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DESCRIPCION
Deteccion de agentes infecciosos a partir de polvo de aire ambiental
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Un requisito en la investigacion biomédica es que los animales en estudio, habitualmente ratones, se monitoreen para
confirmar que estan libres de infeccion con patégenos especificos. En un ejemplo, los patégenos pueden interferir con la
investigacion al modular las respuestas experimentales y contaminar los productos biolégicos, incluso sirara vez producen
enfermedades. En otro ejemplo, se necesita monitoreo para preparar reportes de salud actuales para facilitar el envio
hacia y desde las instituciones colaboradoras. En un ejemplo adicional, los drganos institucionales y/o de gobierno a
menudo requieren que se realice un monitoreo periédico.

A fin de eliminar y entonces excluir los patdgenos, los animales de estudio habitualmente se vuelven a derivar o se curan
de la infeccién y se alojan detras de barreras a nivel de habitacién o jaula, respectivamente. Estos sistemas de jaula de
microaislamiento se han adoptado ampliamente para mantener y poner en cuarentena a animales como ratones y ratas
debido a que la barrera a nivel de jaula que proporcionan ha demostrado ser muy efectiva para excluir e impedir la
propagacion de agentes adventicios. Sin embargo, no se puede garantizar que ninguna barrera sea 100% efectiva. Por
lo tanto, el monitoreo de salud de rutina (HM) sigue siendo necesario en entornos de microaislamiento para verificar el
estado libre de patdgenos especificos (SPF) de las colonias de cria e investigacion y los animales importados en
cuarentena.

Como los animales de estudio (por ejemplo, roedores de colonias de investigacion) rara vez estan disponibles para
sangrarse o someterse a eutanasia por HM convencional, habitualmente se monitorean indirectamente a través del uso
de centinelas de lecho sucio (SBS). Usando un enfoque de lecho sucio, los animales de centinela se alojan en una
pluralidad de jaulas separadas de los animales de estudio y los cambios regulares de lecho sucio agrupados de las jaulas
de los animales de estudio se suministran a las jaulas centinelas. Con el paso del tiempo, se espera que los agentes
infecciosos transportados por los animales de estudio se transfieran al lecho agrupado y entonces a los animales de
centinela. Por lo tanto, la examinacion periddica de los centinelas de lecho sucio (por ejemplo, patologia, parasitologia,
bacteriologia, serologia, etc.) proporciona un monitoreo indirecto de la salud de los animales de estudio.

Sin embargo, en los Ultimos afios se ha cuestionado la dependencia de los centinelas de lecho sucio para el monitoreo
de salud rutinario.

Henderson et al., J. Am. Assoc. Lab. Anim. Sci., 2013, 52(6):763-772 se refiere a un arreglo de alta densidad de ensayos
de PCR en tiempo real para agentes infecciosos de roedores comunmente reportados, para probar ratones indice
infectados naturalmente y ratones de centinela expuestos por contacto y transferencia de lecho sucio.

Jensen et al., J. Am. Assoc. Lab. Anim. Sci., 2013, 52(1):28-33 se refiere a las pruebas de PCR del sistema de escape de
un sistema de introduccion en jaula ventilado para detectar acaros de piel murina.

WO02005017181A2 se refiere a métodos para detectar la presencia o cantidad de un polinucleétido diana en una muestra,
mezclandolo con un analogo de acido nucleico que es complementario a una secuencia de acido nucleico diana del
polinucleétido diana, y un tinte, y comparandolo con una mezcla de referencia.

WO02007083147A2 se refiere a métodos y aparatos para pruebas de alto rendimiento de muestras bioldgicas que pueden
0 pueden no comprender microorganismos, utilizando un panel de multiplexaciéon de diagnéstico disefiado para la
identificacion simultanea de una pluralidad de microorganismos potenciales que pueden estar presentes en la muestra
bioldgica.

US2012045752A1 se refiere a un dispositivo de recoleccion de bioparticulas y un sistema de recoleccion de aerosol, que
utiliza una pluralidad de fibras formadas en una estera de fibra para la recoleccién de bioparticulas y particulas de aerosol
saturadas.

Se reconoce que el cambio a jaulas microaisladoras ha sido beneficioso para limitar la transmision de patdgenos, pero
presenta un entorno deficiente para el monitoreo de diagnoéstico. En particular, muchos agentes se transmiten de manera
ineficiente, o no se transmiten en absoluto, a los animales de centinela de los animales de estudio a través del lecho sucio.
Por lo tanto, a medida que la prevalencia de la infeccién se reduce dentro de la jaula de microaislante, mayor es el riesgo
de que la dosis de patdégeno en el lecho combinado sea insuficiente para infectar a los animales de centinela.

Por al menos estas razones, existe una necesidad continua de nuevos sistemas y métodos para monitorear animales de
estudio en entornos de jaulas de microaislante.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién se describe en las reivindicaciones anexas. En una modalidad, se proporciona un método para
detectar patégenos. El método incluye recibir una muestra de prueba que incluye polvo de aire ambiental capturado del
flujo de aire dentro de un pleno de escape de un estante de jaula ventilado individualmente (IVR) por medio de recoleccion
de filtracién de aire, donde una superficie del medio de recoleccién se orienta en un angulo agudo dentro del intervalo de
15° a 25° con respecto a una direccion del flujo de aire dentro del pleno de escape durante la captura de la muestra de
prueba. El método incluye ademas aislar una pluralidad de acidos nucleicos de la muestra de prueba, donde la pluralidad
de acidos nucleicos es representativa de uno o mas patdgenos, amplificar al menos uno de la pluralidad de acidos
nucleicos, y analizar los acidos nucleicos amplificados para identificar la presencia o ausencia de un patégeno unido a la
muestra de prueba.

En modalidades adicionales, el método incluye uno 0 mas de los siguientes, en cualquier combinacion.

En una modalidad del método, la amplificaciéon de al menos uno de la pluralidad de acidos nucleicos incluye al menos uno
de amplificacion isotérmica mediada por bucle y reaccién en cadena de polimerasa (PCR).

En una modalidad del método, la amplificacién de al menos uno de la pluralidad de acidos nucleicos incluye PCR
seleccionada del grupo que consta de PCR de punto final y PCR en tiempo real.

En una modalidad del método, aislar la pluralidad de acidos nucleicos incluye extraer una muestra de ARN de la muestra
de prueba y transcribir de forma inversa la muestra de ARN extraida en una muestra de ADNc, amplificar al menos uno
de la pluralidad de acidos nucleicos incluye amplificar la muestra de ADNc por PCR en tiempo real, y analizar los acidos
nucleicos amplificados incluye medir un valor de Ct de la muestra de ADNc amplificada.

En una modalidad del método, aislar la pluralidad de acidos nucleicos incluye extraer una muestra de ADN de la muestra
de prueba, amplificar al menos uno de la pluralidad de acidos nucleicos incluye amplificar la muestra de ADN mediante
PCR en tiempo real, y analizar los acidos nucleicos amplificados incluye medir un valor de Ct de la muestra de ADN
amplificada.

En una modalidad del método, la amplificacién de al menos uno de la pluralidad de acidos nucleicos incluye PCR y el
analisis de los acidos nucleicos amplificados incluye analisis de tiempo de vuelo de productos de PCR.

En una modalidad del método, la muestra de prueba incluye polvo de aire ambiental capturado del flujo de aire durante
un periodo de tiempo de al menos 2 semanas.

En una modalidad del método, el IVR incluye ademas al menos una jaula que aloja un animal de prueba.

Como se describe en la presente, la muestra de prueba incluye ademas al menos uno de los granulos fecales obtenidos
del animal de prueba, material bioldgico obtenido de un hisopo oral del animal de prueba, material biolégico obtenido de
un hisopo corporal del animal de prueba, y tejido del animal de prueba.

En una modalidad del método, el uno o mas patogenos se seleccionan del grupo que consta de: Staphylococcus spp.,
Pasteurella spp., Proteus spp., Klebsiella spp., Giardia spp., Cryptosporidium spp., Entamoeba spp., Spironucleus spp.,
Norovirus murino, Pseudomonas spp., y Streptococcus spp. beta-hemolitico

En una modalidad del método, aislar la pluralidad de acidos nucleicos incluye al menos uno de aislamiento magnético,
aislamiento de acido nucleico basado en columna, métodos de extraccién organica, y lisis alcalina.

En una modalidad del método, el IVR no incluye una jaula que aloja un animal centinela.

En una modalidad del método, el medio de recoleccion incluye un filiro seleccionado del grupo que consta de filtros
mecanicos, filtros quimicos, filtros electrostaticos, y depuradores himedos.

En una modalidad del método, el medio de recoleccidn posee una eficiencia seleccionada dentro del intervalo entre 5 %
y 40 %.

En una modalidad del método, el medio de recoleccion es un filtro graduado.

En el método, el angulo del medio de recoleccion durante la captura de la muestra de prueba se selecciona del intervalo
de 15° a 25° con respecto a la direccion del flujo de aire dentro del pleno de escape.

En otra modalidad, se proporciona un método para detectar patdgenos unidos al polvo de aire ambiental. EI método
incluye recibir una muestra de prueba que incluye polvo de aire ambiental capturado del flujo de aire que pasa a través
de un recinto por medio de recoleccion de filtracion de aire dentro de un pleno de escape en comunicacion con el recinto,
en donde el polvo de aire ambiental se libera por agitacion de lecho sucio por un animal de prueba, el recinto que incluye
una camara que contiene una jaula para animales en comunicacién para fluidos con el flujo de aire y el polvo de aire
ambiental liberado por agitacién del lecho sucio del animal de prueba colocado dentro de la jaula para animales, y en
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donde una superficie del medio de recoleccion se orienta en un angulo agudo dentro del intervalo de 15° a 25° con
respecto a una direccion de flujo de aire dentro del pleno de escape. El método incluye ademas aislar una pluralidad de
acidos nucleicos de la muestra de prueba, donde la pluralidad de acidos nucleicos es representativa de uno o mas
patégenos, amplificar al menos uno de la pluralidad de acidos nucleicos, y analizar los acidos nucleicos amplificados para
identificar la presencia o ausencia de un patogeno.

Modalidades adicionales del método pueden incluir uno o mas de los siguientes, en cualquier combinacién.

En una modalidad del método, la amplificaciéon de al menos uno de la pluralidad de acidos nucleicos incluye al menos uno
de amplificacion isotérmica mediada por bucle y reaccién en cadena de polimerasa (PCR).

En una modalidad del método, la amplificacién de al menos uno de la pluralidad de acidos nucleicos incluye PCR
seleccionada del grupo que consta de PCR de punto final y PCR en tiempo real.

En una modalidad del método, aislar la pluralidad de acidos nucleicos incluye extraer una muestra de ARN de la muestra
de prueba y transcribir de forma inversa la muestra de ARN extraida en una muestra de ADNc, amplificar al menos uno
de la pluralidad de acidos nucleicos incluye amplificar la muestra de ADNc por PCR en tiempo real, y analizar los acidos
nucleicos amplificados incluye medir un valor de Ct de la muestra de ADNc amplificada.

En una modalidad del método, aislar la pluralidad de acidos nucleicos incluye extraer una muestra de ADN de la muestra
de prueba, amplificar al menos uno de la pluralidad de acidos nucleicos incluye amplificar la muestra de ADN mediante
PCR en tiempo real, y analizar los acidos nucleicos amplificados incluye medir un valor de Ct de la muestra de ADN
amplificada.

