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para rotar o elemento rotativo. A primeira rede fluidica esta configurada para introduzir pelo menos uma amostra na camara a
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partir da camara para pelo menos um segundo reservatério. O elemento rotativo é rotado pelo acionador em torno de um eixo
geométrico que se estende ao longo do comprimento do elemento rotativo.
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SISTEMA PARA HOMOGENEIZACAO OU LISE DE UMA AMOSTRA,
E, METODO PARA LISE DE UMA AMOSTRA

FUNDAMENTOS
Campo
[0001] As formas de realizagdo da presente invencdo referem-se a
agitadores de globulo.
Fundamento
[0002] Dada a complexidade da automagdo do teste molecular e

técnicas de i1munoensaio, existe uma falta de produtos que fornecam
desempenho adequado para serem clinicamente utilizaveis em cendarios de
teste proximos ao paciente. O Teste molecular tipico inclui véarios processos
que envolvem a dosagem correta de reagentes, introdu¢do de amostra,
homogeneizacdo de amostra, lise de células para extrair DNA e/ou RNA,
etapas de purificacdo, e amplificacdo para a sua deteccdo subsequente.
Embora existam plataformas roboéticas de laboratorio central que automatizam
alguns destes processos, para muitos testes que requerem um tempo de ciclo
curto, o laboratdrio central ndo pode fornecer os resultados nas exigéncias de
tempo necessarios.

[0003] A homogeneizacdo e/ou lise de um espécime bioldgico €
usualmente a etapa inicial em um processo de teste tal que um andlito ou
analitos adequadamente purificados podem ser obtidos para o teste molecular.
Falando no geral existem trés métodos principais para lisar célula: quimico,
enzimatico e fisico. Estes processos podem ser usados sozinhos ou em
combinagdo, sequencialmente ou em uma Unica etapa, para se obter um
processo mais ideal. O uso de processos quimicos € enzimaticos pode se
mostrar problematico visto que alguns produtos quimicos usados para romper
a parede da célula podem desnaturar qualquer uma das enzimas presentes ou
gerar problemas em processos subsequentes.

[0004] Os métodos fisicos para a ruptura de célula incluem
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sonificacdo, aquecimento (usualmente entre 90°C e 100°C), congelamento-
descongelamento repetidos, criagdo de mudancgas répidas e grandes na pressao
e métodos mecanicos. Os métodos mecanicos envolvem a ruptura fisica da
parede da célula através de forcas fisicas tais como forcas de alto
cisalhamento, moagem, e bombardeio da célula com particulas pequenas,
frequentemente consistindo de globulos. Métodos mecanicos de rompimento
tém varias vantagens. Eles frequentemente utilizam um processo de etapa
unica, s@ao no geral muito rapidos, sdo passiveis de automacgdo, e t€m a
capacidade para romper espécimes soOlidos, tais como o0sso, onde o(s)
analito(s) de interesse podem ndo ser tornados obteniveis sem a
homogeneiza¢do mecanica.

BREVE SUMARIO
[0005] Os sistemas de agitador de glébulo mecanicos € os métodos
que podem ser integrados com um sistema de teste proximo ao paciente sao
fornecidos.
[0006] Em uma forma de realiza¢do, um sistema para pelo menos um
de homogeneizacdo e lise de uma amostra inclui uma ou mais paredes que
formam uma camara encerrada tendo uma entrada e uma pluralidade de
conexoes fluidicas. Uma primeira rede fluidica € ligada a pelo menos uma da
pluralidade de conexdes fluidicas e uma segunda rede fluidica € ligada a pelo
menos uma da pluralidade de conexdes fluidicas. O sistema inclui ainda um
elemento rotativo dentro da camara, € um atuador configurado para rodar o
elemento rotativo. A primeira rede fluidica € configurada para introduzir pelo
menos uma amostra dentro da camara a partir de pelo menos um primeiro
reservatorio. A segunda rede fluidica é configurada para expelir pelo menos a
amostra da camara para pelo menos um segundo reservatorio. O elemento
rotativo € rotacionado pelo atuador em torno de um eixo que se estende ao
longo de um comprimento do elemento rotativo.

[0007] Em um forma de realizagdo, um sistema para realizar o teste
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molecular inclui um alojamento com uma ou mais camaras fluidicas e uma
rede fluidica, um agitador de glébulo disposto dentro do alojamento, € um
atuador. A rede fluidica conecta pelo menos a uma ou mais camaras fluidicas
a uma camara central movel. O agitador de gldbulo inclui ainda uma ou mais
paredes que formam uma camara encerrada com uma entrada e uma
pluralidade de conexdes fluidicas, € um elemento rotativo dentro da camara
encerrada. Pelo menos uma porcdo da pluralidade de conexdes fluidicas €
ligada a rede fluidica do alojamento. O elemento rotativo € rotacionado pelo
atuador em torno de um eixo que se estende ao longo de um comprimento do
elemento rotativo.

[0008] Um método de exemplo de lisar uma amostra € descrito. O
método inclui introduzir uma amostra dentro de uma camara encerrada por
intermédio de uma conexao fluidica ligada a uma rede fluidica que é ligada
ainda a uma ou mais outras camaras. O método inclui ainda rotacionar um
elemento rotativo dentro da camara encerrada ao longo de um eixo que se
estende ao longo de um comprimento do elemento rotativo. O método inclui
ainda lisar a amostra dentro da camara encerrada por intermédio do
movimento do elemento rotativo.

[0009] Um outro método de exemplo de lisar uma amostra € descrito.
O método inclui introduzir uma amostra dentro de uma camara encerrada por
intermédio de uma conexao fluidica ligada a uma rede fluidica que é ligada
ainda a uma ou mais outras camaras. O método inclui ainda rotacionar um
elemento rotativo dentro da camara encerrada ao longo de um eixo que se
estende ao longo de um comprimento do elemento rotativo. O método inclui
ainda excitar uma pluralidade de glébulos dentro da camara encerrada pelo
movimento do elemento rotativo. O método inclui ainda lisar a amostra dentro
da camara encerrada por intermédio do movimento do elemento rotativo e da
pluralidade de gl6bulos.

[00010] Um método de exemplo de homogeneizar uma amostra €
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descrito. O método inclui introduzir uma amostra dentro de uma camara
encerrada por intermédio de uma conexao fluidica ligada a uma rede fluidica
que € ligada ainda a uma ou mais outras camaras. O método inclui ainda
rotacionar um elemento rotativo dentro da camara encerrada ao longo de um
eixo que se estende ao longo de um comprimento do elemento rotativo. O
método inclui ainda homogeneizar a amostra dentro da camara encerrada por
intermédio do movimento do elemento rotativo.
[00011] Um outro método de exemplo de homogeneizar uma amostra é
descrito. O método inclui introduzir uma amostra dentro de uma camara
encerrada por intermédio de uma conexao fluidica ligada a uma rede fluidica
que € ligada ainda a uma ou mais outras camaras. O método inclui ainda
rotacionar um elemento rotativo dentro da camara encerrada ao longo de um
eixo que se estende ao longo de um comprimento do elemento rotativo. O
método inclui ainda excitar uma pluralidade de globulos dentro da cimara
encerrada pelo movimento do elemento rotativo. O método inclui ainda
homogeneizar a amostra dentro da camara encerrada por intermédio do
movimento do elemento rotativo e da pluralidade de glébulos.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS/FIGURAS
[00012] Os desenhos anexos, que sdo aqui incorporados e formam uma
parte do relatorio descritivo, ilustram as formas de realizacdo da presente
invencdo e, juntos com a descricdo, servem ainda para explicar os principios
da invenc¢do e para permitir que uma pessoa habilitada na técnica pertinente
execute € use a invencao.
[00013] A FIG. 1 é uma representacdo grafica de uma plataforma de
cartucho de teste, de acordo com uma forma de realizacao.
[00014] As FIGs. 2A-2B demonstram um sistema de agitador de
glébulo, de acordo com as formas de realizacao.
[00015] As FIGs. 3A — 3B demonstram mais vistas de um sistema de

agitador de glébulo, de acordo com as formas de realizacao.
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[00016] A FIG. 4 demonstra uma vista explodida de um sistema de
agitador de glébulo, de acordo com uma forma de realizacao.
[00017] A FIG. 5 demonstra uma vista mostrando o lado de dentro de
um sistema de agitador de glébulo, de acordo com uma forma de realizacao.
[00018] As FIGs. 6A — 6B demonstram vistas de secdo transversal de
um sistema de agitador de glébulo, de acordo com as formas de realizacao.
[00019] As FIGs. 7A — 7E demonstram vistas de um elemento rotativo,
de acordo com as formas de realizacao.
[00020] As FIGs. 8-11 sao diagramas ilustrando métodos realizados
pelo sistema de agitador de glébulo, de acordo com as formas de realizagdo.
[00021] A FIG. 12 é um grafico de concentracdo de DNA medida de
esporos de Bacillus subtilis.
[00022] A FIG. 13 é um grafico da concentracdo de DNA medida de
células vegetativas de Bacillus subtilis.
[00023] A FIG. 14 é um griafico de DNA recuperado de células
vegetativas de Bacillus subtilis.
[00024] A FIG. 15 € um grafico da concentracio de DNA e RNA
medida de células vegetativas de Bacillus subtilis.
[00025] A FIG. 16 € um grafico de recuperacdo de RNA a partir de
células vegetativas de Bacillus subtilis.
[00026] As FIGs. 17A — 17C sao perfis de rRNA de Bioanalizador a
partir de Bacillus subtilis.
[00027] As formas de realizagdo da presente invengao serao descritas
com referéncia aos desenhos anexos.

