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DESCRIPCION
Método y aparato para analisis bacteriano
Antecedentes de la invencién

Recientemente, el aumento de la resistencia antimicrobiana se ha vuelto problematico para el tratamiento de
infecciones bacterianas. Por lo tanto, existe la necesidad de que la resistencia antimicrobiana se detecte mas
rapidamente y a un menor coste.

El documento US 2017/0045514 A1 divulga una prueba rapida de susceptibilidad a antibiéticos (AST) basada en la
deteccién y cuantificacién del movimiento de células bacterianas individuales con una tecnologia plasménica de
obtencién de imagenes y rastreo (PIT). La AST basada en PIT detecta cambios en la actividad metabdlica de las
células bacterianas mucho antes de la replicacién celular, y permite una AST rapida tanto para cepas cultivables como
no cultivables. PIT rastrea el movimiento 3D con resolucién subnanométrica y resolucién temporal de milisegundos.

El sistema plasmonico de obtencién de imagenes y rastreo usa una fuente de luz, un portaobjetos recubierto metalico
y un detector.

Maximilian Kloucek ET AL: "Detecting metabolic activity of living bacteria using evanescent waves”, URC/IAS
Undergraduate Interdisciplinary Research Internship Scheme (IRIS) 2016, 22 de noviembre de 2016, divulga la
deteccién de movimientos de bacterias sobre un cubreobjetos aminofuncionalizado, en donde se usé un microscopio
de reflexién interna total basado en lentes de objetivo para medir fluctuaciones bacterianas relacionadas con su
actividad metabdlica.

El documento WO 2007/077218 A1 divulga diferentes disposiciones para detectar luz dispersada y/o de guia de ondas
de muestras en un biochip usando un campo evanescente para iluminar las muestras.

Sumario de la invencion

La presente invencién se define en las reivindicaciones 1y 8.

Un primer aspecto de la invencién proporciona un aparato como se define en la reivindicacion 1.
Con tal disposicién, se proporciona un aparato mas simple para detectar resistencia antimicrobiana.

La luz del volumen de unién a bacterias puede ser cualquier luz que contenga informacién con respecto al nivel de
vibracién de las bacterias. Esta puede ser luz que han dispersado las bacterias debido a su movimiento en el campo
evanescente y/o puede ser luz que se ha reflejado totalmente de manera interna y tiene asi el perfil de la luz incidente
excepto que la luz carece de los fotones que estan en la luz dispersada.

La fuente de luz puede ser una fuente de luz laser. Con tal disposicion, el campo evanescente puede crearse de
manera mas fiable.

El aparato puede comprender ademas una lente dispuesta para dirigir la luz desde la fuente de luz hacia el sustrato.
Con tal disposicién, el campo evanescente puede producirlo la luz que llega en un angulo mas cercano al angulo
critico.

La lente puede ser una lente de apertura numérica alta, que tiene una apertura numérica de 1,4 o mas, tal como 1,41.
Con tal realizacién, el campo evanescente puede producirse con un tamafio suficientemente grande.

La lente puede disponerse para recibir luz del volumen de unién a bacterias. Con tal disposicion, la luz del volumen
de union a bacterias puede dirigirse hacia el detector sin el uso de un mayor nimero de lentes.

El detector puede ser un detector de fotodiodo de cuadrante. Con tal disposicion, puede determinarse el movimiento
de las bacterias en cuatro sectores diferentes con el fin de que la vibracién de las bacterias en el volumen de unién
pueda medirse con mas precision.

La vibracién determinada puede ser de una sola bacteria. Con tal disposicién, no se requiere cultivo de bacterias de
modo que el proceso global de determinacién de la resistencia antimicrobiana puede hacerse mas rapidamente.

El aparato puede comprender ademas un cubreobjetos dispuesto para soportar el volumen de unién a bacterias. Con
tal disposicion, se proporciona un soporte transparente para el volumen de unién a bacterias de modo que el campo
evanescente puede crearse sin luz procedente de la fuente de luz que se desplaza a través del volumen de unién a
bacterias.