En una modalidad del método, la amplificacién de al menos uno de la pluralidad de acidos nucleicos incluye PCR y el
analisis de los acidos nucleicos amplificados incluye analisis de tiempo de vuelo de productos de PCR.

En una modalidad del método, la muestra de prueba incluye polvo de aire ambiental capturado del flujo de aire durante
un periodo de tiempo de al menos 2 semanas.

En el método, el polvo de aire ambiental se libera por agitacion del lecho sucio por el animal de prueba.

En una modalidad del método, el polvo de aire ambiental se libera por un dispositivo de accionamiento en comunicacién
mecanica con el recinto.

En una modalidad del método, el recinto no contiene un animal durante la captura del polvo de aire ambiental.

Como se describe en la presente, la muestra de prueba incluye ademas al menos uno de los granulos fecales obtenidos
del animal de prueba, material bioldgico obtenido de un hisopo oral del animal de prueba, material biolégico obtenido de
un hisopo corporal del animal de prueba, y tejido del animal de prueba.

En una modalidad del método, el uno o0 mas patogenos se seleccionan del grupo que consta de: Staphylococcus spp.,
Pasteurella spp., Proteus spp., Klebsiella spp., Giardia spp., Cryptosporidium spp., Entamoeba spp., Spironucleus spp.,
Norovirus murino, Pseudomonas spp., y Streptococcus spp. beta-hemolitico

En una modalidad del método, aislar la pluralidad de acidos nucleicos incluye al menos uno de aislamiento magnético,
aislamiento de acido nucleico basado en columna, métodos de extraccién organica, y lisis alcalina.

En una modalidad del método, el medio de recoleccion incluye un filiro seleccionado del grupo que consta de filtros
mecanicos, filtros quimicos, filtros electrostaticos, y depuradores himedos.

En una modalidad del método, el medio de recoleccidn posee una eficiencia seleccionada dentro del intervalo entre 5 %
y 40 %.

En una modalidad del método, el medio de recoleccion es un filtro graduado.

En una modalidad adicional, se proporciona un sistema para recolectar polvo de aire ambiental generado dentro de un
sistema de jaula para animales de estudio. El sistema incluye un recinto sellable de manera reversible. El recinto incluye
una camara adaptada para recibir una jaula para alojar un animal, la jaula que estd en comunicacion fluida con la camara,
una entrada de aire acoplable con un suministro de aire, y un retorno de aire acoplable con una fuente de vacio, donde
una porcién de un flujo de aire suministrado dirigido a través de la camara, desde la entrada de aire al retorno de aire,
pasa a través de al menos una porcion de la jaula cuando se recibe en la camara y es suficiente para transportar una
porcion de polvo de aire ambiental contenido dentro de la jaula recibida al retorno de aire. El sistema incluye ademas un
dispositivo de accionamiento en comunicacion mecdanica con el recinto, el dispositivo de accionamiento operable para
agitar los contenidos de la jaula cuando se reciben dentro de la cdmara, y medio de recoleccion de filtracién de aire
adecuado para capturar al menos una porcidn del polvo de aire ambiental transportado por un flujo de aire dirigido a través
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de la camara, en donde el medio de recoleccion de filtracién de aire se disponen dentro de un pleno de escape en
comunicacidn para fluidos con y entre la camara y la fuente de vacio, y en donde una superficie del medio de recoleccion
se orienta en un angulo agudo dentro del intervalo de 15° a 25° con respecto a una direccion de flujo de aire dentro del
pleno de escape.

Las modalidades del sistema pueden incluir uno o mas de los siguientes, en cualquier combinacion.

En una modalidad del sistema, el medio de recoleccidn se coloca con respecto al recinto tal que al menos una porcion del
flujo de aire incida en el medio de recoleccién después de pasar a través de la jaula.

En una modalidad del sistema, el medio de recoleccién se coloca dentro del recinto y fuera de la jaula.

En una modalidad del sistema, el medio de recoleccidn se coloca con respecto al recinto tal que al menos una porcion del
flujo de aire incide en el medio de recoleccién después del pasaje a través del retorno de aire.

Como se describe en la presente, al menos una porcion del medio de recoleccidn se coloca en una pared de la jaula.
Como se describe en la presente, al menos una porcion del medio de recoleccién se suspende dentro de la jaula.

En una modalidad del método, el medio de recoleccion incluye un filiro seleccionado del grupo que consta de filtros
mecanicos, filtros quimicos, filtros electrostaticos, y depuradores himedos.

En una modalidad del sistema, el dispositivo de accionamiento se puede operar para mover de manera reversible el
recinto al menos uno de a manera de traslacién y rotacionalmente con respecto a una posicion inicial.

En una modalidad del sistema, el dispositivo de accionamiento es un dispositivo ultrasénico.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Lo anterior y otros objetos, caracteristicas y ventajas seran evidentes a partir de la siguiente descripcion mas particular
de las modalidades, como se ilustra en las figuras anexas en las que los caracteres de referencia similares se refieren a
las mismas partes de principio a fin de las diferentes vistas. Las figuras no estan necesariamente a escala, sino que se
hace hincapié en ilustrar los principios de las modalidades.

La figura 1 es un diagrama de flujo esquematico que ilustra una modalidad de un método para recolectar y
analizar polvo de aire ambiental (EAD) de un estante de jaula ventilado individualmente (IVR) para la
identificacion de patégenos contenidos en el mismo;

La figura 2 es una ilustraciéon esquematica de la colocacién de una pluralidad de medios de recoleccién de EAD
dentro de un entorno de IVR;

La figura 3A es una ilustraciéon esquematica de la colocacion de una pluralidad de medios de recoleccion de EAD
dentro de un entorno de IVR;

La figura 3B es una ilustracion esquematica de una modalidad de una jaula que incluye un medio de recoleccién
de EAD adicional colocado en la jaula para usarse en la recoleccién de EAD de la jaula dentro de un entorno de
IVR;

Las figuras 4A, 4B y 4C ilustran modalidades de un retenedor de medio de recoleccion de EAD para usarse
dentro del entorno de IVR de la figura 3A;

La figura 4D es una fotografia que ilustra la colocacion de un medio de recoleccién de EAD en un pleno de
escape vertical del IVR;

La figura 4E es una fotografia que ilustra la colocacion de un medio de recoleccion de EAD adicional adyacente
a un filtro pre-HEPA en comunicacion para fluidos con el IVR;

Las figuras 5A, 5B, y 5C ilustran una segunda modalidad de un retenedor de medios de recoleccion de EAD para
usarse dentro del entorno de IVR de la figura 3A;

Las figuras 6A y 6B son ilustraciones esquematicas de modalidades de medios de recoleccion de EAD;

Las figuras 7A y 7B son fotografias que ilustran ubicaciones de las cuales se recolectan muestras de EAD por
hisopo para su analisis comparativo; (A) pleno de escape horizontal; (B) manguera de pleno de escape;
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Las figuras 8A, 8B, 8C y 8D son graficas que comparan la copia estimada de patégenos detectados por EAD
recolectados del medio de recoleccion de EAD e hisopos; y

La figura 9 es una ilustracién esquematica de una modalidad de un sistema de recoleccion de EAD configurado
para la operacion independientemente de un estante de jaula ventilado individualmente.

DESCRIPCION DETALLADA

Las modalidades de la presente divulgacién se refieren a sistemas y métodos para la recoleccion y analisis de polvo de
aire ambiental (EAD). En ciertas modalidades, los sistemas y métodos se pueden emplear en combinacién con jaula de
microaislante, tal como jaulas de microaislante estaticas y jaulas ventiladas individualmente (IVC) montadas en un estante.
En modalidades alternativas, los sistemas y métodos se pueden emplear en combinacion con estantes no de IVC (por
ejemplo, estantes de jaula abiertos o abiertos donde no hay flujo de aire para acomodar la recoleccién de EAD).

Las moléculas patoégenas, ya sean enteras o fragmentos de un todo, son capaces de unirse al polvo de aire. Este polvo
de aire, a su vez, se puede suspender en un flujo de aire y moverse de una ubicacién a otra. Por lo tanto, el EAD
recolectado del flujo de aire que pasa a través de un entorno rico en patdgenos se puede analizar para detectar la
presencia de estos patégenos dentro del entorno de jaula.

En una modalidad, un método para detectar patégenos portados por polvo de aire ambiental incluye la recoleccién de una
muestra de prueba que incluye EAD, aislamiento de una pluralidad de acidos nucleicos (por ejemplo, ARN y/o ADN)
representativos de uno 0 mas agentes infecciosos de la muestra de prueba, transcripcion inversa opcional de ARN a
ADNCc si los acidos nucleicos aislados contienen ARN, amplificacion del ADNc y/o ADN (por ejemplo, por reaccién en
cadena de polimerasa (PCR)), e interpretacion de ensayo. Como se divulga en |la presente, la muestra de prueba puede
incluir material biolégico distinto al capturado por la muestra de EAD recolectada (por ejemplo, granulos fecales, hisopos
corporales, hisopos orales, tejido, etc.) para mejorar la detecciéon de organismos con bajo nimero de copias. En estos
circunstancias, el preprocesamiento de la muestra sin EAD se puede realizar antes del coaislamiento de acido nucleico
con la muestra de EAD.

La muestra de EAD se recolecta de un entorno diana, tal como un estante de jaula ventilado individualmente (IVR). En un
IVR, se suministra un flujo de aire estéril a un primer extremo del estante y se dirige a través de las jaulas del estante (por
ejemplo, horizontalmente) a un segundo extremo opuesto del estante. El EAD, y los patdégenos unidos al mismo, son
transportados por el flujo de aire desde sus respectivas jaulas fuera del estante. Una pluralidad de medios de recoleccion
de EAD, adecuados para capturar al menos una porcion del EAD, se colocan en la ruta de flujo de aire. Por lo tanto,
durante el uso del estante ventilado, la pluralidad de medios de recoleccion de EAD incide en al menos una porcién del
flujo de aire, recolectando EAD y patégenos unidos de las jaulas.

Un medio de recoleccion de EAD se coloca dentro de un canal de escape que dirige el flujo de aire de escape lejos de las
jaulas. En otra modalidad, un medio de recolecciéon de EAD adicional se coloca sobre, adyacente, y/o dentro de una o
mas jaulas.

En una modalidad adicional, un método para detectar patégenos transportados por el polvo de aire ambiental no incluye
la recoleccién de EAD dentro de un sistema de estante de jaula ventilado individualmente (IVR). En su lugar, el EAD se
recolecta del lecho sucio fuera de un IVR (por ejemplo, lecho sucio por un animal de prueba). Por ejemplo, en una
modalidad, el método incluye recolectar EAD de un recinto sellable de manera reversible que aloja una jaula para animales
que contiene lecho sucio. El recinto incluye una camara adaptada para recibir la jaula para animales, una toma de aire
acoplable con un suministro de aire, y un retorno de aire acoplable con una fuente de vacio. En uso, se proporciona un
flujo de aire a través del recinto, desde la toma de aire hasta el retorno de aire. El lecho sucio se agita para liberar el polvo
que contiene patégenos en el aire dentro de la jaula. En el método, el lecho se agita por un animal colocado dentro de la
jaula (por ejemplo, el animal de prueba). En otra modalidad, el recinto esta en comunicacién con un dispositivo de
accionamiento que agita la jaula. El EAD liberado y los patégenos unidos se portan por el flujo de aire fuera de la jaula.

