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(57) Abstract

(54) Title: IMPROVED DEVICE AND METHOD FOR LYSIS OF MICRO-ORGANISMS

(54) Titre: DISPOSITIF PERFECTIONNE ET PROCEDE DE LYSE DE MICRO-ORGANISMES

container (2) wherein are present a
biological sample, in liquid medium,
containing the micro—organism to be
lyzed, and a material in the form
of particles, relatively hard and in-
ert with respect to the sample. The
invention also concerns a grinding
method. The material in the form
of particles comprises at least two
types of grinding means into differ-
ent dimensions: at least large dimen-
sion magnetic means (3) automati-
cally controlled by a magnetic field;
and at least small dimension means
(4) actuated by the large dimension
grinding means (3). The invention is
useful for separating biological con-
stituents.

DETAIL B D i
The invention concerns a de- Détail B ! o 9
vice for lysis (1) of micro—organism / 2 ,"_ " f ﬂ
to release at least one intracellular — 4 ] \
biological constituent, comprising a ! | \




(57) Abrégé

La présente invention concerne un dispositif de lyse (1) de micro—organisme, pour libérer au moins un constituant’ biologique
intracellulaire, comprenant un contenant (2) dans lequel sont présents un échantillon biologique, en milieu liquide, qui contient le
micro-organisme a lyser, et un matériau sous forme de particules, relativement dur et inerte par rapport a I’échantillon. L’invention
concerne également un procédé de broyage. Le matériau sous forme de particules comprend au moins deux types de moyens de broyage de
dimensions différentes: au moins un moyen magnétique de grande dimension (3), qui est asservi au mouvement d’un champ magnétique,
et au moins un moyen de petite dimension (4), qui est mis en mouvement par le moyen de broyage de grande dimension (3). L’invention
est appliquée & la séparation de constituants biologiques.
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Dispositif perfectionné et procédé de lyse de micro-organismes

La présente invention concerne un nouveau dispositif de lyse de micro-organisme
permettant de libérer, par destruction totale ou partielle de la membrane, au moins un
constituant biologique intracellulaire. Elle concerne également un procédé de lyse

mettant en ceuvre un dispositif tel que défini ci-dessus.

L’état de la technique décrit un procédé généralement utilisé pour lyser les
cellules, qui consiste essentiellement a disposer, dans un contenant, un échantillon
biologique en milieu liquide, comprenant le micro-organisme a lyser. Ensuite, on
ajoute dans le contenant au moins un matériau sous forme de particules, relativement
dur et substantiellement inerte par rapport aux composés biologiques. Enfin, on soumet
le mélange, constitué de ['échantillon biologique et du matériau sous forme de
particules a un mouvement de type vortex.

Ce procédé utilisé présente certains inconvénients. Ainsi, il a été remarqué que le
procédé de lyse couramment utilis€ n’est pas suffisamment efficace, notamment la lyse
cellulaire s’aveére insuffisante en quantité et en qualité.

De plus, le procédé employé ne permet pas toujours de lyser des cellules
réputées résistantes a la lyse, comme par exemple les cellules a Gram positif, telles que
les Mycobactéries.

De méme, la mise en ceuvre du procédé nécessite souvent I’ajout de réactifs
supplémentaires, notamment des enzymes et/ou des détergents.

La demanderesse a déposé une demande de brevet FR97/12164 en date du 23
septembre 1997 concernant un procédé de lyse de micro-organisme.

Ce procédé de lyse a pour objet de libérer au moins un composé biologique,
contenu dans le micro-organisme, comprenant une étape de lyse, selon laquelle :

- on dispose dans un contenant un échantillon biologique en milieu liquide,
comprenant le micro-organisme a lyser,
- on dispose dans ledit contenant au moins un matériau sous forme de particules,

relativement dur et substantiellement inerte par rapport aux composés biologiques, et
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- on soumet le mélange de ['échantillon biologique et du matériau sous forme de
particules a un mouvement de type vortex.

Le procédé utilise un matériau sous forme de particules qui comprend des billes
ayant un diamétre compris entre 90 et 150 um, et qui répond a l'équation suivante :

Ve = a Ib,
ou Vb est le volume apparent des billes, Ve est le volume de I'échantillon liquide et a
est un nombre compris entre 1,4 et 10, lorsque le contenant est de forme tubulaire, et
est inférieur ou égal a 2,1, lorsque ledit contenant est de forme discoide.

Ces caractéristiques restent particulierement intéressantes et le contenu de cette
demande de brevet doit étre considéré comme contenu dans la description de la présente
invention.

Le document US-A-5,643,767 propose un récipient permettant l’isolement de
composants cellulaires, tels que des acides ribonucléiques (ARN) a partir de cellules
présentes dans une solution liquide. Ce récipient contient pour cela deux types de
billes, qui se différencient par leur diamétre. Le premier type de faible dimension est en
verre ou en métal avec un diamétre compris entre 0,1 et 1 millimetre. Le second type de
dimension importante est dans la méme matiére, en verre ou en métal, avec un
diamétre compris entre 3 et 5 millimétres.

L’inconvénient essentiel de ce dispositif réside dans le fait que le mouvement des
billes est homogeéne que le vortex soit mécanique ou magnétique.

