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DESCRIPCION
Método y sistema para el analisis y la cuantificacién de acido nucleico
Referencia cruzada
Declaracién de interés del gobierno

Esta invencion se realizo con el apoyo del gobierno bajo la subvencion de investigacion de innovacién de pequefias
empresas nimero 1R430D023028-01 y 1R43HG009640 otorgada por el Instituto nacional de salud. El gobierno de
los EE. UU. tiene determinados derechos sobre la invencién.

Antecedentes

Los dispositivos microfluidicos son dispositivos que contienen estructuras que manejan fluidos a pequefia escala.
Tipicamente, un dispositivo de microfluidico opera en una escala submilimétrica y maneja microlitros, nanolitros o cantidades
mas pequefias de fluidos. En los dispositivos microfluidicos, un importante mecanismo de ensuciamiento es el aire atrapado,
o burbujas, dentro de la microestructura. Esto puede ser particularmente problematico cuando se usa un material
termoplastico para crear la estructura microfluidica, ya que la permeabilidad al gas de los termoplasticos es muy baja.

Para evitar el ensuciamiento por el aire atrapado, las estructuras microfluidicas anteriores usan disefios de canal recto
simple o de canal ramificado con materiales termoplasticos, o fabrican el dispositivo mediante el uso de materiales de
alta permeabilidad a los gases, tales como elastémeros. Sin embargo, los disefios simples limitan la posible funcionalidad
del dispositivo microfluidico, y los materiales elastoméricos son dificiles y costosos de fabricar, particularmente a escala.

Una aplicacion de las estructuras microfluidicas es la reaccion en cadena de la polimerasa digital (d{PCR). La dPCR
diluye una muestra de acidos nucleicos hasta una plantilla 0 menos de acido nucleico en cada particion de una
estructura microfluidica que proporciona una matriz de muchas particiones y realiza una reacciéon de PCR en toda
la matriz. Contando las particiones en las que la plantilla se amplificé con éxito mediante PCR y aplicando
estadisticas de Poisson al resultado, se cuantifica el acido nucleico diana. A diferencia de la popular PCR
cuantitativa en tiempo real (QPCR), donde las plantillas se cuantifican comparando la velocidad de amplificacion
por PCR de una muestra desconocida con la velocidad de un conjunto de estandares de qPCR conocidos, la dPCR
ha demostrado exhibir una mayor sensibilidad, una mejor precisiéon y una mayor reproducibilidad.

Para los investigadores y médicos gendmicos, la dPCR es particularmente poderosa en la deteccion de mutaciones
raras, la cuantificacidon de variantes del nimero de copias y la cuantificacidon de bibliotecas de secuenciacion de
préxima generacion. El uso potencial en entornos clinicos para la biopsia liquida con ADN libre de células y la
cuantificacion de la carga viral aumenta ain mas el valor de la tecnologia de dPCR. Las soluciones de dPCR
existentes han usado las matrices de valvulas elastoméricas, enfoques de orificio pasante de silicio y encapsulacién
microfluidica de gotas en aceite. A pesar del creciente nimero de plataformas de dPCR disponibles, la dPCR ha
estado en desventaja en comparacion con la tecnologia gqPCR mas antigua que se basa en contar la cantidad de
ciclos de amplificacion de PCR. La combinacion de rendimiento, facilidad de uso, desempefio y costo son las
principales barreras para lograr la adopcion en el mercado de la dPCR.

El documento W0O2014/039963 describe métodos y dispositivos para amplificar simultaneamente una pluralidad de
pocillos de muestra para una cantidad predeterminada de amplificacion, detectar si se ha producido amplificacion
en un primer conjunto de los pocillos, amplificar para una cantidad adicional de amplificaciéon y detectar si se ha
producido la amplificacién en un segundo conjunto de los pocillos.

El documento WO2013/177206 describe métodos y dispositivos para analizar particulas individuales en una
poblacién de particulas, en donde se miden al menos dos parametros para cada particula.

Resumen

En la presente descripcion se proporcionan los métodos y sistemas que pueden ser Utiles para amplificar y cuantificar
acidos nucleicos y detectar la presencia o ausencia de dianas (por ejemplo, dianas reales o sospechadas), tales como,
por ejemplo, patégenos (por ejemplo, bacterias). La presente descripcion proporciona los métodos, sistemas y
dispositivos que pueden permitir la preparacién de muestras, la amplificacion de muestras y el andlisis de muestras
mediante el uso de la reaccién en cadena de la polimerasa digital (dPCR). Esto puede permitir que un acido nucleico
sea amplificado y cuantificado a un costo y complejidad reducidos en comparacion con otros sistemas y métodos.

Los métodos y sistemas de la presente descripcidon pueden emplear andlisis de fusion de alta resolucion (HRM) para
detectar las variantes de secuencia de acido nucleico (por ejemplo, acido desoxirribonucleico, ADN). Los métodos de
HRM de la presente descripciéon pueden crear curvas de fusiéon dependientes de la secuencia con resolucion de un
solo nucleétido, todo completado a través de una integracidon perfecta con la amplificacion de acidos nucleicos, tal
como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), en algunos casos sin ninguna etapa de procesamiento posterior
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a la amplificacién. Junto con la PCR de amplio rango, los métodos y sistemas de HRM de la presente descripcion
pueden expandir en gran medida la amplitud de las variantes de secuencia que pueden identificarse.

En la presente descripcion se reconocen varias limitaciones asociadas con los enfoques de la curva de fusion que estan
actualmente disponibles. El disefio de analisis de PCR/HRM en masa convencional puede estar limitado para abordar varias
necesidades criticas en los analisis genéticos y epigenéticos. Una limitacion critica es la sensibilidad inadecuada debido a
la interferencia de los inhibidores de la PCR o al exceso de ADN humano de fondo. Otra limitacion critica es su incapacidad
para diseccionar multiples variantes de secuencia en una poblacion heterogénea y cuantificar con precision cada variante.

En la presente descripcidn se reconoce la necesidad de determinar cantidades absolutas de variantes alélicas raras
y proporciones alélicas relativas. En enfermedades infecciosas, la deteccidn e identificacion precisas de la carga
minima de patdégenos y la resolucién cuantitativa de poblaciones microbianas mixtas para diferenciar la infeccion
de la colonizacion o la contaminacién subrayan aun mas la importancia de distinguir cuantitativamente las variantes
que coexisten en una muestra.

La presente descripcidn proporciona una plataforma de andlisis de HRM digital que integra la cuantificacion absoluta
en PCR digital (dPCR) con el analisis de HRM. Esto puede proporcionar analisis profundos a nivel de una sola
molécula y de una manera de alto rendimiento.

Un sistema para analizar una pluralidad de moléculas de acido nucleico es el primer aspecto de la presente
invenciéon y se proporciona en la reivindicacion 1. Las modalidades preferidas se proporcionan en las
reivindicaciones dependientes. Cualquier aspecto o modalidad de la descripcidon mas abajo que no esté incluido en
las reivindicaciones se proporciona solo como referencia.

En un aspecto, la presente descripcion proporciona un método para analizar una pluralidad de moléculas de acido
nucleico que comprende proporcionar un dispositivo que comprende una pluralidad de particiones, en donde al menos
un subconjunto de la pluralidad de particiones comprende la pluralidad de moléculas de acido nucleico, en donde cada
particion del al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones se configura para permitir el flujo de gas desde el
al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones a un medio externo al el al menos el subconjunto de la pluralidad
de particiones a través de al menos una barrera que separa el al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones
del medio externo; mientras se somete al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones a un calentamiento
controlado, recopilar sefiales del al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones; y procesar las sefales
recopiladas para producir datos indicativos de un punto de fusion de al menos un subconjunto de la pluralidad de
moléculas de acido nucleico en el al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones.

En algunas modalidades, el método comprende, ademas, antes de proporcionar el dispositivo que comprende la
pluralidad de moléculas de acido nucleico, realizar reacciones de amplificaciéon de acidos nucleicos en una muestra
de acidos nucleicos en condiciones suficientes para producir la pluralidad de moléculas de acido nucleico como
productos de amplificacion de la muestra de acidos nucleicos. En algunas modalidades, el método comprende ademas
cargar la muestra de acidos nucleicos en al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones antes de realizar las
reacciones de amplificacion de acidos nucleicos. En algunas modalidades, las reacciones de amplificacion de acidos
nucleicos se realizan en al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones. En algunas modalidades, realizar
reacciones de amplificacién de acidos nucleicos en la muestra de acidos nucleicos comprende amplificar al menos
una porcion de una region espaciadora transcrita interna de al menos un subconjunto de moléculas de acido nucleico
de la muestra de acidos nucleicos. En algunas modalidades, las reacciones de amplificacion de acidos nucleicos usan
uno o mas reactivos seleccionados del grupo que consiste de cebadores, desoxirribonucledtidos, tampones,
cofactores, colorantes intercalantes y polimerasas. En algunas modalidades, uno o mas reactivos comprenden un
fluoréforo o marcador fluorescente. En algunas modalidades, el método comprende, ademas, antes de realizar las
reacciones de amplificacion de acidos nucleicos en la muestra de acidos nucleicos, poner en contacto al menos un
subconjunto de las moléculas de acido nucleico de la muestra de acidos nucleicos con un colorante intercalante.

En algunas modalidades, la recopilaciéon de sefiales de al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones
mientras se somete al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones a calentamiento controlado se realiza
en una pluralidad de puntos de tiempo.

En algunas modalidades, la recopilaciéon de sefiales de al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones
mientras se somete al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones a calentamiento controlado comprende
generar imagenes del al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones para recopilar las sefales.

En algunas modalidades, el procesamiento de las sefiales recopiladas comprende usar las sefiales para generar
datos de sefial frente a temperatura para al menos el subconjunto de la pluralidad de moléculas de acido nucleico
en al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones.

En algunas modalidades, la pluralidad de moléculas de acido nucleico se deriva de una muestra que contiene o se

sospecha que contiene un patdégeno. En algunas modalidades, el patdgeno es al menos una bacteria. En algunas
modalidades, la al menos una bacteria se selecciona del grupo que consiste de Bacillus anthracis, Bacillus cereus,
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Bacillus halodurans, Bacillus mycoides, Bacillus polymexa, Bacillus subtilis, Bacillus thuringensis, Staphylococcus capitis,
Staphylococcus caprae, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis, Staphylococcus lentus, Staphylococcus
lugdunensis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus xylosus, Propionibacterium acnes, Enterococcus faecalis,
Actinobacteria, Alphaproteobacteria, Bacteroidetes, Betaproteobacteria, Chlamydiaes, Epsilonproteobacteria, Firmicutes,
Gammaproteobacteria, Spirochaetales y Tenericutes. En algunas modalidades, el método comprende, ademas, antes de
proporcionar el dispositivo que comprende la pluralidad de moléculas de acido nucleico, aislar o extraer la pluralidad de
moléculas de acido nucleico, o un subconjunto de las mismas, de al menos una bacteria. En algunas modalidades, el
método comprende, ademas, usar los datos indicativos de un punto de fusién para determinar la presencia o ausencia
del patégeno en cada particién de al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones.

En algunas modalidades, la muestra de la que se deriva la pluralidad de moléculas de acido nucleico es una muestra
biolégica. En algunas modalidades, la muestra bioldgica comprende un fluido corporal seleccionado del grupo que
consiste de sangre, orina, semen, mucosidad y saliva. En otras modalidades, la muestra de la que se deriva la
pluralidad de moléculas de acido nucleico es una muestra ambiental.

En algunas modalidades, proporcionar el dispositivo comprende ademas cargar la pluralidad de moléculas de acido
nucleico en la pluralidad de particiones, en donde durante la carga, el gas en al menos el subconjunto de la
pluralidad de particiones se somete a flujo desde al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones al medio
externo a al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones.

En algunas modalidades, la barrera comprende un material polimérico. En algunas modalidades, el material polimérico es
un material termoplastico. En algunas modalidades, la barrera es al menos parcialmente permeable a un gas bajo un
diferencial de presién aplicado a través de la barrera. En algunas modalidades, la barrera es sustancialmente transparente
Opticamente. En algunas modalidades, la barrera tiene un grosor de aproximadamente 50 ym a aproximadamente 200 um.

En algunas modalidades, el dispositivo comprende al menos un microcanal que comprende al menos una entrada, al
menos una salida y una pluralidad de aberturas de sifén, en donde cada uno de al menos el subconjunto de la pluralidad
de particiones esta en comunicacion fluida con al menos un microcanal por la pluralidad de aberturas de sifén.

En algunas modalidades, la pluralidad de particiones comprende de aproximadamente 1000 a aproximadamente
20 000 particiones.

En algunas modalidades, la pluralidad de moléculas de acido nucleico son moléculas de acido desoxirribonucleico.
En otras modalidades, la pluralidad de moléculas de acido nucleico son moléculas de acido ribonucleico.

En otro aspecto, la presente descripcion proporciona un método para analizar una pluralidad de moléculas de acido
nucleico que comprende proporcionar un dispositivo que comprende una pluralidad de particiones, en donde al menos
un subconjunto de la pluralidad de particiones comprende la pluralidad de moléculas de acido nucleico, en donde cada
particion del al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones se configura para permitir el flujo de gas desde el al
menos el subconjunto de la pluralidad de particiones a un medio externo al el al menos el subconjunto de la pluralidad de
particiones a través de al menos una barrera que separa el al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones del
medio externo; someter al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones a condiciones suficientes para realizar
reacciones de amplificacion de acidos nucleicos mediante el uso de la pluralidad de moléculas de acidos nucleicos para
generar productos de amplificacion a partir de al menos un subconjunto de la pluralidad de moléculas de acidos nucleicos.
mientras se somete al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones a las condiciones, recopilar sefiales del al
menos el subconjunto de la pluralidad de particiones en una pluralidad de puntos de tiempo; y procesar las sefiales para
determinar un nimero de moléculas de acido nucleico en el al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones.

En algunas modalidades, someter al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones a condiciones suficientes para
llevar a cabo las reacciones de amplificacién de acidos nucleicos comprende ciclos térmicos, y recopilar sefiales comprende
recopilar sefiales de cada particion de al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones mas de una vez por ciclo
térmico. En algunas modalidades, el ciclo térmico comprende una fase de desnaturalizacion, una fase de extension y una
fase hibridacién. En algunas modalidades, el termociclado se realiza mediante el uso de un termociclador de bloque plano.

En algunas modalidades, las reacciones de amplificacion de acidos nucleicos usan uno o mas reactivos
seleccionados del grupo que consiste de cebadores, desoxirribonucledtidos, tampones, cofactores, colorantes
intercalantes y polimerasas. En algunas modalidades, uno o mas reactivos comprenden un fluor6foro o marcador
fluorescente. En algunas modalidades, recopilar sefiales de al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones
en una pluralidad de puntos de tiempo comprende generar imagenes del al menos el subconjunto de la pluralidad
de particiones para recopilar las sefiales. En algunas modalidades, al menos el subconjunto de la pluralidad de
particiones se visualiza simultaneamente. En algunas modalidades, la formacion de imagenes se realiza mediante
el uso de un detector que detecta la emision de fluorescencia en dos o mas longitudes de onda. En algunas
modalidades, el procesamiento de sefiales para determinar una cantidad de moléculas de acido nucleico en al
menos el subconjunto de la pluralidad de particiones comprende determinar una intensidad 6ptica para cada
particién de al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones, en donde la intensidad 6ptica es proporcional
a la cantidad de productos de amplificaciéon en cada uno de al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones.
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En algunas modalidades, proporcionar el dispositivo que comprende la pluralidad de moléculas de acido nucleico comprende
ademas cargar la pluralidad de moléculas de acido nucleico en la pluralidad de particiones, en donde durante la carga, el
gas en al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones se somete a flujo desde el al menos el subconjunto de la
pluralidad de particiones hasta el medio externo a al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones.

En algunas modalidades, la barrera comprende un material polimérico. En algunas modalidades, el material polimérico es
un material termoplastico. En algunas modalidades, la barrera es al menos parcialmente permeable a un gas bajo un
diferencial de presién aplicado a través de la barrera. En algunas modalidades, la barrera es sustancialmente transparente
Opticamente. En algunas modalidades, la barrera tiene un grosor de aproximadamente 50 ym a aproximadamente 200 um.

En algunas modalidades, el dispositivo comprende al menos un microcanal que comprende al menos una entrada, al
menos una salida y una pluralidad de aberturas de sifén, en donde cada uno de al menos el subconjunto de la pluralidad
de particiones esta en comunicacion fluida con al menos un microcanal por la pluralidad de aberturas de sifén.

En algunas modalidades, la pluralidad de particiones comprende de aproximadamente 1000 a aproximadamente
20 000 particiones.

En algunas modalidades, la pluralidad de moléculas de acido nucleico son moléculas de acido desoxirribonucleico.
En otras modalidades, la pluralidad de moléculas de acido nucleico son moléculas de acido ribonucleico.

En un aspecto adicional, la presente descripciéon proporciona un sistema para analizar una pluralidad de moléculas de
acido nucleico que comprende: una unidad de soporte configurada para aceptar un dispositivo que comprende una
pluralidad de particiones, en donde cada particién del al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones se configura
para permitir el flujo de gas desde al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones a un entorno externo al menos
el subconjunto de la pluralidad de particiones a través de al menos una barrera que separa el al menos el subconjunto
de la pluralidad de particiones del entorno externo; un detector configurado para recopilar sefiales de al menos el
subconjunto de la pluralidad de particiones en una pluralidad de puntos de tiempo; y uno o mas procesadores informaticos
acoplados operativamente al detector, en donde el uno o mas procesadores informaticos estan programados
individualmente o colectivamente para: (i) someter al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones a condiciones
suficientes para realizar reacciones de amplificacion de acidos nucleicos mediante el uso de la pluralidad de moléculas
de acidos nucleicos para generar productos de amplificacidén a partir de al menos un subconjunto de la pluralidad de
moléculas de acidos nucleicos; (i) mientras se somete el al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones a las
condiciones en (i), recibir las sefiales recopiladas desde al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones por el
detector en la pluralidad de puntos de tiempo; y (iii) procesar las sefiales para determinar un nimero de moléculas de
acido nucleico en al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones.

En algunas modalidades, el sistema comprende ademas una unidad de flujo de fluido que se configura para dirigir
la pluralidad de moléculas de acido nucleico a la pluralidad de particiones. En algunas modalidades, uno o mas
procesadores informaticos estan programados individual o colectivamente para dirigir la unidad de flujo de fluido
para cargar la pluralidad de moléculas de acido nucleico en la pluralidad de particiones.

En otro aspecto, la presente descripcion proporciona un sistema para analizar una pluralidad de moléculas de acido
nucleico que comprende: una unidad de soporte configurada para aceptar un dispositivo que comprende una
pluralidad de particiones, en donde cada particién del al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones se
configura para permitir el flujo de gas desde al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones a un entorno
externo al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones a través de al menos una barrera que separa el al
menos el subconjunto de la pluralidad de particiones del entorno externo; una unidad térmica configurada para
someter al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones a calentamiento controlado; un detector configurado
para recoger sefiales de al menos un subconjunto de la pluralidad de particiones; y uno o mas procesadores
informaticos acoplados operativamente a la unidad térmica y al detector, en donde el uno o mas procesadores
informaticos estan programados individualmente o colectivamente para: (i) dirigir la unidad térmica para someter al
menos el subconjunto de la pluralidad de particiones a calentamiento controlado; (ii) recibir las sefiales recopiladas
desde al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones por el detector mientras que el al menos el
subconjunto de la pluralidad de particiones se somete a calentamiento controlado; y (iii) procesar las sefiales
recopiladas en (ii) para producir datos indicativos de un punto de fusion de al menos un subconjunto de la pluralidad
de moléculas de acido nucleico en el al menos el subconjunto de la pluralidad de particiones.

En algunas modalidades, el sistema comprende ademas una unidad de flujo de fluido que se configura para dirigir
la pluralidad de moléculas de acido nucleico a la pluralidad de particiones. En algunas modalidades, uno o mas
procesadores informaticos estan programados individual o colectivamente para dirigir la unidad de flujo de fluido
para cargar la pluralidad de moléculas de acido nucleico en la pluralidad de particiones.

Otro aspecto de la presente descripcion proporciona un medio legible por computadora no transitorio que

comprende un codigo ejecutable por maquina que, al ser ejecutado por uno o mas procesadores de computadora,
implementa cualquiera de los métodos anteriores o en cualquier otra parte de la presente descripcién.
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Otro aspecto de la presente descripcion proporciona un sistema que comprende uno 0 mas procesadores
informaticos y una memoria informatica acoplada a los mismos. La memoria de la computadora comprende un
cddigo ejecutable a maquina que, al ser ejecutado por uno o mas procesadores de computadora, implementa
cualquiera de los métodos anteriores o en cualquier otra parte de la presente descripcion.

Los aspectos y ventajas adicionales de la presente descripcion seran facilmente evidentes para los expertos en esta
técnica a partir de la siguiente descripcion detallada, en donde solo se muestran y describen modalidades ilustrativas de
la presente descripcion. Como se comprenderd, la presente descripcion es susceptible de otras y diferentes modalidades,
y sus diversos detalles pueden sufrir modificaciones en varios aspectos obvios, todo ello sin apartarse de la descripcion.
En consecuencia, los dibujos y la descripcion deben considerarse de naturaleza ilustrativa y no restrictiva.

Breve descripcion de los dibujos

Las caracteristicas novedosas de la invencién se exponen con particularidad en las reivindicaciones adjuntas. Se
obtendra una mejor comprension de las caracteristicas y ventajas de la presente invencién por referencia a la
siguiente descripcion detallada que expone las modalidades ilustrativas, en las que se utilizan los principios de la
invencion, y los dibujos acompafiantes (también, “Figura” y “Fig.” en la presente descripcion) de los cuales:

las Figuras 1A y 1B ilustran un ejemplo de una estructura microfluidica; la Figura 1A muestra la estructura desde
una vista superior, mientras que la Figura 1B ilustra una seccién transversal de la estructura;

las Figuras 2A y 2B ilustran esquematicamente disposiciones de microcamaras, aberturas de sifon y microcanales de
ejemplo dentro de un dispositivo microfluidico; la Figura 2A muestra una realizacién en la que se usan subcanales
paralelos y uno 0 mas canales transversales para formar una rejilla de microcdmaras; la Figura 2B muestra una
realizacion en la que un solo microcanal en un patrén de serpentina forma una rejilla hexagonal de microcamaras;

las Figuras 3A-3D muestran métodos para el uso de un dispositivo microfluidico ilustrativo; la Figura 3A muestra una
etapa de aplicar reactivo a baja presion; la Figura 3B muestra una etapa de aplicar un diferencial de presién a través del
dispositivo microfluidico para forzar la particién y desgasificacion; la Figura 3C muestra una etapa de aplicar fluido a baja
presion para liberar el microcanal; la Figura 3D muestra el estado del sistema después de la finalizacién del método;

la Figura 4 ilustra esquematicamente un método de fabricacion de un dispositivo microfluidico;

la Figura 5 ilustra esquematicamente un proceso de PCR digital ilustrativo para ser empleado con un dispositivo
microfluidico;

la Figura 6 ilustra esquematicamente una maquina para realizar un método de amplificacidén y cuantificacion de
acido nucleico en una sola maquina;

la Figura 7 ilustra esquematicamente un sistema de control informatico de ejemplo que esta programado o
configurado de cualquier otra manera para implementar los métodos proporcionados en la presente memoria;

las Figuras 8A y 8B muestran el dispositivo microfluidico y la particion de muestra; la Figura 8A muestra un
dispositivo microfluidico formado por micromoldeo de un termoplastico;la Figura 8B muestra imagenes
fluorescentes del proceso de particion de muestra;

la Figura 9 muestra un sistema de ejemplo para procesar una muestra de acido nucleico;

las Figura 10A-10D muestran una deteccidn fluorescente de dos colores (un color que representa la sefial de
muestra y el otro que representa una sefial de normalizacion) de amplificacion de acido nucleico de particiones que
contienen aproximadamente una copia de plantilla de acido nucleico en promedio y particiones que contienen cero
copias de plantilla de acido nucleico (sin control de plantilla o NTC, por sus siglas en inglés); la Figura 10A muestra
cero copias por particion (NTC) después de la amplificacion; la Figura 10B muestra la amplificaciéon de acido
nucleico de particiones que contienen aproximadamente una copia por particién; la Figura 10C muestra una
representacion de la intensidad de fluorescencia de NTC de ambos colores fluorescentes; y la Figura 10D muestra
una representacion de intensidad de fluorescencia de ambos colores fluorescentes de la muestra amplificada;

las Figuras 11A-11C muestran representaciones de un proceso de reaccion en cadena de la polimerasa digital cuantitativa
(qdPCR); la Figura 11A muestra una representacion de las particiones de un dispositivo microfluidico ilustrativo; la Figura
11B muestra la dinamica de amplificacidn de las muestras en cada particion del dispositivo ilustrativo; la Figura 11C muestra
los resultados de un proceso de qdPCR aplicado a la dindmica de amplificacion que se muestra en la Figura 11B;

las Figuras 12A-12B muestran un dispositivo para el procesamiento y/o analisis de muestras; la Figura 12A
muestra el dispositivo; la Figura 12B ilustra una disposicion de una parte de las particiones dentro de una matriz
de reaccidn del dispositivo;
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la Figura 13 ilustra una representacion esquematica de un dispositivo para el procesamiento y/o analisis de
muestras, junto con una unidad neumatica para uso en el control de fluidos del dispositivo;

las Figuras 14A-14B ilustran esquematicamente una unidad de ciclo térmico de bloque plano; la Figura 14A ilustra
la unidad de ciclo térmico de bloque plano; la Figura 14B ilustra la unidad de ciclo térmico de bloque plano de la
Figura 14A con la adicién de una abrazadera neumatica, con la abrazadera abierta de manera que un dispositivo
tal como el dispositivo de la Figura 12A puede cargarse en la unidad de ciclo térmico;

la Figura 15 ilustra un sistema de qdPCR completo para procesamiento y/o analisis de muestras, que incluye
unidades térmicas, opticas, neumaticas y mecanicas;

la Figura 16 ilustra un método para realizar la qdPCR para procesamiento y/o analisis de muestras;

las Figuras 17A-17B muestran un sistema de ejemplo para procesar una molécula de acido nucleico; la Figura
17 A muestra el sistema de ejemplo completo para procesar una molécula de acido nucleico; la Figura 17B muestra
la parte del sistema de ejemplo que incluye componentes de formaciéon de imagenes y un dispositivo para
procesamiento y/o analisis de muestras;

la Figura 18 muestra las imagenes de la muestra tomadas después de la amplificacion de un subconjunto de
particiones en diferentes condiciones en un dispositivo Gtil para el procesamiento y/o analisis de muestras;

la Figura 19 muestra datos de qdPCR de muestra tomados usando el sistema de ejemplo de las Figuras 17A-
17B y corresponde a las imagenes de la Figura 18;

las Figuras 20A - 20B muestran una carga diferencial de un procesamiento y/o analisis de muestra util de dispositivo; la
Figura 20A muestra imagenes de un subconjunto de particiones en un dispositivo que incluye diferentes nimeros de
moléculas de acido nucleico; la Figura 20B muestra un analisis de Poisson de las imagenes de la Figura 20A;

la Figura 21 muestra las imagenes y la densidad correspondiente y la ocupaciéon de particion para dispositivos
cargados de forma diferente Gtiles para el procesamiento y/o analisis de las muestras;

las Figuras 22A - 22B ilustran esquematicamente un analisis de fusion de alta resolucién (HRM); la Figura 22A
ilustra las diferencias entre los analisis de HRM digitales y masivos; la Figura 22B muestra curvas de HRM para
diferentes especies bacterianas y su uso para determinar la ocupacion de las particiones;

las Figura 23A - 23E muestran los datos de HRM para varias especies bacterianas; la Figura 23A muestra las
curvas de HRM derivadas compuestas de 16S y el espaciador transcrito interno (ITS) para bacterias diversas; la
Figura 23B muestra curvas de HRM para diferentes especies del género Bacilus; la Figura 23C muestra curvas de
HRM para diferentes especies del género Staphylococcus; la Figura 23D muestra curvas de HRM de ITS para
diferentes especies de S. pneumonia; la Figura 23E muestra un mapa de calor de la homologia de secuencia ITS
para especies bacterianas diferentes organizadas por filo;

las Figuras 24A - 24B ilustran esquematicamente un andlisis de HRM; la Figura 24A ilustra la particién de ADN de
una muestra que incluye una pluralidad de moléculas de ADN; la Figura 24B muestra una sefial fluorescente
dependiente de la temperatura correspondiente a las diferentes poblaciones de particion tedricas;

la Figura 25 muestra las imagenes de muestra tomadas durante un analisis de HRM de un subconjunto de particiones
en un dispositivo Gtil para el procesamiento y/o analisis de muestras tomadas en diferentes condiciones; y

la Figura 26 muestra los datos de HRM de la muestra correspondiente a las imagenes de la Figura 25.
Descripcién detallada

Aunque diversas modalidades de la invencién se han mostrado y descrito en la presente descripcion, sera obvio
para los expertos en la técnica que tales modalidades se proporcionan solo a modo de ejemplo. Numerosas
variaciones, cambios, y sustituciones se les ocurriran ahora a los expertos en la técnica sin apartarse de la
invencion. Debe entenderse que en la practica de la invencidén pueden emplearse diversas alternativas a las
modalidades de la invencién descritas en la presente descripcion.