La pluralidad de medios de recolecciéon de EAD se colocan a fin de incidir en al menos una porcion del flujo de aire, lo que
permite la recoleccion de EAD y patégenos unidos. En el método, el medio de recoleccién de EAD se coloca dentro de
un pleno de escape. En una modalidad, un medio de recoleccion de EAD se monta fuera del recinto, dentro de un canal
de escape que encamina el flujo de aire de escape lejos del recinto. En otra modalidad, un dispositivo de recoleccion de
EAD adicional se monta en, adyacente a, y/o dentro de la jaula alojada dentro de la camara de recinto.

El EAD capturado por el medio de recoleccidn se puede analizar posteriormente para identificar la presencia de patégenos
seleccionados. Este analisis de EAD se puede realizar por técnicas que incluyen, pero no se limitan a, reacciéon en cadena
de polimerasa (PCR) como se indica anteriormente y se analiza en mayor detalle a continuacion.

En particular, las modalidades de los sistemas y métodos descritos se pueden emplear para muestrear patégenos en el
aire unidos al polvo del aire del entorno de los animales de estudio directamente, en lugar de requerir el uso de animales
de centinela. Beneficiosamente, la eliminacion del uso de animales de centinela evita la cria de centinelas y la necesidad
de transferencias semanales de camas, ademas de ahorrar espacio de estante. Ademas, como se muestra en mayor
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detalle a continuacién, las modalidades de los métodos divulgados son capaces de detectar agentes infecciosos que no
se transfieren de manera eficiente a los centinelas de lecho, asi como aquellos que se transfieren de manera eficiente a
los centinelas de lecho.

Las modalidades de la divulgacidn se describiran ahora con respecto a las figuras, comenzando con las figuras 1y 2. La
figura 1 es un diagrama de flujo de una modalidad de un método 100 para recolectar y detectar patégenos portados por
el polvo de aire ambiental (EAD). Como se analiza en detalle a continuacion, el método 100 incluye recibir una muestra
de prueba que incluye polvo de aire ambiental en la operacioén 102, aislar una pluralidad de acidos nucleicos (por ejemplo,
ARN y/o ADN) representativos de uno o mas agentes infecciosos de la muestra de EAD en la operacion 104, transcripcion
inversa opcional de ARN a ADNc si los acidos nucleicos aislados contienen ARN en la operacion 106, amplificacion de
ADNCc y/o ADN en la operaciéon 110 (por ejemplo, por reaccidén en cadena de polimerasa (PCR)), e interpretaciéon de
ensayo en la operacion 112. En ciertas circunstancias, el método 100 puede incluir opcionalmente el preprocesamiento
de muestra en la operacién 114,

La figura 2 es una ilustracion esquematica de una modalidad de un entorno de jaula de microaislante 200 del que se
recolecta el EAD recibido. Con el propdsito de la discusién, las modalidades de la divulgacion se describiran en el contexto
de un estante de jaula ventilado individualmente (IVR) 202 como el entorno de jaula de microaislante 200. Sin embargo,
se puede entender que las modalidades divulgadas se pueden emplear con cualquier jaula de microaislante sin limite.

El IVR 202 incluye una pluralidad de jaulas 208 para alojar animales (por ejemplo, roedores) en una disposicién
seleccionada (por ejemplo, un arreglo que tiene filas y columnas en general alineadas). El entorno de jaula 200 incluye
ademas un sistema de ventilacion 204 en comunicacion para fluidos con el IVR 202 mediante una red de flujo de aire 206.
El sistema de ventilacién 204 incluye una unidad de tratamiento de aire 210 que proporciona aire de suministro
acondicionado estéril 212 a una toma de aire 214 del IVR 202 y recibe aire de escape 216 (por ejemplo, aire que incluye
polvo y moléculas de patdgeno unidas) de un retorno de aire 220 del IVR 202. En el IVR 202, el aire de suministro 212 se
distribuye a diferentes ubicaciones (por ejemplo, diferentes filas y/o columnas) y fluye a través de cada jaula 208. Este
flujo de aire dentro del IVR 202, conocido como flujo de aire de IVR 222, es suficiente para transportar al menos una
porcién de EAD desde las respectivas ubicaciones de la jaula a través del retorno de aire 220. Desde el retorno de aire
220, el flujo de aire que incluye el EAD viaja a la unidad de tratamiento de aire 210 y se conoce como aire de escape 216
en la presente.

La modalidad de la figura 2 se ilustra con un sistema de ventilacion cerrado, donde el aire de escape 216 se reacondiciona
(por ejemplo, a una temperatura, presion, esterilidad, etc. seleccionadas) por la unidad de tratamiento de aire 210 y
posteriormente se proporciona al IVR 202 como el aire de suministro 212. Sin embargo, en modalidades alternativas, no
mostradas, el sistema de ventilacion puede ser un sistema abierto, donde el suministro de aire no se proporciona desde
el escape de aire reacondicionado, sino que se proporciona desde una fuente separada.

Se proporciona ademas una pluralidad de medios de recolecciéon de EAD 224 (por ejemplo, 224a, 224b) para capturar
una porcion de EAD dentro del IVR 202, en tanto que se permite que el aire de suministro 212, el flujo de aire de IVR 222,
y el aire de escape 216 se muevan a través del IVR 202 sustancialmente sin obstaculos. El EAD capturado se puede
retener en la superficie del medio de recolecciéon de EAD 224, la mayor parte del medio de recoleccién de EAD 224, y/o
dentro de una camara de contencién dedicada, con base en la configuracién del medio de recoleccion de EAD 224. El
medio de recoleccién de EAD de ejemplo 224 pueden incluir, pero no se limitan a, filtros mecanicos, filtros quimicos,
depuradores hiumedos, filtros electrostaticos, y otros dispositivos de filtracion adecuados para remover el polvo del aire,
sin limite.

Cada medio de recoleccion de EAD 224 se puede seleccionar independientemente para capturar EAD que tenga un
tamafio (por ejemplo, diametro, area transversal u otra dimensién seleccionada) aproximadamente mayor que un valor
seleccionado. En otras modalidades, el medio de recoleccion de EAD 224 se puede clasificar (por ejemplo, un filtro
clasificado), con regiones espaciales seleccionadas para capturar EAD de diferentes tamafios. Estas zonas pueden variar
continuamente o de manera discontinua dentro de la extension espacial del medio de recoleccion de EAD 224. En ciertas
modalidades, el medio de recoleccién de EAD 224 se puede seleccionar para capturar particulas de polvo que tienen un
tamafio que varia de aproximadamente 0.1 nm a aproximadamente 10 mm. En modalidades adicionales, el medio de
recoleccion de EAD 224 puede poseer eficiencia seleccionada dentro del intervalo entre aproximadamente 5% a
aproximadamente 40% para el intervalo de tamafio seleccionado. En ciertas modalidades, la eficiencia del medio de
recoleccion de EAD 224 puede ser de aproximadamente 30% para el intervalo de tamafio seleccionado. Se puede
encontrar una discusion adicional del medio de recoleccidon de EAD 224 en la Solicitud Provisional de Estados Unidos de
América Num. 62/280,057, presentada el 18 de enero de 2016 y titulada "Método y Sistema para Monitorear la Impureza
de Flujo de Aire".

La posicion del medio de recoleccidon de EAD 224 se puede variar, dependiendo de la configuracion del IVR 202, pero
una superficie del medio de recoleccion se orienta en un angulo agudo dentro del intervalo de 15° a 25° con respecto a
una direccién de flujo de aire dentro del pleno de escape durante la captura de la muestra de prueba. Por ejemplo, como
se ilustra en la figura 2, uno 0 mas medios de recoleccién de EAD 224a se colocan dentro de una porcion de la red de
flujo de aire 206 para capturar EAD del aire de escape 216. Uno 0 mas medios de recoleccion de EAD adicionales 224b
se pueden colocar en o dentro de una 0 mas jaulas seleccionadas 208 para capturar EAD del flujo de aire de IVR 222. En
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modalidades adicionales, al menos un medio de recoleccion de EAD 224 se puede colocar para capturar EAD tanto del
aire de escape 216 como del flujo de aire de IVR 222.

Independientemente de la posicion, cada uno del medio de recoleccion de EAD 224 se mantiene en su lugar durante un
tiempo seleccionado para capturar el EAD en el mismo. En ciertas modalidades, la duracién de tiempo seleccionada
puede ser un minimo de 2 semanas. En modalidades adicionales, la duracién de tiempo seleccionada puede ser de 3-4
meses. En modalidades adicionales, la duracién de tiempo seleccionada puede ser de un afio 0 mas.

A fin de mantener una ventilacion suficiente dentro del IVR 202, el medio de recoleccion de EAD 224 se puede desplegar
adicionalmente de una manera que no interfiera sustancialmente con el flujo de aire dentro del sistema de ventilacién 204
(por ejemplo, aire de suministro 212, flujo de aire de IVR 222 y/o aire de escape 216). Por ejemplo, como se analiza en
mayor detalle a continuacion con respecto a las figuras 3 y 4, se puede entender que el medio de recoleccion de EAD 224
no interfiere sustancialmente con el flujo de aire cuando se satisface al menos una de las siguientes condiciones:

(i) un motor de soplador del sistema de ventilacién 204 no exhibe un cambio en las RPM (velocidad) debido a la
presién incrementada provocada por el medio de recoleccion de EAD 322 (por ejemplo, 322A, 322B, 322C) o la
presencia de un retenedor de medios de recoleccién de EAD 400 (figuras 4A-4C) que mantiene el medio de
recoleccion de EAD 322 (por ejemplo, 322A) dentro de un pleno de escape vertical 316 (figura 4D);

(ii) una presién dentro de una o mas jaulas 308 (figura 3A) varia en menos de o igual a £5% debido al flujo de aire
reducido provocado por una restriccién en el pleno de escape vertical 316 debido a la presencia del medio de
recoleccion de EAD 322a y/o el retenedor de medios de recoleccion de EAD 400 en comparacion a la presion
dentro de la una 0 mas jaulas 308 ausentes del medio de recoleccién de EAD 322a y/o el retenedor de medios
de recoleccion de EAD 400 dentro del pleno de escape vertical 316;

(iii) una presion dentro del pleno de escape vertical 316 (por ejemplo, en un collar de escape o extremo terminal 450
del pleno de escape vertical 316) varia por menos de o igual a £10% debido a la presencia del medio de
recoleccion de EAD 322a y/o el retenedor de medios de recoleccién de EAD 400 dentro del pleno de escape
vertical 316 en comparacion a la presién dentro del pleno de escape vertical 316 ausente del medio de
recoleccion de EAD 322a y/o el retenedor de medios de recoleccion de EAD 400.

En modalidades adicionales, la configuracion del medio de recoleccion de EAD 224 y/o la colocacién del medio de
recoleccion de EAD 224 dentro del IVR 202 facilita el mantenimiento de ventilacion suficiente dentro del IVR 202. En una
modalidad, las respectivas dimensiones del medio de recoleccion de EAD 224 pueden ser menores que (por ejemplo,
30% menos, 40% menos, 50% menos, 60% menos, 70% menos, etc.) que las dimensiones correspondientes de un pasaje
de flujo de aire en el que el medio de recoleccion de EAD 224 se coloca o esta adyacente a (por ejemplo, pleno de escape
vertical 316, filtro pre-HEPA 450, etc.). El medio de recoleccion de EAD 224 se coloca tal que el plano del medio de
recoleccion de EAD 224 se oriente en un angulo agudo con respecto a una direccion de flujo de aire (por ejemplo, flujo
de aire vertical dentro del pleno de escape vertical 316) durante la captura de la muestra de prueba. El angulo agudo se
selecciona dentro del intervalo de 15° a 25° (por ejemplo, 20°) con respecto a la direccion del flujo de aire dentro del pleno
de escape vertical 316.

