuar con esa etapa. Esta programacion estructurada asegurd que no haya disputas por los recursos.
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REIVINDICACIONES

Un método para el procesamiento de ensayo multiple llevado a cabo mediante el uso de un sistema automatizado
que se configura para llevar a cabo las etapas de:

a) preparar un cartucho de unidad de procesamiento de muestra (SPU) para una pluralidad de ensayos
diferentes de deteccion de acido nucleico diana;

b) cargar una muestra en cada cartucho SPU preparado;

¢) procesar cada cartucho SPU cargado para aislar un acido nucleico de muestra para cada uno de la pluralidad
de ensayos,

en donde el método incluye un protocolo simultdneo comin que incluye una etapa de retardo dentro de una
etapa de procesamiento de muestras o entre una etapa de procesamiento de muestras y la siguiente etapa del
protocolo; y

d) amplificar y analizar cada acido nucleico de muestra para un acido nucleico diana especifico para cada uno
de la pluralidad de diferentes ensayos de deteccion del acido nucleico diana,

en donde el método incluye un protocolo simultdneo comun que incluye una etapa de retardo dentro de una
etapa de amplificacion/analisis de acido nucleico o entre una etapa de amplificacién/analisis de acido nucleico
y la siguiente etapa del protocolo; y las etapas a) a la d) se realizan cada una durante un periodo de tiempo
que es igual para la pluralidad de diferentes ensayos de deteccion de acido nucleico diana.

en donde el método comprende determinar, antes del inicio de las etapas a) a la d), las etapas de retardo que
se introduciran entre las etapas de ensayo de los protocolos,

y en donde la amplificacién de cada acido nucleico de muestra se inicia esencialmente al mismo tiempo;

de manera que las etapas de retardo eliminan la disputa de recursos.

El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el método comprende ademas la rehidratacién de reactivos
liofilizados para cada uno de la pluralidad de diferentes ensayos de deteccion de acido nucleico diana antes de la
preparacion, en donde la rehidratacién se realiza durante un periodo de tiempo que es igual para la pluralidad de
diferentes ensayos de deteccién de acido nucleico diana.

El método de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde el método comprende una etapa de retardo después de la
rehidratacion.

El método de acuerdo con cualquier reivindicaciéon anterior, en donde el método comprende ademas el
pretratamiento de cada cartucho SPU cargado antes del procesamiento, en donde el pretratamiento se realiza
durante un periodo de tiempo que es igual para la pluralidad de diferentes ensayos de deteccion de acido nucleico
diana.

El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el método comprende una etapa de retardo después al
pretratamiento.

El método de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde el pretratamiento comprende poner en contacto la muestra
con una proteasa.

El método de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en donde el procesamiento comprende transferir la
muestra a una solucién que comprende un tampon de lisis, en donde la transferencia se realiza durante un periodo
de tiempo que es igual para la pluralidad de diferentes ensayos de deteccion de acido nucleico diana.

El método de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde el método comprende una etapa de retardo después a la
transferencia.

El método de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en donde el procesamiento comprende eluir el &cido
nucleico y transferir el &cido nucleico eluido a un recipiente de reaccion para amplificarlo y analizarlo, en donde la
elucion se realiza durante un periodo de tiempo que es igual para la pluralidad de diferentes ensayos de deteccion
de &cido nucleico diana.

El método de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde el método comprende una etapa de retardo después de la
elucion.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde la pluralidad de diferentes ensayos
de deteccion de acido nucleico diana comprende un ensayo para detectar:

a) un &cido nucleico del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH);

b) un acido nucleico del virus de la hepatitis C (VHC);

¢) un &cido nucleico del virus de la hepatitis B (VHB);

d) un acido nucleico de Chlamydia trachomatis (CT), un acido nucleico de Neisseria gonorrhoeae (NG) o sus
combinaciones;
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e) un &cido nucleico del virus del papiloma humano (HPV);

f) un &cido nucleico de citomegalovirus (CMV);

g) un &cido nucleico del virus de Epstein-Barr (EBV);

h) un acido nucleico del virus BK;

i) un &cido nucleico de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA);
j) un &cido nucleico de Clostridium difficile (C. Diff.);

k) un &cido nucleico de Enterococcus resistente a la vancomicina (VRE);

I) un &cido nucleico de adenovirus;

m) un &cido nucleico de tuberculosis (TB);

n) un acido nucleico del virus de la varicela-zoster (VZV);

0) un &cido nucleico del virus del herpes simple (HSV);

p) un acido nucleico del virus JC;

g) un &cido nucleico de Enterovirus;

r) un acido nucleico de linfogranuloma venéreo (LGV);

s) un acido nucleico del panel viral respiratorio (RVP);

t) un &cido nucleico del virus del herpes humano 6 (HHV6);

u) un &cido nucleico de Trichomonas (Trich), un acido nucleico de Mycoplasma (Myco) o una de sus
combinaciones;

V) un acido nucleico de norovirus; 0

w) una combinacion de cualquiera de a) a v).

12. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde el método procesa 3 0 mas ensayos
diferentes de deteccién de acido nucleico diana.

13. El método de acuerdo con la reivindicacién 12, en donde el método procesa 10 o mas ensayos diferentes de
deteccion de acido nucleico diana.
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Figura 5
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Figura 6
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