Como se usa en la presente descripcidn, los términos “amplificacion” y “amplificar” se usan indistintamente y
generalmente se refieren a generar una o0 mas copias o “producto amplificado” de un acido nucleico. Tal amplificacion
puede ser mediante el uso de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) o amplificacion isotérmica, por ejemplo.

Como se usa en la presente descripcion, el término “acido nucleico” generalmente se refiere a una forma polimérica de
nucledtidos de cualquier longitud (por ejemplo, al menos 2, 3,4, 5,6,7, 8, 9, 10, 100, 500 o 1000 nucleétidos), ya sean
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desoxirribonucledtidos o ribonucleétidos, o analogos de los mismos. Un acido nucleico puede incluir una o mas
subunidades seleccionadas de adenosina (A), citosina (C), guanina (G), timina (TO y uracilo (U) o variantes de las
mismas. Un nucledtido puede incluir A, C, G, T o U, o variantes de los mismos. Un nucleétido puede incluir cualquier
subunidad que pueda incorporarse en una cadena de acido nucleico en crecimiento. Tal subunidad puede serA,C, G, T
o U, o cualquier otra subunidad que sea especifica de una de las mas complementarias A, C, G, T o U, o complementaria
de una purina (es decir, A 0 G, o variante de la misma) o pirimidina (es decir, C, T o U, o variante de la misma). En algunos
ejemplos, un acido nucleico puede ser monocatenario o bicatenario; en algunos casos, una molécula de acido nucleico
es circular. Los ejemplos no limitantes de acidos nucleicos incluyen acido desoxirribonucleico (ADN) y acido ribonucleico
(ARN). Los acidos nucleicos pueden incluir las regiones codificantes o no codificantes de un gen o fragmento de gen, loci
(locus) definidos a partir del analisis de ligamiento, exones, intrones, ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia,
ARN ribosomal, ARN de interferencia corto (ARNic), ARN corto en horquilla (ARNhc), micro-ARN (miARN), ribozimas,
ADNCc, acidos nucleicos recombinantes, acidos nucleicos ramificados, plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier
secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia, sondas de acido nucleico y cebadores. Un acido nucleico puede
comprender uno o mas nucledtidos modificados, tales como nucledtidos metilados y analogos de nucleétidos.

Como se usa en la presente descripcion, los términos “reactivo de reaccion en cadena de la polimerasa” o “reactivo
de PCR” se usan indistintamente y generalmente se refieren a una composicién que comprende los reactivos
necesarios para completar una reacciéon de amplificacién de acido nucleico (por ejemplo, amplificacién de ADN),
con ejemplos no limitantes de tales reactivos que incluyen los conjuntos de cebadores o sitios de cebado (por
ejemplo, corte) que tienen especificidad por un acido nucleico diana, polimerasas, tampones adecuados, cofactores
(por ejemplo, cationes divalentes y monovalentes), dNTP y otras enzimas. Un reactivo de PCR también puede
incluir sondas, indicadores y moléculas que comprenden sondas e indicadores.

Como se usa en la presente descripcion, el término “sonda” generalmente se refiere a una molécula que comprende
un resto detectable, cuya presencia o ausencia puede usarse para detectar la presencia o ausencia de un producto
amplificado. Los ejemplos no limitantes de restos detectables pueden incluir radiomarcadores, marcadores de
isétopos estables, marcadores fluorescentes, marcadores quimioluminiscentes, marcadores enzimaticos,
marcadores colorimétricos o cualquier combinacion de los mismos.

Como se usa en la presente descripcion, el término “extension” generalmente se refiere a la incorporacion de nucleétidos
en un acido nucleico de una manera dirigida por plantilla. La extensién puede ocurrir con la ayuda de una enzima. Por
ejemplo, la extensién puede ocurrir con la ayuda de una polimerasa. Las condiciones en las que puede ocurrir la extensién
incluyen una “temperatura de extension” que generalmente se refiere a una temperatura a la que se logra la extension y
una “duracion de la extensién” que generalmente se refiere a una cantidad de tiempo asignada para que ocurra la extension.

Como se usa en la presente descripcion, el término “molécula indicadora” generalmente se refiere a una molécula
que comprende un resto detectable, cuya presencia o ausencia puede usarse para indicar la particiéon de la muestra.
Los ejemplos no limitantes de restos detectables pueden incluir radiomarcadores, marcadores de is6topos estables,
marcadores fluorescentes, marcadores quimioluminiscentes, marcadores enzimaticos, marcadores colorimétricos
o cualquier combinacién de los mismos.

El término “muestra”, como se usa en la presente descripcion, generalmente se refiere a cualquier muestra que
contenga o se sospeche que contenga una molécula de acido nucleico. La molécula de acido nucleico puede estar
en o a partir de una muestra celular u organismo, tal como, por ejemplo, una bacteria o bacterias. Por ejemplo, una
muestra puede ser una muestra biolégica que contiene una o mas moléculas de acido nucleico. La muestra bioldgica
puede obtenerse (por ejemplo, extraerse o aislarse) de o incluir uno o0 mas componentes seleccionados del grupo
que consiste de sangre (por ejemplo, sangre total), plasma, suero, orina, saliva, excreciones mucosas, esputo,
heces y lagrimas. La muestra bioldgica puede ser una muestra de fluido o tejido (por ejemplo, una muestra de piel).
La muestra puede obtenerse de un fluido corporal libre de células, tal como sangre total. Una muestra de un fluido
corporal libre de células puede incluir ADN libre de células y/o ARN libre de células. La muestra puede incluir células
tumorales circulantes. La muestra puede tomarse de un sujeto y el andlisis de los acidos nucleicos incluidos en la
misma puede usarse con fines de diagnoéstico. Alternativamente, la muestra puede ser una muestra ambiental (por
ejemplo, suelo, desechos, aire ambiental, etc.), una muestra industrial (por ejemplo, muestras de cualquier proceso
industrial) o una muestra de alimentos (por ejemplos, productos lacteos, productos vegetales y productos carnicos).

Como se usa en la presente descripcion, el término “fluido” generalmente se refiere a un liquido o un gas. Un fluido
no puede mantener una forma definida y fluird durante un periodo de tiempo observable para llenar el recipiente en
el que se coloca. Asi, el fluido puede tener cualquier viscosidad adecuada que permita el flujo. Si estan presentes
dos o mas fluidos, cada fluido puede seleccionarse independientemente entre esencialmente cualquier fluido
(liquidos, gases y similares) por parte de los expertos en la técnica.

Como se usa en la presente descripcion, el término “particion” generalmente se refiere a una division o distribucion
en porciones o0 acciones. Por ejemplo, una muestra dividida es una muestra aislada de otras muestras. Los ejemplos
de estructuras que permiten la particién de muestras incluyen pocillos y microcamaras.
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Como se usa la presente descripcion, el término “microfluidico” generalmente se refiere a un chip, area, dispositivo,
articulo o sistema que incluye al menos un microcanal, una pluralidad de aberturas de sifén y una matriz de microcamaras.
El microcanal puede tener una dimension transversal menor o igual a aproximadamente 10 milimetros (mm), menor o
igual a aproximadamente 5 mm, menor o igual a aproximadamente 4 mm, menor o igual a aproximadamente 3 mm,
menor o igual a aproximadamente 2 mm, menor o igual a aproximadamente 1,5 mm, menor o igual a aproximadamente
1 mm, menor o igual a aproximadamente 750 microdmetros (um), menor o igual a aproximadamente 500 um, menor o
igual a aproximadamente 250 um, menor o igual a aproximadamente 100 ym, o0 menos.

Como se usa en la presente descripcion, el término “profundidad” generalmente se refiere a la distancia medida desde
la parte inferior del microcanal, la abertura del sifon o la particion (por ejemplo, la microcamara) hasta la pelicula delgada
que cubre el microcanal, la pluralidad de aberturas del sifén y la matriz de particiones (por ejemplo, microcamaras).

Como se usa la presente descripcidn, los términos “seccién transversal” o “de la seccion transversal” pueden
usarse indistintamente y generalmente se refieren a una dimensioén o area de un microcanal o abertura de sifén que
es sustancialmente perpendicular a la dimensién larga de la caracteristica.

La presente descripcion describe los métodos que implican el uso de y los sistemas que comprenden un dispositivo
microfluidico formado a partir de un material polimérico, tal como un material termoplastico, e incorporando una
pelicula delgada para permitir la desgasificacion presurizada mientras sirve como barrera de gas cuando se libera
la presion. El uso de termoplasticos para formar la estructura microfluidica puede permitir el uso de un proceso de
moldeo por inyecciéon econdémico y altamente escalable, mientras que la pelicula delgada puede brindar la
capacidad de desgasificarse mediante presurizacion, lo que evita los problemas de ensuciamiento que pueden estar
presentes en algunas estructuras microfluidicas que no incorporan peliculas tan delgadas.

Un uso de esta estructura es un disefio microfluidico que incorpora una matriz de microcamaras sin salida conectadas
por microcanales, formadas, por ejemplo, a partir de termoplasticos. Este disefio puede usarse, por ejemplo, en una
aplicacion de PCR digital (dPCR) o dPCR cuantitativa (QdPCR) para dividir los reactivos en la matriz de microcamaras
y, por lo tanto, puede usarse para cuantificar los acidos nucleicos o en un andlisis de fusion de alta resolucion (HRM)
para analizar el cantidad y caracteristicas de los acidos nucleicos repartidos entre la matriz de microcamaras.

Dispositivo microfluidico para analizar muestras

En un aspecto, la presente descripcidon proporciona los métodos de uso y sistemas que comprenden un dispositivo
microfluidico para procesar y/o analizar muestras. El dispositivo puede comprender un microcanal conectado a una
entrada y una salida. El dispositivo microfluidico también puede incluir una pluralidad de microcamaras y una
pluralidad de aberturas de sifon. La pluralidad de microcdmaras puede estar conectada al microcanal por la
pluralidad de aberturas de sifén. El dispositivo microfluidico puede incluir una pelicula delgada termoplastica que
tapa y sella (por ejemplo, sella herméticamente) el microcanal, las microcamaras y las aberturas del siféon. La
pelicula delgada termoplastica puede ser al menos parcialmente permeable a los gases cuando se aplica un
diferencial de presidn a través de la pelicula delgada termoplastica.

Las Figuras 1A y 1B muestran ejemplos de una estructura microfluidica segln ciertas realizaciones de la presente
descripcion. La Figura 1A muestra un dispositivo microfluidico de ejemplo desde una vista superior. El dispositivo
microfluidico comprende un microcanal 110, con una entrada 120 y una salida 130. El microcanal esta conectado a
una pluralidad de aberturas de sifén 101B - 109B. La pluralidad de aberturas de sifén conecta el microcanal a una
pluralidad de microcamaras 101A - 109A. La Figura 1B muestra una vista en seccién transversal de una sola
microcamara a lo largo de la linea discontinua marcada como A-A’. La microcamara Gnica 101A esta conectada al
microcanal 110 mediante una abertura de sifén 101B. El cuerpo del dispositivo microfluidico 140 puede formarse a
partir de un material plastico rigido (p. ej., un material termoplastico). Las microestructuras del dispositivo microfluidico
pueden taparse y sellarse con una pelicula delgada 150. La pelicula delgada 150 puede ser impermeable a los gases
cuando se aplica una pequefia diferencia de presidn a través de la pelicula y permeable a los gases cuando se aplica
una gran diferencia de presion a través de la pelicula. Esto puede permitir la desgasificacion a través de la pelicula
delgada 150 cuando se aplica presidn a la estructura interior del dispositivo microfluidico. Alternativamente, la
desgasificacion puede ocurrir cuando se aplica un vacio externo al dispositivo microfluidico.

La permeabilidad al gas de la pelicula delgada puede ser inducida por presiones elevadas. La pelicula delgada permeable
al gas inducida por presion puede cubrir la matriz de microcdmaras, o un subconjunto de las mismas, y las aberturas del
microcanal y del sifén pueden estar cubiertas por una pelicula no permeable al gas. Altemativamente, la pelicula delgada
permeable al gas inducida por presidén puede cubrir la matriz de microcamaras, 0 un subconjunto de las mismas, y las
aberturas de sifén y el microcanal pueden estar cubiertos por una pelicula no permeable al gas. Alternativamente, la pelicula
delgada permeable al gas inducida por presion puede cubrir la matriz de microcamaras, o un subconjunto de las mismas,
las aberturas de sifén y el microcanal. El grosor de la pelicula delgada puede ser menor o igual a aproximadamente 500
micrémetros (Um), menor o igual a aproximadamente 250 ym, menor o igual a aproximadamente 200 um, menor o igual a
aproximadamente 150 um, menor o igual a aproximadamente 100 um, menor o igual a aproximadamente 75 um, menor o
igual a aproximadamente 50 um, menor o igual a aproximadamente 25 ym, 0 menos. El espesor de la pelicula delgada
puede ser de aproximadamente 0,1 um a aproximadamente 200 um o de aproximadamente 0,5 um a aproximadamente
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150 um. Por ejemplo, el espesor de la pelicula delgada puede ser de aproximadamente 50 um a aproximadamente 200 um.
En algunos ejemplos, el espesor de la pelicula delgada puede ser de aproximadamente 100 um a aproximadamente 200 um.
Por ejemplo, el espesor de la pelicula delgada es de aproximadamente 100 um a aproximadamente 150 um. En un ejemplo,
la pelicula delgada tiene aproximadamente 100 um de espesor. El grosor de la pelicula puede seleccionarse segun la
capacidad de fabricacion de la pelicula delgada, la permeabilidad al aire de la pelicula delgada, el volumen de cada particién
a desgasificar, la presion disponible y/o el tiempo deseado para completar el proceso de sifén, entre otros factores.

El dispositivo microfluidico puede comprender una unica matriz de microcamaras. Alternativamente, el dispositivo
microfluidico puede comprender multiples matrices de microcamaras, cada matriz de microcamaras aislada de los
demas. Los conjuntos de microcamaras pueden disponerse en fila, en una configuracion de rejilla, en un patron alterno
0 en cualquier otra configuracion. El dispositivo microfluidico puede tener al menos 1, al menos aproximadamente 2,
al menos aproximadamente 3, al menos aproximadamente 4, al menos aproximadamente 5, al menos
aproximadamente 10, al menos aproximadamente 15, al menos aproximadamente 20, al menos aproximadamente 30,
al menos aproximadamente 40, al menos aproximadamente 50 o0 mas matrices de microcdmaras. Las matrices de
microcamaras pueden ser idénticas. El dispositivo microfluidico puede comprender multiples matrices de
microcamaras que no son idénticas. Las matrices de microcamaras pueden tener todas la misma dimensién externa
(es decir, la longitud y el ancho de la matriz de microcAmaras que abarca todas las caracteristicas de la matriz de
microcamaras) o las matrices de microcamaras pueden tener diferentes dimensiones externas.

Una matriz de microcamaras puede tener un ancho maximo de aproximadamente 100 mm, aproximadamente
75 mm, aproximadamente 50 mm, aproximadamente 40 mm, aproximadamente 30 mm, aproximadamente 20 mm,
aproximadamente 10 mm, aproximadamente 8 mm, aproximadamente 6 mm, aproximadamente 4 mm,
aproximadamente 2 mm, aproximadamente 1 mm o menos. La matriz de microcamaras puede tener una longitud
maxima de aproximadamente 50 mm, aproximadamente 40 mm, aproximadamente 30 mm, aproximadamente
20 mm, aproximadamente 10 mm, aproximadamente 8 mm, aproximadamente 6 mm, aproximadamente 4 mm,
aproximadamente 2 mm, 1 mm, 0 menos. El ancho puede ser de aproximadamente 1 mm a 100 mm, o de 10 mm
a 50 mm. La longitud puede ser de aproximadamente 1 mm a 50 mm o de 5 mm a 20 mm.

En algunos ejemplos, la matriz de microcamaras puede tener un ancho de unos 100 mm y una longitud de unos
40 mm. En algunos ejemplos, la matriz de microcamaras puede tener un ancho de unos 80 mmy una longitud de unos
30 mm. En algunos ejemplos, la matriz de microcamaras puede tener un ancho de unos 60 mm y una longitud de unos
25 mm. En algunos ejemplos, la matriz de microcamaras puede tener un ancho de unos 40 mmy una longitud de unos
15 mm. En algunos ejemplos, la matriz de microcamaras puede tener un ancho de unos 30 mmy una longitud de unos
10 mm. En algunos ejemplos, la matriz de microcamaras puede tener un ancho de unos 20 mm y una longitud de unos
8 mm. En algunos ejemplos, la matriz de microcamaras puede tener un ancho de unos 10 mm y una longitud de unos
4 mm. La dimension externa puede estar determinada por el namero total de microcamaras deseadas, la dimensién
de cada microcamara y la distancia minima entre cada microcamara para la fabricacion.

El microcanal puede ser sustancialmente paralelo o sustancialmente perpendicular a la dimension larga del dispositivo
microfluidico. Alternativamente, el microcanal puede no ser sustancialmente paralelo ni sustancialmente perpendicular a
la dimension larga del dispositivo microfluidico. El angulo entre el microcanal y la dimension larga del dispositivo
microfluidico puede ser de al menos aproximadamente 5 °, al menos aproximadamente 10 °, al menos aproximadamente
15°, al menos aproximadamente 20 °, al menos aproximadamente 30 °, al menos aproximadamente 40 °, al menos
aproximadamente 50 °, al menos aproximadamente 60 °, al menos aproximadamente 70 °, al menos aproximadamente
90 °, al menos aproximadamente 100 °, al menos aproximadamente 110 °, al menos aproximadamente 120 °, al menos
aproximadamente 130 °, al menos aproximadamente 140 °, al menos aproximadamente 150 °, al menos
aproximadamente 160 ° 0 al menos aproximadamente 170 °. El microcanal puede ser un solo canal largo. El microcanal
puede tener codos, curvas o angulos. El microcanal puede tener una dimension larga menor o igual a 100 mm, menor o
igual a aproximadamente 75 mm, menor o igual a aproximadamente 50 mm, menor o igual a aproximadamente 40 mm,
menor o igual a aproximadamente 30 mm, menor o igual a aproximadamente 20 mm, menor o igual a aproximadamente
10 mm, menor o igual a aproximadamente 8 mm, menor o igual a aproximadamente 6 mm, menor o igual a
aproximadamente 4 mm, menor o igual a aproximadamente 2 mm, o menos. La longitud del microcanal puede estar
limitada por la longitud o ancho externo del dispositivo microfluidico. El microcanal puede tener una profundidad menor o
igual a aproximadamente 500 um, menor o igual a aproximadamente 250 um, menor o igual a aproximadamente 100 um,
menor o igual a aproximadamente 80 um, menor o igual a aproximadamente 60 um, menor o igual a aproximadamente
30 um, menor o igual a aproximadamente 20 yum, menor o igual a aproximadamente 10 ym, o0 menos. El microcanal
puede tener una dimensién de seccidn transversal (por ejemplo, ancho) menor o igual a aproximadamente 500 um, menor
o igual a aproximadamente 250 um, menor o igual a aproximadamente 100 ym, menor o igual a aproximadamente 75 um,
menor o igual a aproximadamente 50 uym, menor o igual a aproximadamente 40 um, menor o igual a aproximadamente
30 um, menor o igual a aproximadamente 20 um, menor o igual a aproximadamente 10 um, 0 menos.

En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccion transversal del microcanal pueden ser de aproximadamente 100 umde
ancho por aproximadamente 100 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccién transversal del
microcanal pueden ser de aproximadamente 100 um de ancho por aproximadamente 80 um de profundidad. En algunos
ejemplos, las dimensiones de la seccion transversal del microcanal pueden ser de aproximadamente 100 um de ancho por
aproximadamente 60 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccién transversal del microcanal
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pueden ser de aproximadamente 100 um de ancho por aproximadamente 40 um de profundidad. En algunos ejemplos, las
dimensiones de la seccidén transversal del microcanal pueden ser de aproximadamente 100 um de ancho por
aproximadamente 20 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccién transversal del microcanal
pueden ser de aproximadamente 100 um de ancho por aproximadamente 10 um de profundidad. En algunos ejemplos, las
dimensiones de la seccidén transversal del microcanal pueden ser de aproximadamente 80 um de ancho por
aproximadamente 100 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccién transversal del microcanal
pueden ser de aproximadamente 60 um de ancho por aproximadamente 100 um de profundidad. En algunos ejemplos, las
dimensiones de la seccidén transversal del microcanal pueden ser de aproximadamente 40 um de ancho por
aproximadamente 100 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccién transversal del microcanal
pueden ser de aproximadamente 20 um de ancho por aproximadamente 100 um de profundidad. En algunos ejemplos, las
dimensiones de la seccidén transversal del microcanal pueden ser de aproximadamente 10 um de ancho por
aproximadamente 100 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccién transversal del microcanal
pueden ser de aproximadamente 80 um de ancho por aproximadamente 80 um de profundidad. En algunos ejemplos, las
dimensiones de la seccidén transversal del microcanal pueden ser de aproximadamente 60 um de ancho por
aproximadamente 60 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccién transversal del microcanal
pueden ser de aproximadamente 40 um de ancho por aproximadamente 40 um de profundidad. En algunos ejemplos, las
dimensiones de la seccidén transversal del microcanal pueden ser de aproximadamente 20 um de ancho por
aproximadamente 20 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccién transversal del microcanal
pueden ser de aproximadamente 10 ym de ancho por aproximadamente 10 ym de profundidad. La forma de la seccion
transversal del microcanal puede ser cualquier forma de seccidn transversal adecuada que incluye, pero que no se limita a,
circular, ovalada, triangular, cuadrada o rectangular. El area de la seccion transversal del microcanal puede ser constante a
lo largo del microcanal. Alternativamente, o, ademas, el area de la seccion transversal del microcanal puede variar a lo largo
de la longitud del microcanal. El area de la seccidn transversal del microcanal puede variar entre aproximadamente 50 % y
150 %, entre aproximadamente 60 % y 125 %, entre aproximadamente 70 % y 120 %, entre aproximadamente 80 % y
115 %, entre aproximadamente 90 % y 110 %, entre aproximadamente 95 % y 100 % o entre aproximadamente 98 % y
102 %. El area de la seccion transversal del microcanal puede ser menor o igual a aproximadamente 10 000 micrometros
cuadrados (um?), menor o igual a aproximadamente 7500 um?, menor o igual a aproximadamente 5000 ym?, menor o igual
a aproximadamente 2500 um?2, menor o igual a aproximadamente 1000 um2, menor o igual a aproximadamente 750 um2,
menor o igual a aproximadamente 500 ym?2, menor o igual a aproximadamente 400 um2, menor o igual a aproximadamente
300 um?, menor o igual a aproximadamente 200 um?2, menor o igual a aproximadamente 100 um?, 0 menos.

El microcanal puede tener una sola entrada y una sola salida. Altemativamente, el microcanal puede tener multiples
entradas, multiples salidas o multiples entradas y multiples salidas. Las entradas y salidas pueden tener el mismo didmetro
o0 pueden tener diametros diferentes. Las entradas y salidas pueden tener diametros menores o iguales a aproximadamente
2,5 milimetros (mm), menores o iguales a aproximadamente 2 mm, aproximadamente o iguales a aproximadamente 1,5 mm,
menores o iguales a aproximadamente 1 mm, menores que aproximadamente 0,5 mm, o menores.

La matriz de microcamaras puede tener al menos aproximadamente 1000 microcamaras, al menos aproximadamente
5000 microcamaras, al menos aproximadamente 10 000 microcamaras, al menos aproximadamente 20 000
microcamaras, al menos aproximadamente 30 000 microcamaras, al menos aproximadamente 40 000 microcamaras, al
menos aproximadamente 50 000 microcamaras, al menos aproximadamente 100 000 microcdmaras, o mas. En algunos
ejemplos, el dispositivo microfluidico puede tener de aproximadamente 10 000 a aproximadamente 30 000 microcamaras.
En algunos ejemplos, el dispositivo microfluidico puede tener de aproximadamente 15 000 a aproximadamente 25 000
microcamaras. Las microcamaras pueden tener forma cilindrica, forma hemisférica o una combinacién de forma cilindrica
y hemisférica. Las microcdmaras pueden tener diametros menores o iguales a aproximadamente 500 yum, menores o
iguales a aproximadamente 250 ym, menores o iguales a aproximadamente 100 um, menores o iguales a
aproximadamente 80 um, menores o iguales a aproximadamente 60 um, menores o iguales a aproximadamente 30 um,
menores o iguales a aproximadamente 15 um, o menores. La profundidad de las microcamaras puede ser menor o igual
a aproximadamente 500 um, menor o igual a aproximadamente 250 um, menor o igual a aproximadamente 100 um,
menor o igual a aproximadamente 80 um, menor o igual a aproximadamente 60 um, menor o igual a aproximadamente
30 um, menor o igual a aproximadamente 15 um, o menor. En algunos ejemplos, las microcamaras pueden tener un
diametro de aproximadamente 30 um y una profundidad de aproximadamente 100 um. En algunos ejemplos, las
microcamaras pueden tener un diametro de aproximadamente 35 um y una profundidad de aproximadamente 80 um. En
algunos ejemplos, las microcamaras pueden tener un diametro de aproximadamente 40 ym y una profundidad de
aproximadamente 70 um. En algunos ejemplos, las microcamaras pueden tener un diametro de aproximadamente 50 um
y una profundidad de aproximadamente 60 um. En algunos ejemplos, las microcamaras pueden tener un diametro de
aproximadamente 60 umy una profundidad de aproximadamente 40 um. En algunos ejemplos, las microcamaras pueden
tener un diametro de aproximadamente 80 um y una profundidad de aproximadamente 35 ym. En algunos ejemplos, las
microcamaras pueden tener un didmetro de aproximadamente 100 um y una profundidad de aproximadamente 30 um.
Las microcamaras y el microcanal pueden tener la misma profundidad. Alternativamente, las microcamaras y el
microcanal pueden tener diferentes profundidades.