Después de la recoleccidén de EAD por captura usando el medio de recoleccidon de EAD 224, al menos una porcién del
EAD recolectado se analiza para detectar la presencia o ausencia de un patdégeno en las operaciones 104-112. Para
minimizar el manejo y la contaminacién del EAD, y facilitar el transporte, el medio de recoleccidon de EAD se pueden
remover del entorno de IVR 200 y colocarse directamente en un recipiente estéril (por ejemplo, un tubo sellable
reversiblemente).

En ciertas modalidades del método, recibir una muestra de prueba que incluye EAD capturado puede incluir recibir el
propio EAD capturado. En otras modalidades, recibir una muestra de prueba que incluye EAD capturado puede incluir
recibir el EAD capturado en tanto que aun se retiene en el medio de recoleccion de EAD. En modalidades adicionales,
recibir una muestra de prueba que incluye EAD capturado puede incluir recolectar el EAD del flujo de aire, como se analiza
en la presente.

Con referencia continua a la figura 1, como se divulga en la presente, el método 100 puede incluir una operacién de
preprocesamiento 114 para la preparacién de una muestra sin EAD que se va a analizar con muestras de EAD
recolectadas. Los ejemplos de estas muestras no de EAD pueden incluir, pero no se limitan a, uno o mas granulos fecales,
material biolégico recolectado de hisopos orales, material biolégico recolectado de hisopos corporales, y tejido.

Por ejemplo, se supone que la muestra no de EAD son granulos fecales. La operacidn de preprocesamiento 114 procesa
los granulos fecales en una suspension espesa para usarse después en el aislamiento de acidos nucleicos para la prueba.
Los granulos fecales se pueden recolectar de jaulas de estante. Como se divulga en la presente, los granulos fecales se
pueden obtener de diferentes lineas de roedores y roedores adultos en intervalos de edad 6ptimos diana (por ejemplo, 6-
10 semanas). Una vez obtenidos, uno o mas de los granulos fecales se transfieren a un tubo de microcentrifuga con uno
0 mas rodamientos de bolas de acero inoxidable. Se adiciona una cantidad seleccionada de solucién salina amortiguada
con fosfato (PBS) al tubo que contiene los granulos para formar una muestra de granulo fecal. La muestra de granulo
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fecal se rompe en un molino mezclador durante un tiempo seleccionado a una frecuencia seleccionada y posteriormente
se centrifuga. Posteriormente, la muestra fecal se puede agrupar con EAD recolectado para la coextraccion de acido
nucleico.

Debido a que los granulos fecales contienen acidos biliares, productos de degradacion de hemoglobina, polisacaridos
complejos, y otros compuestos que pueden inhibir la amplificacion, la operacidn de preprocesamiento 114 se realiza para
concentrar agentes de interés (por ejemplo, virus, bacterias y otros patdégenos asociados a material micro/macrobiologico)
para el aislamiento de acido nucleico, pero también excluyendo tanto como sea posible el contenido fecal.

Debido a que la operacion de preprocesamiento 114 concentra agentes de interés, realizar la operacién de
preprocesamiento 114 como parte del método 100 puede ser beneficioso para mejorar la deteccion de organismos con
bajo niamero de copias. Los ejemplos de organismos con bajo nimero de copias pueden incluir, de modo no taxativo,
Staphylococcus spp. (bacterias), Pasteurella spp., Profeus spp., Klebsiella spp. (bacterias), Giardia spp. (protozoos),
Cryptosporidium spp. (protozoos), Entamoeba spp. (protozoos), Spironucleus spp. (protozoos), norovirus murino (virus),
Pseudomonas spp., y Streptococcus spp. beta-hemolitico

En la operacion 104, la muestra de prueba que incluye EAD recolectada (y, como se describe en la presente,
opcionalmente agrupada con material no de EAD preprocesado en la operacion 114) se procesa adicionalmente para
aislar acidos nucleicos de la misma (por ejemplo, ARN, ADN, y combinaciones de los mismos). En ciertas modalidades,
el aislamiento de acido nucleico se lleva a cabo por aislamiento magnético. El aislamiento magnético, aunque limitado en
el rendimiento total, proporciona un acido nucleico altamente purificado. En la experiencia del inventor, el aislamiento
magnético incluye una mejor recuperacion de ARN versus otros métodos de columna, asi como una reduccién observada
de inhibidores de PCR. Sin embargo, se puede entender que se pueden emplear procesos alternativos para el aislamiento
de 4cidos nucleicos, solos o en combinacion con aislamiento magnético, sin limite. Los ejemplos de estos procesos de
aislamiento alternativos incluyen, uno o mas de aislamiento de acido nucleico basado en columna, métodos de extraccion
organica, y lisis alcalina.

En modalidades adicionales, se puede adicionar opcionalmente un control de recuperacién de acido nucleico (NARC) a
los acidos nucleicos aislados en la operacion 104. EI NARC es un ARN de algas unico (o0 ADN cuando so6lo se realizan
pruebas de ADN). Al adicionar el NARC al agente amortiguador de lisis, permite el monitoreo de cualquier tipo de muestra
y proporciona verificacion de que cualquier acido nucleico presente en el paso de lisis se recupero exitosamente. Algunas
muestras pueden contener poco o ningun acido nucleico y otras pueden tener una gran variacion, por lo que la medicién
de la densidad éptica para determinar el contenido de acido nucleico no es util. Por consiguiente, la extraccién exitosa
(recuperacion de acido nucleico) asi como una reaccién de transcripcion inversa exitosa se verifican cada una por la
realizacidon de un ensayo separado para la plantilla de NARC como parte de los controles ejecutados durante el analisis
de prueba de amplificacion.

En la operacién 106, cuando el ARN esta presente, solo 0 en combinacion con ADN, el ARN se transcribe de manera
inversa en ADNc, que se requiere para los virus de ARN. Alternativamente, si sélo esta presente ADN en el acido nucleico
aislado, se puede omitir esta operacién de transcripcién inversa.

Después de la transcripcion inversa, la amplificacion se realiza en la operacion 110. En una modalidad, la amplificacion
se puede realizar por amplificacion isotérmica mediada por bucle o reaccién en cadena de polimerasa (PCR). Los ejemplos
de PCRincluyen, pero no se limitan a, PCR de punto final (por ejemplo, electroforesis en agarosa, arreglos de hibridacién,
etc.) y PCR en tiempo real (por ejemplo, PCR de baliza molecular, PCR de TagMan, PCR de SYBR Green, etc.).

En una modalidad, la amplificacién se realiza por PCR de TagMan. Las muestras que se evallan para pequefios paneles
de agentes se evallan en una plataforma de PCR de TagMan en tiempo real de 96 pocillos o0 384 pocillos. Las muestras
que se evallan para grandes paneles de agentes se preamplifican primero y entonces se amplifican por PCR de TagMan
en tiempo real en un arreglo abierto. También se adiciona un control de espicula de ADN para monitorear la inhibiciéon de
la PCR en el paso de preamplificacion para los paneles evaluados en el arreglo abierto. Para los formatos de 96 y 384
pocillos, el pico se adiciona como un ensayo separado durante la prueba de PCR para todas las muestras.

Posteriormente se realiza un ensayo de PCR para la deteccidon de agentes infecciosos seleccionados. Se preparan
aproximadamente 100 plantillas de copia por la clonacion de secuencias diana en vectores de plasmidos y se utilizan
como plantillas de control positivo. También se incluyen aproximadamente 1000 copias de plasmidos para pruebas de
arreglo abierto. Los pocillos de plantilla negativa se utilizan para todos los formatos. Las muestras simuladas de control
de NARC y espicula procesadas junto con las muestras de campo se evallan para demostrar la funcién de estas plantillas
y ensayos de control.

En la operacion 112, se realiza un analisis del ensayo. Después de la amplificacion por PCR, los valores de Ct (ciclo
umbral) se miden para las muestras y las muestras se evalllan con base en los valores de Ct medidos. Los valores de Ct
son una medida relativa de la concentracién de diana en la reaccién de PCR. Se puede encontrar informacion adicional
con respecto al analisis de muestras en "Efficacy of Direct Detection of Pathogens in Naturally Infected Mice by Using a
High-Density PCR Array," J. Am Assoc. Lab Anim. Sci. Vol. 52, No. 6, pags. 763-772 (2013).
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EJEMPLOS

En los siguientes ejemplos, se simul6 una infeccidn de baja prevalencia en un IVR. Las muestras de EAD se recolectaron
por el uso de dispositivos de recoleccion en linea con el flujo de aire. Las muestras comparativas se recolectaron de
centinelas y hisopos de lecho sucio. Todas las muestras recolectadas se analizaron por separado usando PCR de acuerdo
con modalidades del método 100 de la figura 1 analizado anteriormente. Las muestras obtenidas de centinelas de lecho
sucio se analizaron adicionalmente por examinacién tradicional (por ejemplo, serologia, cultivo bacteriano, parasitologia).

Metodologia

Disefio de estudio

Fuente de agente infeccioso: Los ratones de la tienda de mascotas se colocaron en 4 jaulas en cada lado de estante. Se
alojaron dos ratones en cada jaula, uno de 3-4 semanas de edad y el otro de 6-10 semanas de edad. Suponiendo 80

jaulas en total en el estante, estas condiciones simularon una prevalencia de aproximadamente 5% en el estante (4/80
jaulas).

Animales de centinela: Se proporcionaron 4 jaulas de centinelas de lecho CD-1 Elite en el IVR. Se proporcionaron 3
ratones de centinela por jaula. Se envi6 1 ratén por jaula por mes para PCR y pruebas tradicionales (total de 4 por mes).

Simulacién de una baja prevalencia: El lecho sucio de "dilucion verdadera" al 5% de los ratones de la tienda de mascotas
se colocd con los ratones de centinela. El lecho sucio se diluy6é con lecho sucio de ratones gnotobidticos para lograr la
concentracion deseada.

Todas las jaulas se colocaron en ubicaciones mas alejadas de los sitios de hisopo de EAD incipientes.
Recoleccion de muestras de polvo de aire de escape

Con referencia a las figuras 3A-3B y 4A-4C, ahora se analizara la recoleccién de muestras de EAD por medios de
recoleccion de EAD en linea e hisopo. La figura 3A presenta una ilustraciéon esquematica de una modalidad de un entorno
de jaula 300 que incluye una IVR 302 que aloja jaulas 308 en comunicacion para fluidos con un sistema de ventilacion
cerrado 304 del cual se recolecta EAD en los presentes ejemplos. Se distribuye un suministro de aire estéril 312 a un
pleno de suministro en general vertical 306 del IVR 302 desde el sistema de ventilacién 304. El pleno de suministro vertical
306 dirige el aire de suministro estéril 312 a través de las jaulas 308 a través de una pluralidad de plenos horizontales en
general alargados 314 desde el pleno de suministro vertical 306 a un segundo extremo opuesto del estante que incluye
un pleno de escape en general vertical 316. El EAD y los patdgenos unidos al mismo se portan por el flujo de aire de IVR
320 a través de las respectivas jaulas 308 fuera del IVR 302 como aire de escape 320. El sistema de ventilacién 304
incluye un montaje de filtro pre-HEPA 310a y un montaje de filtro de HEPA 310b. El montaje de filtro pre-HEPA 310a
recibe el aire de escape 320. El aire que fluye a través del conjunto de filtro pre-HEPA 310a se dirige al conjunto de filtro
HEPA 310b, donde sale como aire de suministro 312.