Pourtant, la demanderesse a maintenu, par des efforts soutenus et des travaux
complémentaires, ces études dans le domaine de la lyse magnétique & mouvement de
type vortex, et a réussi a déterminer des caractéristiques en permettant une agitation de
type vortex dans un contenant, sans avoir & agiter mécaniquement le contenant, comme

c’est le cas avec un vortex mécanique. Ainsi, en ajoutant des billes de sensiblement deux

'diamétres différents, il est possible d’accroitre considérablement I'efficacité¢ de ladite

lyse, en améliorant la libération des constituants intracellulaires. Il est également
possible, a efficacité de lyse identique, de diminuer la durée de cette lyse, ce qui peut
s’avérer particulierement intéressant dans le cas de tests de diagnostic qui doivent €tre

rapidement réalisés.

PCT/FR99/01309
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A cet effet, la présente invention concerne un dispositif de lyse d’au moins une.
espéce de micro-organisme, pour libérer au moins un constituant biologique
intracellulaire, qui comprend un contenant dans lequel sont présents, d’une part, un
échantillon biologique, en milieu liquide, qui contient le micro-organisme a lyser, et,
d’autre part, au moins un matériau sous forme de particules, relativement dur et
substantiellement inerte par rapport aux composés biologiques de I’échantillon,
caractérisé par le fait que le matériau sous forme de particules comprend au moins deux
types de moyens de broyage de dimensions différentes :

- au moins un moyen magnétique de grande dimension, qui est asservi au mouvement
d’un champ magnétique, et

- au moins un moyen de petite dimension, qui est mis en mouvement par le moyen de
broyage de grande dimension.

Le matériau sous forme de particules comprend, comme moyen de broyage de
grande dimension, au moins une bille de grand diamétre, et, comme moyen de broyage
de petite dimension, au moins une bille de petit diamétre.

Le rapport existant entre les dimensions du moyen de broyage de petite
dimension et les dimensions du moyen de broyage de grande dimension est compris
entre 1/10 et 1/100, préférentiellement entre 1/30 et 1/60 et, plus pfécisément, ce
rapport est de 1/40.

De plus, le rapport existant entre les dimensions du micro-organisme a lyser et
les dimensions du moyen de broyage de petite dimension est compris entre 1/10 et
1/100, préférentiellement entre 1/30 et 1/60 et plus précisément est de 1/50.

Autre caractéristique, le rapport existant entre le volume total du moyen de
broyage de petite dimension et le volume de I’échantillon biologique, contenant le
micro-organisme a lyser, est compris entre 1/2 et 1/5, et est, préférentiellement, de 1/3.

Le nombre de moyen(s) de broyage de grande dimension est compris entre 1 et

10 et, préférentiellement, entre 1 et 4.

Dans un premier mode préférentiel de réalisation, le contenant est de forme
tubulaire.
Dans un second mode préférentiel de réalisation, le contenant est de forme

discoide.
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Quel que soit le mode de réalisation utilisé, chaque moyen de broyage‘
magnétique de grande dimension est md par le mouvement rotatif autour du tube d’au
moins un aimant permanent.

De plus, chaque moyen de broyage magnétique de grande dimension est md par
le mouvement rotatif sous le tube d’au moins un aimant permanent.

Dans le cas ou le contenant est de forme discoide, chaque moyen de broyage
magnétique de grande dimension coopére avec un chemin de roulement sensiblement
circulaire, situé a la périphérie du contenant.

La présente invention concerne également un procédé de lyse d’au moins une
espéce de micro-organisme d’un échantillon biologique, pour libérer au moins un
constituant biologique intracellulaire, qui utilise, dans un contenant, au moins un
matériau sous forme de particules, formant moyen de broyage, relativement dur et
substantiellement inerte par rapport aux composés biologiques de [I’échantillon,
caractérisé en ce qu’il consiste a :

- disposer dans le contenant au moins un moyen de broyage magnétique de grande
dimension, au moins un moyen de broyage non magnétique de petite dimension et un
échantillon biologique qui contient le micro-organisme a lyser,

- placer le moyen de broyage magnétique dans un champ magnétique mobile, afin
d’engendrer dans le mélange un mouvement de vortex, et

- stopper ’effet du champ magnétique sur ledit moyen de broyage magnétique.

Dans un premier mode de fonctionnement, le champ magnétique est mobile en
rotation autour du contenant a hauteur de I’échantillon biologique.

Dans un second mode de fonctionnement, le champ magnétique est mobile en
rotation sous le contenant a hauteur de I’échantillon biologique.

Quel que soit le mode de fonctionnement, le champ magnétique mobile en
rotation applique un champ alternativement fort et faible au moyen de broyage

magnétique situé dans I’échantillon biologique.

Les figures ci-jointes sont données a titre d’exemple explicatif et n’ont aucun

caractere limitatif. Elles permettront de mieux comprendre I’invention.
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La figure 1 représente une vue en perspective d’un dispositif de lyse, selon
Pinvention, dans un mode de réalisation de forme discoide.
La figure 2 représente une vue en coupe selon A-A du dispositif présenté a la

figure 1.

La figure 3 représente une vue en gros plan du détail B mis en évidence a la
figure 2.

La figure 4 représente une vue latérale et schématique d’un dispositif de lyse,
selon la présente invention, dans un mode de réalisation de forme tubulaire, mais auquel
est associ€é un premier type d’appareillage magnétique, permettant le bon
fonctionnement du dispositif.

La figure 5 représente une vue sensiblement identique & celle présentée en figure
4, ou le dispositif est associé a un second type d’appareillage magnétique, permettant le
bon fonctionnement du dispositif.

Enfin, la figure 6 représente une vue latérale et schématique du dispositif de lyse
de forme discoide, présenté aux figures 1 & 3, ou ledit dispositif est associé & un
troisieme type d’appareillage magnétique, permettant le bon fonctionnement du
dispositif de lyse.

La présente invention concerne plusieurs dispositifs de lyse bien représentés sur
I’ensemble des figures 1 a 6.