Las longitudes de las aberturas del sifon pueden ser constantes. Alternativamente, las longitudes de las aberturas
del sifén pueden variar. Las aberturas de sifén pueden tener una dimension larga que sea menor o igual a
aproximadamente 150 ym, menor o igual a aproximadamente 100 ym, menor o igual a aproximadamente 50 um,
menor o igual a aproximadamente 25 um, menor o igual a aproximadamente 25 um, menor o igual a
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aproximadamente 10 ym, menor o igual a aproximadamente 5 um, o menor. La profundidad de la abertura del sifon
puede ser menor o igual a aproximadamente 50 um, menor o igual a aproximadamente 25 ym, menor o igual a
aproximadamente 10 ym, menor o igual a aproximadamente 5 ym o menor. Las aberturas de sifén pueden tener
un ancho de seccion transversal menor o igual a aproximadamente 50 ym, menor o igual a aproximadamente
40 um, menor o igual a aproximadamente 30 um, menor o igual a aproximadamente 20 ym, menor o igual a
aproximadamente 20 um a aproximadamente 10 ym, menor o igual a aproximadamente 5 um, o menor.

En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccidn transversal de la abertura del sifén pueden ser de
aproximadamente 50 ym de ancho por aproximadamente 50 ym de profundidad. En algunos ejemplos, las
dimensiones de la seccion transversal de la abertura del sifon pueden ser de aproximadamente 50 um de ancho
por aproximadamente 40 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccidn transversal de la
abertura del sifén pueden ser de aproximadamente 50 um de ancho por aproximadamente 30 um de profundidad.
En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccidn transversal de la abertura del sifén pueden ser de
aproximadamente 50 uym de ancho por aproximadamente 20 ym de profundidad. En algunos ejemplos, las
dimensiones de la seccion transversal de la abertura del sifon pueden ser de aproximadamente 50 um de ancho
por aproximadamente 10 uym de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccidn transversal de la
abertura del sifén pueden ser de aproximadamente 50 um de ancho por aproximadamente 5 ym de profundidad.
En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccidn transversal de la abertura del sifén pueden ser de
aproximadamente 40 um de ancho por aproximadamente 50 ym de profundidad. En algunos ejemplos, las
dimensiones de la seccion transversal de la abertura del sifon pueden ser de aproximadamente 30 um de ancho
por aproximadamente 50 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccidn transversal de la
abertura del sifén pueden ser de aproximadamente 20 um de ancho por aproximadamente 50 um de profundidad.
En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccidn transversal de la abertura del sifén pueden ser de
aproximadamente 10 uym de ancho por aproximadamente 50 ym de profundidad. En algunos ejemplos, las
dimensiones de la seccion transversal de |la abertura del sifon pueden ser de aproximadamente 5 ym de ancho por
aproximadamente 50 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccion transversal de la
abertura del sifén pueden ser de aproximadamente 40 um de ancho por aproximadamente 40 um de profundidad.
En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccidn transversal de la abertura del sifén pueden ser de
aproximadamente 30 um de ancho por aproximadamente 30 ym de profundidad. En algunos ejemplos, las
dimensiones de la seccion transversal de la abertura del sifon pueden ser de aproximadamente 20 um de ancho
por aproximadamente 20 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccidn transversal de la
abertura del sifén pueden ser de aproximadamente 10 um de ancho por aproximadamente 10 um de profundidad.
En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccidn transversal de la abertura del sifén pueden ser de
aproximadamente 5 ym de ancho por aproximadamente 5 ym de profundidad. La forma de la seccion transversal
de la abertura del sifén puede tener cualquier forma de seccidn transversal adecuada que incluye, pero que no se
limita a, circular, ovalada, triangular, cuadrada o rectangular. El area de la seccion transversal de la abertura del
sifon puede ser constante a lo largo de la longitud de la abertura del sifén. Alternativamente, o, ademas, el area de
la seccidn transversal de la abertura del sifon puede variar a lo largo de la longitud de la abertura del sifon. El area
de la seccion transversal de la abertura del sifén puede ser mayor en la conexién con el microcanal que el area de
la seccion transversal de la abertura del sifén en la conexién con la microcamara. Alternativamente, el area de la
seccion transversal de la abertura del siféon en la conexion con la microcamara puede ser mayor que el area de la
seccion transversal de la abertura del sifén en la conexion con el microcanal. El area de la seccion transversal de
la abertura del sifén puede variar entre aproximadamente 50 % y 150 %, entre aproximadamente 60 % y 125 %,
entre aproximadamente 70 % y 120 %, entre aproximadamente 80 % y 115 %, entre aproximadamente 90 % y
110 %, entre aproximadamente 95 % y 100 %, o entre aproximadamente 98 % y 102 %. El area de la seccién
transversal de la abertura del sifon puede ser menor o igual a aproximadamente 2500 um2, menor o igual a
aproximadamente 1000 um?, menor o igual a aproximadamente 750 um2, menor o igual a aproximadamente
500 ym2, menor o igual a aproximadamente 250 um2, menor o igual a aproximadamente 100 um2, menor o igual a
aproximadamente 75 ym?2, menor o igual a aproximadamente 50 ym?, menor o igual a aproximadamente 25 ym?, o
menor. El rea de la seccion transversal de la abertura del sifén en la conexién con el microcanal puede ser menor
o igual que el area de la seccion transversal del microcanal. El area de la seccidn transversal de la abertura del
sifon en la conexion con el microcanal puede ser menor o igual a aproximadamente 98 %, menor o igual a
aproximadamente 95 %, menor o igual a aproximadamente 90 %, menor o igual a aproximadamente 85 %, menor
o igual a aproximadamente 80 %, menor o igual a aproximadamente 75 %, menor o igual a aproximadamente 70 %,
menor o igual a aproximadamente 60 %, menor o igual a aproximadamente 50 %, menor a o igual a
aproximadamente 40 %, menor o igual a aproximadamente 30 %, menor o igual a aproximadamente 20 %, menor
o igual a aproximadamente 10 %, menor o igual a aproximadamente 5 %, menor o igual a aproximadamente 1 % o
menor o igual a aproximadamente 0,5 % del area de la seccion transversal del microcanal.

Las aberturas de sifén pueden ser sustancialmente perpendiculares al microcanal. Alternativamente, las aberturas de
sifon pueden no ser sustancialmente perpendiculares al microcanal. Un angulo entre las aberturas del siféon y el
microcanal puede ser de al menos aproximadamente 5 °, al menos aproximadamente 10 °, al menos aproximadamente
15 °, al menos aproximadamente 20 °, al menos aproximadamente 30 °, al menos aproximadamente 40 °, al menos
aproximadamente 50 °, al menos aproximadamente 60 °, al menos aproximadamente 70 °, al menos aproximadamente
90 °, al menos aproximadamente 100 °, al menos aproximadamente 110 °, al menos aproximadamente 120 °, al menos
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aproximadamente 130 °, al menos aproximadamente 140 °, al menos aproximadamente 150 °, al menos
aproximadamente 160 ° o0 al menos aproximadamente 170 °.

Las microcamaras pueden estar dispuestas en una variedad de patrones. Las Figuras 2A y 2B ilustran los patrones
ilustrativos de las disposiciones de microcamaras, aberturas de sifon y microcanales. Pueden emplearse mudltiples
microcanales, 0 puede usarse un solo microcanal. Un microcanal puede comprender un grupo de subcanales. El grupo de
subcanales puede estar conectado por uno 0 mas canales cruzados. Los subcanales pueden ser sustancialmente paralelos
entre si de modo que la serie de microcamaras forme una matriz de microcamaras. La Figura 2A ilustra una realizacién en
la que se usan subcanales paralelos 230 y uno 0 mas canales transversales 220 para formar una rejilla de microcamaras.

Las microcamaras pueden construirse para formar una rejilla hexagonal de microcamaras, con subcanales curvos
0 en angulo que conectan las microcamaras. También puede formarse una rejilla hexagonal de microcamaras y
conectarse mediante un solo microcanal, tal como mediante un microcanal que forma un patron de serpentina 240
a través del dispositivo microfluidico. La Figura 2B ilustra una realizacién en la que un solo microcanal en un patron
de serpentina forma una rejilla hexagonal de microcamaras. En la Figura 12B se muestra otro ejemplo de
microcamaras dispuestas en una configuracion de serpentina.

Las longitudes de los subcanales pueden ser constantes. Alternativamente, las longitudes del subcanal pueden variar.
El subcanal puede tener una dimensién larga menor o igual a 100 mm, menor o igual a aproximadamente 75 mm,
menor o igual a aproximadamente 50 mm, menor o igual a aproximadamente 40 mm, menor o igual a
aproximadamente 40 mm a aproximadamente 30 mm, menor o igual a aproximadamente 20 mm, menor o igual a
aproximadamente 10 mm, menor o igual a aproximadamente 8 mm, menor o igual a aproximadamente 6 mm, menor
o igual a aproximadamente 4 mm, menor o igual a aproximadamente 2 mm, o menor. La longitud del subcanal puede
estar limitada por la longitud o ancho externo del dispositivo microfluidico. El subcanal puede tener la misma dimension
de seccion transversal que el microcanal. Alternativamente, el subcanal puede tener una dimensién transversal
diferente a la del microcanal. El subcanal puede tener la misma profundidad que el microcanal y una dimensién
transversal diferente. Alternativamente, el subcanal puede tener la misma dimension de seccién transversal que el
microcanal y una profundidad diferente. Por ejemplo, el subcanal puede tener una profundidad menor o igual a
aproximadamente 500 um, menor o igual a aproximadamente 250 ym, menor o igual a aproximadamente 100 um,
menor 0 igual a aproximadamente 80 um, menor a o igual a aproximadamente 60 uym, menor o igual a
aproximadamente 30 um, menor o igual a aproximadamente 15 ym, o menor. El subcanal puede tener un ancho de
seccidn transversal menor o igual a aproximadamente 500 um, menor o igual a aproximadamente 250 um, menor o
igual a aproximadamente 100 ym, menor o igual a aproximadamente 75 ym, menor o igual a aproximadamente 75 uym,
menor o igual a aproximadamente 50 ym, menor o igual a aproximadamente 40 ym, menor o igual a aproximadamente
30 um, menor o igual a aproximadamente 20 ym, menor o igual a aproximadamente 10 ym, o menor.

En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccion transversal del subcanal pueden ser de aproximadamente 100 um
de ancho por aproximadamente 100 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccién
transversal del subcanal pueden ser de aproximadamente 100 um de ancho por aproximadamente 80 um de
profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccién transversal del subcanal pueden ser de
aproximadamente 100 um de ancho por aproximadamente 60 um de profundidad. En algunos ejemplos, las
dimensiones de la seccién transversal del subcanal pueden ser de aproximadamente 100 um de ancho por
aproximadamente 40 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccidn transversal del subcanal
pueden serde aproximadamente 100 ym de ancho por aproximadamente 20 ym de profundidad. En algunos ejemplos,
las dimensiones de la seccién transversal del subcanal pueden ser de aproximadamente 100 um de ancho por
aproximadamente 10 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccidn transversal del subcanal
pueden serde aproximadamente 80 um de ancho por aproximadamente 100 ym de profundidad. En algunos ejemplos,
las dimensiones de la seccion transversal del subcanal pueden ser de aproximadamente 60 um de ancho por
aproximadamente 100 ym de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccidn transversal del
subcanal pueden ser de aproximadamente 40 um de ancho por aproximadamente 100 um de profundidad. En algunos
ejemplos, las dimensiones de la seccidn transversal del subcanal pueden ser de aproximadamente 20 ym de ancho
por aproximadamente 100 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccion transversal del
subcanal pueden ser de aproximadamente 10 uym de ancho por aproximadamente 100 um de profundidad. En algunos
ejemplos, las dimensiones de la seccidn transversal del subcanal pueden ser de aproximadamente 80 ym de ancho
por aproximadamente 80 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccién transversal del
subcanal pueden ser de aproximadamente 60 um de ancho por aproximadamente 60 ym de profundidad. En algunos
ejemplos, las dimensiones de la seccidn transversal del subcanal pueden ser de aproximadamente 40 ym de ancho
por aproximadamente 40 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccién transversal del
subcanal pueden ser de aproximadamente 20 uym de ancho por aproximadamente 20 ym de profundidad. En algunos
ejemplos, las dimensiones de la seccidn transversal del subcanal pueden ser de aproximadamente 10 ym de ancho
por aproximadamente 10 um de profundidad. La forma de la seccién transversal del subcanal puede ser cualquier
forma de seccion transversal adecuada que incluye, pero no se limita a, circular, ovalada, triangular, cuadrada o
rectangular. La forma de la seccion transversal del subcanal puede ser diferente de la forma de la seccion transversal
del microcanal. La forma de la seccion transversal del subcanal puede ser la misma que la forma de la seccién
transversal del microcanal. El area de la seccidn transversal del subcanal puede ser constante a lo largo del subcanal.
Alternativamente, o, ademas, el area de la seccion transversal del subcanal puede variar a lo largo del microcanal. El
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area de la seccidn transversal del subcanal puede variar entre aproximadamente 50% y 150 %, entre
aproximadamente 60 % y 125 %, entre aproximadamente 70 % y 120 %, entre aproximadamente 80 % y 115 %, entre
aproximadamente 90 % y 110 %, entre aproximadamente 95 % y 100 %, 0 entre aproximadamente 98 % y 102 %. El
area de la seccién transversal del subcanal puede ser menor o igual a aproximadamente 10 000 ym2, menor o igual a
aproximadamente 7500 um2, menor o igual a aproximadamente 5000 um 2, menor o igual a aproximadamente
2500 um?2, menor o igual a aproximadamente 1000 um?2, menor o igual a aproximadamente 750 ym2, menor o igual a
aproximadamente 500 ym?, menor o igual a aproximadamente 400 ym?, menor o igual a aproximadamente 300 ym?,
menor o igual a aproximadamente 200 ym?, menor o igual a aproximadamente 100 um?, o menor. El area de la seccion
transversal del subcanal puede ser la misma que el area de la seccidn transversal del microcanal. El area de la seccion
transversal del subcanal puede ser menor o igual que el area del area de la seccidn transversal del microcanal. Por
ejemplo, el area de la seccion transversal del subcanal puede ser menor o igual a aproximadamente 98 %, menor o
igual a aproximadamente 95 %, menor o igual a aproximadamente 90 %, menor o igual a aproximadamente 85 %,
menor o igual a aproximadamente 80 %, menor o igual a aproximadamente 75 %, menor o igual a aproximadamente
70 %, menor o igual a aproximadamente 60 %, menor o igual a aproximadamente 50 %, menor o igual a
aproximadamente 50 %, menor o igual a aproximadamente 40 %, menor o igual a aproximadamente 30 %, menor o
igual a aproximadamente 20 %, menor o igual a aproximadamente 20 %, o menor del area transversal del microcanal.

Las longitudes de los canales transversales pueden ser constantes. Alternativamente, las longitudes del canal transversal
pueden variar. El canal transversal puede tener una dimension larga que sea menor o igual a aproximadamente 100 mm,
menor o igual a aproximadamente 75 mm, menor o igual a aproximadamente 50 mm, menor o igual a aproximadamente
40 mm, menor o igual a aproximadamente 30 mm, menor o igual a aproximadamente 20 mm, menor o igual a
aproximadamente 10 mm, menor o igual a aproximadamente 8 mm, menor o igual a aproximadamente 6 mm, menor o igual
a aproximadamente 4 mm, menor o igual a aproximadamente 2 mm, 0 menor. La longitud del canal transversal puede estar
limitada por la longitud o ancho externo del dispositivo microfluidico. El canal transversal puede tener la misma dimension
de seccion transversal que el microcanal. Alternativamente, el canal transversal puede tener una dimension de seccion
transversal diferente a la del microcanal. El canal transversal puede tener la misma profundidad que el microcanal y una
dimension de seccidn transversal diferente. Alternativamente, el canal transversal puede tener la misma dimensién de
seccion transversal que el microcanal y una profundidad diferente. Por ejemplo, el canal transversal puede tener una
profundidad menor o igual a aproximadamente 500 um, menor o igual a aproximadamente 250 um, menor o igual a
aproximadamente 100 um, menor o igual a aproximadamente 80 um, menor a o igual a aproximadamente 60 ym, menor o
igual a aproximadamente 30 um, menor o igual a aproximadamente 15 uym, o menor. El canal transversal puede tener un
ancho de seccion transversal menor o igual a aproximadamente 500 um, menor o igual a aproximadamente 250 um, menor
0 igual a aproximadamente 100 ym, menor o igual a aproximadamente 75 um, menor o igual a aproximadamente 75 um,
menor o igual a aproximadamente 50 um, menor o igual a aproximadamente 40 um, menor o igual a aproximadamente
30 um, menor o igual a aproximadamente 20 ym, menor o igual a aproximadamente 10 um, 0 menor.

En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccion transversal del canal transversal pueden ser de aproximadamente
100 um de ancho por aproximadamente 100 uym de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccion
transversal del canal transversal pueden ser de aproximadamente 100 ym de ancho por aproximadamente 80 ym de
profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccién transversal del canal transversal pueden ser de
aproximadamente 100 um de ancho por aproximadamente 60 ym de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones
de la seccidn transversal del canal transversal pueden ser de aproximadamente 100 um de ancho por aproximadamente
40 um de profundidad. En algunos ejempilos, las dimensiones de la seccion transversal del canal transversal pueden ser
de aproximadamente 100 ym de ancho por aproximadamente 20 ym de profundidad. En algunos ejemplos, las
dimensiones de la seccién transversal del canal transversal pueden ser de aproximadamente 100 um de ancho por
aproximadamente 10 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccion transversal del canal
transversal pueden ser de aproximadamente 80 um de ancho por aproximadamente 100 um de profundidad. En algunos
ejemplos, las dimensiones de la seccién transversal del canal transversal pueden ser de aproximadamente 60 um de
ancho por aproximadamente 100 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccidn transversal del
canal transversal pueden ser de aproximadamente 40 um de ancho por aproximadamente 100 um de profundidad. En
algunos ejemplos, las dimensiones de la seccidn transversal del canal transversal pueden ser de aproximadamente
20 um de ancho por aproximadamente 100 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccion
transversal del canal transversal pueden ser de aproximadamente 10 ym de ancho por aproximadamente 100 ym de
profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccién transversal del canal transversal pueden ser de
aproximadamente 80 um de ancho por aproximadamente 80 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones
de la seccion transversal del canal transversal pueden ser de aproximadamente 60 um de ancho por aproximadamente
60 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccion transversal del canal transversal pueden ser
de aproximadamente 40 um de ancho por aproximadamente 40 um de profundidad. En algunos ejemplos, las
dimensiones de la seccién transversal del canal transversal pueden ser de aproximadamente 20 um de ancho por
aproximadamente 20 um de profundidad. En algunos ejemplos, las dimensiones de la seccion transversal del canal
transversal pueden ser de aproximadamente 10 um de ancho por aproximadamente 10 um de profundidad.

La forma de la seccién transversal del canal transversal puede ser cualquier forma de seccién transversal adecuada que
incluye, pero que no se limita a, circular, ovalada, triangular, cuadrada o rectangular. La forma de la seccion transversal del
canal transversal puede ser diferente de la forma de la seccioén transversal del microcanal. La forma de la seccién transversal
del canal transversal puede ser la misma que la forma de la seccidn transversal del microcanal. El area de la seccion
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transversal del canal transversal puede ser constante a lo largo del canal transversal. Alternativamente, o, ademas, el area
de la seccion transversal del canal transversal puede variar a lo largo del microcanal. El area de la seccion transversal del
canal transversal puede variar entre aproximadamente 50 % y 150 %, entre aproximadamente 60 % y 125 %, entre
aproximadamente 70 % y 120 %, entre aproximadamente 80 % y 115 %, entre aproximadamente 90 % y 110 %, entre
aproximadamente 95 % y 100 %, o entre aproximadamente 98 % y 102 %. El area de la seccién transversal del canal
transversal puede ser menor o igual a aproximadamente 10 000 um2, menor o igual a aproximadamente 7500 ym?, menor
o0 igual a aproximadamente 5000 um?, menor o igual a aproximadamente 2500 um?2, menor o igual a aproximadamente
1000 um?, menor o igual a aproximadamente 750 ym?, menor o igual a aproximadamente 500 ym?, menor o igual a
aproximadamente 400 ym?, menor o igual a aproximadamente 300 um?, menor o igual a aproximadamente 200 ym?, menor
o0 igual a aproximadamente 100 um?, o menor. El area de la seccidn transversal del canal transversal puede ser la misma
que el area de la seccion transversal del microcanal. Alternativamente, el area de la seccion transversal del canal transversal
puede ser menor que el area del area de la seccion transversal del microcanal. El area de la seccién transversal del canal
transversal puede ser menor o igual a aproximadamente 98 %, menor o igual a aproximadamente 95 %, menor o igual a
aproximadamente 90 %, menor o igual a aproximadamente 85 %, menor o igual a aproximadamente 80 %, menor o igual a
aproximadamente 75 %, menor o igual a aproximadamente 70 %, menor o igual a aproximadamente 60 %, menor o igual a
aproximadamente 50 %, menor o igual a aproximadamente 40 %, menor o igual a aproximadamente 30 %, menor o igual a
aproximadamente 20 %, menor o igual a aproximadamente 20 %, o menor al area de la seccidn transversal del microcanal.

Método para fabricar un dispositivo microfluidico

Un dispositivo microfluidico Gtil en los métodos y sistemas de la presente descripcion puede fabricarse a través de cualquier
método Util. Por ejemplo, la fabricacién del dispositivo puede implicar el moldeo por inyeccion de un termoplastico para crear
una estructura microfluidica. La estructura microfluidica puede comprender un microcanal, una pluralidad de microcamaras
y una pluralidad de aberturas de sifén. La pluralidad de microcamaras puede estar conectada al microcanal por la pluralidad
de aberturas de sifon. ElI microcanal puede comprender una entrada y una salida. Puede aplicar una pelicula delgada
termoplastica para tapar la estructura microfluidica. La pelicula delgada termoplastica puede ser al menos parcialmente
permeable a los gases cuando se aplica un diferencial de presion a través de la pelicula delgada termoplastica.

La pelicula delgada termoplastica puede formarse mediante moldeo por inyeccién. La pelicula delgada
termoplastica puede aplicarse a la estructura microfluidica mediante unién térmica. Alternativamente, o, ademas,
la pelicula delgada puede aplicarse mediante enlace quimico. La pelicula delgada termoplastica puede formarse
como parte y durante el proceso de moldeo por inyeccion para formar el dispositivo microfluidico.

El cuerpo del dispositivo microfluidico y la pelicula delgada pueden comprender los mismos materiales. Alternativamente,
el cuerpo del dispositivo microfluidico y la pelicula delgada pueden comprender diferentes materiales. El cuerpo del
dispositivo microfluidico y la pelicula delgada pueden comprender un termoplastico. Los ejemplos de termoplasticos
incluyen, pero no se limitan a, polimeros de cicloolefina, acrilico, acrilonitrilo butadieno estireno, nailon, acido polilactico,
polibencimidazol, policarbonato, poliéter sulfona, poliéter éter cetona, polieterimida, polietileno, éxido de polifenileno,
sulfuro de polifenileno, polipropileno, poliestireno, cloruro de polivinilo, politetrafluoroetileno, poliéster, poliuretano o
cualquier derivado de los mismos. El dispositivo microfluidico puede comprender homopolimeros, copolimeros o una
combinacion de los mismos. El dispositivo microfluidico puede estar formado por materiales inelasticos. Alternativamente
0, ademas, el dispositivo microfluidico puede estar formado por materiales elasticos.

Tanto el termoplastico como la pelicula delgada pueden estar compuestos por un polimero de cicloolefina. Un
termoplastico adecuado es Zeonor 1430R (Zeon Chemical, Jap6én) mientras que una pelicula fina adecuada es
Zeonox 1060R (Zeon Chemical, Japén). La pelicula delgada puede comprender un material que es impermeable a
los gases a baja presion y al menos parcialmente permeable a los gases bajo presion.

La entrada y la salida de un dispositivo microfluidico de la presente descripcién pueden formarse mediante perforacion
mecanica. Alternativamente, la entrada y la salida se forman fundiendo, disolviendo o grabando el termoplastico.

La Figura 4 ilustra un método de fabricacion de dispositivos Gtiles para el procesamiento y/o analisis de muestras.
En la Figura 4, se usa un proceso de moldeo por inyeccion 401 para formar una estructura microfluidica. La
estructura microfluidica incluye una matriz de microcamaras, que estan conectadas a al menos un microcanal a
través de aberturas de sifén, como se muestra en las Figuras 1A y 1B. La estructura microfluidica esta cubierta
por una pelicula delgada. En el proceso de tapado, las aberturas en al menos un lado de la microestructura se
cubren para cerrar y sellar las microestructuras. El recubrimiento puede realizar mediante un proceso 402 de
aplicacion de una pelicula delgada a la estructura microfluidica moldeada por inyeccion. Alternativamente, el tapado
puede realizarse formando la pelicula delgada como parte del proceso de moldeo por inyeccion 401.

Como otro ejemplo, mientras se describe en el contexto de una microestructura que se forma mediante moldeo por inyeccion,
los dispositivos microfluidicos formados por otras técnicas de microfabricacion también pueden beneficiarse del uso de una
pelicula termoplastica tan delgada para permitir la desgasificacion como se describe anteriormente. Tales técnicas incluyen
micromecanizado, microlitografia y estampado en caliente, asi como también otras técnicas de microfabricacion.
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Los dispositivos de la presente descripcion pueden ser dispositivos consumibles (por ejemplo, disefiados para un solo uso,
tal como analisis y/o procesamiento de una sola muestra) o dispositivos reutilizables (por ejemplo, disefiados para mdltiples
usos, como analisis y/o procesamiento de varias muestras). Las opciones de materiales para su inclusion en el dispositivo
pueden reflejar si el dispositivo se usara una o mas veces. Por ejemplo, un dispositivo consumible puede comprender
materiales que son menos costosos que un dispositivo reutilizable. De manera similar, los procesos de fabricacidén pueden
adaptarse al uso del dispositivo. Por ejemplo, un proceso de fabricacion para un dispositivo consumible puede implicar la
produccion de menos desperdicio y/o implicar menos etapas o menos costosas. Un dispositivo reutilizable puede limpiarse
y/o esterilizarse para facilitar los analisis y/o el procesamiento de multiples muestras mediante el uso del mismo dispositivo.
Por ejemplo, un dispositivo reutilizable puede comprender materiales capaces de soportar altas temperaturas apropiadas
para la esterilizacion. Un dispositivo consumible puede comprender o no tales materiales.