Una pluralidad de medios de recoleccién de EAD 224 se colocan adicionalmente para capturar EAD sin interferir con el
flujo de aire a través del IVR 302. Un primer medio de recoleccién de EAD 322a es un filtro fisico suspendido cerca de
una parte superior del pleno de escape vertical 316, al que se hace referencia en la presente como filtro de pleno de
escape 322a.

Con referencia adicional a las figuras 4A-4D, el filtro de pleno de escape 322A se soporta dentro del pleno de escape
vertical 316 por un retenedor de medios de recoleccioén de EAD 400. El soporte 400 incluye un collar de anillo 402 unido
a un bastidor 410. Como se analiza en mayor detalle mas adelante, en uso, el collar de anillo 502 se puede ajustar de
manera deslizante en un extremo 450 del pleno de escape vertical 316.

En una modalidad, el soporte 400 y el bastidor 402 se pueden formar de metal o plastico. En una modalidad, el bastidor
402 se forma de acero inoxidable y el collar de anillo 402 se suelda al bastidor 402. El bastidor 404 se puede formar de
una pluralidad de miembros horizontales 406 que se extienden desde el miembro vertical 410 para formar un patron de
cuadricula. El reborde vertical 412 se puede colocar en los bordes externos 414 del bastidor 404. El patrén de cuadricula
retiene el medio de recoleccion de EAD 224 y proporciona suficiente contacto del aire de escape 320 con el filtro de pleno
de escape 322a.

El bastidor 404 se puede girar en las direcciones de las flechas 432 para colocar el bastidor 404 en un angulo, A, con
respecto al aire de escape 320 dentro del pleno de escape vertical 316. Este colocacion adapta el grado de contacto del
aire de escape 320 con el filtro de pleno de escape 322a (por ejemplo, flujo de aire de escape 320 a lo largo de la longitud
del filtro de pleno de escape 322a). Esta capacidad de ajuste es beneficiosa para minimizar el impacto del filtro de la
camara de pleno de escape 322a en el flujo de aire dentro del IVR 202. Un reborde horizontal 416 en un extremo 420 del
bastidor 404 puede generar ademas turbulencia dentro del aire de escape 320 que fluye sobre el retenedor de medios de
recoleccion 404 para facilitar la captura de EAD del aire de escape 320.
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Una pinza de muelle 422 se puede unir a la montura central 424 de la sujecion de anillo 112 al insertar un extremo 426
de la pinza de muelle 422 a través de una ranura 430 en la montura central 424. La pinza de muelle 422 asegura el medio
de recoleccion de EAD 322a al bastidor 404. Mover la pinza de muelle 422 lejos del plano del bastidor 404 permite la
insercion o remociodn del filtro de pleno de escape 322a del retenedor de medios de recoleccién de EAD 400.

Las figuras 5A-5C muestran una modalidad alternativa de un retenedor de medios de recoleccién de EAD 500 para el
soporte del filtro de pleno de escape 322a. El collar de anillo 502 se puede unir a una pluralidad de bastidores, tal como
504a, 504b. El collar de anillo 502 y los bastidores 502a, 502b son como se analiza anteriormente con respecto al collar
de anillo 402 y el bastidor 404, excepto como se describe a continuacion. El collar de anillo 502 se puede ajustar de
manera deslizante en el extremo 450 del pleno de escape vertical 316. En los métodos y el sistema, una superficie del
medio de recoleccion se orienta en un angulo agudo dentro del intervalo de 15° a 25° con respecto a la direccion del flujo
de aire dentro del pleno de escape. Cada uno de los retenedores de medios de recoleccion de EAD 504a, 504b se puede
inclinar en un angulo A con respecto al aire de escape 320 dentro del pleno de escape vertical 316. Este colocacién
permite que se ajuste el grado de contacto del aire de escape 320 con el filtro de pleno de escape 322a (por ejemplo, flujo
de aire de escape 320 a lo largo de la longitud del filtro de pleno de escape 322a). Esta capacidad de ajuste es beneficiosa
para minimizar el impacto del filtro de la camara de pleno de escape 322a en el flujo de aire dentro del IVR 202.

La pinza de muelle 522a puede unir el retenedor de medios de recoleccion de EAD 504 a la montura central 524a de la
sujecion de anillo 502 al insertar el extremo 526a de la pinza de muelle 522a a través de la ranura 530a en la montura
central 524a. La pinza de muelle 522b puede unir el retenedor de medios de recoleccion de EAD 504b a la montura central
524b del collar de anillo 502 al insertar el extremo 526b de la pinza de muelle 522b a través de la ranura 530b en la
montura central 524b. Las pinzas de muelle 522a, 522b proporcionan sujecion del medio de recoleccion de EAD 224a
como se muestra en la figura 5B. Mover el pinza de muelle 522a, 522b lejos del plano de su respectivo bastidor 5044,
504b permite la insercidon o remocion del medio de recoleccién de EAD 224a del retenedor de medios de recoleccion de
EAD 500.

Las figuras 6A-6B son ilustraciones esquematicas de modalidades de medios de recoleccién de EAD 224 adecuados para
usar uno o mas del medio de recoleccion de EAD (por ejemplo, 224a, 224b, 322a, 322b, 322¢). El medio de recoleccién
de EAD 224 incluyen medios 602 acoplados a un bastidor de medios 604. El bastidor de medios 604 se extiende alrededor
de un borde exterior 606 del medio 602. En una modalidad, el medio 602 se sella por calor al bastidor de medio 604 para
proporcionar una estructura mas rigida que facilita la manipulacion, insercion, y extraccion del medio 602 (por ejemplo,
del retenedor de medios de EAD 400, 500). El bastidor de medios 604 se puede marcar opcionalmente con indicios 610
(por ejemplo, un punto o muesca) para usarse en la identificacién de una direccion de insercion del medio de recoleccion
de EAD 224 en el retenedor de medios de recoleccion de EAD 400, 500. El bastidor de medios 604 puede incluir ademas
uno o el armazén de medios 604 puede incluir ademas uno 0 mas chaflanes 612 colocados en un angulo a con respecto
a sus bordes longitudinales.

En una modalidad, el medio 602 se puede construir de una estructura de gradiente electrostatica y controlada que incluye
fibras de polipropileno/polietileno tejidas térmicamente, unién por hilatura, filamento continuo y atrae particulas cargadas
tanto de manera positiva como negativamente con baja recuperacion de humedad. El medio 602 puede impedir que las
fibras se hinchen debido a la humedad absorbida de la corriente de aire. En una modalidad, el medio 602 es blanco. El
medio 602 puede llevar una clasificacion MERV (Valor de Clasificacion de Eficiencia Minima) variable entre
aproximadamente 6 y aproximadamente 10 (por ejemplo, 8). En modalidades adicionales, el medio 602 puede poseer un
peso base de 67.8115 gr/m? (2.00 oz/yd?), espesor de 1.6256 mm (64 milésimas de pulgada), y permeabilidad al aire de
Frazier de 13.72 m3/min/m? (490 cfm/ft?). En otras modalidades, las fibras de polipropileno del medio 602 se pueden
sustituir por fibras de poliolefina.

En una modalidad, el bastidor 602 se puede fabricar de varias fibras sintéticas (por ejemplo, fibras de poliéster). En una
modalidad, el bastidor 602 también funciona como un medio de recoleccion. Por ejemplo, el bastidor 602 puede incluir un
medio de recoleccion hilado blanco con un peso base de 271.246 gr/m2 (8.0 oz/yd?), espesor nominal de 0.5842 mm (23
milésimas de pulgada) de tira de traccion MD de 1 133.98093 kg (125 pies 1b/0.6 pulg). En modalidades adicionales, el
bastidor 602 se puede construir de cualquiera del medio de recoleccion que se pueden sellar térmicamente a los medios
de EAD 604 y tiene un peso base entre 6 y 10.

La figura 6B muestra una modalidad alternativa del medio de recoleccion de EAD 224 que incluye una perforacion 650.
La perforacién 650 se coloca entre un primer lado 652 y un segundo lado 654 del medio de recoleccion de EAD 224. La
perforacidn 650 se puede separar para separar el primer y segundo lados 652, 654 del medio de recoleccion de EAD 224
entre si.

En una modalidad no limitante, las dimensiones del medio de recoleccion de EAD 224 son las siguientes. Una longitud
total, L1, de la coleccion de EAD 224 es de 9.525 cm (3.75 pulg). Una longitud, L>, desde un primer extremo del bastidor
de medios 604 hasta el chaflan 612 es de 8.255 ¢cm (3.25 pulg). Un borde de bastidor, B, es de 9.525 ¢cm (0.375 pulg). Un
ancho de medio de Coleccion de EAD, W, es de 2.312 pulg. Un espesor de medio de recoleccion de EAD, T, es menor
que oigual a 0.08128 cm (0.032 pulg). Se puede entender que las dimensiones anteriores se proporcionan con el propdsito
de ejemplo y que el medio de recoleccién de EAD 224 pueden poseer otras dimensiones, segln sea necesario.
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Durante la recoleccion de EAD, el collar anular 402 o0 502 se monta adyacente a un extremo superior del pleno de escape
vertical 316 (figura 4D). Colocado de esta manera, el filtro de pleno de escape 322a se suspendi dentro del pleno de
escape vertical 316 con el angulo A establecido como un angulo agudo entre el plano del filtro de el pleno de escape 322a
y una direccion de flujo del aire de escape 320. El angulo agudo se selecciona dentro del intervalo de 15° a 25° (por
ejemplo, 20°) con respecto a la direccion del flujo de aire dentro del pleno de escape vertical 316. En modalidades
adicionales, las dimensiones en el plano del filtro de pleno de escape 322a también pueden ser mas pequefias que las
dimensiones de seccidén transversal de el pleno de escape vertical 316. De esta manera, el EAD se puede capturar del
aire de escape 320 sin interferir sustancialmente con el flujo de aire de escape 320.

Como se ilustra adicionalmente en las figuras 3A y 4C, el EAD también se recolecté usando un segundo medio de
recoleccion de EAD 322b (un filtro fisico) unido a una cara delantera (frente aguas arriba) de un filtro pre-HEPA 450 del
montaje de filtro pre-HEPA 310a. Cada uno del medio de recoleccion de EAD 322a, 322b se desplegd durante 3 meses.
A medida que cada uno del medio de recolecciéon de EAD 322a, 322b captura EAD del aire de escape 320 (es decir, aire
que ha pasado a través de la extensidn del IVR 302), se espera que cualquier EAD recolectado sea representativo del
IVR 302 en su conjunto.

Como se ilustra adicionalmente en la figura 3B, el EAD se recolecto adicionalmente del flujo de aire 350 dentro y/o jaulas
adyacentes 308 que contienen lecho sucio (no mostrado). Cada jaula 308 incluyé una parte inferior 352, una parte superior
354, paredes laterales 356, una tapa porosa 360 y un tercer medio de recoleccion de EAD 322c. El tercer medio de
recoleccion de EAD 322a (un filtro fisico) se colocé en la parte superior de la jaula 356, que esta en comunicacién para
fluidos a través de la tapa de la jaula 356 con el flujo de aire 350a que circula a través de un volumen interior de la jaula
308, asi como el flujo de aire 350b que pasa sobre la tapa de jaula 350. Sin embargo, se puede entender que, en
modalidades alternativas, se pueden colocar medios de recoleccion de EAD adicionales en cualquier pared lateral de
jaula, dentro de cualquier jaula, o adyacentes a cualquier jaula, segin sea apropiado. Se colocd un nuevo medio de
recoleccion de EAD 322c¢ (5.08 cm 0 6.35 cm x 7.62 cm (2" 0 2.5" x 3")) en cada parte superior de jaula 360 al inicio del
estudio y cada 3 meses a partir de entonces. La parte superior de jaula 360 se transfirié adicionalmente cada vez que se
limpié la jaula 308.