DESCRICAO DETALHADA
[00028] Embora configuracdes e arranjos especificos sejam debatidos,
deve ser entendido que isto € feito apenas para propositos ilustrativos. Uma
pessoa habilitada na técnica pertinente reconhecerd que outras configuracoes

e arranjos podem ser usados sem divergir do espirito e escopo da presente
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invencdo. Estard evidente a uma pessoa habilitada na técnica pertinente que
esta invencdao também pode ser utilizada em uma variedade de outras
aplicacoes.

[00029] E mencionado que referéncias no relatorio descritivo a “uma
forma de realiza¢do”, “uma forma de realizacdo”, “uma forma de realizagdo
de exemplo”, etc., indicam que a forma de realizacdo descrita pode incluir um
traco, estrutura, ou caracteristica particulares, mas cada forma de realizagcdo
pode ndo necessariamente incluir o traco, estrutura, ou caracteristica
particulares. Além disso, tais frases ndo necessariamente se referem a mesma
forma de realizacdo. Além disso, quando um traco, estrutura ou caracteristica
particulares sdo descritos em conexao com uma forma de realizacdo, os
mesmos estariam dentro do conhecimento de uma pessoa habilitada na técnica
para efetuar tal traco, estrutura ou caracteristica em conexao com outras
formas de realizacdo estejam explicitamente descritos ou nao.

[00030] As formas de realizacdo aqui descritas referem-se a um
sistema de agitador de globulo para homogeneizacdo e/ou lise de uma
amostra. A amostra pode ser um liquido, sélido, semissolido, ou uma
combina¢do dos mesmos. Em uma forma de realizacao, o sistema de agitador
de globulo € integrado com uma plataforma de cartucho de teste. A
plataforma de cartucho de teste inclui uma rede de canais fluidicos, uma
porcdo dos quais pode acoplar ao agitador de globulo integrado. Os canais
fluidicos podem fornecer a amostra a uma camara de agitador de globulo,
extrair a amostra da camara de agitador de glébulo, e/ou serem usados para
pressurizar a camara do agitador de gldbulo.

[00031] O sistema de agitador de glébulo é designado para o uso no
rompimento fisico de amostras pela rotagdo, por exemplo, de um elemento
rotativo dentro da camara do agitador de glébulo. Este rompimento fisico
pode por sua vez ser auxiliado pela presenca de globulos (por exemplo,

globulos inertes feitas de vidro e/ou outros materiais). Em um exemplo, o
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processo de lise e/ou homogeneizagao € otimizado ainda através do uso de um
tampao de lise dentro da camara do agitador de glébulo. Em um outro
exemplo, a lise enzimética € realizada pela aplicacdo de calor a amostra. O
aquecimento da amostra pode ser realizado antes da batida com glébulo real
da amostra em alguns exemplos. Em uma forma de realizacdo, todos os
reagentes € componentes necessarios do agitador de globulo estdo contidos
dentro da plataforma de cartucho de teste.

[00032] Em algumas formas de realizacdo, tanto a plataforma de
cartucho de teste quanto o agitador de globulo integrado sdo projetados para
serem descartados depois do uso. Uma vez que os reagentes ou a amostra sao
colocados dentro do cartucho de teste, eles ndo entram novamente em contato
com o ambiente externo ou com qualquer parte de um instrumento de
medi¢ao externa. Este traco € importante para muitos laboratorios e hospitais
para o descarte com seguranga dos produtos depois do seu uso.

[00033] A camara do agitador de globulo por si s6 € projetada para ser
capaz de processar uma ampla variedade de espécimes e para romper uma
ampla variedade de tipos de célula. Isto é, em parte, obtido pela
disponibilidade de plataformas de cartucho de teste diferentes que sdo
especificas para cada combinacao particular de tipo de espécime/célula. Em
um outro exemplo, condi¢Oes varidveis que sdo controladas pelo analisador,
tais como a velocidade e duracdo da rotacdo do elemento rotativo, permite
processar uma ampla variedade de tipos de amostra.

[00034] Outros detalhes que referem-se aos componentes do sistema de
agitador de globulo sdao aqui descritos com referéncias feitas as figuras. Deve
ser entendido que as ilustragdbes de cada componente fisico ndo sado
intencionados a ser limitante e que uma pessoa tendo habilitada na(s)
técnica(s) relevante(s) dada a descricio aqui reconheceria modos para
rearranjar ou de outro modo alterar qualquer um dos componentes sem

desviar do escopo ou espirito da invencao.
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[00035] A FIG. 1 ilustra um sistema de cartucho de teste de exemplo
no qual um agitador de globulo pode ser integrado, de acordo com uma forma
de realizacdo. Embora referéncia sera feita aqui a estrutura do sistema de
cartucho de teste de exemplo, uma pessoa de habilidade na técnica
reconhecerd que as formas de realizacdo de agitador de globulo aqui descritas
podem ser usadas com qualquer nimero de tipos e configuracoes de sistema
de teste.

[00036] O sistema de cartucho de teste inclui um alojamento de
cartucho 102 e um modulo de transferéncia 104. Outros componentes também
podem ser considerados para a inclusdo no sistema de cartucho de teste, tal
como um moddulo analisador ou varios componentes ativos tais como bombas
ou aquecedores. O moédulo de transferéncia 104 inclui um alojamento interno
110, uma camisa 108, e uma tampa 106. A camisa 108 € projetada para
adaptar em torno do alojamento interno 110, de acordo com uma forma de
realizacdo. A tampa 106 € projetada para selar a extremidade do médulo de
transferéncia 104 para prevenir o vazamento. O moédulo de transferéncia 104 é
projetado para ser inserido dentro do alojamento de cartucho 102 por
intermédio do gabinete da camara 120.

[00037] O alojamento de cartucho 102 inclui uma variedade de canais
fluidicos, camaras, e reservatorios. Por exemplo, o alojamento de cartucho
102 pode incluir uma pluralidade de cimaras de armazenagem 116 que
podem conter varios tampdes ou outros reagentes a serem usados durante um
ensaio ou protocolo de PCR. As camaras de armazenagem 116 podem ser pré
enchidas com varios liquidos de modo que o usudrio final ndo necessitara
encher as camaras de armazenagem 116 antes de colocar o sistema de
cartucho de teste dentro de um analisador. O alojamento de cartucho 102 pode
incluir ainda uma ou mais camaras de processamento 124a-b conectadas aos
canais fluidicos ao longo de um lado do alojamento de cartucho 102. As

camaras de processamento 124a-b podem ser usadas para uma variedade de
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aplicacdes de processamento e/ou refugo. Em um exemplo, a camara 124a €
uma camara de refugo, e a camara 124b é uma camara dimensionada para
receber o comprimento de um cotonete tendo uma amostra sobre ele.

[00038] As amostras sdo introduzidas dentro do alojamento de
cartucho 102 por intermédio do orificio de amostra 114, de acordo com uma
forma de realizacdo. Um usudrio pode colocar um cotonete completamente
dentro do orificio de amostra 114 e a sua camara correspondente 124b, e
subsequentemente selar o orificio com uma tampa de orificio 112. Em um
outro exemplo, o orificio de amostra 114 recebe amostras solidas,
semissOlidas, ou liquidas. Em uma forma de realizacdo, o alojamento de
cartucho 102 inclui mais do que uma entrada para introduzir amostras.
[00039] As vdrias camaras e canais em torno do alojamento de
cartucho 102 podem ser seladas por intermédio do uso das coberturas 118,
126, 127, e 128. As coberturas podem ser peliculas capazes de selar o fluido
dentro do alojamento de cartucho 102. Em um outro exemplo, as coberturas
podem ser painéis plasticos. Em um exemplo, uma ou mais das coberturas sao
transparentes. Adicionalmente, uma ou mais das coberturas podem ser
termicamente controladas para o aquecimento de por¢oes do alojamento 102.
[00040] O sistema de cartucho de teste integrado permite que um
usudrio coloque uma amostra, por exemplo, dentro do orificio de amostra 114,
depois coloque o sistema de cartucho de teste dentro de um analisador. Nas
formas de realizacdo, as etapas de reacdo a serem realizadas incluindo, por
exemplo, purificagdo, lise, mistura, ligacdo, rotulagdo e/ou detec¢cdo podem
ser todas realizadas dentro do sistema de cartucho de teste por intermédio de
interacdo com o analisador sem nenhuma necessidade de intervengdao do
usudrio final. Adicionalmente, visto que todos os liquidos permanecem
selados dentro do sistema de cartucho de teste, depois que o teste €
completado, o sistema de cartucho de teste pode ser removido do analisador e