Método de analisis de una muestra

En un aspecto, la presente descripcién proporciona los métodos para usar un dispositivo microfluidico para analizar una
muestra, tales como moléculas de acido nucleico. Las moléculas de acido nucleico pueden estar en o de una muestra que
contenga 0 se sospeche que contenga un patégeno, tal como una bacteria o bacterias. El método puede comprender
proporcionar un dispositivo microfluidico como se describe en la presente descripcion. El dispositivo puede comprender un
microcanal. El microcanal puede comprender una entrada y una salida. El dispositivo microfluidico puede comprender
ademas una pluralidad de microcamaras conectadas al microcanal por una pluralidad de aberturas de sifén. El dispositivo
microfluidico puede sellarse mediante una pelicula delgada (por ejemplo, una pelicula delgada termoplastica) dispuesta junto
a una superficie del dispositivo microfluidico de modo que la pelicula delgada cubra el microcanal, la pluralidad de
microcamaras y la pluralidad de aberturas de sifon. Puede aplicarse un reactivo y/o una muestra a la entrada o a la salida.
El dispositivo microfluidico puede llenarse proporcionando un primer diferencial de presion entre el reactivo y/o la muestray
el dispositivo microfluidico, haciendo que el reactivo y/o la muestra fluyan hacia el dispositivo microfluidico. El reactivo y/o la
muestra pueden dividirse en las microcamaras aplicando un segundo diferencial de presién entre el microcanal y la pluralidad
de microcamaras para mover el reactivo y/o la muestra hacia la pluralidad de microcamaras y forzar el paso del gas dentro
de la pluralidad de microcamaras, a través de la pelicula delgada. El segundo diferencial de presion puede ser mayor que el
primer diferencial de presion. Puede aplicarse un tercer diferencial de presion entre la entrada y la salida para introducir un
fluido en el microcanal sin introducir el fluido en las microcamaras. El tercer diferencial de presion puede ser menor que el
segundo diferencial de presion. Puede adicionarse un reactivo antes, después o al mismo tiempo que una muestra. También
puede proporcionarse un reactivo en una 0 mas particiones del dispositivo mediante otro método. Por ejemplo, puede
depositarse un reactivo dentro de una o mas particiones antes de cubrir una o mas particiones con la pelicula delgada.

La entrada y la salida del dispositivo pueden estar en comunicacion fluida con una bomba neumatica o un sistema de
vacio. La bomba neumatica o el sistema de vacio pueden ser un componente o estar separados de un sistema de la
presente descripcion. El llenado y la particion de una muestra y/o reactivo pueden realizarse aplicando diferenciales de
presion a través de varias caracteristicas del dispositivo microfluidico. El llenado y la particion de la muestra y/o el reactivo
pueden realizarse sin el uso de valvulas entre las microcamaras y el microcanal para aislar la muestra y/o el reactivo. Por
ejemplo, el llenado del microcanal puede realizarse aplicando un diferencial de presidn entre la muestra y/o el reactivo a
cargar y el microcanal. Este diferencial de presion puede lograrse presurizando la muestra y/o el reactivo o aplicando
vacio al microcanal. El llenado de las microcamaras puede realizarse aplicando un diferencial de presion entre el
microcanal y las microcamaras. Esto puede lograrse presurizando el microcanal o aplicando vacio a las microcamaras.
La particion de la muestra y/o el reactivo puede realizarse aplicando un diferencial de presion entre un fluido y el
microcanal. Este diferencial de presion puede lograrse presurizando el fluido o aplicando vacio al microcanal.

La pelicula delgada puede tener diferentes caracteristicas de permeabilidad bajo diferentes diferenciales de presion
aplicada. Por ejemplo, la pelicula delgada puede ser impermeable a los gases en los diferenciales de presion primero y
tercero (por ejemplo, presion baja), que pueden ser diferenciales de presiéon de menor magnitud. La pelicula delgada
puede ser al menos parcialmente permeable a los gases en el segundo diferencial de presion (por ejemplo, alta presion),
que puede ser un diferencial de presién de mayor magnitud. Los diferenciales de presion primero y tercero pueden ser
iguales o pueden ser diferentes. El primer diferencial de presién puede ser la diferencia de presion entre el reactivo en la
entrada o salida y el dispositivo microfluidico. Durante el llenado del dispositivo microfluidico, la presion del reactivo puede
ser mayor que la presion del dispositivo microfluidico. Durante el llenado del dispositivo microfluidico, la diferencia de
presion entre el reactivo y el dispositivo microfluidico (por ejemplo, baja presion) puede ser menor o igual a
aproximadamente 8 libras por pulgada cuadrada (psi), menor o igual a aproximadamente 6 psi, menos menor o igual a
aproximadamente 4 psi, menor o igual a aproximadamente 2 psi, menor o igual a aproximadamente 1 psi, 0 menor. En
algunos ejemplos, durante el llenado del dispositivo microfluidico, el diferencial de presién entre el reactivo y el dispositivo
microfluidico puede ser de aproximadamente 1 psi a aproximadamente 8 psi. En algunos ejemplos, durante el llenado
del dispositivo microfluidico, el diferencial de presion entre el reactivo y el dispositivo microfluidico puede ser de
aproximadamente 1 psi a aproximadamente 6 psi. En algunos ejemplos, durante el llenado del dispositivo microfluidico,
el diferencial de presion entre el reactivo y el dispositivo microfluidico puede ser de aproximadamente 1 psi a
aproximadamente 4 psi. El dispositivo microfluidico puede llenarse aplicando un diferencial de presion entre el reactivo y
el dispositivo microfluidico durante menos de o igual a unos 20 minutos, menos de o igual a unos 15 minutos, menos de
oigual a unos 10 minutos, menos de o igual a aproximadamente 5 minutos, menor o igual a aproximadamente 3 minutos,
menor o igual a aproximadamente 2 minutos, menor o igual a aproximadamente 1 minuto, 0 menos.
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Un dispositivo microfluidico lleno puede tener una muestra o uno o mas reactivos en el microcanal, las aberturas del sifon,
las microcamaras o cualquier combinacion de los mismos. El relleno de la muestra o de uno o mas reactivos en las
microcamaras puede ocurrir al llenar el dispositivo microfluidico o puede ocurrir durante la aplicaciéon de un segundo
diferencial de presion. El segundo diferencial de presion (por ejemplo, alta presion) puede corresponder a la diferencia
de presiodn entre el microcanal y la pluralidad de microcamaras. Durante la aplicacién del segundo diferencial de presion,
un primer fluido en el dominio de mayor presién puede empujar un segundo fluido en el dominio de menor presion a
través de la pelicula delgada y fuera del dispositivo microfluidico. Los fluidos primero y segundo pueden comprender un
liquido o un gas. El liquido puede comprender una mezcla acuosa o una mezcla de aceite. El segundo diferencial de
presion puede lograrse presurizando el microcanal. Alternativamente, o, ademas, la segunda diferencia de presion puede
lograrse aplicando vacio a las microcamaras. Durante la aplicacién del segundo diferencial de presion, la muestra y/o el
reactivo del microcanal pueden fluir hacia las microcamaras. Ademas, durante la aplicacion del segundo diferencial de
presion, el gas atrapado dentro de las aberturas del sifén, las microcamaras y los microcanales puede desgasificarse a
través de la pelicula delgada. Durante el relleno y desgasificacion de las microcamaras, el diferencial de presidn entre las
microcamaras y el microcanal puede ser mayor o igual a aproximadamente 6 psi, mayor o igual a aproximadamente 8 psi,
mayor o igual a aproximadamente 10 psi, mayor o igual a aproximadamente 12 psi, mayor o igual a aproximadamente
14 psi, mayor o igual a aproximadamente 16 psi, mayor o igual a aproximadamente 18 psi, mayor o igual a
aproximadamente 20 psi, 0 mayor. En algunos ejemplos, durante el relleno de las microcamaras, el diferencial de presion
entre las microcamaras y el microcanal es de aproximadamente 8 psi a aproximadamente 20 psi. En algunos ejemplos,
durante el relleno de las microcamaras, el diferencial de presion entre las microcdmaras y el microcanal es de
aproximadamente 8 psi a aproximadamente 18 psi. En algunos ejemplos, durante el relleno de las microcamaras, el
diferencial de presién entre las microcamaras y el microcanal es de aproximadamente 8 psi a aproximadamente 16 psi.
En algunos ejemplos, durante el relleno de las microcamaras, el diferencial de presion entre las microcamaras y el
microcanal es de aproximadamente 8 psi a aproximadamente 14 psi. En algunos ejemplos, durante el relleno de las
microcamaras, el diferencial de presion entre las microcamaras y el microcanal es de aproximadamente 8 psi a
aproximadamente 12 psi. En algunos ejemplos, durante el relleno de las microcdmaras, el diferencial de presion entre las
microcamaras y el microcanal es de aproximadamente 8 psi a aproximadamente 10 psi. Las microcdmaras pueden
rellenarse y desgasificarse aplicando un diferencial de presion durante mas de unos 5 minutos, mas de unos 10 minutos,
mas de unos 15 minutos, mas de unos 20 minutos, mas de unos 25 minutos, mas de unos 30 minutos o mas.

La muestra y/o el reactivo pueden dividirse eliminando el exceso de muestra y/o reactivo del microcanal. Quitar el exceso
de muestra y/o reactivo del microcanal puede evitar que los reactivos y/o la muestra en una microcamara se difundan a
través de la abertura del sifon hacia el microcanal y hacia otras microcamaras. El exceso de muestra y/o reactivo dentro del
microcanal puede eliminarse introduciendo un fluido en la entrada o la salida del microcanal. La presion del fluido puede ser
mayor que la presion del microcanal, creando asi un diferencial de presion entre el fluido y el microcanal. El fluido puede ser
oxigeno, nitrégeno, didxido de carbono, aire, un gas noble o cualquier combinacion de los mismos. Durante la particion de
la muestra, el diferencial de presién entre el fluido y el microcanal puede ser menor o igual a aproximadamente 8 psi, menor
0 igual a aproximadamente 6 psi, menor o igual a aproximadamente 4 psi, menor o igual a aproximadamente 2 psi, menor
o igual a aproximadamente 1 psi o menor. En algunos ejemplos, durante la particién de la muestra y/o el reactivo, el
diferencial de presién entre el fluido y el microcanal puede ser de aproximadamente 1 psi a aproximadamente 8 psi. En
algunos ejemplos, durante la particion de la muestra y/o el reactivo, el diferencial de presion entre el fluido y el microcanal
puede ser de aproximadamente 1 psi a aproximadamente 6 psi. En algunos ejemplos, durante la particion de la muestra y/o
el reactivo, el diferencial de presién entre el fluido y el microcanal puede ser de aproximadamente 1 psi a aproximadamente
4 psi. La muestra y/o el reactivo pueden particionarse aplicando un diferencial de presion entre el fluido y el microcanal
durante menos de igual a aproximadamente 20 minutos, menos de o igual a aproximadamente 15 minutos, menos de o
igual a aproximadamente 10 minutos, menos de o igual a aproximadamente 5 minutos, menor o igual a aproximadamente
3 minutos, menor o igual a aproximadamente 2 minutos, menor o igual a aproximadamente 1 minuto 0 menos.

Las Figuras 3A-3D ilustran un método para usar el dispositivo microfluidico que se muestra en la Figura 1A. En la
Figura 3A, se aplica una presién baja al reactivo en la entrada 120 a través de una bomba neumatica 300 para
forzar el reactivo dentro del microcanal 110 y asi llenar las microcAmaras a través de las aberturas del sifén. La
presion obliga al reactivo a fluir a través del microcanal y, por lo tanto, a fluir hacia las microcamaras a través de
las aberturas del sifén. En este momento, las burbujas de gas, tal como la burbuja 301, pueden permanecer dentro
de las microcamaras, las aberturas del sifén o el microcanal. El llenado mediante la aplicaciéon de baja presion
puede continuar hasta que las microcamaras, las aberturas del sifon y el microcanal estén sustancialmente llenos
de reactivo. El reactivo puede ser un reactivo para usar en una reaccién en cadena de la polimerasa. El reactivo
puede diluirse de manera que no haya mas de una plantilla de PCR presente en el reactivo por microcamara del
dispositivo microfluidico. Por ejemplo, cada particion de al menos un subconjunto de la pluralidad de particiones de
un dispositivo puede incluir como maximo una molécula de acido nucleico. En algunos ejemplos, cada particion de
un subconjunto de la pluralidad de particiones de un dispositivo puede incluir solo una molécula de acido nucleico.

En la Figura 3B, la bomba neumatica 300 esta conectada tanto a las entradas 120 como a las salidas 130 y se aplica
una alta presion. La alta presidn se transmite a través del reactivo y se aplica a las burbujas de gas, tal como la burbuja
301. Bajo la influencia de esta alta presion, la pelicula delgada 150 se vuelve permeable al gas y la burbuja 301 puede
desgasificarse a través de la pelicula delgada 150. Al aplicar esta alta presion, las microcamaras, las aberturas del
sifon y el microcanal pueden quedar sustancialmente libres de burbujas de gas, lo que evita asi el ensuciamiento.
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En la Figura 3C, el fluido se vuelve a introducir aplicando baja presion a un gas en la entrada 120 a través de la bomba
neumatica 300. La presion del aire puede no ser suficiente para permitir que el gas se desgasifique a través de la pelicula
delgada o lo suficientemente alta como para forzar las burbujas de gas hacia las aberturas del sifén y las microcamaras.
En su lugar, el gas puede limpiar el microcanal de reactivo, dejando el reactivo aislado en cada microcamara y abertura
de sifon. El gas puede ser aire. Alternativamente, el gas puede ser un gas inerte tal como nitrégeno, didxido de carbono
0 un gas noble. Tal gas puede usarse para evitar la reaccion entre el reactivo y los gases componentes del aire.

La Figura 3D ilustra el estado del sistema después de que se haya aplicado la baja presién en la Figura 3C. Después
de la aplicacion del gas a baja presion, las microcdmaras y las aberturas del sifén pueden permanecer llenas de reactivo,
mientras que el microcanal puede limpiarse de reactivo. El reactivo puede permanecer estacionario dentro de las
microcamaras debido a la fuerza capilar y la alta tensién superficial creada por la abertura del sifén. La fuerza capilary la
alta tensidn superficial pueden evitar que el reactivo fluya hacia el microcanal y minimizar la evaporacion del reactivo. Un
proceso similar al descrito con respecto a las Figuras 3A-3D se puede usar para dividir la muestra dentro del dispositivo.

La particién de la muestra puede verificarse mediante la presencia de un indicador dentro del reactivo. Un indicador
puede incluir una molécula que comprende un resto detectable. El resto detectable puede incluir especies radioactivas,
marcadores fluorescentes, marcadores quimioluminiscentes, marcadores enzimaticos, marcadores colorimétricos o
cualquier combinacion de los mismos. Los ejemplos no limitantes de especies radioactivas incluyen °H, *C, 2Na, 2P,
Bp, IG 42K, 45Caq, FFe, 123, 124 125| 131] g 23Hg, Los ejemplos no limitantes de marcadores fluorescentes incluyen
proteinas fluorescentes, colorantes Opticamente activos (por ejemplo, un colorante fluorescente), fluoréforos
organometalicos o cualquier combinacion de los mismos. Los ejemplos no limitantes de marcadores
quimioluminiscentes incluyen enzimas de la clase de las luciferasas tales como las luciferasas de Cypridina, Gaussia,
Renilla y de luciérnaga. Los ejemplos no limitantes de marcadores enzimaticos incluyen peroxidasa de rabano picante
(HRP), fosfatasa alcalina (AP), beta galactosidasa, glucosa oxidasa u otros marcadores bien conocidos.

Una molécula indicadora puede ser una molécula fluorescente. Las moléculas fluorescentes pueden incluir proteinas
fluorescentes, colorantes fluorescentes y fluoréforos organometalicos. La molécula indicadora puede ser un fluoréforo de
proteina. Los fluor6foros de proteinas pueden incluir proteinas fluorescentes verdes (GFP, proteinas fluorescentes que
emiten fluorescencia en la region verde del espectro, que generalmente emiten luz con una longitud de onda de 500 a
550 nandmetros), proteinas fluorescentes cian (CFP, proteinas fluorescentes que emiten fluorescencia en la region cian
del espectro, generalmente emitiendo luz con una longitud de onda de 450-500 nandmetros), proteinas fluorescentes
rojas (RFP, proteinas fluorescentes que emiten fluorescencia en la regién roja del espectro, generalmente emitiendo luz
con una longitud de onda de 600-650 nandmetros). Los ejemplos no limitantes de fluoréforos de proteinas incluyen
mutantes y variantes espectrales de AcGFP, AcGFP1, AmCyan, Am Cyan1, AQ143, AsRed2, Azami Green, Azurite,
BFP, Cerulean, CFP, CGFP, Citrine, copGFP, CyPet, dKeima-Tandem, DsRed, dsRed-Express, monémero DsRed,
DsRed2, dTomato, dTomato-Tandem, EBFP, EBFP2, ECFP, EGFP, Emerald, EosFP, EYFP, GFP, HcRed-Tandem,
HcRed1, JRed, Katuska, Kusabira Orange, Kusabira Orange2, mApple, mBanana, mCerulean, mCFP, mCherry,
mCitrine, mECFP, mEmerald, mGrape1, mGrape2, mHoneydew, Midori-Ishi Cyan, mKeima, mKO, mOrange, mOrange2,
mPlum, mRaspberry, mMRFP1, mRuby, mStrawberry, mTagBFP, mTangerine, mTeal, mTomato, mTurquoise, mWasabi,
PhiYFP, ReAsH, Sapphire, Superfolder GFP, T-Sapphire, TagCFP, TagGFP, TagRFP, TagRFP-T, TagYFP, tdTomato,
Topaz, TurboGFP, Venus, YFP, YPet, ZsGreen y ZsYellow1.

La molécula indicadora puede ser un colorante fluorescente. Los ejemplos no limitativos de tintes fluorescentes incluyen
verde de SYBR; azul SYBR; DAPI; yoduro de propidio; Hoeste; dorado de SYBR; bromuro de etidio; acridinas; proflavina;
naranja de acridina; acriflavina; fluorcumanina; elipticina; daunomicina; cloroquina; distamicina D; cromomicina; homidio;
mitramicina; polipiridilos de rutenio; antramicina; fenantridinas y acridinas; yoduro de propidio; yoduro de hexidio;
dihidroetidio; monoazida de etidio; ACMA; Hoechst 33258; Hoechst 33342; Hoechst 34580; DAPI; naranja de acridina; 7-
AAD; actinomicina D; LDS751; hidroxiestilbamidina; azul SYTOX; verde SYTOX; naranja SYTOX; POPO-1; POPO-3;
YOYO-1; YOYO-3;, TOTO-1; TOTO-3; JOJO-1; LOLO-1; BOBO-1; BOBO-3; PO-PRO-1; PO-PRO-3; BO-PRO-1; BO-
PRO-3; TO-PRO-1; TO-PRO-3; TO-PRO-5; JO-PRO-1; LO-PRO-1; YO-PRO-1; YO-PRO-3; PicoGreen; OliGreen;
RiboGreen; dorado SYBR; verde SYBR I; verde SYBR II; SYBR DX: SYTO-40, SYTO-41, SYTO-42, SYTO-43, SYTO-
44 y SYTO-45 (azul); SYTO-13, SYTO-16, SYTO-24, SYTO-21, SYTO-23, SYTO-12, SYTO-11, SYTO-20, SYTO-22,
SYTO-15, SYTO-14, y SYTO-25 (verde); SYTO-81, SYTO-80, SYTO-82, SYTO-83, SYTO-84 y SYTO-85 (naranja);
SYTO-64, SYTO-17, SYTO-59, SYTO-61, SYTO-62, SYTO-60 y SYTO-63 (rojo);, fluoresceina; isotiocianato de
fluoresceina (FITC); isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC); rodamina; tetrametil rodamina; R-ficoeritrina; Cy-2; Cy-
3; Cy-3,5; Cy-5; Cy5.5; ; Cy-7; rojo Texas; rojo Phar; aloficocianina (APC); verde Sybr |; verde Sybr Il; dorado Sybr; verde
CellTracker; 7-AAD; homodimero de etidio |; homodimero de etidio Il; homodimero de etidio Ill; umbeliferona; eosina;
proteina fluorescente verde; eritrosina; cumarina; cumarina de metilo; pireno; verde malaquita; estilbeno; amarillo lucifer;
azul cascada; fluoresceina de diclorotriazinilamina; cloruro de dansilo; complejos de lantanido fluorescente tales como
los que incluyen europio y terbio; fluoresceina de tetracloro carboxi; 5 y/o 6-carboxifluoresceina (FAM); 5- (o 6-
)yodoacetamidofluoresceina; 5-{[2(y 3)-5-(acetilmercapto)-succinillJamino} fluoresceina (SAMSA-fluoresceina); cloruro de
sulfonilo de rodamina B; 5 y/o 6 carboxirodamina (ROX); 7-amino-metil-cumarina; acido 7-amino-4-metilcumarin-3-acético
(AMCA); fluordéforos de BODIPY; 8-metoxipireno-1;3;sal trisédica de acido 6-trisulfénico; 3;6-disulfonato-4-amino-
naftalimida; ficobiliproteinas; tintes AlexaFluor 350, 405, 430, 488, 532, 546, 555, 568, 594, 610, 633, 635, 647, 660, 680,
700, 750, y 790, tintes DyLight 350, 405, 488, 550, 594, 633, 650, 680, 755, y 800; y otros fluoréforos.
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La molécula indicadora puede ser un fluoroéforo organometalico. Los ejemplos no limitantes de fluordforos organometalicos
incluyen quelatos de iones lantanidos, cuyos ejemplos no limitantes incluyen tris(dibenzoilmetano) mono(1,10-
fenantrolina)europio(lll), tris(dibenzoilmetano) mono(5-amino-1,10-fenantrolina)europio (lll) y criptato de Lumi4-Tb.

Pueden recopilarse sefiales (por ejemplo, tomar imagenes) del dispositivo microfluidico o un subconjunto de la
pluralidad de particiones (por ejemplo, microcamaras) del mismo. La recopilacién de sefiales puede comprender tomar
imagenes del dispositivo 0o un subconjunto de la pluralidad de particiones del mismo. Las sefiales (por ejemplo,
imagenes) pueden recopilarse de microcamaras individuales, una matriz de microcamaras o multiples matrices de
microcamaras al mismo tiempo. Las sefiales pueden recopilarse a través del cuerpo del dispositivo microfluidico, a
través de la pelicula delgada del dispositivo microfluidico, o de ambos. El cuerpo del dispositivo microfluidico puede
ser sustancialmente transparente dpticamente. Alternativamente, el cuerpo del dispositivo microfluidico puede ser
sustancialmente opaco opticamente. De manera similar, la pelicula delgada puede ser sustancialmente transparente
Opticamente. Alternativamente, el cuerpo del dispositivo microfluidico puede ser sustancialmente opaco opticamente.

Las sefiales pueden recopilarse del dispositivo microfluidico o de un subconjunto de la pluralidad de particiones del mismo
en cualquier momento Util y con cualquier frecuencia util. Por ejemplo, las sefiales (por ejemplo, imagenes) pueden
recopilarse antes de llenar el dispositivo microfluidico con reactivo o muestra. Las sefiales también pueden recopilarse
durante el llenado del dispositivo microfluidico con reactivo o muestra. Alternativamente o, ademas, las sefiales pueden
recopilarse después de llenar el dispositivo microfluidico con reactivo o muestra. Por ejemplo, pueden recopilarse sefiales
para verificar la particion del reactivo o la muestra. Las sefiales también pueden recopilarse durante una reaccion (por
ejemplo, una reaccién de amplificacién de acido nucleico) para controlar los productos (por ejemplo, productos de
amplificacion) de la reaccion. De manera similar, las sefiales pueden recopilarse durante el calentamiento controlado del
dispositivo o un subconjunto de la pluralidad de particiones del mismo (por ejemplo, durante un analisis de fusién de alta
resolucion). Las sefiales pueden recopilarse a intervalos especificos, tal como en puntos de tiempo especificos.
Alternativamente, o, ademas, se puede tomar un video del dispositivo microfluidico o un subconjunto de la pluralidad de
particiones del mismo. Los intervalos especificados pueden incluir recopilar una sefial (por ejemplo, tomar una imagen)
al menos cada 300 segundos, al menos cada 240 segundos, al menos cada 180 segundos, al menos cada 120 segundos,
al menos cada 90 segundos, al menos cada 60 segundos, al menos cada 30 segundos, al menos cada 15 segundos, al
menos cada 10 segundos, al menos cada 5 segundos, al menos cada 4 segundos, al menos cada 3 segundos, al menos
cada 2 segundos, al menos cada 1 segundo, 0 mas frecuentemente durante una reaccion. Las sefiales también pueden
recopilarse en respuesta a las instrucciones de un procesador, como se describe en la presente descripcion.

Los métodos descritos en la presente descripcion que implican el uso de un dispositivo microfluidico pueden comprender
la amplificaciéon de una pluralidad de moléculas de acido nucleico de una muestra. El dispositivo microfluidico puede
llenarse con uno o0 mas reactivos de amplificacion, tal como moléculas de acido nucleico, componentes necesarios para
una reaccioén de amplificacion (por ejemplo, cebadores, polimerasas y desoxirribonucleétidos), una molécula indicadora
y una sonda de amplificacién. Las reacciones de amplificacién pueden implicar ciclos térmicos de la pluralidad de
microcamaras o un subconjunto de las mismas, como se describe en la presente descripcion. La deteccion de la
amplificacion de acidos nucleicos puede realizarse mediante la recopilacion de sefiales (por ejemplo, formacién de
imagenes) de la pluralidad de microcamaras del dispositivo microfluidico o un subconjunto del mismo. Las moléculas de
acido nucleico pueden cuantificarse contando las microcamaras en las que las moléculas de acido nucleico se amplifican
con éxito y aplicando estadisticas de Poisson. Las moléculas de acido nucleico también pueden cuantificarse mediante
el procesamiento de sefiales recopiladas en diferentes momentos a lo largo de una reaccién de amplificacion. Por
ejemplo, pueden recopilarse una 0 mas sefiales durante cada ciclo térmico (por ejemplo, cada ciclo de amplificacion) de
una reaccién de amplificacién de acido nucleico y las sefiales pueden usarse para determinar una velocidad de
amplificacion como, por ejemplo, en la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa o en tiempo real (PCR en tiempo
real o qPCR). La amplificacion y cuantificacion de acidos nucleicos puede realizarse en una sola unidad integrada, por
ejemplo, dentro de una particién dada o un subconjunto de la pluralidad de particiones del dispositivo.