Le premier dispositif de lyse 1 est représenté aux figures 1 & 3 et 6. Il est
essentiellement constitué par un contenant 2, également appelé carte, de forme
sensiblement parallélépipédique comportant, sur sa surface supérieure, une empreinte ou
la lyse est réalisée.

Cette empreinte est essentiellement constituée par un chemin de roulement 7. Ce
chemin 7 est situé a la périphérie de 'empreinte. Au centre de ladite empreinte est
présent un téton 6, dont la surface supérieure, position qui est celle des figures 1 a 3, est
au méme niveau que la surface supérieure des bords latéraux 22. Située entre le téton
central 6 et le chemin de roulement 7, est présente une plage intermédiaire 8.
L’empreinte formée par le téton 6, le chemin de roulement 7 et la plage intermédiaire 8

est limitée par un moyen de cloisonnement également appelé film de cloisonnement 9.
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Comme on le remarque bien sur la figure 3, le chemin de roulement 7 coopére

avec deux moyens de broyage 3 et 4. Le premier moyen de broyage 3 est un moyen de
broyage de grand diamétre alors que le moyen de broyage 4 est un moyen de broyage de
petit diametre. En fait, le moyen de broyage 3 est constitué par une bille magnétique 3,
alors que le moyen de broyage 4 est constitué¢ par une pluralité de billes de petit
diametre 4.

Toujours selon la figure 3, il est évident qu’il existe un rapport entre le diamétre
D de la bille 3 et la hauteur H qui existe entre la plage intermédiaire 8 et le moyen de
cloisonnement 9. Ainsi, pour éviter que la bille de grand diamétre 3 sorte du chemin de
roulement 7, le diametre D est supérieur a la hauteur H.

Il existe également un rapport entre les dimensions de la bille 3 et de chaque bille
4. Ainsi, la bille 3 est magnétique et est d’un diamétre de sensiblement 2 millimétres
(mm) alors que les billes 4 sont en verre et sont d’un diamétre de cinquante micrométres
(um). II existe donc un rapport entre chaque bille 4 et la bille 3, qui est d'un pour
quarante.

De la méme fagon, il existe un rapport entre les billes de verre 3 de petit diametre
et les bactéries, qui sont en régle générale d’une taille d'un micron, le rapport existant
entre bactérie et bille 4 est donc de un pour cinquante.

Il est tout 4 fait possible d’utiliser d’autres dimensions et donc d’autres rapports.
Par exemple, des billes de 200 pm ont été utilisées avec succes, le rapport étant alors de
un pour deux cents.

Bien entendu, la largeur du chemin de roulement 7 doit étre légérement
supérieure au diametre D de la bille de grand diamétre 3. Dans le cas présent, cette
largeur du chemin 7 est de 2,2 mm.

De la méme fagon, il est important qu’il existe un rapport entre le volume total
du moyen de broyage de petite dimension 4 et le volume de I’échantillon biologique
contenant le micro-organisme a lyser. Ce rapport est en régle générale compris entre un
pour deux et un pour cinq mais est préférentiellement de un pour trois.

Dans le mode de réalisation présenté sur les figures 1 a 3, il n’y a qu’une seule
bille de grand diamétre 3 alors qu’il y a une multitude de billes de petit diamétre 4. La

seule nécessité est bien slir de respecter le rapport qui doit exister entre le volume de
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billes 4 et du volume de I’échantillon biologique. Bien entendu, I’échantillon biologique ‘

n’est pas représenté sur ces figures.

Selon la figure 1, un moyen d’introduction 23 de I’échantillon biologique a
Pintérieur de I’espace délimité¢ par le film de cloisonnement 9 et I’empreinte est
représentée. Ce moyen d’introduction 23 débouche au sein de I’empreinte au niveau du
chemin de roulement 7.

Le mouvement a Pintérieur du contenant 2 est engendré, comme cela est
représenté a la figure 6, par I'intermédiaire d’aimants 5 présents au niveau d’un support
10. Ce support 10 est monté sur un axe de rotation 21. Cet axe de rotation 21 est
associé a un moteur, non représenté¢ sur cette figure mais qui est référencé 20 en
figure 5, qui anime 'axe 21 d’un mouvement selon F1. Le mouvement de rotation F1
engendre un déplacement des aimants 5 qui peuvent étre au nombre de deux comme cela
est représenté sur la figure 6, mais dont le nombre n’est pas limitatif, il peut en avoir un
ou trois, quatre ou plus. Quoiqu’il en soit, I’aimant 5 va entrainer en rotation sur elle-
méme mais également le long du chemin de roulement 7, la bille de grand diamétre 3 qui
est en une matiére magnétique. Le mouvement de la bille 3 va entrainer également le
mouvement des billes de petit diameétre 4, qui sont en verre et qui ne sont donc bougées
que par 'intermédiaire de cette bille 3 et du flux liquide engendré par le mouvement de
ladite bille 3. Les diamétres plus petits des billes 4 vont augmenter les surfaces de
contact entre les billes 4 et la paroi du chemin de roulement 7, d’une part, et entre
lesdites billes de petit diamétre 4 et la bille de grand diamétre 3, d’autre part, permettant
ainsi d’augmenter de maniére significative le nombre de chocs et d’interactions
(cisaillement) entre les billes de verre et les bactéries ou les levures, qui détruisent les
membranes des micro-organismes et donc accentuent la libération des constituants
biologiques intracellulaires qui est accrue.