descartado com seguranc¢a sem contaminacao do analisador.
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[00041] O sistema de cartucho de teste pode incluir ainda canais
fluidicos que levam a uma cimara de processamento interna tendo uma
abertura 132. Em uma forma de realizagdo, a cimara de processamento
interna € uma camara integrada ao agitador de glébulo disposta dentro do
alojamento de cartucho 102. Embora a prdopria cimara esteja escondida da
vista na FIG. 1, varios outros componentes do sistema sao mostrados na vista
explodida. Por exemplo, o sistema de agitador de globulo inclui uma tampa de
processamento 134 que se adapta na abertura 132. Dentro da prépria camara,
um elemento rotativo 136 € disposto, de acordo com uma forma de realizagao.
Em uma forma de realizac¢io, o elemento rotativo 136 acopla-se a um atuador
(nd3o mostrado) por intermédio da vedacao 138 e bucha 139. A vedacao 138 e
bucha 139 podem ser mantidas no lugar por um suporte 140. Em um exemplo,
a vedacdo 138 € uma vedacgao labial. Outros tipos de componentes de vedacao
podem ser utilizados. O suporte 140 também pode ajustar-se na extremidade
da camara de processamento interna € vedar a mesma de qualquer vazamento.
Cada um dos componentes do sistema de agitador de globulo serd explicado
aqui em mais detalhes.

[00042] As FIGs. 2A e 2B ilustram as formas de realizacdo de exemplo
de um sistema de agitador de globulo rotativo. Aos tragos similares em ambas
as formas de realizacdo sdo dados o mesmo rétulo numérico. A descri¢do de
cada forma de realizacdo € apresentada para descrever tracos que podem estar
presentes no ou dentro do sistema de agitador de glébulo, mas ndo deve ser
limitante como para as propriedades de colocac¢ao ou dimensionais dos tragos.
[00043] As FIGs. 2A e 2B fornecem uma vista em perspectiva de um
agitador de globulo 201 que pode ser integrado dentro do sistema de cartucho
de teste, de acordo com as formas de realizagdo. A vista externa do agitador
de glébulo 201 ilustrado na FIG. 2B demonstra a entrada de processamento
132 em uma superficie de topo do agitador de globulo 201, de acordo com

uma forma de realizacdo. Na forma de realizacdo do agitador de glébulo
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ilustrado na FIG. 2A, a entrada de processamento estd em um lado do agitador
de glébulo 201 voltado para a pagina, e assim nao é mostrado. A entrada de
processamento 132 € configurada para aceitar qualquer tipo de amostra,
incluindo liquido, sélido, semissélido, ou qualquer combinacdao dos mesmos.
A entrada de processamento 132 leva para dentro de uma camara encerrada
onde o processo de batida com glébulo ocorre. Em um outro exemplo, as
amostras que entram pela entrada de processamento 132 si3o levadas a uma
primeira camara, e depois transferidas da primeira camara para dentro de uma
segunda camara onde o processo de batida com glébulo ocorre.

[00044] Em um lado do agitador de globulo 201, as entradas de fluido
sdo fornecidas para acoplar com uma rede fluidica. A forma de realiza¢do do
agitador de glébulo da FIG. 2A tem trés entradas de fluido 203a-c, enquanto
que a forma de realizacdo do agitador de glébulo da FIG. 2B tem duas
entradas de fluido 203a e 203b. Por exemplo, as entradas de fluido 203a-c
podem acoplar a qualquer uma das camaras de armazenagem 116 do
alojamento de cartucho 102. Em uma forma de realizacdo, as entradas de
fluido de 203a-c levam para dentro da camara onde a batida com glébulo
ocorre. Como tal, as entradas de fluido 203a-c podem ser usadas para
introduzir qualquer liquido dentro da cAmara de batida com glébulo, extraindo
qualquer liquido da camara de batida com glébulo, ou para aplicar uma
pressdo diferencial na camara de batida com glébulo, ou qualquer combinagao
dos mesmos. Deve ser entendido que qualquer nimero de conexdes fluidicas
pode existir levando para dentro da camara de batida com gloébulo. Além
disso, qualquer uma da pluralidade de conexdes fluidicas pode levar a uma ou
mais camaras de alojamento de cartucho 102. Em uma forma de realizacao,
uma primeira rede fluidica é ligada as entradas de fluido e introduz pelo
menos uma amostra a cimara de um primeiro reservatorio, enquanto que uma
segunda rede fluidica estd ligada as conexdes fluidicas e € usada para expelir

pelo menos a amostra da camara para um segundo reservatorio. Em uma
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forma de realizagdo, as redes fluidicas, o agitador de globulo, e os
reservatorios formam um sistema fechado.

[00045] Externo ao agitador de glébulo 201, um sistema atuador 202 €
ligado ao elemento rotativo 136 (ndo mostrado) disposto dentro da cAmara do
agitador de globulo, de acordo com uma forma de realizagdo. Em um
exemplo, o sistema atuador 202 € um atuador rotativo. O sistema atuador 202
pode receber varios sinais por intermédio do acoplamento 204. Por exemplo,
os sinais podem incluir sinais de energia ou controle. O acoplamento 204
pode representar fios, sinais de RF, ou sinais dpticos. O sistema atuador 202
pode rotacionar o elemento rotativo 136 em qualquer velocidade dentro das
capacidades do sistema atuador 202. Em um exemplo, o sistema atuador 202
rotaciona o elemento rotativo 136 nas velocidades que variam de 50 RPM a
30.000 RPM.

[00046] A forma de realizagdo do agitador de glébulo 201 ilustrada na
FIG. 2A também inclui uma cavidade 205 disposta em uma parede lateral do
agitador de glébulo 201. A cavidade 205 pode ser coberta por um material
termicamente condutivo, tal como, por exemplo, uma folha de aluminio. Pelo
aquecimento do material termicamente condutivo, os conteidos dentro da
camara de processamento interna do agitador de glébulo 201 pode ser
aquecido por intermédio da cavidade 205. Deve ser entendido que a colocacdo
da cavidade 205 ndo é limitada ao lado do agitador de glébulo 201. A
cavidade também pode estar disposta no topo do agitador de glébulo 201 ou
em uma superficie traseira do agitador de glébulo 201. Em um outro exemplo,
uma ou mais das paredes da camara de processamento interna pode ser uma
superficie termicamente controlada para aquecer os contetidos da camara de
processamento interna sem requerer uma cavidade. Uma ou mais das paredes
da camara de processamento interna pode ser fabricada a partir de metais
tendo uma alta condutividade térmica tal como aluminio, cobre, etc.

Introduzir calor dentro da cAmara de processamento interna pode permitir que
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a lise enzimdtica de uma amostra ocorra. Em um exemplo, a lise enzimatica
pode ser realizada usando um calor aplicado a uma amostra antes que a batida
com globulo real da amostra comece.

[00047] A FIG. 3A ilustra uma outra vista do agitador de glébulo 201
com atuador 202 separado do corpo principal do agitador de glébulo 201. Um
elemento de acoplamento 302 € fornecido para ligar o atuador 202 ao
elemento rotativo 136 (ndo mostrado) dentro da camara do agitador de
globulo. O elemento de acoplamento 302 pode ser, por exemplo, um eixo,
parafuso, ou um recesso para receber um outro elemento. O atuador 202 €
configurado para ser manual ou automaticamente destacdvel do elemento
rotativo 136 dentro da camara do agitador de glébulo com pouco esforco
requerido pelo usudrio. O elemento de acoplamento 302 pode ser
adequadamente formado para se ajustar dentro de uma por¢ao de recebimento
do elemento rotativo 136, ou pode por si s6 receber uma por¢ao do elemento
rotativo 136. De acordo com uma forma de realizacao, a rotacdao do elemento
de acoplamento 302 causa a rota¢cdo do elemento rotativo 136.