Pueden usar una variedad de reacciones de amplificacion de acidos nucleicos para amplificar la molécula de acido
nucleico en una muestra para generar un producto amplificado. La amplificaciéon de un acido nucleico diana puede ser
lineal, exponencial 0 una combinacién de las mismas. Los ejemplos no limitantes de métodos de amplificacion de
acido nucleico incluyen la extension de cebador, la reaccion en cadena de la polimerasa, la transcripcidn inversa, la
amplificacion isotérmica, la reacciéon en cadena de la ligasa, la amplificaciéon dependiente de helicasa, la amplificacion
asimétrica, la amplificacion de circulo rodante y la amplificacion de desplazamiento miultiple. El producto de
amplificacion de una reaccion de amplificacion puede ser ADN o ARN. Para muestras que incluyen moléculas de ADN,
puede emplearse cualquier método de amplificacion de ADN. Los métodos de amplificacion de ADN incluyen, pero no
se limitan a, PCR, PCR en tiempo real, PCR de ensamblaje, PCR asimétrica, PCR digital, PCR de marcaciéon, PCR
dependiente de helicasa, PCR anidada, PCR de inicio en caliente, PCR inversa, PCR con metilacion especifica, PCR
con minicebador, PCR multiplex, PCR de superposicion y extensién, PCR termoasimétrica entrelazada, PCR de
contacto y reaccién en cadena de la ligasa. La amplificacion de ADN puede ser lineal, exponencial o cualquier
combinacion de las mismas. La amplificacion de ADN también puede lograrse con PCR digital (dPCR), PCR
cuantitativa en tiempo real (QPCR) o PCR digital cuantitativa (qdPCR), como se describe en la presente descripcion.

Los reactivos necesarios para la amplificacion de acidos nucleicos pueden incluir enzimas polimerizantes, cebadores
inversos, cebadores directos y sondas de amplificacion. Los ejemplos de enzimas polimerizantes incluyen, sin limitacion,
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acido nucleico polimerasa, transcriptasa o ligasa (es decir, enzimas que catalizan la formacion de un enlace). La enzima
polimerizante puede ser natural o sintetizada. Los ejemplos de polimerasas incluyen una polimerasa de ADN y polimerasa
de ARN, una polimerasa termoestable, una polimerasa de tipo salvaje, una polimerasa modificada, ADN polimerasa | de E.
coli, ADN polimerasa T7, ADN polimerasa de bacteriéfago T4 &29 (phi29) ADN polimerasa, Taq polimerasa, Tth polimerasa,
Tli polimerasa, Pfu polimerasa Pwo polimerasa, VENT polimerasa, DEEPVENT polimerasa, Ex-Taq polimerasa, LA-Taw
polimerasa, Sso polimerasa Poc polimerasa, Pab polimerasa, Mth polimerasa ES4 polimerasa, Tru polimerasa, Tac
polimerasa, Tne polimerasa, Tma polimerasa, Tca polimerasa, Tih polimerasa, Tfi polimerasa, Platinum Taq polimerasas,
Tbr polimerasa, Tfl polimerasa, Pfutubo polimerasa, Pyrobest polimerasa, KOD polimerasa, Bst polimerasa, Sac polimerasa,
fragmento de polimerasa Klenow con actividad de exonucleasa de 3'a 5', y variantes, productos modificados y derivados de
los mismos. Para una polimerasa de inicio en caliente, puede ser necesaria una etapa de desnaturalizacién a una
temperatura de aproximadamente 92 °C a 95 °C durante un periodo de tiempo de aproximadamente 2 minutos a 10 minutos.

Una reaccidn de amplificacidn de acido nucleico puede implicar una sonda de amplificaciéon. Una sonda de amplificacion
puede ser una sonda de oligonucleotidos especifica de secuencia. La sonda de amplificacion puede ser dpticamente
activa cuando se hibrida con un producto de amplificacion. Es posible que la sonda de amplificacidn solo sea detectable
a medida que avanza la amplificacién del acido nucleico. La intensidad de una sefial recopilada de una pluralidad de
particiones que incluyen moléculas de acido nucleico (por ejemplo, sefial dptica) puede ser proporcional a la cantidad de
producto amplificado incluido en las particiones. Por ejemplo, la sefial recolectada de una particién en particular puede
ser proporcional a la cantidad de producto amplificado en esa particion en particular. Una sonda puede unirse a cualquiera
de los restos detectables dpticamente activos (por ejemplo, colorantes) descritos en la presente descripcidn y también
puede incluir un inhibidor capaz de bloquear la actividad 6ptica de un colorante asociado. Los ejemplos no limitantes de
sondas que pueden ser (tiles como restos detectables incluyen sondas TagMan, sondas TagMan Tamara, sondas
TagMan MGB, sondas Lion, sondas de acido nucleico bloqueadas o balizas moleculares. Los ejemplos no limitativos de
inactivadores que pueden ser Utiles para bloquear la actividad dptica de la sonda incluyen los inactivadores Black Hole
(BHQ), los inactivadores lowa Black FQ y RQ o los inactivadores ZEN internos. Alternativamente o, ademas, la sonda o
el inhibidor puede ser cualquier sonda conocida que sea Uutil en el contexto de los métodos de la presente descripcion.

La sonda de amplificacion puede ser una sonda fluorescente doblemente marcada. La sonda doblemente marcada puede
incluir un informador fluorescente y un inactivador de fluorescencia vinculado con un acido nucleico. El informador
fluorescente y el inactivador fluorescente pueden colocarse muy cerca uno del otro. La proximidad del informador
fluorescente y el inactivador fluorescente puede bloquear la actividad 6ptica del informador fluorescente. La sonda
doblemente marcada puede unirse a la molécula de acido nucleico que se va a amplificar. Durante la amplificacion, la
actividad exonucleasa de la polimerasa puede escindir el informador fluorescente y el inactivador fluorescente. Separar
el informador fluorescente y el inactivador de la sonda de amplificacién puede hacer que el informador fluorescente
recupere su actividad optica y permita la deteccion. La sonda fluorescente de doble marca puede incluir un informador
fluorescente de 5' con una longitud de onda de excitaciéon maxima de aproximadamente 450 nandmetros (nm), 500 nm,
525 nm, 550 nm, 575 nm, 600 nm, 625 nm, 650 nm, 675 nm, 700 nm, o superior y una longitud de onda de emisién
maxima de aproximadamente 500 nm, 525 nm, 550 nm, 575 nm, 600 nm, 625 nm, 650 nm, 675 nm, 700 nm o superior.
La sonda fluorescente doblemente marcada también puede incluir un inactivador fluorescente 3'. El inactivador
fluorescente puede inactivar longitudes de onda de emision fluorescente entre aproximadamente 380 nm y 550 nm,
390 nmy 625 nm, 470 nm y 560 nm, 480 nm y 580 nm, 550 nm y 650 nm, 550 nmy 750 nm, 0 620 nmy 730 nm.

Las reacciones de amplificacion de acidos nucleicos llevadas a cabo dentro de las microcamaras del dispositivo
pueden comprender ciclos térmicos de las microcamaras del dispositivo microfluidico, o un subconjunto de las
mismas. Los ciclos térmicos pueden incluir el control de la temperatura del dispositivo microfluidico aplicando calor
o enfriamiento al dispositivo microfluidico. Los métodos de calentamiento o enfriamiento pueden incluir
calentamiento o enfriamiento resistivo, calentamiento o enfriamiento por radiacioén, calentamiento o enfriamiento
por conduccion, calentamiento o enfriamiento por conveccion, o cualquier combinacion de los mismos. Los ciclos
térmicos pueden incluir ciclos de incubacion de las microcamaras a una temperatura suficientemente alta para
desnaturalizar las moléculas de acido nucleico durante un periodo de tiempo seguido de la incubacién de las
microcamaras a una temperatura de extensién durante un periodo de extension. Los ciclos térmicos también pueden
incluir ciclos de incubacion de las microcamaras a una temperatura suficiente para hibridar un cebador con una
molécula de acido nucleico a una temperatura de hibridacion durante un tiempo de hibridaciéon. Las temperaturas
de desnaturalizaciéon pueden variar segun, por ejemplo, la muestra de acidos nucleicos particular, los reactivos
usados y las condiciones de reaccion deseadas. Una temperatura de desnaturalizacién puede ser de
aproximadamente 80 °C a aproximadamente 110 °C. Una temperatura de desnaturalizacion puede ser de
aproximadamente 85 °C a aproximadamente 105 °C. Una temperatura de desnaturalizacion puede ser de
aproximadamente 90 °C a aproximadamente 100 °C. Una temperatura de desnaturalizacion puede ser de
aproximadamente 90 °C a aproximadamente 98 °C. Una temperatura de desnaturalizacién puede ser de
aproximadamente 92 °C a aproximadamente 95 °C. Una temperatura de desnaturalizacién puede ser de al menos
aproximadamente 80 °C, al menos aproximadamente 81 °C, al menos aproximadamente 82 °C, al menos
aproximadamente 83 °C, al menos aproximadamente 84 °C, al menos aproximadamente 85 °C, al menos
aproximadamente 86 °C, al menos aproximadamente 87 °C, al menos aproximadamente 88 °C, al menos
aproximadamente 89 °C, al menos aproximadamente 90 °C, al menos aproximadamente 91 °C, al menos
aproximadamente 92 °C, al menos aproximadamente 93 °C, al menos aproximadamente 94 °C, al menos
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aproximadamente 95 °C, al menos aproximadamente 96 °C, al menos aproximadamente 97 °C, al menos
aproximadamente 98 °C, al menos aproximadamente 99 °C, al menos aproximadamente 100 ° C, o superior.

La duracion de la desnaturalizacion puede variar segun, por ejemplo, la muestra de acidos nucleicos particular, los reactivos
usados y las condiciones de reaccion deseadas. La duracién de la desnaturalizacion puede ser menor o igual a
aproximadamente 300 segundos, 240 segundos, 180 segundos, 120 segundos, 90 segundos, 60 segundos, 55 segundos,
50 segundos, 45 segundos, 40 segundos, 35 segundos, 30 segundos, 25 segundos, 20 segundos, 15 segundos, 10
segundos, 5 segundos, 2 segundos o 1 segundo. Alternativamente, la duracion de la desnaturalizacion no puede ser superior
a 120 segundos, 90 segundos, 60 segundos, 55 segundos, 50 segundos, 45 segundos, 40 segundos, 35 segundos, 30
segundos, 25 segundos, 20 segundos, 15 segundos, 10 segundos, 5 segundos, 2 segundos o 1 segundo.

Las temperaturas de extension pueden variar segun, por ejemplo, la muestra de acidos nucleicos particular, los
reactivos usados y las condiciones de reaccion deseadas. Una temperatura de extensién puede ser de
aproximadamente 30 °C a aproximadamente 80 °C. Una temperatura de extension puede ser de aproximadamente
35°C a aproximadamente 75°C. Una temperatura de extension puede ser de aproximadamente 45°C a
aproximadamente 65 °C. Una temperatura de extension puede ser de aproximadamente 55 °C a aproximadamente
65 °C. Una temperatura de extensidon puede ser de aproximadamente 40 °C a aproximadamente 60 °C. Una
temperatura de extension puede ser al menos aproximadamente 35 °C, al menos aproximadamente 36 °C, al menos
aproximadamente 37 °C, al menos aproximadamente 38 °C, al menos aproximadamente 39 °C, al menos
aproximadamente 40 °C, al menos aproximadamente 41 °C, al menos aproximadamente 42 °C, al menos
aproximadamente 43 °C, al menos aproximadamente 44 °C, al menos aproximadamente 45°C, al menos
aproximadamente 46 °C, al menos aproximadamente 47 °C, al menos aproximadamente 48 °C, al menos
aproximadamente 49 °C, al menos aproximadamente 50 °C, al menos aproximadamente 51 °C, al menos
aproximadamente 52 °C, al menos aproximadamente 53 °C, al menos aproximadamente 54 °C, al menos
aproximadamente 55 ° C, al menos aproximadamente 56 °C, al menos aproximadamente 57 °C, al menos
aproximadamente 58 °C, al menos aproximadamente 59 °C, al menos aproximadamente 60 °C, al menos
aproximadamente 61 °C, al menos aproximadamente 62 °C, al menos aproximadamente 63 °C, al menos
aproximadamente 64 °C, al menos aproximadamente 65 °C, al menos aproximadamente 66 °C, al menos
aproximadamente 67 °C, al menos aproximadamente 68 °C, al menos aproximadamente 69 °C, al menos
aproximadamente 70 °C, al menos aproximadamente 71 °C, al menos aproximadamente 72 °C, al menos
aproximadamente 73 °C, al menos aproximadamente 74 °C, al menos aproximadamente 75°C, al menos
aproximadamente 76 °C, a al menos aproximadamente 77 °C, al menos aproximadamente 78 °C, al menos
aproximadamente 79 °C, o al menos aproximadamente 80 °C.

El tiempo de extension puede variar segun, por ejemplo, la muestra de acidos nucleicos patrticular, los reactivos usados
y las condiciones de reaccion deseadas. La duracion de la extension puede ser menor o igual a aproximadamente 300
segundos, 240 segundos, 180 segundos, 120 segundos, 90 segundos, 60 segundos, 55 segundos, 50 segundos, 45
segundos, 40 segundos, 35 segundos, 30 segundos, 25 segundos, 20 segundos, 15 segundos, 10 segundos, 5
segundos, 2 segundos o 1 segundo. Alternativamente, la duracién de la extension no puede ser mas de aproximadamente
120 segundos, 90 segundos, 60 segundos, 55 segundos, 50 segundos, 45 segundos, 40 segundos, 35 segundos, 30
segundos, 25 segundos, 20 segundos, 15 segundos, 10 segundos, 5 segundos, 2 segundos o 1 segundo.

Las temperaturas de hibridacion pueden variar segun, por ejemplo, la muestra de acidos nucleicos particular, los
reactivos usados y las condiciones de reaccién deseadas. Una temperatura de hibridacion puede ser de
aproximadamente 30 °C a aproximadamente 80 °C. Una temperatura de hibridacién puede ser de aproximadamente
35°C a aproximadamente 75 °C. Una temperatura de hibridacion puede ser de aproximadamente 45°C a
aproximadamente 65 °C. Una temperatura de hibridacion puede ser de aproximadamente 55 °C a aproximadamente
65 °C. Una temperatura de hibridacién puede ser de aproximadamente 40 °C a aproximadamente 60 °C. Una
temperatura de hibridacion puede ser al menos aproximadamente 35 °C, al menos aproximadamente 36 °C, al menos
aproximadamente 37 °C, al menos aproximadamente 38 °C, al menos aproximadamente 39 °C, al menos
aproximadamente 40 °C, al menos aproximadamente 41 °C, al menos aproximadamente 42 °C, al menos
aproximadamente 43 °C, al menos aproximadamente 44 °C, al menos aproximadamente 45°C, al menos
aproximadamente 46 °C, al menos aproximadamente 47 °C, al menos aproximadamente 48 °C, al menos
aproximadamente 49 °C, al menos aproximadamente 50 °C, al menos aproximadamente 51 °C, al menos
aproximadamente 52 °C, al menos aproximadamente 53 °C, al menos aproximadamente 54 °C, al menos
aproximadamente 55 ° C, al menos aproximadamente 56 °C, al menos aproximadamente 57 °C, al menos
aproximadamente 58 °C, al menos aproximadamente 59 °C, al menos aproximadamente 60 °C, al menos
aproximadamente 61 °C, al menos aproximadamente 62 °C, al menos aproximadamente 63 °C, al menos
aproximadamente 64 °C, al menos aproximadamente 65 °C, al menos aproximadamente 66 °C, al menos
aproximadamente 67 °C, al menos aproximadamente 68 °C, al menos aproximadamente 69 °C, al menos
aproximadamente 70 °C, al menos aproximadamente 71 °C, al menos aproximadamente 72 °C, al menos
aproximadamente 73 °C, al menos aproximadamente 74 °C, al menos aproximadamente 75°C, al menos
aproximadamente 76 °C, a al menos aproximadamente 77 °C, al menos aproximadamente 78 °C, al menos
aproximadamente 79 °C o al menos aproximadamente 80 °C.
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El tiempo de hibridacion puede variar segan, por ejemplo, la muestra de acidos nucleicos patrticular, los reactivos usados
y las condiciones de reaccidn deseadas. La duracion de la hibridaciéon puede ser menor o igual a aproximadamente 300
segundos, 240 segundos, 180 segundos, 120 segundos, 90 segundos, 60 segundos, 55 segundos, 50 segundos, 45
segundos, 40 segundos, 35 segundos, 30 segundos, 25 segundos, 20 segundos, 15 segundos, 10 segundos, 5
segundos, 2 segundos o 1 segundo. Alternativamente, la duraciéon de la hibridacién no puede ser superior a 120
segundos, 90 segundos, 60 segundos, 55 segundos, 50 segundos, 45 segundos, 40 segundos, 35 segundos, 30
segundos, 25 segundos, 20 segundos, 15 segundos, 10 segundos, 5 segundos, 2 segundos o 1 segundo.

La amplificacion de acidos nucleicos puede incluir multiples ciclos de ciclos térmicos (por ejemplo, miultiples ciclos de
amplificacion). Puede realizarse cualquier nimero adecuado de ciclos. El namero de ciclos realizados puede ser mas
de 5, mas de 10, mas de 15, mas de 20, mas de 30, mas de 40, mas de 50, mas de 60, mas de 70, mas de 80, mas
de 90, mas de 100 ciclos 0 mas. El nimero de ciclos realizados puede depender del nimero de ciclos necesarios para
obtener los productos de amplificacion detectables. Por ejemplo, el nimero de ciclos necesarios para detectar la
amplificacion de acidos nucleicos durante la PCR (por ejemplo, dPCR, qPCR o qdPCR) puede ser menor o igual a
aproximadamente 100, menor o igual a aproximadamente 90, menor o igual a aproximadamente 80, menor o igual a
aproximadamente 70, menor o igual a aproximadamente 60, menor o igual a aproximadamente 50, menor o igual a
aproximadamente 40, menor o igual a aproximadamente 30, menor o igual a aproximadamente 20, menor o igual a
aproximadamente 15, menor o igual a aproximadamente 10, menor o igual a aproximadamente 5 ciclos, 0 menor.

El tiempo para alcanzar una cantidad detectable de producto de amplificacion puede variar segun, por ejemplo, la muestra
de Acidos nucleicos particular, los reactivos usados, la reaccion de amplificacion usada, el namero de ciclos de amplificacion
usados y las condiciones de reaccidén deseadas. El tiempo para alcanzar una cantidad detectable de producto de
amplificacién puede ser de aproximadamente 120 minutos o menos, 90 minutos 0 menos, 60 minutos 0 menos, 50 minutos
0 menos, 40 minutos o0 menos, 30 minutos 0 menos, 20 minutos 0 menos, 10 minutos 0 menos o 5 minutos 0 menos.

La velocidad de rampa (es decir, la velocidad a la que la microcdmara pasa de una temperatura a otra) es importante
para la amplificacién. Por ejemplo, la temperatura y el tiempo durante el cual una reacciéon de amplificacion produce
una cantidad detectable de producto amplificado puede variar dependiendo de la velocidad de rampa. La velocidad de
rampa puede afectar el tiempo o las temperaturas, o tanto el tiempo como la temperatura usados durante la
amplificacion. La velocidad de rampa puede ser constante entre ciclos o puede variar entre ciclos. La velocidad de
rampa puede ajustarse en funcion de la muestra que se esté procesando. Por ejemplo, pueden seleccionarse
velocidades de rampa dptimas para proporcionar un método de amplificacién robusto y eficiente.

La Figura 5 ilustra un proceso de PCR digital para ser empleado con el dispositivo microfluidico descrito anteriormente.
En la etapa 501, el reactivo se reparte como se muestra en las Figuras 3A-3D. En la etapa 502, el reactivo se somete
a ciclos térmicos para ejecutar la reaccion de PCR en el reactivo en las microcamaras. Esta etapa puede realizarse,
por ejemplo, mediante el uso de un termociclador de bloque plano. En la etapa 503, se realiza la adquisicion de
imagenes para determinar qué microcamaras han llevado a cabo con éxito la reaccion de PCR. La adquisicién de
imagenes puede realizarse, por ejemplo, mediante el uso de una unidad de deteccion de sonda de tres colores. En la
etapa 504, se aplican estadisticas de Poisson al recuento de microcamaras determinado en la etapa 503 para convertir
el nimero bruto de camaras positivas en una concentracion de acido nucleico.

Un método para analizar una pluralidad de moléculas de acido nucleico puede comprender proporcionar un dispositivo
que comprenda una pluralidad de particiones como se describe en la presente descripcion. Al menos un subconjunto
de la pluralidad de particiones puede incluir una pluralidad de moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de
acido desoxirribonucleico o acido ribonucleico). Cada particién del subconjunto de la pluralidad de particiones puede
configurarse para permitir el flujo de gas desde las particiones a un medio externo a las particiones a través de al
menos una barrera que separa las particiones del medio externo. El subconjunto de la pluralidad de particiones puede
entonces someterse a condiciones suficientes para realizar reacciones de amplificacion de acidos nucleicos mediante
el uso de la pluralidad de moléculas de acidos nucleicos para generar productos de amplificacién a partir de al menos
un subconjunto de la pluralidad de moléculas de acidos nucleicos. Mientras que el subconjunto de la pluralidad de
particiones esta sujeto a estas condiciones, las sefiales pueden recopilarse del subconjunto de la pluralidad de
particiones en una pluralidad de puntos de tiempo. Las sefiales recopiladas de la pluralidad de particiones pueden
luego procesarse para determinar un namero de moléculas de acido nucleico en el subconjunto de la pluralidad de
particiones. El procesamiento de la sefial puede tener lugar mientras las reacciones de amplificacién estan en curso o
después de que se hayan completado las reacciones de amplificacion.

Someter el subconjunto de la pluralidad de particiones a condiciones suficientes para realizar reacciones de amplificacién
de acidos nucleicos puede comprender ciclos térmicos, como se describe en la presente descripcion. El ciclo térmico puede
comprender una fase de desnaturalizacion, una fase de extension y una fase de hibridaciéon y puede implicar cualquier
combinacion util de temperatura y duraciones. Puede realizarse cualquier nimero Util de ciclos térmicos. Por ejemplo, si la
sefial esta siendo procesada mientras las reacciones de amplificacion estan en curso, un procesador que controla el proceso
de ciclo térmico puede alcanzar un umbral después del cual el ciclo térmico esta programado para cesar. Alterativamente,
un usuario puede interactuar con un sistema que lleva a cabo los procesos de amplificacion y recopilacion de sefiales y
seleccionar finalizar el ciclo térmico después de un nimero determinado de ciclos. Los ciclos térmicos pueden realizarse
mediante el uso de un termociclador de bloque plano o cualquier otro dispositivo de control de temperatura util.
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La recopilacion de sefiales del subconjunto de la pluralidad de particiones puede implicar la recopilacién de mas de
una sefial por particion por ciclo térmico. Por ejemplo, la sefial puede recopilarse durante cada fase de hibridacion,
durante cada fase de extension, durante cada fase de desnaturalizacion o cualquier combinacién de las mismas.
Alternativamente, un sistema que lleva a cabo el método puede programarse para recopilar la sefial en una
pluralidad de puntos de tiempo previamente determinados. Estos puntos de tiempo pueden estar espaciados
uniformemente (por ejemplo, cada 5 segundos) o de acuerdo con un patrén previamente determinado (por ejemplo,
cada 5 segundos durante los primeros 100 segundos seguidos de cada 20 segundos, o cualquier otro patrén util).
Como se describe en la presente descripcion, la recopilacion de sefiales puede comprender la formacion de
imagenes. Puede configurarse un detector para generar imagenes de todo el subconjunto de la pluralidad de
particiones del dispositivo simultaneamente. Un detector para la formacion de imagenes puede detectar la emision
de fluorescencia en dos o mas longitudes de onda. Tal detector puede ser capaz de medir los productos de
amplificaciéon de acidos nucleicos correspondientes a diferentes moléculas de acido nucleico de partida (por
ejemplo, plantillas). Por ejemplo, una muestra que incluye dos moléculas de acido nucleico diferentes puede
exponerse a dos cebadores diferentes, cada uno de los cuales incluye un marcador detectable diferente (por
ejemplo, un colorante o una sonda fluorescente) y es especifico para una molécula de acido nucleico diferente. Las
diferentes etiquetas detectables pueden emitir una sefial de fluorescencia a diferentes longitudes de onda, cada
una de las cuales puede ser detectable por el mismo detector. Determinar un niamero de moléculas de acido
nucleico en el subconjunto de la pluralidad de particiones puede implicar determinar una intensidad éptica para
cada particion que sea proporcional a la cantidad de productos de amplificacién en cada particién.

Las reacciones de amplificacion de acidos nucleicos pueden implicar uno o mas reactivos, como se describe en la
presente descripcidn. Por ejemplo, pueden usarse reactivos tales como cebadores, desoxirribonucleétidos, tampones,
cofactores, colorantes intercalantes y polimerasas. Estos reactivos pueden cargarse en el dispositivo antes, después
o al mismo tiempo que se carga la muestra en el dispositivo. La pluralidad de moléculas de acido nucleico puede
cargarse en la pluralidad de particiones del dispositivo mediante el uso de un flujo de fluido controlado (p. ej., como se
describe con respecto a las Figuras 3A-3D). El gas en el subconjunto de la pluralidad de particiones puede estar
sujeto a fluir desde las particiones hacia el medio externo. Por ejemplo, cargar el dispositivo o un subconjunto de la
pluralidad de particiones del mismo con una muestra que incluya moléculas de acido nucleico puede provocar la
desgasificacion de las particiones a través de la barrera, como se describe en la presente descripcion.

El dispositivo usado en un método de analisis de moléculas de acido nucleico puede tener cualquiera de las caracteristicas
descritas en la presente descripcion. La barrera del dispositivo puede comprender un material polimérico, tal como un
material termoplastico, y puede ser una pelicula delgada. La barrera puede ser sustancialmente dpticamente transparente.
La barrera puede tener un grosor de aproximadamente 50 um a aproximadamente 200 um (por ejemplo, aproximadamente
50 ym, 100 ym, 150 um o 200 um). El dispositivo puede comprender al menos un microcanal que comprende al menos una
entrada y al menos una salida y una pluralidad de aberturas de sifén. El subconjunto de la pluralidad de particiones puede
estar en comunicacion fluida con el microcanal por la pluralidad de aberturas de sifon. La pluralidad de particiones puede
incluir desde aproximadamente 1000 hasta aproximadamente 20 000 particiones (por ejemplo, al menos aproximadamente
1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 10 000, 15 000 o 20 000 particiones).

La Figura 11 ilustra un proceso de PCR digital cuantitativo para ser empleado con el dispositivo microfluidico descrito
anteriormente. La Figura 11A muestra una representacion de un subconjunto de particiones de un dispositivo
microfluidico ilustrativo. En ciertas particiones, no estan presentes plantillas de acido nucleico; en otras particiones,
estan presentes una o mas plantillas. La Figura 11B ilustra la dindmica de amplificaciéon de las muestras en cada
particion del dispositivo ilustrativo. Como se ilustra en la Figura 11B, las particiones con diferentes nimeros de
plantillas de acido nucleico presentes exhiben diferentes dinamicas de ampilificacion. Las particiones sin plantillas no
se amplifican. De lo contrario, las particiones se amplifican mas rapido si tienen mas plantillas presentes en
comparacién con otras particiones. Cada linea vertical discontinua representa un solo ciclo de amplificacién para un
total de cinco ciclos de amplificacion. Aunque se ilustran cinco ciclos, puede realizarse cualquier nimero de ciclos,
dependiendo de las caracteristicas especificas del método y/o la configuracidn del sistema. Por ejemplo, la cantidad
de moléculas de acido nucleico que pueden estar potencialmente presentes en cualquier particion dada, los reactivos
usados y otras condiciones de reaccién pueden afectar la cantidad requerida de ciclos, ya que es posible que se
requieran mas ciclos para proporcionar una cuantificacion absoluta cuando un intervalo mas amplio del nimero de
plantillas esta potencialmente presente en cualquier particién dada. La Figura 11C ilustra los resultados de un proceso
de qdPCR aplicado a la dinamica de amplificaciéon que se muestra en la Figura 11B. Especificamente, la Figura 11C
ilustra el nimero de plantillas de acido nucleico que se calcula que existen en cada particion en funcién de la dindmica
de amplificacion medida durante los cinco ciclos de amplificaciéon por PCR que se muestran en la Figura 11B.