Se obtuvieron muestras de prueba adicionales de hisopos del IVR 302 para comparaciéon con muestras de prueba
recolectadas por el medio de recoleccién de EAD 322a, 322b, 322c. Se recolectaron hisopos de polvo en cada pleno
horizontal 314 y se agruparon (figura 7A), con evaluaciéon cada 3 meses. También se recolectaron dos hisopos de polvo
de una manguera de escape 700 que conecta el pleno de escape vertical 316 al conjunto de filtro pre-HEPA 310a (figura
7B), con evaluacién cada 3 meses.

Analisis de Muestra

Aislamiento de acido nucleico: El aislamiento de acidos nucleicos se realiza por aislamiento magnético. Para los EAD
capturados por el medio de recoleccion de EAD, el medio de recoleccién de EAD se colocan en un tubo (por ejemplo, el
mismo tubo en el que se transportan el medio de recoleccién de EAD), curvado con el EAD que da hacia adentro. Para el
polvo recogido por hisopos comparativos, l0s hisopos se transfieren a un tubo limpio lo suficientemente grande como para
acomodar el nimero de hisopos que se van a analizar. Se pipetea una solucion de lisis directamente sobre los medios o
hisopos de recolecciéon de EAD.

Los respectivos tubos se someten posteriormente a un vértice para lavar a fondo el medio de recoleccion de EAD o los
hisopos con la solucién de lisis. Los respectivos tubos se centrifugan adicionalmente para hacer girar la solucién de lisis
hacia abajo desde la parte superior del primer tubo. Se adiciona ademas un control de recuperacion de acido nucleico
(NARC) a los respectivos tubos. EI NARC permite el monitoreo de cualquier tipo de muestra y proporciona verificacién de
la recuperacién de acidos nucleicos presentes en la lisis. Extraccion exitosa (recuperacion de acido nucleico) asi como
una reaccion de transcripcion inversa exitosa (el ARN se transcribe a ADNc¢ para detectar virus de ARN por PCR) por la
realizacidon de un ensayo separado para la plantilla de NARC como parte de los controles ejecutados durante el analisis
de prueba de PCR.

Se adiciona una cantidad seleccionada de isopropanol a todos los pocillos de muestra, mezclando en tanto que se
adiciona, seguido por incubacion a temperatura ambiente durante al menos 1 minuto. Se adiciona una suspension
uniforme de cuentas de mezcla a cada pocillo que contiene una lisis de muestra e isopropanol.

Posteriormente, las muestras de lisis y los reactivos apropiados se colocan en un procesador de particulas magnéticas
KingfisherMR 96 (Thermo Scientific™R, Waltham, MA, EUA). El KingfisherVR utiliza varillas magnéticas permanentes y
peines de punta desechables para mover las particulas a través del proceso de purificacién.

Transcripcion inversa: La transcripcion inversa de ARN en ADNCc se realiza adicionalmente si los acidos nucleicos aislados
contienen ARN, puesto que se requiere ADNc para los virus de ARN (la PCR requiere ADN como plantilla). La transcripcion
inversa se realiza utilizando un kit comercial. Los reactivos del kit se preparan en pocillos de reaccion de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Para cada muestra que se va a analizar que contiene ARN, se adiciona un volumen apropiado
de la muestra al pocillo de reaccién correspondiente. Los pocillos se cubren y centrifugan para asegurar la mezcla de
todos los componentes.
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Amplificacién por PCR: Las muestras evaluadas para pequefios paneles de agentes infecciosos estan en una plataforma
de PCR de TagMan en tiempo real de 96 pocillos 0 384 pocillos. Las muestras que se evallan para grandes paneles de
agentes infecciosos se preamplifican primero antes de la amplificacién por PCR de TagMan en tiempo real en un arreglo
abierto.

La preamplificacion emplea una concentracion de cebadores (los mismos cebadores utilizados para los ensayos de
TaqMan analizados a continuaciéon). Se observa que, a la concentracién de cebador completa, la preamplificacion
permitira un incremento en el namero de copias de aproximadamente 3 Log10. En general, la concentracion de cebador
se limita a evitar que cualquier plantilla domine la reaccién y evite la deteccion de plantillas presentes en un niamero de
copia mas pequefio (el cebador para agentes de plantilla grandes se utiliza en los primeros ciclos de pareja). La
concentracion del cebador esta limitada ademas en la preamplificacion para agentes infecciosos que se conoce que
siempre estan presentes en grandes niumeros de copias.

Control de espicula. se adiciona un control de espicula de ADN para monitorear la inhibicién de la PCR en la
preamplificacion para los paneles evaluados en el arreglo abierto. Para los formatos de 96 y 384 pocillos, el pico se
adiciona como un ensayo separado durante la prueba de PCR para todas las muestras.

Ensayos de PCR: los ensayos de PCR se han disefiado para incorporar secuencias de dominios publicos y secuencias
Unicas que no estan disponibles en el dominio publico.

Se prepararon 100 plantillas de copia clonando secuencias diana en vectores de plasmidos y se utilizaron como plantillas
de control positivo. También se incluyen 1000 copias de plasmidos para pruebas de arreglo abierto. Los pocillos de plantilla
negativa se utilizan para todos los formatos. Las muestras simuladas de control de NARC y espicula procesadas junto
con las muestras de campo se evalian para demostrar la funcién de estas plantillas y ensayos de control.

Interpretacion de ensayo: Los valores de Ct obtenidos para las muestras se evalllan con base en el valor de Ct, pero
también en la experiencia general y la observacion para descartar la contaminacion cruzada. Los valores vélidos de TC
para la determinacién de muestras positivas son con base en la experiencia y el conocimiento general de los agentes
individuales.

Resultados de prueba
Virus

La tabla 1 compara los resultados de las pruebas para muestras obtenidas de cuatro fuentes diferentes: animales de
centinela, filtros de jaula de EAD, hisopos de EAD, y filtros en linea de EAD. Para los animales de centinela, el andlisis se
realiza por serologia, cultivo bacteriano, y parasitologia ("Tradicional”) y PCR. Para hisopos de EAD, las muestras
adquiridas de hisopos de manguera y cdmara, como se analiza anteriormente, se analizan por PCR. Para los filtros de
jaula de EAD, se adquieren muestras de prueba sin que esté presente un animal de centinela dentro de la jaula ("sin
centinela") y con un animal de centinela presente dentro de la jaula ("con centinela") y se analizan por PCR. Para los filtros
en linea de EAD, las muestras de prueba adquiridas del medio de recoleccion de EAD colocados dentro del pleno de
escape vertical de IVR y adyacentes al filtro pre-HEPA se analizan por PCR.

TABLA 1 - RESULTADOS DE PRUEBA de VIRU

Agente Centinela Filtro de jaula de EAD Hisopo de EAD Filtro en linea de EAD
Tradicional PCR sin con Hisopo de { Hisopo de Filtro de { Filtro pre-
Centinela §{ Centinela imanguera pleno escape HEPA
Adenovirus 0 0 0 1 0 0 1 1
Coronavirus 1 0 0 4 1 1 1 1
Parvovirus de 4 1 0 4 1 1 1 1
ratén
Theilovirus 0 0 1 2 1 1 1 1
% Positivo total 31.3% 6.3% | 6.3% 68.8% 75.0% | 75.0% | 100% 100%

A partir de los resultados de la tabla 1, se puede observar que el analisis de muestras recolectadas de animales de
centinela produce el indicador mas pobre de virus, detectando sélo 31% de los virus por examinacién tradicional y
aproximadamente 6.3% por PCR. El analisis de las muestras recolectadas del medio de recoleccion de EAD a nivel de
jaula exhibe un éxito mixto, identificando sé6lo el 6.3% de los virus cuando el centinela no estaba presente dentro de la
jaula, pero aproximadamente el 68.8% de los virus cuando el centinela estaba presente. El analisis de las muestras
recolectadas de hisopos de EAD en la manguera y el pleno exhibe una buena exactitud, cada una de las cuales detecta
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el 75% de los virus. El analisis de las muestras recolectadas en linea con el aire de escape dentro del pleno de escape
vertical y adyacente al filtro pre-HEPA exhibe la mayor exactitud, cada una detectando el 100% de los virus presentes.

La copia estimada de los virus anteriores, determinada por PCR de TagMan en tiempo real de muestras de prueba
recolectadas de hisopos y medios de recoleccion de EAD, se ilustra en la figura 8A. Como se indica anteriormente, el
valor de Ct es una medida relativa de la concentracion de una diana. Conforme la concentracién elevada incrementa la
probabilidad de deteccion, se prefieren valores mas altos de Ct. Se puede observar en la figura 8A que para cada virus,
las muestras de EAD recolectadas por el medio de recoleccion de EAD demuestran valores de Ct comparables o mayores
que las muestras con hisopos.

Bacterias
El analisis de la muestra para las bacterias seleccionadas se ilustra en la tabla 2 a continuacion.

TABLA 2 - RESULTADOS DE PRUEBAS DE BACTERIAS

Agente Centinela Filtro de jaula de Hisopo de EAD Filtro en linea de
EAD EAD
Tradicional PCR sin con Hisopo de i Hisopo de | Filtro de {Filtro pre-
Centinela { Centinela {manguera pleno escape HEPA
3 Estreptococo beta de 0 0 0 0 0 0 1 1
grupo B
H.ganmani N/A 0 0 2 0 0 1
H.hepaticus N/A 0 0 0 0 0 0
H.typhlonius N/A 0 0 3 1 1 1
Helicobacter N/A 0 2 4 1 1 1
M. pulmonis 0 3 0 2 1 1 1 1
P.mirabilis 0 0 2 3 1 0 0 0
P.multocida 0 0 0 1 0 0 1 1
P.pneumotropica 0 3 1 4 1 1 1
S.aureus 0 0 0 0 0 0 1 1
% Positivo total | 0% 15.0% 125% | 47.5% | 50.0% 40% 80% 40%

A partir de la tabla 2, se puede observar que el analisis de muestras recolectadas de animales de centinela produce el
indicador mas pobre de bacterias, no detectando ninguna bacteria por examinacion tradicional y 15% por PCR. El analisis
de las muestras recolectadas por el medio de recoleccion de EAD a nivel de jaula exhibe un éxito mixto, identificando sélo
el 12.5% de las bacterias cuando el centinela no esta presente dentro de la jaula, pero aproximadamente el 47.5% de las
bacterias cuando el centinela esta presente. El analisis de las muestras recolectadas de hisopos de EAD en la manguera
y la cAmara detecta el 50% y el 40% de las bacterias presentes. El analisis de las muestras recolectadas por el medio de
recoleccion de EAD en linea con el aire de escape dentro del pleno de escape vertical exhibe la mejor precision,
detectando el 80% de las bacterias presentes. El analisis de las muestras recolectadas en linea con el flujo de aire de
escape y adyacentes al filtro pre-HEPA detectan el 40% de las bacterias presentes.

La copia estimada de las bacterias anteriores se determina mediante PCR de TagMan en tiempo real de muestras de
prueba recolectadas de hisopos y medios de recoleccidon de EAD se ilustra en la figura 8B. Como se indica anteriormente,
el valor de Ct es una medida relativa de la concentracion de una diana. Conforme la concentracion elevada incrementa la
probabilidad de deteccidn, se prefieren valores mas altos de Ct. Se puede observar en la figura 8B que para cada bacteria,
las muestras de EAD recolectadas por el medio de recoleccion de EAD demuestran valores de Ct aproximadamente
comparables 0 mayores que las muestras con muestras.