Néanmoins, il est tout a fait possible d’utiliser le contenant 2 dans une autre
position que celle représentée a la figure 6. Ainsi, il est possible de positionner ’orifice
du moyen d’introduction 23, qui débouche dans le chemin de roulement 7, pour éviter
que les petites billes 4 ne tombent dans ledit moyen 23 par simple gravité.

Selon un second mode de réalisation, représenté a la figure 4, le dispositif de lyse

11 utilise comme contenant un tube 12.
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Ce contenant 12, comme le précédent référencé 2, est en polystyréne ou en’
polypropyléne.

Deux appareillages sont décrits en figure 4 et en figure 5 permettant d’utiliser un
tel tube 12.

Selon la figure 4, la lyse s’effectue dans le tube 12 par I’intermédiaire de moyens
de broyage de grande dimension 13, qui sont associés bien entendu a des moyens de
broyage de petite dimension, dans le méme rapport établi pour le premier mode de
réalisation représenté aux figures 1 a 3, mais qui ne sont pas représentés sur cette
figure 4. Néanmoins, il sera assez évident de comprendre que le fonctionnement sera
identique a I'exception du fait que le chemin de roulement est ici remplacé par les bords
latéraux du tube 12. Ce tube 12 est situé dans un support 14 qui permet de bien
positionner le tube 12 par rapport a des moyens. Ces moyens permettent de faire subir
un champ magnétique aux billes magnétiques de grand diamétre 13 situées dans le
contenant 12. Dans ce cas, on note la présence d’aimants permanents 16, situés autour
du contenant 12, eux-mémes solidarisés les uns aux autres par I’intermédiaire d’un
support 18 en forme d’anneau représenté partiellement sur cette figure 4. L’ensemble
support 18 et aimants 16 est animé d’un mouvement de rotation autour du tube 12 et de
son support 14 selon F3, et entraine ainsi le mouvement des billes de grand diamétre 13.
Ces billes 13 sont ici au nombre de trois. Des tests ont également été réalisés avec cing,
dix ou quinze billes.

Selon la figure 5, le contenant 12 comporte également des billes de grand
diamétre 13 au nombre de trois. Le support est ici constitué par une potence 17 qui
maintient la partie supérieure du tube 12. En fait, I’aimant 15 est ici présent en position
inférieure au tube 12, de sorte que le mouvement de rotation engendré au niveau du
moteur 20 selon F2, est transmis a [’aimant 15 par P'intermédiaire de ’axe 19, ce qui va
engendrer un mouvement au niveau des billes 13. Selon cette figure, les billes 13 sont
soumises alternativement a un gradient de champ fort puis faible, lorsque I’aimant
permanent s’éloigne ou se rapproche du tube 12, ce qui anime lesdites billes 13 d’un
mouvement créant les forces de cisaillement dues aux billes de petit diamétre, non
représentées également sur cette figure. Il convient de noter que pour un effet optimum

de cette configuration, il est nécessaire que I’écart E entre le fond du tube 12 et
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’aimant 15 soit le plus faible possible. Un écart E de 0,5 4 4 mm est utilisable, et
préférentiellement de 1 mm. On remarque sur les figures 4 et 5 que I’échantillon
biologique présent dans le tube 12 est animé d’un mouvement de vortex de sorte qu’il se
crée une forme d’entonnoir au niveau de la partie supérieure libre du liquide. Concernant
la figure 6, on remarque sur cette figure qu’il n’y a pas de téton 6 en partie centrale du
contenant 2. En fait, ce téton n’est absolument pas obligatoire, car il n’a pas de role dans
la fonction de lyse du systéme. Par contre, il a un réole de soutien du film transparent 9,
en polypropyléne, qui délimite I’espace de lyse.

Les exemples qui vont suivre montrent la fonctionnalité des différents modes de
réalisation du dispositif de lyse, ainsi que son efficacité par rapport au systéme classique
de lyse mécanique.

Le mode de réalisation des figures 1 & 3 et 6 sera référencé, par la suite, carte
discoide, le mode de réalisation de la figure 4 sera, pour sa part, référencé vortex latéral,

et le mode de réalisation de la figure 5 sera, quant a lui, référencé vortex longitudinal.

EXEMPLES

1 - Vortex magnétique en format carte (discoide) :

Ce mode de réalisation correspond sensiblement aux figures 1 a 3 et 6.

A - Mode opératoire :

Le protocole de lyse a été réalis¢ dans le contenant 2, format carte, sur deux
types de micro-organismes mises en culture la veille, d’une part, des bactéries
Staphylococcus epidermidis et, d’autre part, des levures Candida krusei.

La carte 2 utilisée a les caractéristiques suivantes. Les cotés sont d’une longueur
de 4 centimétres (cm) et sa hauteur est de 0,4 cm. Elle est munie d'un puits non
débouchant de hauteur d'environ 0,37 cm du fond sur chemin de roulement ou sillon 7
au bord de la face supérieure et de diamétre externe égal a 3 cm. Le diamétre du sillon 7
dans lequel évolue la bille de fer 3 est de 0,22 cm. La ou les billes de fer 3 sont de
diametre plus faible d'environ 0,19 cm afin d'avoir une mobilité importante. Dans les

essais décrits, une seule bille de fer 3 a été utilisée.
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Le puits est fermé par un film 9 autocollant transparent et rempli de billes de
verre 4 de 100 micrométres (um) pour la lyse des bactéries S. epidermidis et de 400 &
600 pm pour la lyse des levures C. krusei. La bille de fer 3 permettant d'engendrer
l'agitation des billes de verre 4 est positionnée préalablement dans le sillon 7 de la carte
2. Ladite carte 2 est remplie avec la suspension de micro-organismes a lyser et enfin
positionnée de maniere horizontale sur le systéme d'aimants S tournants.