La Figura 16 ilustra un método para realizar la qdPCR mediante el uso de un dispositivo descrito en la presente
memoria. En la etapa 1601, la pluralidad de particiones del dispositivo, 0 un subconjunto del mismo, se cargan con
uno 0 mas reactivos. La carga de reactivos y/o muestra puede realizarse, por ejemplo, como se describe en la presente
descripcion. En algunos casos, los reactivos pueden colocarse en las particiones o en otra parte del dispositivo (por
ejemplo, mediante un proceso mecanico automatizado) antes de colocar una pelicula delgada sobre las particiones
(por ejemplo, sellar el dispositivo). Por ejemplo, un paquete de reactivo, un blister, un gel u otro componente similar
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puede depositarse en una particion antes de sellar el dispositivo. También puede adicionarse una muestra que incluya
una pluralidad de moléculas de acido nucleico, como se describe en la presente descripcion.

En la etapa 1602, el dispositivo puede cargarse en un sistema para realizar la qdPCR. Por ejemplo, el dispositivo
puede colocarse fisicamente en una unidad térmica tal como un bloque de calentamiento y sujetarse en su lugar con
un dispositivo de sujecidon neumatico o colocarse en una ranura, surco o depresion en una carcasa de un sistema
analitico. Las marcas de registro y/o las llaves mecanicas pueden facilitar la colocacion del dispositivo. El dispositivo
puede cargarse en una unidad de carga mecanica que pone en cola los dispositivos para su colocacion y analisis en
un orden serializado. En algunos casos, la etapa 1602 se realiza antes de la etapa 1601 y el reactivo se carga en el
dispositivo después de que el dispositivo se haya colocado dentro de un sistema analitico. Tal sistema puede
comprender una unidad de flujo de fluidos y/u otros componentes mecanicos y de fluidos que incluyen depositos,
bombas, valvulas y medidores, como se describe en la presente descripcion, para cargar un dispositivo con reactivo.

En la etapa 1603, las reacciones de amplificacion de acidos nucleicos se realizan mediante el uso de la pluralidad de
acidos nucleicos cargados en un subconjunto de la pluralidad de particiones del dispositivo, 0 un subconjunto del
mismo. Las reacciones de amplificacion pueden implicar uno 0 mas ciclos térmicos, tal como se describe en la presente
descripcion. Por ejemplo, una reaccion de amplificacion por PCR puede incluir una fase de desnaturalizacion, una fase
de hibridacion y una fase de extension. Un ciclo de amplificacion puede durar entre 60 y 180 segundos (por ejemplo,
aproximadamente 150 segundos, con 30 segundos a una temperatura de desnaturalizaciéon y 120 segundos a una
temperatura de hibridacién/extension). También pueden emplearse etapas adicionales y/o diferentes duraciones.

En la etapa 1604, se recopilan sefiales de cada particién en el subconjunto de la pluralidad de particiones del dispositivo.
Por ejemplo, pueden tomarse imagenes de las particiones y medir la sefial 6ptica. La generaciéon de imagenes puede
realizarse, por ejemplo, moviendo una unidad 6ptica para escanear la unidad térmica, moviendo la unidad térmica para
escanear la unidad 6ptica 0 moviendo tanto la unidad éptica como la térmica para permitir la generacion de imagenes del
dispositivo 0 un subconjunto de la pluralidad de particiones de los mismos. La sefial de todo el dispositivo puede
recopilarse a la vez (por ejemplo, mediante el uso de uno 0 mas detectores, tal como una 0 mas camaras, o mediante el
uso de un solo detector configurado para recopilar la sefial de todo el dispositivo a la vez) o la sefial puede recopilarse
solo de una parte del dispositivo a la vez (por ejemplo, correspondiente a un subconjunto de la pluralidad de particiones
del dispositivo). En el primer caso, puede que no sea necesario escanear una unidad térmica y/o un detector. Las sefales
pueden recopilarse una 0 mas veces durante la amplificacion para, por ejemplo, proporcionar una estimacion de la
dinamica de amplificacién durante cada ciclo. En algunos casos, la sefial solo puede recopilarse una vez después de
cada ciclo de amplificacion para determinar la cantidad de amplificacion que ha tenido lugar después de completar el ciclo
de amplificacion. La recopilacion de sefiales puede comprender la formacién de imagenes de un subconjunto de la
pluralidad de particiones del dispositivo. La obtenciéon de imagenes puede realizarse mediante el uso de un colorante
fluorescente que se intercala con acidos nucleicos de doble cadena, o empleando sondas de ADN inactivadas que emiten
fluorescencia solo después de reaccionar con una secuencia complementaria. En cualquier caso, la formacion de
imagenes puede realizarse iluminando las particiones con una fuente de luz de excitacién adecuada para las sondas
fluorescentes y determinando qué particiones emiten fluorescencia y la intensidad de la fluorescencia. En algunos casos,
las etapas 1603 y 1604 pueden realizarse en paralelo, recopilandose las sefiales (p. ej., formacién de imagenes) durante
las reacciones de amplificacién de acidos nucleicos (p. ej., ciclos térmicos).

En la etapa 1605 se determina la dinamica de amplificacion en cada particidn del subconjunto de la pluralidad de
particiones del dispositivo en base a las sefiales recopiladas en las etapas 1604. Determinando una velocidad de
amplificacion, puede estimarse el numero original de moléculas de acido nucleico incluidas en cada particién del
subconjunto de la pluralidad de particiones. Por ejemplo, en la Figura 11B, se muestra la dinamica de amplificacion para
una matriz de particiones correspondiente a cinco ciclos de amplificacion. El nimero de moléculas de acido nucleico
correspondientes a cada particion en la matriz se muestra en la Figura 11C y puede determinarse, por ejemplo, midiendo
una cantidad de fluorescencia sobre un nivel de fondo y relacionandola con varias moléculas de acido nucleico (p. €j.,
plantillas). En tal ejemplo, una particién que originalmente incluia mas moléculas de acido nucleico se amplificara mas
rapidamente y, por lo tanto, producira una fluorescencia detectable antes. Cuanto antes sea el momento (por ejemplo, el
ciclo de amplificacion) en el que la fluorescencia se vuelve detectable, mas plantillas estaban presentes originalmente en
la particiéon. En consecuencia, el nimero de moléculas de acido nucleico presentes puede determinarse por el nmero
de ciclos completados o restantes cuando la fluorescencia se vuelve detectable por primera vez. También pueden
aplicarse otros métodos para determinar la dinamica de amplificacion. En cada uno, la determinacién final es una cantidad
de plantillas originalmente presentes en cada particién en funcién de la cantidad de sefial recopilada, el tiempo en el que
se detecta la sefial y/o la velocidad de aumento de la produccion de la sefial.

En la etapa 1606, se determina un nimero total de moléculas de acido nucleico presentes en un subconjunto de la
pluralidad de particiones del dispositivo sumando el nimero de moléculas de acido nucleico originalmente presentes
en cada particion del subconjunto de la pluralidad de particiones.

En la etapa 1607, el dispositivo se descarga del sistema para realizar la qdPCR. Descargar (p. ej., retirar) el

dispositivo puede comprender un espejo del procedimiento de carga de la etapa 1601 o un procedimiento diferente.
Por ejemplo, un dispositivo cargado manualmente puede descargarse automaticamente mediante una unidad de
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carga mecanica, o puede descargarse de otras formas (por ejemplo, mediante un sistema de recogida y colocacion
por vacio). El proceso puede entonces repetirse con otro dispositivo.

Métodos para el andlisis termodinamico de una muestra de acido nucleico

La presente descripcidn proporciona los métodos para el andlisis termodinamico de una muestra. Por ejemplo, un
dispositivo descrito en la presente descripcion puede usarse para un andlisis de fusion de alta resolucion (HRM). Un
método para analizar una pluralidad de moléculas de acido nucleico puede comprender proporcionar un dispositivo que
comprenda una pluralidad de particiones como se describe en la presente descripcion. Al menos un subconjunto de la
pluralidad de particiones puede incluir una pluralidad de moléculas de acido nucleico (por ejemplo, moléculas de acido
desoxirribonucleico o acido ribonucleico). Cada particion del subconjunto de la pluralidad de particiones puede
configurarse para permitir el flujo de gas desde las particiones a un medio externo a las particiones a través de al menos
una barrera que separa las particiones del medio externo. El subconjunto de la pluralidad de particiones puede entonces
someterse a un calentamiento controlado. Mientras que el subconjunto de la pluralidad de particiones esta sujeto a estas
condiciones, pueden recopilarse sefiales del subconjunto de la pluralidad de particiones, por ejemplo, en una pluralidad
de puntos de tiempo. Las sefiales recopiladas de la pluralidad de particiones pueden luego procesarse para producir
datos indicativos de un punto de fusiéon de al menos un subconjunto de la pluralidad de moléculas de acido nucleico en
el subconjunto de la pluralidad de particiones. El procesamiento de la sefial puede tener lugar mientras el calentamiento
controlado esta en curso o después de que se haya completado el calentamiento controlado.

El método puede comprender ademas realizar reacciones de amplificacion de acidos nucleicos (por ejemplo, como se
describe en la presente descripcion) en una muestra de acidos nucleicos en condiciones suficientes para producir la
pluralidad de moléculas de acidos nucleicos como productos de amplificacion de la muestra de acidos nucleicos. Las
reacciones de amplificacion pueden realizarse en el subconjunto de la pluralidad de particiones. Por ejemplo, la
muestra que incluye las moléculas de acido nucleico puede cargarse en el subconjunto de la pluralidad de particiones
antes de realizar las reacciones de amplificacion de acidos nucleicos. Realizar una reaccidén de amplificacion puede
comprender calentar el subconjunto de la pluralidad de particiones mediante el uso de la misma unidad térmica (por
ejemplo, un calentador) usada para realizar el calentamiento controlado del subconjunto de la pluralidad de particiones.
Las reacciones de amplificacidén pueden implicar uno o mas reactivos, tal como uno o mas cebadores,
desoxirribonucledtidos, tampones, cofactores, colorantes intercalantes y polimerasas, o cualquier combinacién de los
mismos. Un reactivo puede incluir un marcador detectable tal como un fluoréforo o un marcador fluorescente. En
algunos casos, puede ser Util poner en contacto al menos un subconjunto de las moléculas de acido nucleico de la
muestra de acidos nucleicos con un colorante intercalante antes de realizar las reacciones de amplificacion.

El calentamiento controlado de un subconjunto de la pluralidad de particiones de un dispositivo puede realizarse a
cualquier velocidad util y en cualquier intervalo de temperatura util. Por ejemplo, el calentamiento controlado puede
realizarse desde una temperatura mas baja de al menos aproximadamente 25 °C, aproximadamente 30 °C,
aproximadamente 35 °C, aproximadamente 40 °C, aproximadamente 45 °C, aproximadamente 50 °C,
aproximadamente 55 °C, aproximadamente 60 °C, aproximadamente 65 °C, aproximadamente 70 °C,
aproximadamente 75 °C, aproximadamente 80 °C, aproximadamente 85 °C, aproximadamente 90°C o
aproximadamente 95 °C o mas. El calentamiento controlado puede realizarse a una temperatura superior de al
menos aproximadamente 35 °C, aproximadamente 40 °C, aproximadamente 45 °C, aproximadamente 50 °C,
aproximadamente 55 °C, aproximadamente 60 °C, aproximadamente 65 °C, aproximadamente 70 °C,
aproximadamente 75 °C, aproximadamente 80 °C, aproximadamente 85 °C, aproximadamente 90 °C,
aproximadamente 91 °C, aproximadamente 92 °C, aproximadamente 93 °C, aproximadamente 94 °C,
aproximadamente 95 °C, aproximadamente 96 °C, aproximadamente 97 °C, aproximadamente 98 °C,
aproximadamente 99 °C o aproximadamente 100 °C o mas. La temperatura puede aumentarse en cualquier
incremento Gtil. Por ejemplo, la temperatura puede aumentarse en al menos aproximadamente 0,01 °C,
aproximadamente 0,05°C, aproximadamente 0,1 °C, aproximadamente 0,2 °C, aproximadamente 0,3 °C,
aproximadamente 0,4 °C, aproximadamente 0,5°C, aproximadamente 1 °C, aproximadamente 2 °C,
aproximadamente 3 °C, aproximadamente 4 °C, aproximadamente 5 °C o aproximadamente 10 °C o mas. El
calentamiento controlado también puede ocurrir en incrementos de temperatura desigualmente espaciados. Por
ejemplo, la temperatura puede aumentarse en aproximadamente 0,1 °C en un intervalo en el que se espera una
fusion significativa de una molécula de acido nucleico (por ejemplo, medicidn de grano fino) y en aproximadamente
1 °C en un intervalo en el que no se espera una fusion significativa de una molécula de acido nucleico (por ejemplo,
medicién de grano grueso). El calentamiento controlado puede realizarse a cualquier velocidad util, tal como por lo
menos aproximadamente 0,0001 °C/segundo, aproximadamente 0,0002 °C/segundo, aproximadamente
0,0003 °C/segundo, aproximadamente 0,0004 °C/segundo, aproximadamente 0,0005 °C/segundo,
aproximadamente 0,0006 °C/segundo, aproximadamente 0,0007 °C/segundo, aproximadamente
0,0008 °C/segundo, aproximadamente 0,0009 °C/segundo, aproximadamente 0,001 °C/segundo,
aproximadamente 0,002 °C/segundo, aproximadamente 0,003 °C/segundo, aproximadamente 0,004° C/segundo,
aproximadamente 0,005 °C/segundo, aproximadamente 0,006 °C/segundo, aproximadamente 0,007 °C/segundo,
aproximadamente 0,008 °C/segundo, aproximadamente 0,009 °C/segundo, aproximadamente 0,01 °C/segundo,
aproximadamente 0,02 °C /segundo, aproximadamente 0,03 °C/segundo, aproximadamente 0,04 °C/segundo,
aproximadamente 0,05 °C/segundo, aproximadamente 0,06 °C/segundo, aproximadamente 0,07 °C/segundo,
aproximadamente 0,08 °C/segundo, aproximadamente 0,09 °C/ segundo, aproximadamente 0,1 °C/segundo,
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aproximadamente 0,2 °C/segundo, aproximadamente 0,3 °C/segundo, aproximadamente 0,4 °C/segundo,
aproximadamente 0,5 °C/segundo, aproximadamente 0,6 °C/segundo, aproximadamente 0,7 °C/segundo,
aproximadamente 0,8 °C/segundo, aproximadamente 0,9 °C/segundo, aproximadamente 1 °C/segundo,
aproximadamente 2 °C/segundo, aproximadamente 3 °C/segundo, aproximadamente 4 °C/segundo vy
aproximadamente 5 °C/segundo 0 mas. Una unidad térmica (por ejemplo, un calentador) que lleva a cabo el proceso
de calentamiento controlado puede mantener una temperatura determinada durante cualquier duracién util. Por
ejemplo, una temperatura determinada puede mantenerse durante al menos 1 segundo, 2 segundos, 3 segundos,
4 segundos, 5 segundos, 6 segundos, 7 segundos, 8 segundos, 9 segundos, aproximadamente 10 segundos,
aproximadamente 15 segundos, aproximadamente 20 segundos, aproximadamente 25 segundos,
aproximadamente 30 segundos, aproximadamente 45 segundos, aproximadamente 60 segundos,
aproximadamente 70 segundos, aproximadamente 80 segundos, aproximadamente 90 segundos,
aproximadamente 100 segundos, aproximadamente 110 segundos, aproximadamente 120 segundos,
aproximadamente 130 segundos, aproximadamente 140 segundos, aproximadamente 150 segundos,
aproximadamente 160 segundos, aproximadamente 170 segundos, aproximadamente 180 segundos,
aproximadamente 190 segundos, aproximadamente 200 segundos, aproximadamente 210 segundos,
aproximadamente 220 segundos, aproximadamente 230 segundos, aproximadamente 240 segundos,
aproximadamente 250 segundos o aproximadamente 300 segundos 0 mas.

Las sefiales pueden recopilarse del subconjunto de la pluralidad de particiones en cualquier punto de tiempo deseado.
Por ejemplo, la sefial puede recopilarse al menos aproximadamente cada 1 segundo, aproximadamente cada 2
segundos, aproximadamente cada 3 segundos, aproximadamente cada 4 segundos, aproximadamente cada 5
segundos, aproximadamente cada 6 segundos, aproximadamente cada 7 segundos, aproximadamente cada 8
segundos, aproximadamente cada 9 segundos, aproximadamente cada 10 segundos, aproximadamente cada 20
segundos, aproximadamente cada 30 segundos, aproximadamente cada 45 segundos, aproximadamente cada 60
segundos, aproximadamente cada 70 segundos, aproximadamente cada 80 segundos, aproximadamente cada 90
segundos, aproximadamente cada 100 segundos, aproximadamente cada 110 segundos, aproximadamente cada 120
segundos, aproximadamente cada 130 segundos, aproximadamente cada 140 segundos, aproximadamente cada 150
segundos, aproximadamente cada 160 segundos, aproximadamente cada 170 segundos, aproximadamente cada 180
segundos, aproximadamente cada 190 segundos, aproximadamente cada 200 segundos, aproximadamente cada 210
segundos, aproximadamente cada 220 segundos, aproximadamente cada 230 segundos, aproximadamente cada 240
segundos, aproximadamente cada 250 segundos, aproximadamente cada 300 segundos o mas. La sefial puede
recopilarse una o mas de una vez por intervalo de temperatura. Por ejemplo, puede recopilarse una sefial al final de
un intervalo de temperatura antes de elevar la temperatura al siguiente intervalo de temperatura. La recopilacién de la
sefial puede comprender la formacién de imagenes, tal como se describe en la presente descripcion. El procesamiento
de sefiales recopiladas puede comprender usar las sefiales para generar datos de sefial frente a temperatura para el
subconjunto de la pluralidad de moléculas de acido nucleico en el subconjunto de la pluralidad de particiones.

La pluralidad de moléculas de acido nucleico analizadas en el método puede derivar de una muestra que contiene o se
sospecha que contiene un patégeno. El patdgeno puede ser al menos una bacteria. La bacteria puede seleccionarse del
grupo que consiste de, pero que no se limita a, Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus halodurans, Bacillus mycoides,
Bacillus polymexa, Bacillus subtilis, Bacillus thuringensis, Staphylococcus capitis, Staphylococcus caprae,
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis, Staphylococcus lentus, Staphylococcus lugdunensis,
Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus xylosus, Propionibacterium acnes, Enterococcus faecalis, Actinobacteria,
Alphaproteobacteria, Bacteroidetes, Betaproteobacteria, Chlamydiaes, Epsilonproteobacteria, Firmicutes,
Gammaproteobacteria, Spirochaetales y Tenericutes. El método puede implicar una etapa de procesamiento adicional
para aislar o extraer las moléculas de acido nucleico de la bacteria. La realizacion de reacciones de amplificacion de
acidos nucleicos en la muestra de acidos nucleicos puede comprender la amplificacion de al menos una parte de una
region espaciadora transcrita interna de un subconjunto de moléculas de acidos nucleicos de la muestra de acidos
nucleicos. Alternativamente o, ademas, puede ocurrir la amplificacion de un ARN ribosémico (por ejemplo, 16S).

Una muestra para uso en los métodos descritos en la presente descripcion puede ser una muestra bioloégica. Una
muestra biologica puede comprender un fluido corporal seleccionado del grupo que consiste en sangre, orina,
semen, mucosidad, saliva y cualquier combinacién de los mismos. Alternativamente, la muestra puede ser una
muestra ambiental, tal como se describe en la presente descripcion.

El método puede comprender ademas cargar la pluralidad de moléculas de acido nucleico en la pluralidad de particiones
del dispositivo, donde durante la carga, el gas en el subconjunto de la pluralidad de particiones que incluye la pluralidad
de moléculas de acido nucleico se somete a flujo desde el subconjunto del pluralidad de particiones al medio externo.

El dispositivo usado en un método de analisis de moléculas de acido nucleico puede tener cualquiera de las
caracteristicas descritas en la presente descripcién. La barrera del dispositivo puede comprender un material polimérico,
tal como un material termoplastico, y puede ser una pelicula delgada. La barrera puede ser sustancialmente opticamente
transparente. La barrera puede tener un grosor de aproximadamente 50 um a aproximadamente 200 um (por ejemplo,
aproximadamente 50 ym, 100 um, 150 ym o 200 ym). El dispositivo puede comprender al menos un microcanal que
comprende al menos una entrada y al menos una salida y una pluralidad de aberturas de sifén. El subconjunto de la
pluralidad de particiones puede estar en comunicacion fluida con el microcanal por la pluralidad de aberturas de sifén. La
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pluralidad de particiones puede incluir desde aproximadamente 1000 hasta aproximadamente 20 000 particiones (por
ejemplo, aproximadamente 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 10 000, 15 000 o 20 000 particiones).

Las Figuras 22A - 22B ilustran esquematicamente un analisis de fusidn de alta resolucién (HRM). La Figura 22A
ilustra las diferencias entre los andlisis de HRM digitales y masivos. Como se muestra en el panel superior, en el
analisis HRM digital, cada particion incluye como maximo 1 molécula de ADN diana y se resuelven las curvas de
fusion de diferentes bacterias. El panel inferior muestra el andlisis de HRM en masa, en el que se mide una Unica
curva de fusién no diferenciable a partir de una muestra heterogénea. La Figura 22B muestra las curvas de HRM
para una muestra mixta que incluye multiples especies bacterianas diferentes. En el panel superior se muestran las
distintas curvas de helicidad de S. aureus, E. faecalis y P. acnes, mientras que el panel inferior muestra su uso para
determinar la ocupacion de particiones mediante el uso de las estadisticas de Poisson.

Las Figuras 23A - 23E muestran los datos de HRM para varias especies bacterianas. La Figura 23A muestra las curvas
de HRM derivadas compuestas de 16S y el espaciador transcrito interno (ITS) para 89 bacterias diferentes. En particular,
las curvas de fusidn correspondientes a las regiones ITS de las moléculas de acido nucleico bacteriano muestran un
intervalo de temperatura mas amplio y una mayor diversidad de curvas que las curvas de fusion correspondientes al ARN
ribosomal 16S. La Figura 23B muestra las curvas de HRM para 7 especies diferentes del género Bacilus, mientras que
la Figura 23C muestra las curvas de HRM para 9 especies diferentes del género Staphylococcus y la Figura 23D muestra
las curvas de ITS HRM para 5 especies diferentes de S. pneumoniae. La Figura 23E muestra un mapa de calor de la
homologia de secuencia ITS para 153 especies bacterianas diferentes organizadas por filo.

Las Figuras 24A - 24B ilustran esquematicamente un andlisis de HRM. La Figura 24A ilustra la particién de ADN
de una muestra amplificada con una reaccion de PCR en masa que incluye una pluralidad de moléculas de ADN
proviral de HIV y ADNg humano. La muestra se divide de manera que haya un promedio de aproximadamente 3
billones de pares de bases de ADNg por particién y el ADN proviral del HIV no se altera. La Figura 24B muestra
un analisis de HRM hipotético para las particiones en las que se ha producido la PCR. Cada panel muestra una
sefial fluorescente dependiente de la temperatura correspondiente a las diferentes poblaciones de particion
tedricas. El panel mas izquierdo ilustra una sefial hipotética para una particion que incluye los 5 amplicones
siguientes: el panel central ilustra una sefial hipotética para una particion que incluye solo los amplicones 1, 2 y 4;
y el panel mas derecho ilustra una sefial hipotética para una particiéon que incluye solo los amplicones 2 y 5.

Sistema para analizar una muestra

En un aspecto, la presente descripcién proporciona un sistema para usar un dispositivo microfluidico (por ejemplo, como se
describe en la presente descripcion) para analizar una pluralidad de moléculas de acido nucleico. El sistema puede
comprender una unidad de soporte configurada para aceptar un dispositivo que comprende una pluralidad de particiones.
Cada particion de un subconjunto de la pluralidad de particiones del dispositivo se configura para permitir el flujo de gas
desde las particiones a un medio externo a las particiones a través de al menos una barrera que separa el subconjunto de
la pluralidad de particiones del medio externo. El sistema también puede comprender un detector configurado para recopilar
las sefiales del subconjunto de la pluralidad de particiones del dispositivo en una pluralidad de puntos de tiempo. El sistema
también puede incluir uno o mas procesadores informaticos acoplados operativamente al detector. El uno o mas
procesadores informaticos pueden programarse individual o colectivamente para someter al subconjunto de la pluralidad de
particiones a condiciones suficientes para realizar las reacciones de amplificacion de acidos nucleicos, como se describe en
la presente descripcidn, mediante el uso de una pluralidad de moléculas de acido nucleico para generar los productos de
amplificacién a partir de al menos un subconjunto de la pluralidad de moléculas de acido nucleico. El uno 0 mas procesadores
informaticos también pueden programarse para recibir, mientras las reacciones de amplificacion estan en curso, las sefiales
recopiladas del subconjunto de la pluralidad de particiones por el detector en la pluralidad de puntos de tiempo. Las sefiales
pueden recopilarse y almacenarse en el detector y enviarse a los procesadores en un momento dado o pueden
proporcionarse a los procesadores a medida que se recopilan las sefiales. El uno o mas procesadores informaticos pueden
programarse para dirigir la recopilacién de sefiales del subconjunto de la pluralidad de particiones. También pueden
programarse para procesar las sefiales recopiladas para determinar un nimero de moléculas de acido nucleico en el
subconjunto de la pluralidad de particiones. El sistema puede comprender ademas una unidad de flujo de fluido (por ejemplo,
una unidad neumatica) que se configura para dirigir la pluralidad de moléculas de acido nucleico a la pluralidad de particiones.
El uno o mas procesadores informaticos pueden programarse individual o colectivamente para dirigir la unidad de flujo de
fluido para cargar la pluralidad de moléculas de acido nucleico en la pluralidad de particiones.

La presente descripcién también proporciona un sistema para usar un dispositivo microfluidico (por ejemplo, como se
describe en la presente descripcién) para analizar una muestra que contiene o se sospecha que contiene una pluralidad de
moléculas de acido nucleico. Dicho analisis puede implicar una evaluaciéon termodinamica de las caracteristicas de
disociacion de una molécula de acido nucleico, tal como el ADN en la muestra. La evaluacion termodinamica puede incluir
la determinacién del punto de fusiéon del ADN y la fuerza de unién de las hebras individuales de la molécula de ADN.