[00048] A FIG. 3B ilustra uma outra vista de agitador de glébulo 201,
de acordo com uma forma de realizagdo. A FIG. 3B ilustra uma vista por
outro angulo do agitador de glébulo 201 como mostrado na FIG. 2A com o
atuador 202 removido. O suporte 140 é mostrado introduzido dentro de um
buraco na lateral do agitador de globulo 201, de acordo com uma forma de
realizacdo. Uma porc¢do externa do suporte 140 inclui um recesso 304. Dentro
do recesso 304, parte do elemento rotativo 136 estende-se para fora da camara
encerrada, de acordo com uma forma de realizagcdo. Esta se¢do do elemento
rotativo 136 inclui uma estrutura 306. A estrutura 306 pode ser projetada para
ajustar firmemente dentro do elemento de acoplamento 302 do atuador 202.
Em um exemplo, a rotacdo do elemento de acoplamento 302 pelo atuador 202
faz com que substancialmente a mesma rotacdo ocorra com a estrutura 306 na

extremidade do elemento rotativo 136.
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[00049] A FIG. 4 ilustra uma vista explodida de varios componentes do
elemento rotativo 136 e atuador 202, de acordo com uma forma de realizac¢ao.
A abertura 401 do agitador de gldébulo 201 acolhe o suporte 140 que facilita a
conexao do atuador 202 com o elemento rotativo 136, de acordo com uma
forma de realizacdo. Elementos adicionais também podem ser incluidos para
conectar o elemento rotativo 136 ao atuador 202, tal como, por exemplo,
vedacdo 138 e bucha 139. Estes elementos também podem fornece uma
barreira para impedir as amostras dentro da camara do agitador de globulo de
vazar para fora da 4drea em volta de onde o elemento rotativo 136 estende-se
para fora da camara.

[00050] O eixo 402 conecta a estrutura 306 na extremidade do
elemento rotativo 136 com um corpo rotativo 404, de acordo com uma forma
de realizagdo. O corpo rotativo 404 pode assumir varias formas e tamanhos. O
comprimento do eixo 402 pode ser ajustavel para varios tamanhos de camaras
de agitador de gldbulo. Deve ser mencionado que, em algumas formas de
realizacdo, todos dos componentes mostrados exceto para o atuador 202 sao
concebidos para serem descartaveis depois de um uso Unico, ou série de usos
durante um unico teste, de agitador de glébulo 201.

[00051] Também ilustrado em um lado do agitador de globulo 201 sdo
uma pluralidade de fritas 406. Cada frita 406 pode incluir varios materiais
projetados para filtrar ou aprisionar varios tamanhos de particula. Em um
exemplo, a frita 406 € um material plastico tendo uma malha fina com
tamanhos de poro seleciondveis que podem variar em qualquer lugar entre 5
microns a 500 microns. Em uma forma de realizacdo, a frita 406 tem um
tamanho de poro em torno de 20 microns. O fluido extraido da camara de
agitador de glébulo pode passar através de pelo menos uma das fritas 406 de
modo a ser filtrado.

[00052] A FIG. 5 ilustra uma vista dentro da camara do agitador de

globulo do agitador de glébulo 201. Uma camara encerrada 502 fornece a
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area onde a homogeneizacao e/ou lise das amostras ocorrem. Em uma forma
de realizacdo, a camara encerrada 502 é substancialmente cilindrica na forma.
A forma cilindrica fornece um movimento de fluido eficiente em torno do
elemento rotativo conforme o mesmo rotaciona. A camara encerrada 502
também pode ter uma sec¢do transversal retangular. Outras formas de camara
encerrada 502 também podem ser consideradas para realcar a agitagcdo, por
exemplo, de uma pluralidade de globulos dispostas dentro da cimara
encerrada 502. O uso de uma pluralidade de glébulos para melhorar o
processo de homogeneizacdo e/ou lise é descrito em mais detalhes com
respeito a FIG. 6B.

[00053] Varias conexodes fluidicas a camara encerrada 502 sao
incluidas, de acordo com uma forma de realizacdo. As entradas de fluido
203a-c sao mostradas ao longo de uma lateral como anteriormente descrito.
Em um exemplo, uma amostra e/ou outros liquidos podem ser introduzidos
dentro da camara encerrada 502 por intermédio da entrada de fluido 203a ou
203b. Em um outro exemplo, a mistura resultante a seguir da lise ou
homogeneizac¢ido pode ser expelida da camara encerrada 502 por intermédio
da entrada de fluido 203c. As varias conexdes fluidicas podem ser colocadas
em qualquer lugar em torno da camara encerrada 502 e em qualquer angulo.
A entrada de processamento 132 e cavidade de aquecimento 205 também sdo
ilustradas nas laterais da camara encerrada 502. Uma superficie termicamente
controlada pode vedar a cavidade de aquecimento 205 e aquecer os conteudos
da camara encerrada 502. Em um exemplo, o aquecimento dos contetidos da
camara encerrada 502 faz com que a lise enzimitica ocorra. Em um outro
exemplo, o eixo 402 pode ser rotacionado para agitar a amostra e
homogeneizar a temperatura dentro da camara encerrada 502 durante o
processo de aquecimento.

[00054] A FIG. 6A ilustra uma vista lateral do agitador de glébulo 201

examinando dentro da entrada de processamento 132 com a cobertura
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removida, de acordo com uma forma de realizacdo. Em um exemplo, o corpo
rotativo 404 € observado como sendo substancialmente centralizado dentro da
camara encerrada 502.

[00055] A FIG. 6B ilustra uma vista de secao transversal do interior da
camara encerrada 502 incluindo o suporte 140, de acordo com uma forma de
realizacdo. O eixo 402 estende-se através do suporte 140 e conecta ao corpo
rotativo 404 dentro da camara encerrada 502. Uma extremidade do eixo 402 é
configurada para se adaptar dentro de um entalhe 602 da camara encerrada
402, de acordo com uma forma de realizacdo. O entalhe 602 pode ser usado
para estabilizar a posi¢cdo do eixo 402 dentro da cdmara encerrada 502,
enquanto ainda permite a rotacdo do corpo rotativo 404. A cimara encerrada
502 pode também incluir uma pluralidade de glébulos 604. Os glébulos
podem ser incluidos para ajudar no processo de homogeneizagdo e/ou lise de
uma amostra dentro da camara encerrada 502. A rotagdo do corpo rotativo
404 também excita a pluralidade de glébulos 604 em movimento. Os gldbulos
individuais na pluralidade de glébulos 604 pode variar no tamanho de um
micron no diametro até 3000 microns no diametro. Adicionalmente, a
pluralidade de glébulos 604 pode ser fabricada a partir de vérios materiais
inertes, incluindo plésticos, vidro, ceramicas, e silica.

[00056] As FIGs. 7A a 7E ilustram vérias formas de realizacdo de
elemento rotativo 136. Estas formas de realizacdo sdao exemplares, e deve ser
entendido que outros projetos também podem ser considerados por uma
pessoa tendo habilidade comum na técnica dada a descri¢do aqui. O elemento
rotativo 136 em cada forma de realiza¢do inclui o eixo 402 com estrutura 306
em uma extremidade como descrito anteriormente. Varios projetos sao
ilustrados para o corpo 702 e pontos salientes 704. O corpo 702 pode ser
qualquer material adequadamente duro o bastante para realizar a
homogeneizacdo de tipos de amostra duros, tais como osso e tecido.

Adicionalmente, o corpo 702 pode ser um material que é biocompativel. Os
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pontos salientes 704 sdo fornecidos para dar uma forma padronizada ao corpo
702. A rotagdo dos pontos salientes 704 dentro da camara encerrada 502
causa o movimento rapido da amostra e qualquer outro material em torno da
camara. Em um outro exemplo, a rotacdo de pontos salientes 704 causa a
excitacao e movimento da pluralidade de globulos 604. Cada projeto ilustrado
também inclui um pino 706 em uma extremidade do elemento rotativo 136,
de acordo com algumas formas de realizacdo. O pino 706 pode ser
configurado para se adaptar dentro do entalhe 602 da camara encerrada 502.
Deve ser entendido que o pino 706 ndo € um elemento requerido do elemento
rotativo 136, mas pode ser usado para realcar a estabilidade dentro da camara
encerrada 502.

[00057] As FIGs. 8-11 descrevem métodos de exemplo a serem
utilizados para homogeneizar ou lisar uma amostra com ou sem globulos, de
acordo com as formas de realizacdo. Deve ser entendido que os métodos 800,
900, 1000, e 1100 descrevem sequéncias de operacao de exemplo que podem
ser realizadas com o agitador de globulo 201, e ndo devem ser considerados
limitantes. Qualquer um dos métodos 800, 900, 1000, e 1100 também podem
incluir uma etapa de aquecimento dos conteidos dentro do agitador de
globulo 201 para realizar uma lise enzimdtica. Em um exemplo, a lise
enzimatica € realizada antes que a batida com globulo ocorra.

[00058] A FIG. 8 demonstra um fluxograma de um método de exemplo
800 para lisar uma amostra usando o agitador de glébulo 201. O objetivo da
lise de célula € liberar conteudos celulares que sdo requeridos para andlise. Os
exemplos de contetdos celulares incluem, mas nio sdo limitados a, DNA,
RNA, polipeptideos, enzimas, prions, proteinas, anticorpos, antigenos,
alérgenos, e virions.

[00059] No bloco 802, pelo menos a amostra € introduzida dentro de
uma camara encerrada por intermédio de um orificio de entrada conectado a

uma rede fluidica. A amostra pode ser introduzida, por exemplo, através das
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entradas de fluido 203a-c.

[00060] No bloco 804, um elemento rotativo é rotacionado dentro da
camara encerrada. O elemento rotativo é configurado para ser rotacionado ao
longo de um eixo que se estende ao longo de um comprimento do elemento
rotativo por um atuador externo.