Le protocole de lyse a été réalisé pendant une durée de 5 minutes (mn) a vitesse
maximale, soit environ 2800 tours par minute (tr/mn). Dans chaque cas, une bille de fer
3 et 600 pul de volume échantillon (S. epidermidis ou C. Krusei) ont été utilisés. Le
volume apparent des billes de verre 4 a varié de 30 a 180 pl. Des cartes 2 avec et sans

plot ou téton central 6 (permettant un positionnement plus aisé du film autocollant 9)

ont été indifféremment utilisées.

B - Résultats :

La mesure de D.O. n'étant pas suffisamment fiable pour évaluer le pourcentage
de lyse. La propreté des billes de lyse 4 (100 et 500 um) étant de mauvaise qualité, un
relargage important de particules issues desdites billes 4 semble se produire durant la
lyse. Ce relargage modifie de maniére significative la mesure de D.O. et biaise donc le
résultat de lyse bactérienne. Dans un premier temps, les mesures de D.O. n'ont donc pas
été utilisées mais ne sont cependant pas nécessaires pour démontrer l'efficacité des
procédés de vortex magnétiques décrits.

Aprés I'étape de vortex magnétique, le lysat a été récupéré puis analysé sur gel
d'agarose a 0,8 %. Le gel permet d'évaluer la quantité d'acides nucléiques libérée par la
lyse (intensité de la bande) ainsi que leur état de conservation (bande trés étroite et bien
délimitée ou tache de grande longueur). Une photographie du gel montre dans sa partie
supérieure, la migration des acides nucléiques de bactéries S. epidermidis libérée et dans
sa partie inférieure, la migration des acides nucléiques de levures libérée.

Dans chaque cas, un témoin de migration, sur suspension initiale non lysée, a été
déposé dans le premier puits. On vérifie sur le gel que dans les deux cas, aucune bande

d'acide nucléique n'apparait avant la lyse. Les résultats de lyse sont comparés également
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au résultat de la méthode de référence, c'est-a-dire la lyse par vortex mécanique, suivant

les conditions expérimentales décrites dans le mode opératoire.

Pour les lysats de bactéries S. epidermidis, on constate que bien que l'intensité
des bandes est faible vis-a-vis du témoin vortex mécanique, les bandes d'ADN et les
deux bandes d'ARN sont visibles et plus ou moins intenses en fonction des conditions
expérimentales.

Certains des essais, référencés 2, 4, 5, 6, 7 et 8 ont été obtenus avec 30 ul de
billes 4 VIAI, d’un diametre de 100 um, dans 600 ul de suspension bactérienne. On
constate que les bandes sont visibles mais de trés faible intensité ce qui signifie que peu
d'acides nucléiques ont été libérés.

Un essai, référencé 1, a été réalisé avec 180 ul. La bande d'acides nucléiques est
€galement peu visible. Ceci s'explique par la trop grande quantité de billes 4 vis-a-vis de
la dimension du sillon 7 dans lequel tourne la bille de fer 3. La vitesse de rotation de la
bille 3 étant faible, l'agitation des billes 4 est peu efficace et par conséquent la libération
des acides nucléiques peu importante.

Un autre essai, référencé 3, a été réalisé avec 90 pl de billes 4 dans 600 pul de
suspension. On voit clairement sur le gel que lintensité des bandes est nettement
supérieure aux précédents essais. Le gel montre également que les acides nucléiques
sont dans le méme état de conservation que ceux libérés avec le vortex mécanique.

En conclusion, l'efficacité de lyse est nettement dépendante du ratio de billes 3 et
4 vis-a-vis du volume d'échantillon, et dépend également du ratio entre le volume
d'échantillon et le volume total du puits discoide 24.

Dans ces essais, la quantité de billes 3 et 4 optimisée se situe vraisemblablement,
pour le contenant discoide 2 testé, entre 90 et 180 ul. Le choix des rapports corrects
entre quantité de billes, quantité d'échantillon et volume du puits permet d'améliorer
significativement l'efficacité de lyse et d'obtenir une performance identique a celle du

vortex mécanique, mais sans en avoir les inconvénients, tels que le bruit, les vibrations.
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Pour les lysats de levures C. krusei, comme pour les suspensions bactériennes,
on constate que l'intensité¢ des bandes d'acides nucléiques, c'est-a-dire la quantité de
matériel libéré, dépend des conditions expérimentales.

Les essais, référencés 6 et 7, ont été réalisés avec 30 ul de billes 4 de 500 um
dans 600 ul de suspension de levures. On constate que les bandes sont visibles, mais de
trés faible intensité ce qui signifie que peu d'acides nucléiques ont été libérés. La quantité
de billes 4 est donc trop faible vis-a-vis du volume d'échantilion a lyser.

Les essais, référencés 1 et 2, ont été réalisés avec 60 ul de billes 4, toujours dans
600 pl de suspension. Les bandes d'acides nucléiques sont un peu plus visible mais
restent peu intenses vis-a-vis des témoins vortex mécaniques. Lors de ces essais, des
blocages importants lors de la rotation de la bille de fer 3 ont été notés, ainsi qu'une
stagnation importante au niveau du plot central 6 d'une partie de la suspension a lyser.
Ceci explique la différence avec les essais référencés 3 et 4 pour lesquels les bandes
ADN/ARN sont nettement visibles et plus intenses que pour les autres essais.

On notera que, comme pour les suspensions bactériennes, les acides nucléiques
sont parfaitement conservés.