El sistema puede comprender una unidad de soporte y un detector, como se ha descrito anteriormente. El sistema puede
comprender ademas una unidad térmica configurada para someter al subconjunto de la pluralidad de particiones a un
calentamiento controlado. El sistema también puede incluir uno 0 mas procesadores informaticos acoplados operativamente
al detector. El uno o mas procesadores informaticos pueden programarse individual o colectivamente para dirigir la unidad
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térmica para someter al subconjunto de la pluralidad de particiones a calentamiento controlado. El uno o0 mas procesadores
informaticos también pueden programarse para recibir las sefiales recopiladas del subconjunto de la pluralidad de particiones
por el detector mientras el subconjunto de la pluralidad de particiones se somete a calentamiento controlado. También
pueden programarse para procesar las sefiales recopiladas para producir los datos indicativos de un punto de fusién del
subconjunto de la pluralidad de particiones. El sistema puede comprender ademas una unidad de flujo de fluido (por ejemplo,
una unidad neumatica) que se configura para dirigir la pluralidad de moléculas de acido nucleico a la pluralidad de particiones.
El uno o mas procesadores informaticos pueden programarse individual o colectivamente para dirigir la unidad de flujo de
fluido para cargar la pluralidad de moléculas de acido nucleico en la pluralidad de particiones.

El sistema puede comprender una unidad de soporte, tal como una etapa de transferencia, una plataforma, una ranura o
una ranura configurada para contener uno o mas dispositivos microfluidicos. Los dispositivos microfluidicos pueden
comprender un microcanal con una entrada y una salida, una pluralidad de microcdmaras conectadas al microcanal por una
pluralidad de aberturas de sifén y una pelicula delgada (por ejemplo, una pelicula delgada termoplastica) que tapa o cubre
el dispositivo microfluidico. El aparato puede comprender una unidad neumatica en comunicacion fluida con el dispositivo
microfluidico. La unidad neumatica puede cargar el reactivo en el dispositivo microfluidico y repartir el reactivo en las
microcamaras. El sistema puede comprender una unidad térmica en comunicaciéon térmica con la pluralidad de
microcamaras. La unidad térmica puede controlar la temperatura de las microcamaras y el ciclo térmico de las microcamaras.
El sistema puede comprender un detector para recopilar las sefiales de las microcamaras del dispositivo, 0 un subconjunto
del mismo. El detector puede ser una unidad éptica capaz de formarimagenes de la pluralidad de microcamaras. El sistema
también puede comprender uno 0 mas procesadores informaticos acoplados a la unidad de soporte, la unidad neumatica,
la unidad térmica y el detector (por ejemplo, la unidad éptica). El uno o mas procesadores informaticos pueden programarse
para () dirigir la unidad neumatica para que cargue el reactivo en el dispositivo microfluidico y dividir el reactivo en la
pluralidad de microcamaras, (ii) dirigir la unidad térmica para que cicle térmicamente la pluralidad de microcamaras, y (i)
dirigir el detector (por ejemplo, unidad déptica) para recopilar sefiales de (por ejemplo, imagen) la pluralidad de microcamaras.

La unidad de soporte puede configurarse como entrada al dispositivo microfluidico, sujetar el dispositivo microfluidico y
sacar el dispositivo microfluidico. La unidad de soporte puede estar estacionaria en una o mas coordenadas.
Alternativamente, o, ademas, la unidad de soporte puede ser capaz de moverse en la direccion X, direccion Y, direccion
Z o cualquier combinacion de las mismas. La unidad de soporte puede ser capaz de contener un Unico dispositivo
microfluidico. Alternativamente, o, ademas, la etapa de transferencia puede contener al menos 2, al menos 3, al menos
4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, 0 mas dispositivos microfluidico.

La unidad neumatica puede estar configurada para estar en comunicacion fluida con las entradas y salidas del
dispositivo microfluidico. La unidad neumatica puede tener multiples puntos de conexion capaces de conectarse a
multiples entradas y multiples salidas. La unidad neumatica puede ser capaz de llenar, rellenar y particionar una
Gnica matriz de microcamaras a la vez o multiples matrices de microcamaras en tandem. La unidad neumatica
puede comprender ademas una unidad de vacio. La unidad neumatica puede proporcionar una mayor presion al
dispositivo microfluidico o proporcionar vacio al dispositivo microfluidico.

La unidad térmica puede configurarse para estar en comunicacion térmica con las microcamaras de los dispositivos
microfluidicos. La unidad térmica puede estar configurada para controlar la temperatura de una Unica matriz de
microcamaras o para controlar la temperatura de mdltiples matrices de microcamaras. La unidad de control térmico puede
realizar el mismo programa térmico en todas las matrices de microcamaras o puede realizar diferentes programas
térmicos con diferentes matrices de microcamaras. La unidad térmica puede configurarse para realizar los ciclos térmicos
y calentamiento controlado. Alternativamente, un sistema puede incluir varias unidades térmicas, cada una de las cuales
se configura para llevar a cabo un proceso térmico independiente, tal como ciclos térmicos y calentamiento controlado.

El detector puede configurarse para recopilar las sefiales de todas o de un subconjunto de la pluralidad de particiones
del dispositivo. Por ejemplo, el detector puede recopilar las sefiales dpticas, de impedancia o cualquier otro tipo de
sefial Gtil. El detector puede ser una unidad éptica. La unidad éptica puede configurarse para emitir y detectar mdltiples
longitudes de onda de luz. Las longitudes de onda de emisiéon pueden corresponder a las longitudes de onda de
excitacion de las sondas indicadoras y de amplificacion usadas. La luz emitida puede incluir longitudes de onda con
una intensidad maxima de aproximadamente 450 nm, 500 nm, 525 nm, 550 nm, 575 nm, 600 nm, 625 nm, 650 nm,
675 nm, 700 nm o cualquier combinacion de las mismas. La luz detectada puede incluir longitudes de onda con una
intensidad maxima de aproximadamente 500 nm, 525 nm, 550 nm, 575 nm, 600 nm, 625 nm, 650 nm, 675 nm, 700 nm
o cualquier combinacién de las mismas. La unidad optica puede configurarse para emitir una, dos, tres, cuatro o mas
longitudes de onda de luz. La unidad 6ptica puede configurarse para detectar una, dos, tres, cuatro 0 mas longitudes
de onda de luz. La longitud de onda de la luz emitida puede corresponder a la longitud de onda de excitacion de la
molécula indicadora. Otra longitud de onda de luz emitida puede corresponder a la longitud de onda de excitacion de
la sonda de amplificacion. Una longitud de onda de luz detectada puede corresponder a la longitud de onda de emision
de una molécula indicadora. Otra longitud de onda de luz detectada puede corresponder a una sonda de amplificacién
utilizada para detectar una reaccién dentro de las microcamaras. La unidad dptica puede configurarse para generar
imagenes de subconjuntos de microcamaras o secciones de una matriz de microcdmaras. Alternativamente, o,
ademas, la unidad &ptica puede generar imagenes de una matriz completa de microcamaras en una sola imagen.
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La Figura 6 ilustra una maquina 600 para realizar el proceso de la Figura 5 en una sola maquina. La maquina 600
incluye una unidad neumatica 601, que contiene bombas y colectores y se puede mover en direccion Z, operable para
realizar la aplicacién de presion como se describe en las Figuras 3A-3D. La maquina 600 también incluye una unidad
térmica 602, tal como un ciclador térmico de bloque plano, para ciclar térmicamente el dispositivo microfluidico y, por
lo tanto, hacer que se lleve a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa. La maquina 600 incluye ademas una unidad
Optica 603, tal como una unidad dptica epifluorescente, que puede determinar 6pticamente qué microcamaras en el
dispositivo microfluidico han llevado a cabo con éxito la reaccion de PCR. La unidad 6ptica 603 puede enviar esta
informacién a un procesador 604, que usa estadisticas de Poisson para convertir el recuento bruto de microcdmaras
exitosas en una concentracion de acido nucleico. Puede usarse una unidad de soporte 605 (p. €j., una etapa de
transferencia) para mover un dispositivo microfluidico dado entre las diversas unidades y para manejar multiples
dispositivos microfluidicos simultaneamente. El dispositivo microfluidico descrito anteriormente, combinado con la
incorporacion de esta funcionalidad en una sola maquina, reduce el costo, la complejidad del flujo de trabajo y los
requisitos de espacio para la dPCR en comparacién con otras implementaciones de dPCR.

La Figura 12A ilustra un dispositivo segan una realizacion de la presente descripcion. El dispositivo que se ilustra contiene
ocho matrices de reaccion independientes, cada una de las cuales puede llenarse de forma independiente con reactivo.
Cada matriz de reaccién contiene 20 000 particiones individuales. La Figura 12B ilustra una disposicién de una parte de las
particiones dentro de una matriz de reaccién del dispositivo. Esta ilustracién muestra una vista de primer plano de la
trayectoria serpenteante del conducto de carga y las particiones que se cargaran saliendo del conducto de carga. Cada
forma circular representa una particion individual que se puede cargar con reactivo que contiene cero, una o mas plantillas
de acido nucleico, y que se amplificara y analizara individualmente como se describe en la presente descripcion.

La Figura 13 ilustra una representacion esquematica de un dispositivo junto con una unidad neumatica para uso en el
control de fluidos del dispositivo. Cada puerto proporciona una interfaz de fluido en una de las ocho matrices de reaccion
(en esta realizacion) en el dispositivo 1300. Como se describe en la presente descripcidn, una secuencia de presiones
altas y bajas aplicadas en la entrada y la salida de cada matriz de reaccion carga el reactivo en las particiones dentro de
la matriz de reaccion. La unidad neumatica 1301 controla la aplicacién de estas presiones e incluye un regulador de
presion electrénico 1302 y al menos dos valvulas 1303 y 1304. Pueden incorporar mas valvulas (por ejemplo, para
proporcionar una carga separada de cada matriz de reaccién individual). El dispositivo puede incluir teclas mecanicas
para ayudar en la orientacion y el registro (como la lengiieta 1305 en la parte superior del dispositivo) dentro de un sistema
de la presente descripcion, o puede incluir caracteristicas visuales como marcas de registro (no mostradas).

La Figura 14A ilustra una unidad de ciclo térmico de bloque plano para uso en realizaciones de la presente
descripcion. La unidad de ciclo térmico de bloque plano proporciona control térmico para permitir los ciclos de
amplificacién por PCR de acuerdo con las modalidades de la presente descripcion. El bloque plano incluye orificios
roscados (no mostrados) de manera que pueda montarse una abrazadera neumatica directamente en el bloque
plano. Esto permite sujetar un dispositivo, por ejemplo, como se describe en la presente descripcion, al bloque
plano para el ciclo térmico de la muestra y reactivos contenidos dentro del dispositivo.

La Figura 4B ilustra la unidad de ciclo térmico de bloque plano 1401 de la Figura 4A con la adicién de una abrazadera
neumatica 1402, con la abrazadera abierta de manera que un dispositivo 1403 tal como el dispositivo de la Figura
12A puede cargarse en la unidad térmica. En la ilustracion, el dispositivo 1403 se esta cargando en el sistema
combinado de unidad térmica/abrazadera para un ciclo de amplificacion de PCR. Después de cargar el dispositivo
1403 en la unidad térmica/sistema de abrazadera, puede aplicarse presién neumatica a través de un accionamiento
neumatico para apretar con la abrazadera neumatica 1402 y mantener el dispositivo en su lugar. El accionamiento
neumatico puede estar integrado con la unidad neumatica descrita anteriormente con respecto a la Figura 13 o puede
ser un sistema neumatico separado. En sistemas en los que la unidad neumatica estd integrada, puede colocarse un
dispositivo vacio en la unidad de ciclos y el dispositivo puede cargarse con reactivo mientras permanece en su lugar
en el bloque. La carga de reactivos y/o muestras también puede llevarse a cabo con una unidad neumatica separada
antes de que el dispositivo cargado de reactivos/muestras se cargue en el sistema, por ejemplo, para la amplificacién.

La Figura 15 ilustra un sistema completo de qdPCR 1500 para uso en las realizaciones de la presente descripcion.
El sistema 1500 incluye la unidad térmica 1501, la unidad éptica 1502 (que incluye los componentes 1502A, 1502B
y 15602C), la unidad neumatica 1503 y la unidad mecanica 1504. Cada unidad coopera con las demas para realizar
el proceso de qdPCR de acuerdo con las modalidades de la presente descripcion.

La unidad térmica 1501 proporciona ciclos térmicos y/o calentamiento controlado del dispositivo cargado con reactivo y/o
muestra o un subconjunto de la pluralidad de particiones del mismo. La unidad térmica 1501 proporciona la capacidad
de someter el dispositivo a un ciclo térmico y/o calentamiento controlado. Como se describe en la presente descripcion,
un ciclo térmico puede incluir una fase de desnaturalizacién, una fase de hibridacion y una fase de extension. Un solo
ciclo de amplificacion por PCR puede ocurrir durante un periodo de, por ejemplo, entre aproximadamente 60 y 120
segundos. También pueden emplearse otros perfiles de temperatura en uso con modalidades de acuerdo con la presente
descripcidn. Por ejemplo, la unidad térmica 1501 puede configurarse para calentar el dispositivo a una temperatura de
mantenimiento que permita el almacenamiento de los productos de la reaccién de amplificacion por PCR sin mas
cambios. La unidad térmica 1501 también puede configurarse para realizar un calentamiento controlado para, p. €j., un
analisis de fusién de alta resolucién, como se describe en la presente memoria. La unidad térmica 1501 puede incluir
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componentes tales como una unidad de control de temperatura, una sonda de temperatura, circuitos y cualquier otro
componente Util. La unidad térmica 1501 puede incluir una unidad de soporte para soportar el dispositivo y puede
incorporar una abrazadera neumatica 1505 para sujetar el dispositivo a la unidad térmica 1501.

La unidad optica 1502 proporciona imagenes del dispositivo, 0 un subconjunto de la pluralidad de particiones del mismo
durante, antes y/o después de un proceso de amplificacion o calentamiento controlado. La unidad dptica 1502 puede
configurarse para generar imagenes de cada particidn, p. €j., al menos una vez por ciclo de amplificacién. Pueden generarse
imagenes de cada particién con mas frecuencia (por ejemplo, dos veces por ciclo de amplificacion o diez veces por ciclo de
amplificacién), como se describe en la presente descripcion. La unidad dptica 1502 también puede configurarse para generar
imagenes de cada particion en una pluralidad de puntos de tiempo durante un proceso de calentamiento controlado.

La unidad 6ptica 1502 puede obtener imagenes del dispositivo en seccién (p. €j., imagenes de una cuadricula de 5 x 5 de
particiones en cada imagen), en su conjunto, 0 en base por matriz (p. ej., imagenes de las 20.000 particiones en una matriz
determinada en una sola imagen). Mover la unidad 6ptica 1502 puede no ser necesario si la unidad 6ptica 1502 es capaz
de obtener imagenes de todo el dispositivo en un solo disparo. Para la formacion de imagenes en seccién, la unidad éptica
1502 puede configurarse para orientarse hacia el dispositivo (p. ej., mediante el uso de una llave mecanica o marcas de
registro) y después escanear a través de las particiones del dispositivo. Alternativamente, la unidad éptica 1502 puede fijarse
en su lugary la unidad térmica 1501 puede moverse para permitir que la unidad 6ptica 1502 visualice cada particién o grupo
de particiones. La unidad éptica 1502 puede configurarse para orientarse mediante el uso de las marcas de registro impresas
en el dispositivo. La unidad 6ptica 1502 puede orientarse por la posicion de la unidad térmica 1501 o por el posicionamiento
de la unidad o6ptica 1502, la unidad térmica 1501 y cualquier unidad de manipulacién relacionada. La unidad éptica 1502
incluye la fuente de luz 1502A, el filtro de excitacién 1502B, el espejo dicroico 1502C, el filtro de emision 1502D, la lente de
enfoque 1502E y el sensor de imagen 1502F, como se describe en la presente memoria.

La unidad neumatica 1503 proporciona la funcionalidad para el manejo de fluidos y/o sujecién del dispositivo. La misma
unidad neumatica 1503 puede proporcionar las capacidades de manejo de fluidos/carga de reactivos al dispositivo y
funcionalidad de sujecién neumatica para la abrazadera neumatica 1505 montada en la unidad témica
1501. Alternativamente, la unidad neumatica 1503 solo puede proporcionar funcionalidad de sujecién para la abrazadera
neumatica 1505, y una unidad neumatica separada (no mostrada) proporciona carga de reactivo para el dispositivo.

La unidad mecanica 1504 proporciona la manipulacién mecdanica y movimiento de los diversos componentes. En la
realizacion ilustrada, la unidad mecanica 1504 proporciona la capacidad de escanear la unidad 6ptica 1502 a través
de las particiones del dispositivo. En esta realizacion, la unidad mecanica 1504 mueve la unidad éptica 1502 a la
siguiente posicion de formacion de imagenes, le permite generar imagenes y después repite el proceso hasta que se
han generado imagenes de todas las particiones. Este proceso puede repetirse tantas veces como sea necesario, en
dependencia del nimero de ciclos de amplificacién y del nimero de imagenes por ciclo que se deseen y/o del proceso
de calentamiento controlado de interés. La unidad mecanica 1504 puede mover la unidad térmica 1501 en lugar de la
unidad optica 1502. Por ejemplo, la unidad mecanica 1504 puede mover la unidad térmica 1501 a una posicion de
imagen para que la unidad 6ptica 1502 pueda tomar una imagen, y después la unidad térmica 1501 puede moverse
de nuevo para permitir la imagen de una nueva posicidén de imagen. Este proceso puede repetirse segun sea
necesario. La unidad mecanica 1504 puede proporcionar una funcionalidad adicional, tal como el manejo mecanico
del dispositivo para cargarlo en la unidad térmica 1501 antes de la realizacién del proceso de qdPCR o para
descargarlo automaticamente de la unidad térmica 1501 después de que se complete el proceso de qdPCR.

Un sistema de la presente descripcion puede incluir las multiples instancias de una o mas de la unidad térmica 1501,
la unidad éptica 1502, la unidad neumatica 1503 y la unidad mecanica 1504 pueden incorporarse en el mismo sistema
para proporcionar un sistema automatico que puede procesar multiples dispositivos al mismo tiempo, o que puede
permitir la realizacién de diferentes etapas en diferentes dispositivos en secuencia. Ademas, el sistema puede
incorporar un procesador para implementar el andlisis de la dindmica de amplificacion detectada por la unidad éptica
1502 o para otra funcionalidad analitica como se describe anteriormente con respecto a la presente descripcion.

Las Figuras 17A-17B muestran un sistema de ejemplo para procesar una molécula de acido nucleico. La Figura
17A muestra el sistema de ejemplo completo para procesar una molécula de acido nucleico que incluye la interfaz
de usuario 1701 acoplada al procesador de computadora 1702, la unidad térmica 1703 y la cAmara 1704. La Figura
17B muestra una imagen de primer plano que ilustra la cAmara 1704, el emisor de LED/disipador de calor 1705, el
cubo de filtro 1706 y el obturador 1707 sobre el dispositivo 1708.

El alcance de la presente descripcidn no debe limitarse a las modalidades especificas descritas en la presente descripcion.
De hecho, otras diversas modalidades y modificaciones de la presente descripcion, ademas de las descritas en la presente
descripcién, seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la descripcion anterior y los dibujos adjuntos.

Por ejemplo, mientras se describe en el contexto de una aplicacion de dPCR, otros dispositivos microfluidicos que pueden
requerir varias microcamaras aisladas llenas de un liquido, que se aislan a través de un gas u otro fluido, pueden
beneficiarse del uso de una pelicula termoplastica delgada para permitir la desgasificacién para evitar el ensuciamiento
por gas al mismo tiempo que proporciona una ventaja con respecto a la capacidad de fabricacion y el costo. Ademas de
la PCR, pueden adaptarse otros métodos de amplificacién de acidos nucleicos, tal como la amplificacién isotérmica
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mediada por bucle, para realizar la deteccidn digital de secuencias de acidos nucleicos especificas de acuerdo con las
modalidades de la presente descripcion. Las microcamaras también pueden usarse para aislar celdas individuales con
las aberturas de sifon disefiadas para estar cerca del didmetro de las celdas que van a aislarse. Cuando las aberturas de
sifén son mucho mas pequefias que el tamafio de las células sanguineas, los métodos descritos en la presente
descripcidn pueden usarse, por ejemplo, para separar el plasma sanguineo de la sangre completa.

Sistemas informaticos para analizar una muestra de acido nucleico

La presente descripcion proporciona los sistemas de control informatico que estan programados para implementar
los métodos de la descripcion. La Figura 7 muestra un sistema informatico 701 que puede programarse o
configurarse de cualquier otra manera para el procesamiento y analisis de muestras de acidos nucleicos, que
incluye la particion, amplificacion y deteccion de muestras. El sistema informatico 701 puede regular varios aspectos
de los métodos y sistemas de la presente descripcion. El sistema informatico 701 puede ser un dispositivo
electrénico de un usuario o un sistema informatico que puede ubicarse de forma remota con respecto al dispositivo
electrdnico. El dispositivo electronico puede ser un dispositivo electrénico movil.

El sistema informatico 701 incluye una unidad de procesamiento central (CPU, también “procesador” y “procesador
de computadora” en la presente memoria) 705, que puede ser un procesador de un solo nicleo o de multiples nucleos,
o una pluralidad de procesadores para procesamiento en paralelo. El sistema informatico 701 también incluye memoria
0 ubicacién de memoria 710 (p. ej., memoria de acceso aleatorio, memoria de solo lectura, memoria flash), unidad de
almacenamiento electronico 715 (p. ej., disco duro), interfaz de comunicaciéon 720 (p. ej., adaptador de red) para
comunicarse con uno o mas sistemas y dispositivos periféricos 725, tales como memoria caché, otra memoria,
almacenamiento de datos y/o adaptadores de visualizacién electronica. La memoria 710, la unidad de almacenamiento
715, la interfaz 720 y los dispositivos periféricos 725 estan en comunicacion con la CPU 705 a través de un bus de
comunicacién (lineas soélidas), tal como una placa madre. La unidad de almacenamiento 715 puede ser una unidad de
almacenamiento de datos (o depoésito de datos) para almacenar datos. El sistema informatico 701 puede acoplarse
operativamente a una red informatica (“red”) 730 con la ayuda de la interfaz de comunicacién 720. La red 730 puede
ser internet, una internet y/o extranet, o una intranet y/o extranet que puede estar en comunicacién con internet. La
red 730 en algunos casos puede ser una red de telecomunicaciones y/o datos. La red 730 puede incluir uno o mas
servidores informaticos, que pueden habilitar la computacion distribuida, tal como la computacién en la nube. La red
730, en algunos casos con la ayuda del sistema informatico 701, puede implementar una red de iguales, que puede
permitir que los dispositivos acoplados al sistema informatico 701 se comporten como un cliente o un servidor.

La CPU 705 puede ejecutar una secuencia de instrucciones legibles por maquina, que pueden incorporarse en un
programa o software. Las instrucciones pueden almacenarse en una ubicacién de memoria, tal como la memoria
710. Las instrucciones pueden dirigirse a la CPU 705, que posteriormente puede programar o configurar de otra
manera la CPU 705 para implementar los métodos de la presente descripcidon. Los ejemplos de operaciones
realizadas por la CPU 705 pueden incluir la obtencion, la decodificacion, la ejecucion y la reescritura.

La CPU 705 puede ser parte de un circuito, tal como un circuito integrado. Uno 0 mas componentes del sistema 701
pueden incluirse en el circuito. En algunos casos, el circuito es un circuito integrado de aplicacién especifica (ASIC).

La unidad de almacenamiento 715 puede almacenar archivos, tales como controladores, bibliotecas y programas
guardados. La unidad de almacenamiento 715 puede almacenar datos de usuario, p. ej., preferencias de usuario y
programas de usuario. El sistema informatico 701 en algunos casos puede incluir una o mas unidades de
almacenamiento de datos adicionales que son externas al sistema informatico 701, tal como las ubicadas en un
servidor remoto que esta en comunicacion con el sistema informatico 701 a través de una intranet o Internet.

El sistema informatico 701 puede comunicarse con uno 0 mas sistemas informaticos remotos a través de la red
730. Por ejemplo, el sistema informatico 701 puede comunicarse con un sistema informatico remoto de un usuario
(p. ej., un proveedor de servicios). Los ejemplos de sistemas informaticos remotos incluyen computadoras
personales (por ejemplo, PC portatil), pizarras o tabletas (p. ej., Apple® iPad, Samsung® Galaxy Tab), teléfonos,
teléfonos inteligentes (p. ej., Apple® iPhone, dispositivos con Android, Blackberry®) o asistentes digitales
personales. El usuario puede acceder al sistema informatico 701 a través de la red 730.

Los métodos descritos en la presente descripcion pueden implementarse por medio de un cddigo ejecutable de
maquina (p. ej., un procesador de computadora) almacenado en una ubicacién de almacenamiento electronico del
sistema informatico 701, tal como, por ejemplo, en la memoria 710 o la unidad de almacenamiento electrénico
715. El cédigo ejecutable por maquina o legible por maquina puede proporcionarse en forma de software. Durante
el uso, el cddigo puede ser ejecutado por el procesador 705. En algunos casos, el cddigo puede recuperarse de la
unidad de almacenamiento 715 y almacenarse en la memoria 710 para que el procesador 705 pueda acceder
facilmente a él. En algunas situaciones, la unidad de almacenamiento electrénico 715 puede excluirse y las
instrucciones ejecutables por maquina se almacenan en la memoria 710.
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El cédigo puede precompilarse y configurarse para su uso con una maquina que tenga un procesador adaptado para
ejecutar el cddigo, o puede compilarse durante el tiempo de ejecucion. El codigo puede suministrarse en un lenguaje
de programacion que puede seleccionarse para permitir que el cédigo se ejecute de forma precompilada o compilada.

En un aspecto, la presente descripcion proporciona un medio legible por computadora no transitorio que comprende
un codigo ejecutable por maquina que, al ser ejecutado por uno 0 mas procesadores de computadora, implementa
un método para formar un dispositivo microfluidico para amplificar y cuantificar una muestra de acidos nucleicos.
El método puede comprender: moldear por inyeccién el termoplastico para crear una estructura microfluidica que
comprende al menos un microcanal, una pluralidad de microcamaras y una pluralidad de aberturas de sifon, en
donde la pluralidad de microcamaras se conecta a al menos un microcanal mediante la pluralidad de aberturas de
sifon; formar al menos una entrada y al menos una salida, en donde la al menos una entrada y la al menos una
salida estan en comunicacion fluida con el al menos un microcanal; y aplicar una pelicula delgada termoplastica
para cubrir la estructura microfluidica, en donde la pelicula delgada termoplastica es al menos parcialmente
permeable al gas a una diferencia de presion se aplica a través de la pelicula delgada termoplastica.