[00061] No bloco 806, a amostra é lisada dentro da camara encerrada
por intermédio do movimento do elemento rotativo. O lisado pode ser
transferido da camara encerrada a uma segunda camara por intermédio de
uma das entradas de fluido 203a-c.

[00062] A FIG. 9 demonstra um fluxograma de um método de exemplo
800 para lisar uma amostra usando o agitador de glébulo 201 contendo uma
pluralidade de glébulos. O objetivo da lise de célula € liberar conteudos
celulares que sdo requeridos para andlise. Os exemplos de conteudos celulares
incluem, mas nao sido limitados a, DNA, RNA, polipeptideos, enzimas,
prions, proteinas, anticorpos, antigenos, alérgenos, e virions. Os glébulos
incluidos atuam para acelerar o processo de dilacerar a parede das células para
liberar os conteudos celulares.

[00063] No bloco 902, pelo menos a amostra € introduzida dentro de
uma camara encerrada por intermédio de um orificio de entrada conectado a
uma rede fluidica. A amostra pode ser introduzida, por exemplo, através das
entradas de fluido 203a-c.

[00064] No bloco 904, um elemento rotativo é rotacionado dentro da
camara encerrada. O elemento rotativo é configurado para ser rotacionado ao
longo de um eixo que se estende ao longo de um comprimento do elemento
rotativo por um atuador externo.

[00065] No bloco 906, uma pluralidade de glébulos dentro da cdmara é
excitada pelo movimento do elemento rotativo. Os glébulos podem variar na
forma, tamanho e/ou material como descrito anteriormente. O movimento

adicionado dos glébulos dentro da camara fornece ainda o batimento das
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células e leva a um processo de lise mais eficiente.

[00066] No bloco 908, a amostra é lisada dentro da camara encerrada
por intermédio do movimento do elemento rotativo e da pluralidade de
globulos. O lisado pode ser transferido da camara encerrada para uma

segunda camara por intermédio de uma das entradas de fluido 203a-c.

[00067] A FIG. 10 demonstra um fluxograma de um método do
exemplo 1000 para homogeneizar uma amostra usando o agitador de gldébulo
201.

[00068] No bloco 1002, pelo menos a amostra € introduzida dentro de

uma camara encerrada por intermédio de um orificio de entrada conectado a
uma rede fluidica. A amostra pode ser introduzida, por exemplo, através das
entradas de fluido 203a-c ou através de qualquer outro orificio adequado. Em
uma forma de realizacdo, uma amostra sélida, semissolida, ou liquida pode
ser fornecida para a homogeneizagao. Por exemplo, as amostras com uma alta
viscosidade (por exemplo catarro, tecido, 0sso) sdo bem apropriadas para a
homogeneizacdo para decompor matrizes complexas que ret€ém os
componentes celulares da amostra juntos.

[00069] No bloco 1004, um elemento rotativo é rotacionado dentro da
camara encerrada. O elemento rotativo é configurado para ser rotacionado ao
longo de um eixo que se estende ao longo de um comprimento do elemento
rotativo por um atuador externo.

[00070] No bloco 1006, a amostra ¢ homogeneizada dentro da camara
encerrada por intermédio do movimento do elemento rotativo. A amostra
homogeneizada pode ser lisada usando o agitador de glébulo 201 ou
transferida para uma outra camara para processamento adicional.

[00071] A FIG. 11 demonstra um fluxograma de um método do
exemplo 1000 para homogeneizar uma amostra usando o agitador de gldébulo
201 contendo uma pluralidade de glébulos.

[00072] No bloco 1102, pelo menos a amostra € introduzida dentro de
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uma camara encerrada por intermédio de um orificio de entrada conectado a
uma rede fluidica. A amostra pode ser introduzida, por exemplo, através das
entradas de fluido 203a-c ou através de qualquer outro orificio adequado. Em
uma forma de realizacdo, uma amostra sélida, semissolida, ou liquida pode
ser fornecida para a homogeneizacdo. Por exemplo, amostras com uma alta
viscosidade (por exemplo catarro, tecido, osso) sdo bem adequadas para a
homogeneizag¢ao para romper matrizes complexas que ret€ém os componentes
celulares da amostra juntos.

[00073] No bloco 1104, um elemento rotativo é rotacionado dentro da
camara encerrada. O elemento rotativo é configurado para ser rotacionado ao
longo de um eixo que se estende ao longo de um comprimento do elemento
rotativo por um atuador externo.

[00074] No bloco 1106, uma pluralidade de globulos dentro da camara
¢ excitada pelo movimento do elemento rotativo. Os glébulos podem variar na
forma, tamanho e/ou material como descrito anteriormente. O movimento
adicionado dos globulos dentro da camara fornece batimento adicional da
amostra e um processo de homogeneizacao mais eficiente.

[00075] No bloco 1108, a amostra ¢ homogeneizada dentro da camara
encerrada por intermédio do movimento do elemento rotativo e da pluralidade
de globulos. A amostra homogeneizada pode ser lisada usando o agitador de
globulo 201 ou transferida para uma outra camara para processamento
adicional.

Exemplos

[00076] Os protocolos de exemplo realizados usando formas de
realizacdo do agitador de globulo 201 sdo agora debatidos. Tais protocolos
sdo apenas exemplos, € ndo limitantes das formas de realizacdo da presente
invencdo. Para os protocolos de exemplo, o DNA e RNA extraidos de véarias
amostras foram analisados e comparados com os controles para determinar a

eficacia do agitador de globulo. Deve ser entendido que as etapas aqui citadas
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fornecem apenas uns poucos exemplos possiveis para usar o sistema.
EXEMPLO 1: Extragdo do DNA dos endosporos de Bacillus subtilis

[00077] O Bacillus subtilis, também conhecido como o bacilo do feno
ou bacilo da grama, é uma bactéria Gram-positiva, positiva em catalase. Um
membro do género Bacillus, B. subtilis tem a forma de bastdo, e tem a
capacidade para formar um endosporo protetivo, duro, que permite que o
organismo tolere condi¢bes ambientais extremas. Os endosporos de vdarias
espécies de Bacillus sao formados na esporulagdo, um processo que € no geral
induzido pelos niveis reduzidos de nutrientes no ambiente. Os endosporos
contétm um cortex de esporo externo que € extremamente resistente aos
tratamentos fisicos e quimicos severos constituindo um desafio identificar um
método de lise de esporo que possa ser completado em uns poucos minutos.
[00078] Um protocolo de exemplo para lisar as células de Bacillus
subtilis é adaptado de W. Nicholson e P. Setlow, Molecular Biological
Methods for Bacillus, Nova lorque, John Wiley, pp. 391-450, 1990. Neste
protocolo de exemplo, uma cultura de 100 ml de Bacillus subtilis subsp.
spizizenii (ATCC 6633) cultivados em meio de esporulacio (SM) €
turbilhonado, depois separado em dois volumes de 50 ml. Depois da
centrifugacao a 3750g por 15 minutos, as pelotas sdo lavadas de trés a cinco
vezes com 50 ml de &agua destilada fria estéril, cada lavagem sendo
centrifugada a 3750g por 15 minutos. As pelotas finais sdo recolocadas em
suspensdo em 50 ml de agua destilada fria estéril. As suspensodes de esporo
sdo tratadas com DNase para remover o DNA residual externo, quantificado e
diluido a uma concentracgio final de 5 x 10° endosporos/ ml. As dilui¢des em
10 vezes em série sdo preparadas (5 x 10%, 5 x 107, 5 x 10°, 5 x 10 e 50
endosporos/ml) em tampdo de Tris-EDTA a ser usado como um material de
partida no agitador de glébulo rotativo fluidicamente integrado.

[00079] Primeiro, 400 mg de globulos de vidro estéreis, lavadas com

acido com um didmetro de 150 a 212 um (SIGMA G1145-100G) sdo
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introduzidos dentro da camara do agitador de glébulo. Segundo, uma dilui¢do
de 200 ul de endosporos € recolocada em suspensao em 200 ul de tampao de
Tris-EDTA 1x e € transferido para a camara do agitador de glébulo por
intermédio da entrada de processamento. O agitador de globulo é operado
com uma velocidade rotativa de 10.000 RPM por cerca de 2 minutos. Os
acidos nucléicos bacterianos sdo liberados quando os esporos sdao rompidos
pela acdo mecanica do agitador de globulo. As extragdes de acido nucléico
permanecem estaveis por varios meses quando armazenados congelado a -
80°C ou -20°C e podem ser congelados e descongelados vérias vezes sem
nenhuma perda significante na sensibilidade analitica na PCR.