Les mémes conclusions que pour les essais sur les bactéries sont valables. Il est
nécessaire d'optimiser la quantité de billes de verre 4 vis-a-vis du volume d'échantilion
ainsi que le volume du puits 24. La vitesse de rotation de la bille 3 et la durée de vortex
sont deux facteurs également trés importants influengant directement la quantité d'acides

nucléiques libérés.

2 - Vortex magnétique en format tubulaire (latéral) :

Ce mode de réalisation correspond sensiblement a la figure 4.

A - Mode opératoire :

Le protocole de lyse a été réalisé dans le contenant 12 format tube type Falcon &
fond en forme de U (diametre x hauteur = 12 x 75 mm) sur bactéries S. epidermidis
mises en culture la veille.

-Les tubes 12 ont été remplis d'un volume de 600 pl de suspension bactérienne et

d'un volume apparent de 180 pl de billes 4 VIAI de diamétre 100 pm. Différents
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réglages ont €té testés pour le nombre de billes de fer 3, entrainant l'agitation de la

suspension, pour le nombre de billes de verre 4 d’un diamétre de 3 mm, pour la durée de

vortex et pour la vitesse de rotation .

Les conditions expérimentales testées sont résumées dans le tableau 1 ci-dessous,

ou la D.O. de la suspension initiale est de 0,672. A ce propos, le calcul du pourcentage

de lyse est calculé en retirant la valeur de D.O. parasite a la valeur mesurée. Ces valeurs

sont toutefois uniquement indicatives et ne doivent pas étre considérées comme un

critere permettant de déterminer le réglage optimal pour les paramétres étudiés.

N° | DO | %lyse| Billes Fer | Billes Verre | Durée (mn) | Tension (V)
1 10,176 0 10 6 2 Vortex
Mécanique
BCC stérile
2 10,338} 75,9 10 6 2 Vortex
Mécanique S.
epidermidis
3 10,171 0 10 6 5 6,5
4 10,558| 424 5 0 5 5
5 10,577] 39,6 S 0 5 5,5
6 |0,613] 342 5 0 5 6
7 10,627 32,1 5 0 b 6,5
8 10,698] 216 10 0 5 5
9 10,542| 44,8 10 0 S 5,5
10 | 0,614] 34,1 10 0 S 6
11 | 0,639] 30,3 10 0 5 6,5
12 |1 0,562 4138 15 0 5 5
13 10,662} 26,9 15 0 5 5,5
14 | 0,646] 29,3 15 0 5 6
15 [ 0,643 29,8 15 0 5 6,5
16 | 0,696 219 S5 3 5 5
17 | 0,598] 36,5 5 3 5 5,5
18 | 0,661 27,1 5 3 S 6
19 | 0,63 | 31,7 5 3 5 6,5
20 [ 0,632] 314 10 3 5 5
21 | 0,608 35 10 3 5 5,5
22 [ 0,652| 284 10 3 5 6
23 1 0,655( 28 10 3 5 6,5
24 1 0,672 25,4 15 3 5 5
25 10,599 36,3 15 3 5 5,5
26 | 0,607{ 35,1 15 3 5 6
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27 10,661] 27.1 1S 3 5 6,5
28 | 0,58 391 1S 3 10 6,5
29 | 0,489 52.7 15 3 10 75
30 | 0,607] 351 15 3 5 6,5
31 | 0,522] 478 15 3 10 6,5
32 10,636] 308 15 3 5 13
33 10,594 37 15 3 10 13

Tableau 1 : Etude de I’efficacité d’un vortex magnétique en format tubulaire

B - Résultats :

subissant une aimantation latérale

Comme pour les essais avec le vortex magnétique en carte (discoide), seule

I'évaluation sur gel d'agarose a 0,8 % a été utilisée pour démontrer l'efficacité du

procédé, étant donné le biais induit sur les mesures de D.O. par les impuretés libérées

par les billes de verre 4.

La photographie du gel montre tout d'abord que, quelque soit les conditions

expérimentales, une libération d'acides nucléiques a été engendrée pour les essais

pratiqués avec le vortex latéral, sous les références 1 a 32.

La bande d'ADN est visible ainsi que les deux bandes ARN. Comparativement

au vortex mécanique, la qualité de conservation des acides nucléiques est identique.

Ces essais nous permettent de définir la zone de réglage (temps, nombre de billes

de grande dimension 13 ou de petite dimension, non représentées sur la figure 4, hauteur

des aimants 16, vitesse de rotation) dans laquelle le vortex magnétique latéral fonctionne

de maniere satisfaisante. On constate que les essais 1 & 7, 1"0, 17 a 26, 29 et 30 sont trés

satisfaisants du point de vue quantité et qualit¢ des acides nucléiques libérés

comparativement au vortex mécanique.

suivant pour 600 pl d'échantillon :

Le réglage optimal du vortex magnétique latéral semble se situer autour du point

e 180 ul de billes de verre 4 VIAI (100 um),
e cing billes 3 de fer (diamétre 2 mm),

e 10 mn (plus la durée est importante plus la lyse est importante),
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e entre 2800 et 3700 tr/mn de vitesse de rotation des aimants autour du tube,

e deux aimants NdFeB, référence NE 129-2 provenant par exemple de Binder

Magnetic,
e environ 4 mm pour la distance la plus proche entre aimant 16 et tube 12, et

e surélévation du tube 12 vis-a-vis du fond du fourreau de tube.

Cette surélévation définie la position relative des aimants 16 par rapport au

tube 12.

Ces essais démontrent l'efficacité du vortex magnétique latéral. La durée de lyse

intervient directement sur la quantité d'acides nucléiques libérés jusqu'au plateau de

saturation situé aux alentours 90%.