En otro aspecto, la presente descripcién proporciona un medio legible por computadora no transitorio que comprende un
codigo ejecutable por maquina que, al ser ejecutado por uno o mas procesadores de computadora, implementa un método
para analizar y cuantificar una muestra de acidos nucleicos. El método puede comprender uno o mas de los siguientes:
proporcionar el dispositivo microfluidico que comprende una pluralidad de microcamaras; llenar el dispositivo microfluidico
con muestra y/o uno o mas reactivos, como se describe en la presente memoria (p. €j., usando una unidad neumatica o de
flujo fluido y una serie de diferenciales de presion); calentar la pluralidad de microcamaras del dispositivo, 0 un subconjunto
de las mismas, ya sea ciclicamente (p. j., ciclos térmicos para reacciones de amplificacion) y/o en un aumento controlado
(p. €., para fusion de alta resolucion u otro analisis termodinamico); recopilar sefiales de la pluralidad de microcdmaras, o
un subconjunto de las mismas, mientras que las reacciones de amplificacién o calentamiento controlado o en curso o
después de estos procesos se han completado; y procesar sefiales recopilada de la pluralidad de microcamaras para
determinar un nimero de moléculas de acido nucleico en el subconjunto de la pluralidad de particiones y/o para producir
datos indicativos de un punto de fusién correspondiente a la pluralidad de moléculas de acido nucleico, o un subconjunto de
los mismos, en el subconjunto de la pluralidad de particiones. El uno o mas procesadores también puede programarse para
implementar un método de llenado de las microcdmaras de un dispositivo, o un subconjunto del mismo, con muestra y/o
reactivo. El método puede comprender: proporcionar el dispositivo microfluidico que comprende al menos un microcanal, en
donde el al menos un microcanal comprende al menos una entrada y al menos una salida, y en donde el dispositivo
microfluidico comprende ademas una pluralidad de microcamaras conectadas al microcanal mediante una pluralidad de
aberturas de sifon, y una pelicula delgada termoplastica dispuesta adyacente a una superficie del dispositivo microfluidico
de manera que la pelicula delgada termoplastica cubra el microcanal, la pluralidad de microcamaras y la pluralidad de
aberturas de sifon; proporcionar un reactivo a la al menos una entrada o la al menos una salida; llenar el dispositivo
microfluidico proporcionando un primer diferencial de presién entre la muestra y/o el reactivo y el dispositivo microfluidico,
en donde el primer diferencial de presion hace que la muestra y/o el reactivo fluyan hacia el dispositivo microfluidico; aplicar
un segundo diferencial de presion entre el microcanal y la pluralidad de microcamaras para mover la muestra y/o reactivo
en la pluralidad de microcamaras y para forzar el gas dentro de la pluralidad de microcamaras a pasar a través de la pelicula
delgada termoplastica al tapar o cubrir la pluralidad de microcamaras, la pluralidad de aberturas de sifén y el microcanal, en
donde el segundo diferencial de presion es mayor que el primer diferencial de presion; y aplicar un tercer diferencial de
presion entre la al menos una entrada y la al menos una salida para introducir un fluido en el microcanal sin introducir el
fluido en las microcamaras, en donde el tercer diferencial de presion es menor que el segundo diferencial de presion.

Los aspectos de los sistemas y métodos proporcionados en la presente memoria, tal como el sistema informatico 701,
pueden incorporarse en la programacion. Varios aspectos de la tecnologia pueden considerarse como “productos” o
“articulos de fabricacién”, normalmente en forma de cédigo ejecutable por maquina (o procesador) y/o datos asociados
que se transportan o incorporan en un tipo de medio legible por maquina. El codigo ejecutable por maquina puede
almacenarse en una unidad de almacenamiento electrénico, tal como una memoria (por ejemplo, memoria de solo lectura,
memoria de acceso aleatorio, memoria flash) o un disco duro. Los medios de tipo “almacenamiento” pueden incluir parte
0 la totalidad de la memoria tangible de las computadoras, procesadores o similares, o unidades o médulos asociados
de los mismos, tal como varias memorias de semiconductores, unidades de cinta, unidades de disco y similares, que
pueden proporcionar almacenamiento no transitorio en cualquier momento para la programacion del software. En
ocasiones, todo el software o partes del mismo pueden comunicarse a través de Internet o de otras redes de
telecomunicaciones. Tales comunicaciones, por ejemplo, pueden permitir la carga del software desde un ordenador o
procesador a otro, por ejemplo, desde un servidor de gestién o un ordenador central a la plataforma informatica de un
servidor de aplicaciones. Por lo tanto, otro tipo de medios que pueden soportar los elementos de software incluyen ondas
Opticas, eléctricas y electromagnéticas, tal como las que se utilizan a través de interfaces fisicas entre dispositivos locales,
a través de redes fijas alambricas y dpticas y a través de varios enlaces aéreos. Los elementos fisicos que transportan
dichas ondas, tales como enlaces alambricos o inalambricos, enlaces dpticos o similares, también pueden considerarse
como soportes del software. Tal como se usa en la presente descripcidon, a menos que se limite a medios de
“almacenamiento” tangibles y no transitorios, los términos como “medio legible” por computadora o maquina se refieren
a cualquier medio que participe en proporcionar instrucciones a un procesador para su ejecucion.

Por lo tanto, un medio legible por una maquina, como un codigo ejecutable por computadora, puede tomar muchas
formas, que incluyen, entre otras, un medio de almacenamiento tangible, un medio de onda portadora o un medio de

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 967 462 T3

transmisién fisica. Los medios de almacenamiento no volatiles incluyen, por ejemplo, discos dpticos 0 magnéticos, tal
como cualquiera de los dispositivos de almacenamiento en cualquier computadora o similar, tal como los que pueden
usarse para implementar las bases de datos, etc., que se muestran en los dibujos. Los medios de almacenamiento
volatiles incluyen la memoria dinamica, tal como la memoria principal de dicha plataforma informatica. Los medios de
transmisién tangibles incluyen cables coaxiales cable de cobre y fibra 6ptica, que incluyen los cables que componen un
bus dentro de un sistema informatico. Los medios de transmision de ondas portadoras pueden adoptar la forma de
sefiales eléctricas o electromagnéticas, u ondas aculsticas o luminosas tal como las generadas durante las
comunicaciones de datos por radiofrecuencia (RF) e infrarrojo (IR). Por lo tanto, las formas comunes de medios legibles
por computadora incluyen, por ejemplo: un disquete, un disco flexible, un disco duro, una cinta magnética, cualquier otro
medio magnético, un CD-ROM, DVD o DVD-ROM, cualquier otro medio 6ptico, cinta de papel de tarjetas perforadas,
cualquier otro medio de almacenamiento fisico con patrones de agujeros, una RAM, una ROM, una PROM y una EPROM,
una FLASH-EPROM, cualquier otro chip o cartucho de memoria, una onda portadora que transporta datos o
instrucciones, cables o enlaces que transportan dicha onda portadora, o cualquier otro medio desde el cual una
computadora pueda leer cédigo de programacion y/o datos. Muchas de estas formas de medios legibles por computadora
pueden estar involucradas en llevar una o mas secuencias de una o mas instrucciones a un procesador para su ejecucion.

El sistema informatico 701 puede incluir 0 estar en comunicacion con una pantalla electrénica 735 que comprende
una interfaz de usuario (Ul) 740 para proporcionar, por ejemplo, el perfil de profundidad de un tejido epitelial. Los
ejemplos de Ul incluyen, sin limitacidn, una interfaz grafica de usuario (GUI) y una interfaz de usuario basada en web.

Los métodos y sistemas de la presente descripcion pueden implementarse mediante uno 0 mas algoritmos. Puede
implementarse un algoritmo por medio de software tras la ejecucion por parte del procesador central 705. El
algoritmo puede, por ejemplo, regular sistemas o implementar métodos proporcionados en la presente descripcion.

Aunque las modalidades preferidas de la presente descripcion se han mostrado y descrito en la presente
descripcion, sera obvio para los expertos en la técnica que tales modalidades se proporcionan solo a modo de
ejemplo. Numerosas variaciones, cambios, y sustituciones se les ocurriran ahora a los expertos en la técnica sin
apartarse de la invencidn descrita en la presente descripcion. Debe entenderse que en la practica de la invencion
pueden emplearse diversas alternativas a las modalidades de la invencidn descritas en la presente descripcion. Se
pretende que las siguientes reivindicaciones definan el alcance de la invenciéon y que se cubran métodos y
estructuras dentro del alcance de estas reivindicaciones y sus equivalentes.

Ejemplo 1: Demostracion de particion de reactivo

La particiéon de reactivos se demuestra mediante el uso de un dispositivo microfluidico fabricado mediante el uso de
dimensiones de portaobjetos de microscopio estandar. Las dimensiones totales del dispositivo microfluidico son 1
pulgada de ancho, 3 pulgadas de largo y 0,6 pulgadas de grosor. El dispositivo contiene cuatro disefios diferentes de
matrices de microcamaras y un total de ocho matrices diferentes de microcamaras. La Figura 8 A muestra el dispositivo
de ocho unidades y una perspectiva ampliada de uno de los cuatro disefios de matriz. El dispositivo microfluidico se
moldea a partir de un polimero de cicloolefina (COP), Zeonor 790R (Zeon Chemicals, Japén) y se sella mediante unién
térmica con una pelicula delgada de COP de 100 um, Zeonox ZF14 (Zeon Chemicals, Japdn). El segmento microfluidico
ampliado que se muestra tiene un microcanal serpenteante conectado a microcamaras por aberturas de sifén. Las
microcamaras estan en una configuracién cuadriculada. Las microcamaras y el microcanal tienen una profundidad de
40 um, las aberturas del sifon tienen una profundidad de 10 uym. Cada segmento microfluidico aislado tiene un canal de
entrada y uno de salida. Los canales de entrada y salida se perforan mecanicamente antes de que la pelicula se una
térmicamente a la base del dispositivo microfluidico. Los canales de entrada y salida tienen un diametro de 1,6 mm.

La Figura 8B muestra las imagenes fluorescentes de carga de reactivos, relleno de microcdmaras y particion. Antes
de cargar el dispositivo microfluidico, se pipetean 2 microlitros (ul) de dextrano conjugado con fluoresceina de 4
kiloDalton (kDa) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en la entrada. A continuacion, el dispositivo microfluidico se pone en
contacto con un controlador neumatico. El controlador neumatico carga el microcanal del dispositivo microfluidico
aplicando 4 psi de presién a la entrada durante 3 minutos. Las microcamaras se llenan presurizando tanto la entrada
como la salida a 10 psi durante 20 minutos. Luego, el reactivo se reparte haciendo fluir aire a 4 psi desde la entrada
del dispositivo microfluidico para eliminar el reactivo del microcanal.

La Figura 20A muestra las imagenes correspondientes a la carga viral diferencial de una serie de dispositivos. Los
paneles incluyen las imagenes de las particiones que incluyen 5, 0,5, 0,05 y 0,005 copias de acido nucleico por particion.
Estas imagenes se tomaron después del ciclo térmico y se tomaron imagenes mediante el uso de un generador de
imagenes fluorescente para fluoréforos FAM y ROX. La Figura 20B muestra el analisis de Poisson correspondiente de
las imagenes de la Figura 20A mediante el uso del software Image J y R. De manera similar, la Figura 21 muestra las
imagenes correspondientes a la carga diferencial de una serie de dispositivos. Los paneles incluyen las imagenes de las
particiones que incluyen 10, 1,0, 0,1 y 0,01 copias de acido nucleico por particion. Los paneles mas a la derecha muestran
la densidad correspondiente y la ocupacidn de particidn correspondiente a cada dispositivo.

Ejemplo 2: Flujo de trabajo de un solo instrumento para dPCR

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 967 462 T3

Los métodos para la amplificacion y cuantificacion de acidos nucleicos en el dispositivo microfluidico pueden realizarse
en un solo instrumento. El instrumento puede ser capaz de particionar reactivos, ciclos térmicos, adquisicion de imagenes
y andlisis de datos. La Figura 9 muestra un instrumento prototipo capaz de un flujo de trabajo de un solo instrumento. El
instrumento esta disefiado para acomodar hasta cuatro dispositivos a la vez y permitir la adquisicion de imagenes y ciclos
térmicos simultaneos. El instrumento contiene una unidad neumatica para la particion de reactivos, una unidad térmica
para control de temperatura y ciclos térmicos, una unidad 6ptica para imagenes y una unidad de escaneo. La unidad
Optica tiene dos capacidades de imagenes fluorescentes y puede detectar emisiones fluorescentes de aproximadamente
520 nmy 600 nm, que corresponden a las longitudes de onda de emision de los fluoréforos FAM y ROX, respectivamente.
La unidad éptica tiene un campo de vision de 25 mm por 25 mm y una apertura numérica (NA) de 0,14.

El flujo de trabajo de un solo instrumento puede probarse con un ensayo de qPCR bien establecido que utiliza una sonda
TaqMan como informador. Brevemente, una muestra de acidos nucleicos se mezcla con los reactivos de PCR. Los reactivos
de PCR incluyen cebadores directos, cebadores inversos, sondas TagMan y un indicador ROX. La secuencia del cebador
directo es 5'- GCC TCA ATA AAG CTT GCC TTG A - 3. La secuencia del cebador inverso es 3' - GGG GCG CAC TGC
TAG AGA - 3'. La secuencia de la sonda TagMan es 5' - [FAM] - CCA GAG TCA CAC AAC AGA CGG GCA CA - [BHQ1] -
3'. La muestra de acidos nucleicos y los reactivos de PCR se cargan y reparten dentro del dispositivo microfluidico siguiendo
el protocolo mencionado anteriormente. La amplificacién por PCR se realiza aumentando la temperatura de las
microcamaras a 95 °C y manteniendo la temperatura durante 10 minutos, seguido de cuarenta ciclos aumentando la
temperatura de las microcamaras de 95 °C a 59 °C a una velocidad de 2,4 °C por segundo con una retencién de 1 minuto a
59 °C antes de regresarla temperatura a 95 °C. Las Figuras 10A-10D muestran las imagenes fluorescentes de las muestras
que contienen aproximadamente una copia de plantilla de acido nucleico por particion y particiones que contienen cero
copias de plantilla de acido nucleico por particion (sin plantilla control o NTC) después de la amplificacién por PCR y graficas
de intensidad de fluorescencia de muestras que contienen aproximadamente una copia de acido nucleico por particién y
particiones NTC después de la amplificacion por PCR. La Figura 10A muestra una imagen fluorescente de la muestra
dividida que no contiene plantilla de acido nucleico y cada punto gris representa una Unica microcamara que contiene los
reactivos de PCR. La imagen se toma al excitar el indicador ROX dentro de cada microcdmara con una luz de
aproximadamente 575 nmy obtener imagenes del espectro de emision, que tiene una emisién maxima de aproximadamente
600 nm. La Figura 10B muestra la muestra dividida que contiene aproximadamente una copia de la plantilla de acido
nucleico por particion después de la amplificacion por PCR. Después de la amplificacion por PCR, las imagenes muestran
las microcamaras que contienen el indicador ROX y las microcamaras que contienen tanto el indicador ROX como la emision
de la sonda FAM. La sonda FAM tiene una longitud de onda de excitacién de aproximadamente 495 nm y una longitud de
onda de emision maxima de aproximadamente 520 nm. Las microcamaras individuales contienen el indicador ROX, la sonda
FAM y el extintor BHQ-1. Al igual que con la Figura 10A cada punto gris representa una microcamara que contiene la
muestra dividida sin plantilla de acido nucleico. Los puntos blancos representan las microcamaras que contienen muestras
de acido nucleico que se han amplificado con éxito. Tras una amplificacion por PCR satisfactoria, el fluoréforo FAM y el
extintor de BHQ-1 pueden separarse de la sonda TaqMan, lo que da como resultado una sefial fluorescente detectable. Las
Figuras 10C y 10D muestran un diagrama de dispersion bidimensional de la intensidad fluorescente FAM en funcién de la
intensidad fluorescente ROX para cada microcamara para el dispositivo microfluidico dividido y amplificado,
respectivamente. La Figura 10C muestra una muestra que contiene cero plantillas de acido nucleico por particién, lo que da
como resultado una intensidad fluorescente FAM que es predominantemente constante en un intervalo de intensidades
fluorescentes ROX. La Figura 10D muestra una muestra que contiene aproximadamente una copia de plantilla de acido
nucleico por particion, lo que da como resultado una intensidad fluorescente FAM que varia en funcion de la intensidad
fluorescente ROX debido a la presencia de sefiales de amplificacién dentro de la particion.

Ejemplo 3: qdPCR

Se usé un kit de reactivos de PCR conocido para preparar dos mezclas de reactivos, la primera con diez veces la cantidad
de diana de la segunda. Los reactivos se cargaron en dos unidades adyacentes del dispositivo y se prepararon
neumaticamente mediante el uso de un controlador comercial y una plantilla de interfaz personalizada. A continuacién, el
dispositivo (1708) se retird y se colocd dentro del sistema de las Figuras 17A-17B. El dispositivo 1708 se mantuvo en un
ciclador térmico de bloque plano estandar 1703 mediante una pieza de vidrio para lograr un buen contacto térmico. El
dispositivo 1708 se sometid a ciclos térmicos 40 veces mediante el uso de un protocolo de PCR estandar de 96-61 °Cx40.
Durante la etapa de baja temperatura (61 °C) de cada ciclo (ciclos 11-40), se tom¢ automaticamente una imagen mediante
el uso de la camara 1704. Las imagenes se muestran en la Figura 18, en la que las imagenes de la primera columna se
tomaron a los 20 ciclos, las imagenes de la segunda columna se tomaron a los 30 ciclos y las imagenes de la tercera columna
se tomaron a los 40 ciclos. La fila superior de imagenes corresponde a la carga a una velocidad de 10 copias por particion,
mientras que la fila inferior corresponde a 1 copia por particién. Se usé un complemento ImagedJ personalizado para extraer
datos de intensidad promedio para 53 puntos seleccionados de la imagen de 10 veces establecido en cada una de las
imagenes de 30 ciclos. Estos datos se representan en la Figura 19 y estan normalizados para la variacién de fondo.

Ejemplo 4: Analisis de HRM
Se usé un kit de reactivos conocido para preparar dos mezclas de reactivos, la primera con diez veces la cantidad de diana
de la segunda. Los reactivos se cargaron en dos unidades adyacentes del dispositivo y se prepararon neumaticamente

mediante el uso de un controlador comercial y una plantilla de interfaz personalizada. Después, el dispositivo (1708) se retird
y se colocd dentro del sistema de las Figuras 17A-17B. El dispositivo 1708 se mantuvo en un ciclador térmico de bloque
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plano estandar 1703 mediante una pieza de vidrio para lograr un buen contacto térmico. El dispositivo 1708 se someti6 a
ciclos térmicos 40 veces mediante el uso de un protocolo de PCR estandar de 96-61 °Cx40 para completar la etapa de
dPCR. La camara 1704 tomo6 imagenes de los dispositivos cada 5 segundos de forma continua a medida que la unidad
térmica 1703 aumentaba la temperatura a una velocidad de aproximadamente 0. 1 °C/s de aproximadamente 60 °C a
aproximadamente 90 °C. Las imagenes se muestran en la Figura 25, en la que las imagenes de la primera columna se
tomaron a aproximadamente 70 °C, las imagenes de la primera columna se tomaron a aproximadamente 80 °C y las
imagenes de la tercera columna se tomaron a aproximadamente 90 °C. La fila superior de imagenes corresponde a cargar
a velocidad de 10 copias por particién, mientras que la fila inferior corresponde a 1 copia por particion. Se us6 un
complemento ImagedJ personalizado para extraer los datos de intensidad promedio para 54 puntos seleccionados en cada
imagen del conjunto de imagenes de 10 veces. Estos datos se representan en la Figura 26.

Aunque las modalidades preferidas de la presente invencion se han mostrado y descrito en la presente descripcion, sera
obvio para los expertos en la técnica que tales modalidades se proporcionan sélo a modo de ejemplo. No se pretende
que la invencién esté limitada por los ejemplos especificos proporcionados dentro de la memoria descriptiva. Si bien la
invencién se ha descrito con referencia a la memoria descriptiva mencionada anteriormente, las descripciones e
ilustraciones de las realizaciones en la presente memoria no pretenden interpretarse en un sentido limitante. Numerosas
variaciones, cambios, y sustituciones se les ocurrirdn ahora a los expertos en la técnica sin apartarse de la invencion.
Ademas, se entendera que todos los aspectos de la invencién no se limitan a las representaciones, configuraciones o
proporciones relativas especificas expuestas en la presente memoria que dependen de una variedad de condiciones y
variables. Debe entenderse que pueden emplearse diversas alternativas a las modalidades de la invencion descritas en
la presente descripcion en la practica de la invencion. Se pretende que las siguientes reivindicaciones definan el alcance
de la invencion y que se cubran métodos y estructuras dentro del alcance de estas reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

Un sistema para analizar una pluralidad de moléculas de acido nucleico, que comprende:

un dispositivo microfluidico que comprende una pluralidad de particiones, en donde dicha
pluralidad de particiones se configura cada una para permitir el flujo de gas a través de al menos
una barrera a un entorno externo a dicha pluralidad de particiones, en donde dicha pluralidad de
particiones se configura cada una para contener una solucion que comprende dichas moléculas
de acido nucleico;

una unidad de soporte configurada para sujetar dicho dispositivo;

un detector configurado para detectar una o mas sefiales de dicha solucién contenida en cada una de
dicha pluralidad de particiones; y

un sistema informatico que incluye,

uno o mas procesadores informaticos acoplados operativamente a dicho detector, y

una memoria que tiene instrucciones almacenadas en la misma que, cuando son ejecutadas por
dicho uno o mas procesadores informaticos, hacen que dicho uno o mas procesadores
informaticos individual o colectivamente realicen funciones que incluyen,

recibir dicha una o mas sefiales recopiladas por dicho detector de cada una de dicha
pluralidad de particiones, en donde dicha una o mas sefiales se recopilan mientras dichas
moléculas de acido nucleico se someten a una reaccion de amplificacion de acido
nucleico, y

procesar dicha una o mas sefiales para producir datos indicativos de un numero de
dichas moléculas de acido nucleico.

Un sistema para analizar una pluralidad de moléculas de acido nucleico, que comprende:

un dispositivo microfluidico que comprende una pluralidad de particiones, en donde dicha
pluralidad de particiones se configura cada una para permitir el flujo de gas a través de al menos
una barrera a un entorno externo a dicha pluralidad de particiones, en donde dicha pluralidad de
particiones se configura cada una para contener una solucion que comprende dichas moléculas
de acido nucleico, y;

una unidad de soporte configurada para sujetar dicho dispositivo microfluidico;

una unidad térmica en comunicacién térmica con dicha pluralidad de particiones, en donde dicha
unidad térmica se configura para someter dicha solucién a calentamiento;

un detector configurado para detectar una o mas sefiales de dicha solucién contenida en cada una de
dicha pluralidad de particiones; y

un sistema informatico que incluye,

uno o mas procesadores informaticos acoplados operativamente a dicho detector y dicha
unidad térmica, y

una memoria que tiene instrucciones almacenadas en la misma que, cuando son
ejecutadas por dicho uno o0 mas procesadores informaticos, hacen que dicho uno 0 mas
procesadores informaticos individual o colectivamente realicen funciones que incluyen,
recibir dicha una o mas sefiales recopiladas por dicho detector de cada una de dicha
pluralidad de particiones, en donde dicha una o mas sefiales se recopilan mientras dichas
moléculas de acido nucleico se someten a una reaccion de amplificacion de acido
nucleico; y

procesar dichas una o mas sefiales para producir datos indicativos de un punto de fusién
de dichas moléculas de acido nucleico.

El sistema de la reivindicacién 1 o 2, que comprende ademas:

una unidad de flujo de fluido configurada para dirigir una muestra de acido nucleico o dicha
pluralidad de moléculas de acido nucleico a dicha pluralidad de particiones,

en donde dichas funciones incluyen ademas dirigir dicha unidad de flujo de fluido para cargar
dichas moléculas de acido nucleico en dicha pluralidad de particiones, en donde durante dicha
carga, el gas en dicha pluralidad de particiones se somete a flujo desde cada una de dicha
pluralidad de particiones a dicho entorno externo a cada una de dicha pluralidad de particiones.

El sistema de la reivindicacion 3, en donde dicha unidad de flujo de fluido se configura para aplicar un
diferencial de presion a través de dicha al menos una barrera al gas objeto en cada una de dicha pluralidad
de particiones para fluir a través de dicha al menos una barrera a dicho entorno externo.

El sistema de la reivindicaciéon 2, en donde dichas funciones incluyen ademas dirigir dicha unidad térmica
para realizar reacciones de amplificacion de acido nucleico en una muestra de acido nucleico bajo
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condiciones suficientes para producir dicha molécula de acido nucleico como un productos de amplificacion
de dicha muestra de acidos nucleicos.

El sistema de la reivindicacion 5, en donde realizar dichas reacciones de amplificacién de acidos nucleicos en dicha
muestra de acidos nucleicos comprende amplificar al menos una parte de unaregion espaciadora transcrita interna
de al menos un subconjunto de las moléculas de acido nucleico de dicha muestra de acidos nucleicos.

El sistema de la reivindicacion 1 o 2, en donde

dicho detector recopila dichas una o mas sefiales mediante la obtenciéon de imagenes de dicha
particion,

dicho uno o mas procesadores informaticos se programan individual o colectivamente para dirigir
dicho detector para obtener imagenes de dicha particion para detectar dichas una o mas sefiales, y
dichas funciones incluyen ademas determinar una intensidad dptica para cada una de dicha
pluralidad de particiones, siendo dicha intensidad 6ptica proporcional a una cantidad de productos
de amplificacién en una respectiva de dicha pluralidad de particiones.

El sistema de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 7, en donde

dicho detector recopila dicha una o mas sefiales al detectar emisiones de fluorescencia en dos o
mas longitudes de onda,

dicho uno o mas procesadores informaticos se programan individual o colectivamente para dirigir
dicho detector para detectar dichas emisiones de fluorescencia en dichas dos 0 mas longitudes de
onda.

El sistema de la reivindicacion 1 o 2, en donde dichas funciones incluyen ademas usar dicha una o mas
sefiales para generar datos de sefial frente a temperatura para dichas moléculas de acido nucleico en cada
una de dicha pluralidad de particiones.

El sistema de la reivindicacion 1 o 2, en donde dicha al menos una barrera comprende un material polimérico.

El sistema de la reivindicacion 1 o 2, en donde dicha al menos una barrera es sustancialmente opticamente
transparente.

El sistema de la reivindicacion 1 o 2, en donde dicha al menos una barrera tiene un espesor de
aproximadamente 50 ym a aproximadamente 200 um.

El sistema de la reivindicacion 1 o 2, en donde

dicho dispositivo o dicho microdispositivo comprende ademas al menos un microcanal que incluye al
menos una entrada, al menos una salida y una pluralidad de aberturas de sifon, en donde dicha
pluralidad de particiones estd en comunicacion fluida con al menos un microcanal por dicha pluralidad
de aberturas de sifon, y

dicha al menos una barrera se configura para cubrir dicha pluralidad de particiones, dicha pluralidad
de aberturas de sifon y dicho al menos un microcanal.

El sistema de la reivindicacion 1 o 2, en donde dicha pluralidad de particiones comprende de
aproximadamente 1000 a aproximadamente 20.000 particiones.

El sistema de la reivindicacién 1 o 2, en donde dicha al menos una barrera es (i) sustancialmente
impermeable a los gases si se aplica un primer diferencial de presion a través de dicha al menos una
barrera y (i) sustancialmente permeable a los gases si se aplica un segundo diferencial de presiéon mayor
que dicho primer diferencial de presién a través de dicha al menos una barrera.
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