[00080] A amplificacdo e deteccao de DNA de endosporos de Bacillus
subtilis sdo realizadas no Sistema de PCR em Tempo Real StepOnePlus® da
Applied Biosystems com a PremixExTaq (Sonda qPCR) da Takara (cat.
RR390A), de acordo com as instrucdes do fabricante. 1,5 ul de lisado
preparado € adicionado diretamente a uma reagao de qPCR consistindo de 1x
Premix Ex Taq (contém Ex Taq HS TaKaRa, Mistura de dNTP, Mg?*, e Tli
RNaseH), 1x corante de referéncia ROX, 0,50 uM de cada iniciador SpoA
especifico de Bacillus subtilis, 0,20 uM de sonda TagMan® SpoOA e 0,2
mg/ml de BSA; em um volume final de 15 ul. Em paralelo, os esporos sem
processamento foram testados como controles ndo tratados (nas mesmas
concentragdes). 1,5 ul de dgua destilada é também adicionada a uma reagao
de qPCR como um controle negativo. As condi¢des de ciclagem ideais para a
sensibilidade e especificidade maximas sdo de 10 segundos a 95°C para a
desnaturacdo inicial, depois cinquenta ciclos de duas etapas consistindo de 1
segundo a 95°C e 10 segundos a 60°C. A amplificacdo é monitorada durante
cada ciclo de alongamento pela medicdo do nivel de fluorescéncia. As
concentragdes de DNA também sdo calculadas pela interpolacdo dos valores
de Ct (nimero de ciclos de PCR necessarios para produzir um sinal positivo)

em uma curva de calibracdo. A Tabela 1 abaixo fornece os iniciadores SpoOA
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especificos de Bacillus subtilis e a sequéncia de sonda usada na reagdo de

gPCR TagMan®.
Tabela 1
.. .. s s Comprimento Tamanho do produto
Ihigitdton S (07 = 3 (pares de base) (pares de base)
SpoOA F ccatcatcgcaaagcagtatt 21
SpoOA R tgggacgccgatttcatg 18 70
Sonda SpoOA ctcgacgcgagcatcacaagcatt 24

[00081] A FIG. 12 fornece um gréfico dos resultados do protocolo de
Extracdo do DNA para Bacillus subtilis. Os resultados sdo mostrados com
base na concentragdo de DNA extraido comparados com a concentracdo de
partida de esporos de Bacillus subtilis. Os resultados sdo uma média de 15
réplicas em cada concentracdo. Como observado, os endosporos lisados com
o agitador de globulo rotativo fluidicamente integrado produziu concentragdes
de DNA mais altas do que os endosporos nao tratados para cada concentragao
de partida dos esporos de Bacillus subtilis.

EXEMPLO 2: Extragdo do DNA de células vegetativas de Bacillus subtilis
[00082] Neste exemplo, o agitador de glébulo € primeiro carregado
com 400 mg de glébulos de vidro estéreis, lavadas com 4cido com um
diametro de 150 a 212 um (SIGMA G1145-100G). Um volume de 3 ml de
cultura de caldo de Bacillus subtilis subsp. spizizenii (ATCC 6633) células
vegetativas na fase de mid-log de crescimento (ODssp = 0,60 a 0,70) €
centrifugado e a pelota € recolocada em suspensdo em tampao de Tris-EDTA
para se obter uma concentracdo de Bacillus subtilis final a 5 x 108 CFU/ml.
As dilui¢des em série de Serial 10 vezes sdo preparadas (5 x 10%, 5 x 10%, 5 x
10*, 5 x 10? ¢ 5 CFU/ml) em tampdo de Tris-EDTA. 200 ul de dilui¢do de
células vegetativas sdo recolocados em suspensao em 200 ul de tampao de
Tris-EDTA 1x e a mistura final € transferido para o dispositivo de agitador de
globulo pela entrada de processamento. O agitador de globulo € operado com
uma velocidade rotativa de 10.000 RPM por cerca de 2 minutos.

[00083] A amplificacdo e deteccio de DNA reforcado de células

vegetativas Bacillus subtilis sdo realizados no Sistema de PCR em Tempo
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Real StepOnePlus® da Applied Biosystems com a PremixExTaq (Sonda
gPCR) da Takara (cat. RR390A), de acordo com as instru¢gdes do fabricante.
1,5 ul de lisado preparado € adicionado diretamente a uma reacdo de qPCR
consistindo de 1x Premix Ex Taq (contém Ex Taq HS TaKaRa, Mistura de
dNTP, Mg2+, e Tli RNaseH), 1x corante de referéncia ROX, 0,50 uM de cada
iniciador SpoA especifico de Bacillus subtilis, 0,20 uM de sonda SpoOA
TagMan® (ver a tabela 1 do Exemplo 1) e 0,2 mg/ml de BSA; em um volume
final de 15 pl. Em paralelo, as células vegetativas sem processamento foram
testadas como controles ndo tratados (nas mesmas concentracdes). 1,5 ul de
agua destilada € adicionado também a uma reagdo de gPCR como um controle
negativo. As condi¢des de ciclagem ideal para a sensibilidade e especificidade
maximas sao de 10 segundos a 95°C para a desnaturagdo inicial, depois
cinquenta ciclos de duas etapas consistindo de 1 segundo a 95°C e 10
segundos a 60°C. A amplificacio € monitorada durante cada ciclo de
alongamento pela medicdo do nivel de fluorescéncia. As concentragOes de
DNA também sdo calculadas pela interpolacao de valores de Ct em uma curva
de calibragao.

[00084] A FIG. 13 fornece um gréfico dos resultados do protocolo de
extracdo do DNA para células vegetativas Bacillus subtilis. Os resultados sao
mostrados com base na concentracdo de DNA extraida comparada com a
concentragdo de partida de células. Os resultados sdo uma média de 15
réplicas em cada concentracdo. A detec¢do do lisado de células vegetativas de
B. subtilis com o agitador de globulo rotativo fluidicamente integrado foi de
aproximadamente entre 50 e 500 CFU/ml (10 a 100 CFU por reagdo).
Nenhum sinal de amplificacdo foi observado nas células vegetativas de B.
subtilis ndo tratadas até uma concentracao de 5,0 x 10* CFU/ml.

EXEMPLO 3: Comparagdo da Recuperacdo de DNA para células vegetativas
de Bacillus subtilis

[00085] Neste exemplo, um controle de DNA ¢ extraido de células
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vegetativas de B.subtilis subsp. spizizenii (ATCC 6633) usando um Kit de
Purificagdo de RNA/DNA/Proteina Norgen. Para cada amostra, 1,6 ng de
DNA ¢é reforcado em 800 ul de uma solucdo tampao que também inclui um
agente de quelacido (tampao de Tris-EDTA 1x, preparada a partir de tampao
SIGMA Tris-EDTA concentrado 100x).

[00086] Em paralelo, um protocolo de lise € realizado nas células
vegetativas de Bacillus subtilis preparadas substancialmente do mesmo modo
e usando o agitador de glébulo tendo substancialmente os mesmos globulos
de vidro como descrito nos exemplos anteriores. O agitador de glébulo €
operado em uma velocidade rotativa de 20.000 RPM por cerca de 3 minutos
para lisar a amostra.

[00087] Neste exemplo, a amplificacio e deteccao de DNA reforgado é
realizada no Sistema de PCR em Tempo Real StepOnePlus® da Applied
Biosystems com o PremixExTaq (Sonda de qPCR) da TaKaRa (cat.
RR390A), de acordo com as instrucdes do fabricante. 1,5 ul de lisado
preparado € adicionado diretamente a uma reagao de qPCR consistindo de 1x
Premix Ex Taq (contém Ex Taq HS TaKaRa, Mistura de dNTP, Mg?*, e Tli
RNaseH), 1x corante de referéncia ROX, 0,50 uM de cada iniciador SpoA
especifico de Bacillus subtilis, 0,20 uM de sonda SpoOA TagMan® (Ver a
tabela 1, Exemplo 1) e 0,2 mg/ml de BSA; em um volume final de 15 pl. Em
paralelo, o DNA sem processamento € testado como um controle positivo (na
mesma concentragdo). 1,5 ul de dgua destilada também ¢ adicionado a uma
reacao de qPCR como um controle negativo.

[00088] A Tabela 2 fornece os resultados da concentracio de DNA
recuperado da lise do agitador de glébulo vs. o controle positivo. As amostras
de controle negativo indicaram que nenhum DNA foi presente. Os valores de
Ct também s3o dados para ambos os métodos de lise. A FIG. 14 ilustra um
grafico da recuperacio de DNA média usando o agitador de globulo

comparado com o controle positivo. A recuperacdo do DNA depois da lise
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mecanica com o agitador de globulo rotativa fluidicamente integrado €
comparavel ao Controle Positivo (diferenca de cerca de 7,6 %). Nenhuma
degradacdo de DNA foi observada depois do processo de agitador de glébulo

rotativo fluidicamente integrado.