3 - Vortex magnétique en format tubulaire (longitudinal) :

Ce mode de réalisation correspond sensiblement a la figure S.

A - Mode opératoire :

Le protocole de lyse a été réalisé dans un contenant 12 format tube type
Falcon & fond en forme de U (diamétre x hauteur = 12 x 75 mm) sur bactéries S.
epidermidis mises en culture la veille.

Les tubes 12 ont été remplis d'un volume de 600 pl de suspension bactérienne
et d'un volume apparent de 180 pl de billes, non représentées sur cette figure 5, VIAIL
de diamétre 100 pm puis fermés par un bouchon. Le tube 12 est fixé au support
mécanique ou potence 17, comportant un bras, par la partie supérieure de son corps,
et placé de maniére asymétrique par rapport a l'axe de rotation 19 de l'aimant 15. La
distance entre l'aimant 15 et le fond externe du tube est fixée a environ 2 mm.
L'aimant permanent 15, fixé sur le rotor du systéme mécanique est de type NdFeB,
référence NE 1 030 de chez Binder Magnetic.

Des tests ont été réalisés pour différents paramétres, tels que le nombre de
billes de fer 13 (5, 10 ou 15), la durée de vortex (5 ou 10 mn) et la vitesse de rotation
(2800 tr/mn, 1860 tr/mn et 930 tr/mn). Le maintien ou non du tube afin d'empécher

sa vibration a également été testé.
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dessous. La D.O. de la suspension initiale est de 0,672.
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Ne° DO (550 nm)| Billes Fer| Billes | Durée | Vitesse
Verre | (mn)
S.I. (Suspension Initiale) 0,672
Témoin 0,398

Tmoysteril 10* 0,365 5als 0 10 9

Tmoysteril 5* 0,3 5al0 0 5 9
9 0,313 10 0 10 9
9’ 0,278 10 0 10 9
10 0,245 15 0 10 9
10° 0,199 15 0 10 9
21 0,126 10 0 10 9
22 0,2 15 0 10 9
11 0,217 10 0 10 6
11 0,099 10 0 10 6
12 0,224 15 0 10 6
12’ 0,237 15 0 10 6
13 0,13 5 0 10 9
14 0,155 10 0 10 9
15 0,305 5 0 5 9
16 0,292 10 0 5 9
17 0,242 5 0 10 6
18 0,091 10 0 10 6
19 0,261 S 0 S5 6
20 0,334 10 0 S 6
30 0,568 5 0 10 3
31 0,57 10 0 10 3
32 0,667 15 0 10 3
36 0,655 5 0 10 3
37 0,62 10 0 10 3
33 0,583 5 0 5 3
34 0,466 10 0 5 3
35 0,82 15 0 5 3
38 0,638 5 0 5 3
39 0,627 10 0 5 3
40 0,764 5 0 5 3
41 0,751 5 0 5 3

Tableau 2 : Etude de I’efficacité d’un vortex magnétique en format tubulaire

subissant une aimantation longitudinale



WO 00/05338 PCT/FR99/01309
’ 17

10

15

20

25

30

Tmoystéril 10* : Tl s’agit d’un témoin & base d’un tampon BCC stérile (c’est-a-
dire sans micro-organisme) traité par un vortex magnétique, afin de déterminer
’augmentation du bruit de fond de la D.O. dG au relargage des impuretés. La D.O.
devrait étre d’environ O s’il n’y avait pas des saletés. Il s’agit d’'une moyenne sur 3
tubes pendant 10 mn.

T moy stérile 5* : 1l s’agit d’un témoin a base d’un tampon BCC stérile (c’est-a-
dire sans micro-organisme) trait€ par un vortex magnétique, afin de déterminer
’augmentation du bruit de fond de la D.O. di au relargage des impuretés. La D.O.
devrait étre d’environ 0 s’il n’y avait pas des saletés. Il s’agit d’une moyenne sur 3

tubes pendant 5 mn.

B - Résultats :

L'évaluation de la lyse bactérienne a été effectuée sur gel d'agarose a 0,8 %
pour démontrer l'efficacité du procédé étant donné le biais induit sur les mesures de
D.O. par les impuretés libérées par les billes de verre.

Une photographie du gel montre tout d'abord que, dans la majorité des
conditions expérimentales, une libération d'acides nucléiques a été engendrée pour les
essais pratiqués avec le vortex longitudinal, référencés 9 a 41 du tableau 2.

La bande d'ADN est visible ainsi que les deux bandes d’ARN 16 et 23S.
Comparativement au vortex mécanique, référencé T pour témoin, la qualité de
conservation des acides nucléiques est identique. Dans la majorité des cas
expérimentaux, l'intensité des bandes d'ADN/ARN est égale ou supérieure au vortex
mécanique. A condition de trouver le réglage optimal pour les paramétres d'influence,
I'efficacité de ce vortex magnétique est donc supérieure ou égale au vortex mécanique
pris comme référence.

La zone de réglage (temps, nombre de billes, hauteur des aimants, vitesse de
rotation) dans laquelle le vortex magnétique latéral fonctionne de maniére satisfaisante
est donc déterminée. On constate que les essais 9, 9' et 12 & 35 sont trés satisfaisants du
point de vue quantité et qualité des acides nucléiques libérés comparativement au vortex

mécanique.
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Le réglage optimal du vortex magnétique longitudinal se situe autour du point.
suivant pour 600 ul d'échantillon :

e 180 ul de billes de verre VIAI (100 um),

e cinq a dix billes de fer 13 d’un diamétre de 2 mm,

e 10 mn pour la durée de lyse,

e entre 930 et 2800 tr/mn pour la vitesse de rotation des aimants,

e un aimant NdFeB, référence NE 1 030 de chez Binder Magnetic, et

e 2 mm environ pour la distance entre aimant 15 - tube 12.