Protozoos

El analisis de cada muestra para protozoos seleccionados se ilustra en la tabla 3 a continuacién.
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TABLA 3 - RESULTADOS DE PRUEBAS DE PROTOZOOS
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Agente Centinela Filtro de jaula de EAD Hisopo de EAD Filtro en linea de
EAD
Tradicional ; PCR sin con Hisopo de { Hisopo de | Filtro de | Filtro pre-

Centinela | Centinela imanguera pleno escape HEPA
Criptosporidio 0 0 0 2 1 1 1 1
Entamoeba 2 2 0 4 1 1 1 1
Giardia 0 0 0 1 0 0 1 1
Spironucleus muris 0 0 0 2 1 0 1 1
Tritichomonas 0 0 4 4 1 1 1 1

% Positivo total 31.3% 10% 20% 65% 80% 60% 100% 100%

A partir de la tabla 3, se puede observar que el analisis de muestras recolectadas de animales de centinela produce una
indicacion relativamente deficinete de protozoos, detectando sélo el 31.3% de los protozoos por examinacion tradicional
y aproximadamente 10% por PCR. El analisis de las muestras recolectadas del medio de recolecciéon de EAD a nivel de
jaula exhibe un éxito mixto, identificando sélo el 20% de los protozoos cuando el centinela no estaba presente dentro de
la jaula, pero aproximadamente el 65% de los protozoos cuando el centinela estaba presente. El andlisis de las muestras
recolectadas de hisopos de EAD en la manguera y el pleno muestra una buena exactitud, detectando el 80% de los
protozoos por hisopo de manguera y el 60% de protozoos por hisopo de pleno. El analisis de las muestras recolectadas
por el medio de recoleccién de EAD en linea con el flujo de aire de escape exhibe la mejor exactitud, detectando cada
uno el 100% de los protozoos presentes.

La copia estimada de los protozoos anteriores determinada por PCR de TagMan en tiempo real de las muestras de EAD
recolectadas se ilustra en la figura 8C. Como se indica anteriormente, el valor de Ct es una medida relativa de la
concentracion de una diana. Conforme la concentracion elevada incrementa la probabilidad de deteccién, se prefieren

valores mas altos de Ct. Se puede observar en la figura 8C que para cada protozoo, las muestras de EAD recolectadas
por el medio de recoleccion de EAD demostraron valores de Ct comparables o mayores que las muestras con hisopos.

Parasitos metazoos
El analisis de cada muestra para los parasitos seleccionados se ilustra en la tabla 4 a continuacion.

TABLA 4 - RESULTADOS DE PRUEBA DE PARASITOS

Agente Centinela F"(t::nﬂ?] glaau la Hisopo de EAD EAD en linea
Tradicional PCR sin con Hisopo de { Hisopo de | Filtro de  Filtro pre-
Centinela { Centinela imanguera pleno escape HEPA
Demodex 0 0 0 1 0 1 1 1
MyobialRadforia 0 1 0 2 1 1 1 0
Myocoptes 0 0 0 0 1 1 1 0
Lombrices 0 0 0 4 0 1 1 1
intestinales
% Positivo total 0% 6.3% 0% 43.8% 50% 100% 100% 50%

Se puede observar a partir de la tabla 4 que el andlisis de muestras recolectadas de animales de centinela produce una
indicacion relativamente pobre de pardasitos, no detectando ninguno de los pardasitos por examinacién tradicional y
aproximadamente 6.3% por PCR. El analisis de las muestras recolectadas del medio de recoleccion de EAD a nivel de
jaula exhibe un éxito mixto, no identificando ninguno de los parasitos cuando el centinela no esta presente dentro de la
jaula, sino aproximadamente 43.8% de los parasitos cuando el centinela esta presente. El analisis de las muestras
recolectadas por el medio de recoleccion de EAD en linea con el flujo de aire de escape dentro del pleno de escape exhibe
una excelente exactitud, detectando el 100% de los parasitos presentes. El analisis de las muestras recolectadas por el
medio de recoleccién de EAD en linea con el flujo de aire de escape adyacente al filtro pre-HEPA detectd 50% de los
parasitos presentes.

La copia estimada de los parasitos anteriores determinada por PCR de TagMan en tiempo real de las muestras de EAD

recolectadas se ilustra en la figura 8D. Como se indica anteriormente, el valor de Ct es una medida relativa de la
concentracion de una diana. Conforme la concentracion elevada incrementa la probabilidad de deteccién, se prefieren
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valores mas altos de Ct. Se puede observar en la figura 8D que para cada parasito, las muestras de EAD recolectadas
por el medio de recoleccion de EAD demostraron valores de Ct comparables o mayores que las muestras con hisopos.

Estos resultados de las pruebas indican que el analisis por PCR de las muestras de EAD recolectadas por el medio de
recoleccion de EAD en linea con el flujo de aire de escape de acuerdo con las modalidades de la presente divulgacion
detecta patdgenos a un nivel comparable o mayor que los centinelas tradicionales o hisopos de EAD. La concentracion
de patdgenos muestreados también es comparable o mayor que la de los centinelas tradicionales o hisopos de EAD.

Significativamente, el EAD recolectado por el medio de recoleccion de EAD a nivel de jaula fue un indicador relativamente
deficiente de patégenos cuando un animal de centinela no esta presente en la jaula. Sin embargo, la exactitud de estas
muestras incrementd significativamente cuando un animal de centinela esta presente dentro de la jaula. Se cree que esta
diferencia es el resultado de la agitacién del polvo proporcionada por el animal en movimiento.

Para explorar los beneficios anticipados de la agitacién de polvo, sin requerir el uso de un animal centinela, se evalla
adicionalmente un sistema de recoleccién de EAD 900, ilustrado en la figura 9. El sistema 900 incluye un recinto
reversiblemente sellable 902 que incluye una camara 904 adaptada para recibir una jaula para animales 906, una toma
de aire 910 acoplable con un suministro de aire 912, y un retorno de aire 914 acoplable con una fuente de vacio 916. El
sistema 700 incluye ademas un dispositivo de accionamiento 720 y una pluralidad de medios de recoleccion de EAD 922
(por ejemplo, 922a, 922b, 922c¢).

El dispositivo de accionamiento 920 esta en comunicacion mecanica con el recinto 902 y se puede operar para agitar los
contenidos de una jaula 906 colocada dentro de la camara 904. El dispositivo de accionamiento 920 se puede configurar
para mover el recinto 904 de manera horizontal, verticalmente y/o de manera giratoria, solo o en cualquier combinacion,
con el fin de liberar particulas de polvo del lecho 924 colocada dentro de la jaula 906. En modalidades adicionales, el
dispositivo de accionamiento 920 puede ser un dispositivo ultrasénico.

El medio de recoleccion de EAD 922 son adecuados para capturar EAD transportados por un flujo de aire estéril 926
dirigido a través del recinto 902. El medio de recoleccion de EAD 922 puede ser el medio de recoleccion de EAD 224,
como se analiza anteriormente. Como se describe en la presente, uno 0 mas medios de recoleccion de EAD 922a se
colocan dentro de la jaula 906 (por ejemplo, en una pared de la jaula 906 o suspendidos en esta). En el sistema, el medio
de recoleccion de EAD se coloca dentro de un pleno de escape en comunicacion para fluidos con e intermedia entre la
camara y la fuente de vacio. En otra modalidad, uno o0 mas medios de recoleccion de EAD 922b se colocan fuera de la
jaula 906 y dentro del recinto 902 (por ejemplo, en una pared del recinto 902 o suspendidos dentro de la camara 904). En
modalidades adicionales, uno o mas medios de recoleccion de EAD 922c¢ se colocan fuera del recinto 902 (por ejemplo,
dentro de una ruta de flujo de aire en comunicacioén para fluidos con la fuente de vacio 916).

El EAD recolectado usando el sistema 900 se puede analizar adicionalmente para la deteccién de patégenos de acuerdo
con el método 100, donde la operacién de recoleccidon 102 se realiza como se analiza anteriormente con respecto al
sistema 900. Las operaciones 104-114 del método 100 de otra manera permanecen sin cambios.

Los términos y expresiones que se han empleado en la presente se usan como término de descripcidn y no de limitacion,
y no existe intension en el uso de estos términos y expresiones para excluir cualquiera de los equivalentes de las
caracteristicas mostradas o descritas o porciones de las mismas, pero se reconoce que varias modificaciones son posibles
dentro del alcance de la invencion reivindicada. Por lo tanto, se debe entender que aunque la presente invencién se ha
divulgado especificamente por modalidades preferidas, las modalidades ejemplares y las caracteristicas opcionales, los
expertos en la técnica pueden recurrir a la modificacion y variacion de los conceptos divulgados en la presente, y que
estas modificaciones y variaciones se consideran dentro del alcance de esta invencion como se define por las
reivindicaciones anexas. Las modalidades especificas proporcionadas en la presente son ejemplos de modalidades Uutiles
de la presente invencion y sera evidente para un experto en la técnica que la presente invencion se puede llevar a cabo
utilizando una gran cantidad de variaciones de los dispositivos, componentes de dispositivo, pasos de métodos
establecidos en la presente descripcion. Como serd obvio para un experto en la técnica, los métodos y dispositivos Utiles
para los presentes métodos pueden incluir una gran cantidad de elementos y pasos de composicion y procesamiento
opcionales.

Se debe observar que como se utiliza en la presente y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un”, "una"
y "el/la" incluyen referencia plural salvo que el contexto dicte claramente lo contrario. Por lo tanto, por ejemplo, la referencia
a "una celda" incluye una pluralidad de estas celdas y equivalentes de las mismas conocidas por aquellos expertos en la
técnica, y asi sucesivamente. También, los términos "uno" (o "una"), "uno o mas" y "al menos uno" se pueden utilizar
indistintamente en la presente. También se debe observar que los términos "que comprende", "que incluye" y "que tiene"
se pueden usar indistintamente. La expresion "de cualquiera de las reivindicaciones XX-YY" (en donde XX e YY se refieren
a nimeros de reivindicacion) se propone que proporcione una reivindicacion dependiente mdltiple en la forma alternativa,
y en algunas modalidades es intercambiable con la expresién "como en cualquiera de las reivindicaciones XX-YY".

A menos de que se definan de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente tienen el

mismo significado que normalmente se entenderia por un experto en la técnica a la que pertenece la presente descripcion.
Aunque cualquier método o material similar 0 equivalente a aquellos descritos en la presente se puede utilizar en la
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practica o prueba de la presente invencion, los métodos y materiales preferidos se describen ahora. Nada de la presente
se debe interpretar como una admisién de que la invencién no tiene derecho a anteceder esta divulgacion en virtud de la
invencion anterior.

Cada formulacion o combinacion de componentes descritos o ejemplificados en la presente se puede utilizar para practicar
la invencidn, salvo que se indique lo contrario.

Siempre que se proporcione un intervalo en la especificacién, por ejemplo, un intervalo de temperatura, un intervalo de
tiempo o un intervalo de composiciéon o concentracion, se pretende que todos los intervalos y subintervalos intermedios,
asi como todos los valores individuales incluidos en los intervalos proporcionados se incluyan en la divulgacion. Como se
utiliza en la presente, los intervalos incluyen especificamente los valores proporcionados como valores de punto final del
intervalo. Por ejemplo, un intervalo de 1 a 100 incluye especificamente los valores de punto final de 1y 100. Se entendera
que cualquier subintervalo o valor individual en un intervalo o subintervalo que se incluya en la descripcidn en la presente
se puede excluir de las reivindicaciones en la presente.