Tabela 2
Tratamento Valores médios Concqntragﬁo de DNA % de
de Ct média de Ct (ng/ul) recuperacio
DNA refor¢ado-Agitador de
glébulo rotativo fluidicamente 30,20 1,04E-03 92,4
integrado

Controle positivo de DNA 29,54 1,12E-03 100,0
Controle negativo UND UND NA

EXEMPLO 4: Extracdo de DNA e RNA de células vegetativas de Bacillus
subtilis

[00089] Este experimento de exemplo mostra que o RNA, adequado
para a sintese de cDNA e amplificacdo pela RT-qPCR, pode ser extraido de
células bacterianas usando o agitador de glébulo rotativo fluidicamente
integrado. Um volume de 3 ml de cultura de caldo de células vegetativas de
Bacillus subtilis subsp. spizizenii (ATCC 6633) na fase mid-log de
crescimento (ODssy = 0,60 a 0,70) € centrifugado e a pelota € recolocada em
suspensdao em tampao de Tris-EDTA para se obter uma concentragdo final de
Bacillus subtilis de 1,5 x 10® CFU/ml. Uma dilui¢do de 5 x 10* CFU/ml é
preparada em tampao de Tris-EDTA a ser usada como um material de partida
no agitador de glébulo rotativo fluidicamente integrado.

[00090] O agitador de globulo € preparado com substancialmente os
mesmos globulos de vidro como descritos nos exemplos anteriores e
carregado com uma dilui¢do de 200 ul de células vegetativas recolocada em
suspensdo em 200 pl de tampao de Tris-EDTA 1x. O agitador de gldbulo €
operado em uma velocidade rotativa de 20.000 RPM por cerca de 3 minutos
para lisar a amostra.

[00091] A purificacdo dos lisados de Bacillus subtilis € realizada neste
exemplo com dois kits de purificacdo comerciais diferentes da Norgen (Kit de

Purificacio de RNA/DNA/Proteina) e Fermentas (Kit de Purificacdo de
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DNA/RNA Virais GeneJET). A amplificagdo e deteccdo de RNA e DNA a
partir de células vegetativas de Bacillus subtilis é realizada no Sistema de
PCR em Tempo Real StepOnePlus® da Applied Biosystems com o kit de RT-
PCR PrimeScript® One Step (Perfect Real Time) da Takara (cat. RR064A), de
acordo com as instrugdes do fabricante. 2,0 ul de lisado preparado sdo
adicionados diretamente em duas misturas de RT-gPCR, com ou sem a
enzima de transcriptase reversa (enzima PrimeScript RT Mix II), para detectar
RNA e DNA. As misturas finais consistem de 1x tampao III RT-PCR One
Step (inclui Mistura de dNTP, Mg?*), 0,1 U/ul de exTaq HS TaKaRa, 1x
enzima PrimeScript RT Mistura II (na mistura RT+), 1x corante de referéncia
ROX, 0,38 uM de cada iniciador SpoA especifico de Bacillus subtilis e 0,15
uM de sonda SpoOA TagMan® (Ver a tabela 1 do Exemplo 1); em um
volume final de 20 pl. Em paralelo, as células vegetativas sem processar sao
testadas como controles ndo tratados (nas mesmas concentracdes). 2,0 ul de
agua destilada também € adicionada as reacdes de RT-qPCR (enzima +RT)
como um controle negativo. A primeira etapa € de 5 min a 42°C para a
transcri¢do reversa (sintese de cDNA). As condi¢des de ciclagem ideais para a
sensibilidade e especificidade maximas sdo de 10 segundos a 95°C para a
desnaturacdo inicial, depois quarenta ciclos de duas etapas sendo de 1
segundo a 95°C e 10 segundos a 60°C. A amplificacdo foi monitorada durante
cada ciclo de alongamento pela medicdo do nivel de fluorescéncia. As
concentragdes de DNA e RNA também sdo calculadas pela interpolacdao dos
valores de Ct nas suas curvas de calibragdo correspondentes.

[00092] A FIG. 15 mostra uma apresentacdo grafica das concentragoes
médias de recuperacdo de RNA e DNA (ng/ul) nas condicdes testadas
diferentes: A partir do lisado de NA depois do agitador de globulo rotativo
fluidicamente integrado, a partir do lisado de NA depois do agitador de
globulo rotativo fluidicamente integrado e purificagdlo com o kit de

purificacdo da Norgen, a partir do lisado de NA depois do agitador de glébulo

Peticao 870200156360, de 14/12/2020, pag. 34/43



28 /31

rotativo fluidicamente integrado e purificacdo com o kit de purificacdo da
Fermentas e a partir da recolocagdo em suspensdo de B. subtilis ndo tratado.
Os resultados sdao uma média de 15 réplicas em cada concentragdo. A
recuperacao de acido nucléico em termos de concentracdes de DNA e RNA
aumentou depois da lise mecinica com o agitador de glébulo rotativo
fluidicamente integrado, comparado com a condi¢do ndo tratada,
especialmente com respeito a recuperacdo de RNA. Depois da purificacio de
acido nucléico, a % de recuperacao de NA diminuiu (25 a 30 % vs a condicao
nao purificada) devido ao processo de purificacio de membrana.

EXEMPLO 5: Comparagdo da Recuperacdo de RNA para células vegetativas
de Bacillus subtilis

[00093] Neste exemplo, o controle de RNA € extraido das células
vegetativas de B.subtilis subsp. spizizenii (ATCC 6633) usando o Kit de
Purificacdo de RNA/DNA/Proteina da Norgen. Para cada amostra, 9,00 ng de
RNA sdo reforcados em 800 ul de uma solucdo tamponada que também inclui
um agente de quelacdo (tampao de Tris-EDTA 1x, isento de nucleases da
SIGMA).

[00094] Em paralelo, um protocolo de lise € realizado nas células
vegetativas de Bacillus subtilis preparadas substancialmente da mesma
maneira € usando o agitador de glébulo tendo substancialmente os mesmos
globulos de vidro como descrito nos exemplos anteriores. O agitador de
glébulo € operado em uma velocidade rotativa de 20.000 RPM por cerca de 3
minutos para lisar a amostra.

[00095] Neste exemplo, a amplificacao e deteccao de RNA reforcado é
realizado no Sistema de PCR em tempo Real StepOnePlus® da Applied
Biosystems com o kit de RT-PCR PrimeScript® One Step (Perfect Real Time)
da TaKaRa (cat. RR0O64A), de acordo com as instrucdes do fabricante. 2,0 ul
de lisado preparado sdo adicionados diretamente a uma reacdo de RT-qPCR

consistindo de 1x tampao III de RT-PCR One Step (inclui Mistura de dNTP,
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Mg?*), 0,1 U/ul de exTaq HS TaKaRa, 1x a enzima PrimeScript RT Mistura
I, 1x o corante de referéncia ROX, 0,38 uM de cada iniciador SpoA
especifico de Bacillus subtilis e 0,15 uM de sonda SpoOA TagMan® (Ver a
tabela 1 do Exemplo 1); em um volume final de 20 ul. Em paralelo, o RNA
sem processamento € testado como um controle positivo (na mesma
concentragdo). 2,0 ul de dgua destilada também sdo adicionados a uma reacao
de RT-qPCR como um controle negativo.

[00096] A Tabela 3 fornece os resultados da concentracdo de RNA
recuperado da lise no agitador de glébulo vs. o controle positivo. As amostras
de controle negativo indicaram que nenhum RNA foi presente. Os valores de
Ct (numero de ciclos de PCR necessarios para produzir um sinal positivo)
também sdo dados para ambos os métodos de lise. A FIG. 16 ilustra um
grafico do RNA recuperado médio usando o agitador de glébulo comparado
com o controle positivo. A recuperacao de RNA depois da lise mecanica com
o agitador de glébulo rotativo fluidicamente integrado é compardvel ao
Controle Positivo (diferenca de cerca de 5,3 %). Nenhuma degradacdo de
RNA foi observada depois do processo do agitador de glébulo rotativo

fluidicamente integrado.

Tabela 3
Tratamento Valores médios Con.centragﬁo de RNA % de
de Ct média da qPCR (ng/ul) recuperacio
RNA reforcado-Agitador de
glébulo rotativo fluidicamente 30,04 5,24E-03 105,3
integrado
Controle positivo de RNA 30,10 4,98E-03 100,0
Controle negativo UND UND NA

EXEMPLO 6: Andlise da Integridade do RNA

[00097] Neste exemplo, um bioanalisador Agilent com um Kit
LabChip® associado fornece um método particularmente eficaz para avaliar a
integridade de RNA total. O Bioanalisador Agilent 2100 é uma plataforma
com base microfluidica para classificacdo por tamanho, quantificacdo e
controle de qualidade de DNA, RNA, proteinas e células. A mesma pode ser

usada para observar a qualidade do RNA total pela observacdo dos picos
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ribossdmicos 16S e 23S de procariotas € a sua razdo. A razdo das areas por
detras dos picos 23S:16S € uma medida da pureza do RNA, e a mesma deve
se situar na faixa de 1,5 a 2,0.