Il convient de noter de caractéristiques intéressantes, d’une part, plus la durée de
lyse, plus elle est efficace et, d’autre part, le tube 12 est laissé libre en vibration, afin
d'entrainer une plus grande agitation des billes de fer 13 et de verre.

L'efficacité du vortex magnétique longitudinal est donc démontrée, méme si le
réglage optimal n'est pas correctement défini. La durée de lyse intervient directement sur

la quantité d'acides nucléiques libérés jusqu'au plateau de saturation vers 90%.
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REVENDICATIONS

1. Dispositif de lyse (1 ou 11) d’au moins une espéce de micro-organisme, pour
libérer au moins un constituant biologique intracellulaire, qui comprend un contenant (2
ou 12) dans lequel sont présents, d’une part, un échantillon biologique, en milieu liquide,
qui contient le micro-organisme a lyser, et, d’autre part, au moins un matériau sous
forme de particules, relativement dur et substantiellement inerte par rapport aux

composés biologiques de I’échantillon, caractérisé par le fait que le matériau sous forme

de particules comprend au moins deux types de moyen de broyage de dimensions
différentes :

- au moins un moyen magnétique de grande dimension (3 ou 13), qui est asservi au
mouvement d’un champ magnétique, et

- au moins un moyen de petite dimension (4), qui est mis en mouvement par le moyen de

broyage de grande dimension (3 ou 13).

2. Dispositif, selon la revendication 1, caractérisé par le fait que le matériau sous

forme de particules comprend, comme moyen de broyage de grande dimension (3 ou
13), au moins une bille de grand diameétre (3 ou 13), et, comme moyen de broyage de

petite dimension (4), au moins une bille de petit diamétre (4).

3. Dispositif, selon 'une quelconque des revendications 1 ou 2, caractérisé par le

fait que le rapport existant entre les dimensions du moyen de broyage de petite
dimension (4) et les dimensions du moyen de broyage de grande dimension (3 ou 13) est
compris entre 1/10 et 1/100, préférentiellement entre 1/30 et 1/60 et, plus précisément,

ce rapport est de 1/40.

4. Dispositif, selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caractérisé par le

fait que le rapport existant entre les dimensions du micro-organisme a lyser et les
dimensions du moyen de broyage de petite dimension (4) est compris entre 1/10 et

1/100, préférentiellement entre 1/30 et 1/60 et plus précisément est de 1/50.
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5. Dispositif, selon I'une quelconque des revendications 1 & 4, caractérisé par le

fait que le rapport existant entre le volume total du moyen de broyage de petite
dimension (4) et le volume de I’échantillon biologique, contenant le micro-organisme a

lyser, est compris entre 1/2 et 1/5, et est, préférentiellement, de 1/3.

6. Dispositif, selon I'une quelconque des revendications 1 & 5, caractérisé par le

fait que le nombre de moyen(s) de broyage de grande dimension (3 ou 13) est compris

entre 1 et 10 et, préférentiellement, entre | et 4.

7. Disposittif, selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, caractérisé par le

fait que le contenant (12) est de forme tubulaire.

8. Dispositif, selon 'une quelconque des revendications 1 & 6, caractérisé par le

fait que le contenant (12) est de forme discoide.

9. Dispositif, selon la revendication 7 ou 8, caractérisé par le fait que chaque

moyen de broyage magnétique de grande dimension (3 ou 13) est ml par le mouvement

rotatif autour du contenant (2 ou 12) d’au moins un aimant permanent (16).

10. Dispositif, selon la revendication 7 ou 8, caractérisé par le fait que chaque

moyen de broyage magnétique de grande dimension (3 ou 13) est mil par le mouvement

rotatif sous le contenant (2 ou 12) d’au moins un aimant permanent (5 ou 15).

11. Dispositif, selon la revendication 8 et selon [’'une quelconque des

revendications 9 ou 10, caractérisé par le fait que chaque moyen de broyage magnétique
de grande dimension (3) coopére avec un chemin de roulement sensiblement circulaire

(7), situé a la périphérie du contenant (2).

12. Procédé de lyse d’au moins une espece de micro-organisme d’un échantillon
biologique, pour libérer au moins un constituant biologique intracellulaire, qui utilise,

dans un contenant, au moins un matériau sous forme de particules, formant moyen de
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broyage, relativement dur et substantiellement inerte par rapport aux composés

biologiques de I’échantillon, caractérisé en ce qu’il consiste a :

- disposer dans le contenant au moins un moyen de broyage magnétique de grande
dimension, au moins un moyen de broyage non magnétique de petite dimension et un
échantillon biologique qui contient le micro-organisme a lyser,

- placer le moyen de broyage magnétique dans un champ magnétique mobile, afin
d’engendrer dans le mélange un mouvement de vortex, et

- stopper I'effet du champ magnétique sur ledit moyen de broyage magnétique.

13. Procédé, selon la revendication 12, caractérisé en ce que le champ

magnétique est mobile en rotation autour du contenant & hauteur de Péchantillon

biologique.

14. Procédé, selon la revendication 12, caractérisé en ce que le champ
magnétique est mobile en rotation sous le contenant & hauteur de I’échantillon

biologique.

15. Procédé, selon I'une quelconque des revendications 13 ou 14, caractérisé en
ce que le champ magnétique mobile en rotation applique un champ alternativement fort

et faible au moyen de broyage magnétique situé dans I’échantillon biologique.
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