Como se utiliza en la presente, “que comprende” es sindnimo de “que incluye”, “que contiene” o “caracterizado por", y es
inclusivo o abierto y no excluye, elementos adicionales no citados o pasos del método. Como se utiliza en la presente,
"que consta de" excluye cualquier elemento, paso, o ingrediente no especificado en el elemento de reivindicacion. Como
se utiliza en la presente, “que consta esencialmente de” no excluye materiales o pasos que no afectan sustancialmente
las caracteristicas basicas y novedosas de la reivindicacion. En cada caso en la presente cualquiera de los términos “que
comprende”, “que consta escencialmente de”, y “que consta de” se pueden reemplazar con cualquiera de los otros dos
términos.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar patdgenos, que comprende:

recibir una muestra de prueba que comprende polvo de aire ambiental capturado del flujo de aire dentro de un pleno de
escape de un estante de jaula ventilado individualmente (IVR) por medio de recoleccion de filtracion de aire, en donde
una superficie del medio de recoleccion se orienta en un angulo agudo dentro del intervalo de 15° a 25° con respecto a
una direccion del flujo de aire dentro del pleno de escape durante la captura de la muestra de prueba.

aislar una pluralidad de acidos nucleicos de la muestra de prueba, en donde la pluralidad de acidos nucleicos es
representativa de uno o mas patogenos;

amplificar al menos uno de la pluralidad de acidos nucleicos; y

analizar los acidos nucleicos amplificados para identificar la presencia o ausencia de un patégeno unido a la muestra de
prueba.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde la amplificacién de al menos uno de la pluralidad de acidos nucleicos
comprende al menos uno de amplificacidn isotérmica mediada por bucle y reaccién en cadena de polimerasa (PCR).

3. El método de la reivindicaciéon 2, en donde la amplificacion de al menos uno de la pluralidad de acidos nucleicos
comprende PCR seleccionada del grupo que consta de PCR de punto final y PCR en tiempo real.

4. El método de la reivindicacién 3, en donde:

aislar la pluralidad de acidos nucleicos comprende extraer una muestra de ARN de la muestra de prueba y transcribir de
forma inversa la muestra de ARN extraida en una muestra de ADNc;

amplificar al menos uno de la pluralidad de acidos nucleicos comprende amplificar la muestra de ADNc por PCR en tiempo
real; y

analizar los acidos nucleicos amplificados comprende medir un valor de Ct de la muestra de ADNc amplificada.

5. El método de la reivindicacion 3, en donde:

aislar la pluralidad de acidos nucleicos comprende extraer una muestra de ADN de la muestra de prueba;

amplificar al menos uno de la pluralidad de acidos nucleicos comprende amplificar la muestra de ADN por PCR en tiempo
real; y

analizar los acidos nucleicos amplificados comprende medir un valor de Ct de la muestra de ADN amplificada.

6. El método de la reivindicacidén 3, en donde la amplificacién de al menos uno de la pluralidad de acidos nucleicos
comprende PCR y en donde el analisis de los acidos nucleicos amplificados comprende analisis de tiempo de vuelo de
productos de PCR.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde la muestra de prueba comprende polvo de aire ambiental
capturado del flujo de aire durante un periodo de tiempo de al menos 2 semanas.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el IVR comprende ademas al menos una jaula que aloja
un animal de prueba.

9. El método de la reivindicaciéon 8, en donde el uno o mas patdgenos se seleccionan del grupo que consta de:
Staphylococcus spp., Pasteurella spp., Proteus spp., Klebsiella spp., Giardia spp., Cryptosporidium spp., Entamoeba spp.,
Spironucleus spp., Norovirus murino, Pseudomonas spp., y Streptococcus spp. beta-hemolitico

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde aislar la pluralidad de acidos nucleicos comprende al
menos uno de aislamiento magnético, aislamiento de acido nucleico basado en columna, métodos de extraccién organica,
y lisis alcalina.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde el IVR no comprende una jaula que aloja un animal
de centinela.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde el medio de recoleccion comprende un filtro
seleccionado del grupo que consta de filtros mecanicos, filtros quimicos, filtros electrostaticos, y depuradores himedos.

13. El método de la reivindicacidén 12, en donde el medio de recoleccidn posee una eficiencia seleccionada dentro del
intervalode 5 % a 40 %.

14. El método de la reivindicacién 12, en donde el medio de recoleccién es un filtro graduado.
15. Un método para detectar patdgenos unidos al polvo de aire ambiental, que comprende:
recibir una muestra de prueba que comprende polvo de aire ambiental capturado del flujo de aire que pasa a través de un

recinto por medio de recoleccién de filtracién de aire dentro de un pleno de escape en comunicaciéon con el recinto, el
recinto que comprende una camara que contiene una jaula para animales en comunicacion para fluidos con el flujo de
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aire y el polvo de aire ambiental liberado por agitacion de lecho sucio de un animal de prueba colocado dentro de la jaula
para animales;

aislar una pluralidad de acidos nucleicos de la muestra de prueba, en donde la pluralidad de acidos nucleicos es
representativa de uno o mas patogenos;

amplificar al menos uno de la pluralidad de acidos nucleicos; y

analizar los acidos nucleicos amplificados para identificar la presencia o ausencia de un patégeno,

en donde el polvo de aire ambiental se libera por agitacion del lecho sucio por el animal de prueba, y

en donde una superficie del medio de recoleccién se orienta en un angulo agudo dentro del intervalo de 15° a 25° con
respecto a una direccion del flujo de aire dentro del pleno de escape.

16. El método de la reivindicacién 15, en donde la amplificacién de al menos uno de la pluralidad de acidos nucleicos
comprende al menos uno de amplificacidn isotérmica mediada por bucle y reaccién en cadena de polimerasa (PCR).

17. El método de la reivindicacién 16, en donde la amplificacién de al menos uno de la pluralidad de acidos nucleicos
comprende PCR seleccionada del grupo que consta de PCR de punto final y PCR en tiempo real.

18. El método de la reivindicacién 17, en donde:

aislar la pluralidad de acidos nucleicos comprende extraer una muestra de ARN de la muestra de prueba y transcribir de
forma inversa la muestra de ARN extraida en una muestra de ADNc;

amplificar al menos uno de la pluralidad de acidos nucleicos comprende amplificar la muestra de ADNc por PCR en tiempo
real; y

analizar los acidos nucleicos amplificados comprende medir un valor de Ct de la muestra de ADNc amplificada.

19. El método de la reivindicacién 17, en donde:

aislar la pluralidad de acidos nucleicos comprende extraer una muestra de ADN de la muestra de prueba;

amplificar al menos uno de la pluralidad de acidos nucleicos comprende ampilificar la muestra de ADN por PCR en tiempo
real; y

analizar los acidos nucleicos amplificados comprende medir un valor de Ct de la muestra de ADN amplificada.

20. El método de la reivindicacién 17, en donde la amplificaciéon de al menos uno de la pluralidad de acidos nucleicos
comprende PCR y en donde el analisis de los acidos nucleicos amplificados comprende analisis de tiempo de vuelo de
productos de PCR.

21. El método de cualquiera de las reivindicaciones 15-20, en donde la muestra de prueba comprende polvo de aire
ambiental capturado del flujo de aire durante un periodo de tiempo de al menos 2 semanas.

22. EI método de cualquiera de las reivindicaciones 15-21, en donde el polvo de aire ambiental se libera por un dispositivo
de accionamiento en comunicacién mecanica con el recinto.

23. El método de la reivindicacién 22, en donde el recinto no contiene un animal durante la captura del polvo de aire
ambiental.

24. El método de cualquiera de las reivindicaciones 15-23, en donde el uno 0 mas patdégenos se seleccionan del grupo
que consta de: Staphylococcus spp., Pasteurella spp., Proteus spp., Klebsiella spp., Giardia spp., Cryptosporidium spp.,
Entamoeba spp., Spironucleus spp., Norovirus murino, Pseudomonas spp., y Streptococcus spp. beta-hemolitico

25. El método de cualquiera de las reivindicaciones 15-24, en donde aislar la pluralidad de acidos nucleicos comprende
al menos uno de aislamiento magnético, aislamiento de acido nucleico basado en columna, métodos de extraccion
organica, y lisis alcalina.

26. El método de cualquiera de las reivindicaciones 15-25, en donde el medio de recoleccion comprende un filtro
seleccionado del grupo que consta de filtros mecanicos, filtros quimicos, filtros electrostaticos, y depuradores himedos.

27. El método de la reivindicacién 26, en donde el medio de recoleccidon posee una eficiencia seleccionada dentro del
intervalo entre 5 % y 40 %.

28. El método de la reivindicacion 26, en donde el medio de recoleccion es un filtro graduado.

29. Un sistema para recolectar polvo de aire ambiental generado dentro de un sistema de jaula para animales de estudio,
que comprende:

un recinto sellable de manera reversible, que incluye:

una camara adaptada para recibir una jaula para alojar un animal, la jaula que esta en comunicacion para fluidos con la
camara;

una toma de aire acoplable con un suministro de aire; y

un retorno de aire acoplable con una fuente de vacio;

19



10

15

20

25

30

ES 2959 592 T3

en donde una porcién de un flujo de aire suministrado dirigido a través de la camara, desde la entrada de aire al retorno
de aire, pasa a través de al menos una porcidn de la jaula cuando se recibe en la camara y es suficiente para transportar
una porcion de polvo de aire ambiental contenido dentro de la jaula recibida al retorno de aire;

un dispositivo de accionamiento en comunicacion mecdnica con el recinto, el dispositivo de accionamiento operable para
agitar los contenidos de la jaula cuando se reciben dentro de la camara; y

medio de recoleccion de filtracion de aire adecuado para capturar al menos una porcion del polvo de aire ambiental
transportado por un flujo de aire dirigido a través de la camara,

en donde el medio de recoleccion de filtrado de aire se coloca dentro de un pleno de escape en comunicacion para fluidos
con e intermedia entre la cdmara y la fuente de vacio, y

en donde una superficie del medio de recoleccidn se orienta en un angulo agudo dentro del intervalo de 15° a 25° con
respecto a una direccion del flujo de aire dentro del pleno de escape.

30. El sistema de la reivindicacion 29, en donde el medio de recoleccion se coloca con respecto al recinto tal que al menos
una porcion del flujo de aire incida en el medio de recoleccién después de pasar a través de la jaula.

31. El sistema de cualquiera de las reivindicaciones 29-30, en donde el medio de recoleccién se coloca dentro del recinto
y fuera de la jaula.

32. El sistema de cualquiera de las reivindicaciones 29-31, en donde el medio de recoleccidn se coloca con respecto al
recinto tal que al menos una porcion del flujo de aire incida en el medio de recoleccion después del pasaje a través del
retorno de aire.

33. El sistema de cualquiera de las reivindicaciones 29-32, en donde el medio de recoleccién comprende un filtro
seleccionado del grupo que consta de filtros mecanicos, filtros quimicos, filtros electrostaticos, y depuradores himedos.

34. El sistema de cualquiera de las reivindicaciones 29-33, en donde el dispositivo de accionamiento se puede operar
para mover de manera reversible el recinto al menos uno de a manera de traslacion y rotacionalmente con respecto a una
posicion inicial.

35. El sistema de cualquiera de las reivindicaciones 29-34, en donde el dispositivo de accionamiento es un dispositivo
ultrasonico.
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