[00098] As amostras de RNA (1 ul) do RNA ndo tratado e lisados de
acido nucléico do agitador de gldbulo rotativo fluidicamente integrado sdo
conduzidos no Bioanalisador Agilent 2100 usando o Kit RNA 6000 Peak da
Agilent (cat # 5067-1513) e o Kit RNA 6000 Nano da Agilent (cat # 5067-
1511) para a analise de RNA total (eucaridtico e procariético) € amostras de
mRNA. A FIG. 16A fornece o perfil de rRNA do Bioanalisador para o
controle de RNA ndo tratado (referéncia), enquanto que as FIGs. 16B e 16C
fornecem os perfis de TRNA do Bioanalisador para duas amostras diferentes
lisadas com o agitador de glébulo rotativo. Como € observado, as razdes de
rRNA nos dois exemplos de amostras de acido nucléico processadas no
agitador de globulo rotativo fluidicamente integrado estdo dentro das
especificacoes (1,5-2,0), significando que a integridade do RNA esta correta.
Os picos 23S e 16S das amostras do agitador de globulo sdo visivelmente
menores do que a amostra de controle. Isto € porque os lisados sdo uma
mistura de RNA e DNA e a presenca de DNA nas amostras do agitador de
globulo afeta a resolucdo do eletroferograma do bioanalisador da Agilent.
[00099] A descricdo precedente das formas de realizacdo e exemplos
especificos revelardo assim totalmente a natureza geral da invencdo que
outros podem, pela aplicacio do conhecimento dentro da habilidade da
técnica, facilmente modificar e/ou adaptar para varias aplicagdes tais formas
de realizacdo especificas, sem experimentacdo indevida, sem divergir do
conceito geral da presente inven¢ao. Portanto, tais adaptacdes e modificacdes
sdo intencionadas a estarem dentro do significado e faixa de equivalentes das
formas de realizacdo descritas, com base na descricdo e orientacdo aqui
apresentadas. Deve ser entendido que a fraseologia ou terminologia aqui €

para os propositos de descricdo e nao de limitacdo, tal que a terminologia ou
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fraseologia do presente relatorio descritivo devam ser interpretadas pelo
técnico habilitado considerando as descri¢coes e orientagoes.

[000100] As formas de realizacdo da presente invencdo foram descritas
acima com o auxilio dos blocos de construcdo funcionais ilustrando a
implementacdo de suas func¢des e relacdes especificadas das mesmas. As
fronteiras destes blocos de constru¢ao funcionais foram arbitrariamente aqui
definidas por conveniéncia da descricdo. Fronteiras alternativas podem ser
definidas de modo que as suas funcdes e relacdes especificadas sejam
apropriadamente realizadas.

[000101] As secoes de Resumo e Abstrato podem apresentar uma ou
mais mas nao todas as formas de realizacdo exemplares da presente invengao
como consideradas pelo(s) inventor(es), € assim, ndo sdao intencionadas a
limitar a presente invencao e as reivindicagdes anexas de nenhum modo.
[000102] A amplitude e escopo da presente invengcao nao devem ser
limitadas por nenhuma das formas de realizacdo exemplares descritas acima,
mas devem ser definidas apenas de acordo com as reivindicagOes que seguem

e seus equivalentes.
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REIVINDICACOES

1. Sistema para homogeneizacdo ou lise de uma amostra, o

sistema caracterizado por:

um sistema de cartucho de teste descartavel configurado para
ser acoplado de forma removivel a um analisador e compreendendo:

pelo menos um primeiro reservatorio (124B);

pelo menos um segundo reservatorio (116);

uma ou mais paredes que formam uma camara encerrada (502)
que tem uma entrada (132) e uma pluralidade de conexdes fluidicas (203a-c);
em que pelo menos uma das uma ou mais paredes da cimara encerrada
compreende uma superficie controlada;

uma primeira rede fluidica acoplada a pelo menos uma da
pluralidade de conexdes fluidicas (203a-c) e configurada para introduzir, pelo
menos, a amostra na camara encerrada (502) a partir de, pelo menos, um
primeiro reservatorio (124B);

uma segunda rede fluidica acoplada a pelo menos uma da
pluralidade de conexodes fluidicas (203a-c) e configurada para expelir a
amostra, pelo menos, a partir da camara encerrada (502) para o pelo menos
um segundo reservatorio (116);

um elemento rotativo (136) disposto no interior da camara
encerrada (502); e

um atuador acoplado (202) com o elemento rotativo (136) do
sistema de cartucho de teste descartavel e configurado para rotar o elemento
rotativo (136) em torno de um eixo geométrico que se estende ao longo do
comprimento do elemento rotativo (136).

2. Sistema de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo

fato de que a uma ou mais paredes formam uma camara encerrada
substancialmente cilindrica (502).

3. Sistema de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
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fato de que a uma ou mais paredes formam uma camara encerrada (502) que
tem uma sec¢ao transversal retangular.

4. Sistema de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo

fato de que a entrada (132) € configurada para introduzir amostras sodlidas,
semissOlidas ou liquidas a partir de um ambiente externo.

5. Sistema de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que a entrada (132) fica localizada na parte superior da cdmara
encerrada (502).

6. Sistema de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo

fato de que a entrada (132) fica localizada sobre um lado da cdmara encerrada
(502).

7. Sistema de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo

fato de que compreende adicionalmente uma tampa (134) configurada para se

encaixar sobre a entrada (132) e prevenir vazamentos.

8. Sistema de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo
fato de que pelo menos uma por¢ao de qualquer da primeira rede fluidica ou
da segunda rede fluidica estd configurada para pressurizar ou despressurizar a
camara encerrada (502).

9. Sistema de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo

fato de que compreende adicionalmente uma terceira rede fluidica acoplada a
camara encerrada (502) e configurada para pressurizar ou despressurizar a
camara encerrada (502).

10. Sistema de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que compreende adicionalmente uma pluralidade de glébulos
(604) dispostos no interior da camara encerrada (502).

11. Sistema de acordo com a reivindicacdo 10, caracterizado

pelo fato de que a pluralidade de glébulos (604) compreende materiais
selecionado do grupo sendo plastico, vidro, ceramica e silica.

12. Sistema de acordo com a reivindicacdo 10, caracterizado
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pelo fato de que a pluralidade de globulos (604) varia em diametro de 1

micron a aproximadamente 3000 microns.

13. Sistema de acordo com a reivindicacdo 10, caracterizado
pelo fato de que o elemento rotativo (136) € configurado para excitar a

pluralidade de granulos (604).

14. Sistema de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o atuador (202) esta ligado de forma removivel ao elemento

rotativo (136) através de um mecanismo de acoplamento (302).

15. Sistema de acordo com a reivindicacdo 14, caracterizado
pelo fato de que compreende adicionalmente um suporte (140) disposto
substancialmente no mecanismo de acoplamento (302) e configurado para
prevenir vazamentos.

16. Sistema de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que compreende adicionalmente uma cavidade (205) disposta em
um lado da camara encerrada (502), de tal modo que uma superficie aquecida
colocada contra a cavidade (205) aumenta substancialmente a temperatura no
interior da camara encerrada (502).

17. Método para lise de uma amostra, caracterizado pelo fato

de:

introduzir, pelo menos, a amostra em uma camara encerrada
(502) através de uma conexao fluidica (203a-c) acoplada a uma rede fluidica
que estd adicionalmente acoplada a uma ou mais outras cdmaras (116), em
que uma ou mais paredes da camara encerrada (502) compreende uma
superficie controlada, em que a camara encerrada (502), a conexdo fluidica
(203a-c), a rede fluidica, e a uma ou mais outras camaras (116) estdo
dispostas dentro de um sistema de cartucho de teste descartavel acoplado de

forma removivel a um analisador;
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rotar um elemento rotativo (136), disposto no interior da
camara encerrada (502), ao longo de um eixo geométrico que se estende ao
longo de um comprimento do elemento rotativo (136); e

lise da amostra no interior da camara encerrada (502) através
do movimento do elemento rotativo (136).

18. Método de acordo com a reivindica¢do 17, caracterizado

pelo fato de que compreende adicionalmente expelir, pelo menos, a amostra
da camara encerrada (502) através de uma outra conexao fluidica (203a-c)
acoplado a rede fluidica.

19. Método de acordo com a reivindica¢do 17, caracterizado

pelo fato de que compreende adicionalmente a pressurizacdo ou
despressurizacdo da camara encerrada (502) através da rede fluidica.

20. Método de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado

pelo fato de que compreende adicionalmente a afixagdo de um atuador (202)
para o elemento rotativo (136) através de um mecanismo de acoplamento
(302).

21. Método de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado

pelo fato de que compreende adicionalmente introducdo de, pelo menos, a
amostra para a camara encerrada (502) através de uma entrada (132)
configurada para introduzir as amostras a partir de um ambiente externo.

22. Método de acordo com a reivindicagdo 21, caracterizado

pelo fato de que introduzir, pelo menos, a amostra através da entrada (132)
compreende introduzir amostras de solidos, semissélidos, ou liquidos.

23. Método de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado

pelo fato de que compreende adicionalmente o aquecimento da amostra
através de uma cavidade (205) disposta em um lado da camara encerrada

(502).
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