La fuente de luz y la lente pueden disponerse para hacer que la luz experimente una reflexién interna total en la
superficie del cubreobjetos. Con tal disposicién, el campo evanescente puede situarse correctamente para contener
bacterias unidas por el volumen de unién a bacterias.
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El campo evanescente puede crearse sobre la superficie de un cubreobjetos. Con tal disposicién, el campo
evanescente esta situado correctamente para que se vea afectado por las vibraciones de las bacterias unidas dentro
del volumen de unién a bacterias.

El campo evanescente puede tener una longitud de desintegracion de no mas de doscientos nanémetros. Con tal
disposicién, el campo evanescente no se extenderd mucho mas alla de las bacterias, con el fin de que la dispersion
de luz pueda estar provocada solamente por las bacterias.

Segun la presente invencién, el primer detector esta dispuesto para recibir luz dispersada por las bacterias en el
volumen de unién. Con tal disposicion, las bacterias pueden analizarse con menos procesamiento.

Segun la presente invencion, el aparato comprende ademas un segundo detector dispuesto para recibir luz de la
fuente de luz que ha experimentado reflexién interna total, que no esta dispersada por las bacterias. Con tal
disposicion, el segundo detector proporciona una comprobacion para determinar si los datos recibidos desde el primer
detector son correctos y pueden usarse para medir las fluctuaciones de las bacterias.

El aparato puede comprender ademas una segunda fuente de luz, estando dispuesta la segunda fuente de luz para
dirigir la luz a través del cubreobjetos, experimentando la luz de la segunda fuente de luz multiples reflexiones internas
dentro del cubreobjetos. Con tal disposiciéon, pueden detectarse las vibraciones de multiples bacterias con el fin de dar
una determinacion de la resistencia antimicrobiana con el aparato en uso durante un tiempo mas corto. El cubreobjetos
puede estar formado por un material dieléctrico que tiene un indice de refraccién mayor de 1,6. Con una disposicién
de este tipo, las reflexiones internas totales pueden producirse de manera fiable.

El aparato puede comprender ademas una segunda fuente de luz y una guia de ondas optica dispuesta para soportar
el volumen de unién a bacterias, la segunda fuente de luz dispuesta para dirigir la luz a través de la guia de ondas
optica. Con tal disposicién, se proporciona una disposicion alternativa sin el uso de un cubreobjetos.

La guia de ondas Optica puede ser cénica en un punto dentro del campo evanescente. Con tal disposicion, el aparato
puede ser mas sensible a las vibraciones de las bacterias dentro del campo evanescente, teniendo una relacion sefial-
ruido mayor.

El aparato puede comprender ademas un dispositivo de obtencién de imagenes CMOS o CCD dispuesto para observar
las bacterias. Con tal disposicién, puede hacerse una medicién manual del nivel de vibracién con el fin de comprobar
un resultado automatizado.

Las vibraciones dentro de cada bacteria pueden registrarse y almacenarse como grabacion de video. La grabacién
puede tener una alta resolucién de manera que un observador pueda analizar visualmente las vibraciones. Con tal
disposicion, el video puede analizarse para dar una medicion de la actividad bacteriana alternativamente o ademas
de la medicién obtenida del detector sensible a la posicion.

Un aspecto adicional de la invencién proporciona un método como se define en la reivindicacion 8.

La luz detectada puede ser cualquier luz que contenga informacién con respecto al nivel de vibracion de las bacterias.
Segun la presente invencién, la luz detectada es luz que han dispersado las bacterias debido a su movimiento en el
campo evanescente y luz que se ha reflejado totalmente de manera interna y tiene asi el perfil de la luz incidente
excepto que la luz carece de los fotones que estan en la luz dispersada.

Con tal disposicion, se proporciona un método mas sencillo para determinar la resistencia antimicrobiana. La
determinacion puede comprender determinar el movimiento de las bacterias en tres dimensiones. Con tal disposicién,
puede obtenerse una imagen mas precisa del movimiento de las bacterias.

La determinacién puede comprender determinar el movimiento de bacterias individuales. Con tal disposicién, no hay
necesidad de cultivar y, por lo tanto, puede reducirse el tiempo total requerido para la determinacion de la resistencia
antimicrobiana.

La disposicion puede comprender absorber las bacterias al cubreobjetos. En tal disposicién, las bacterias pueden estar
adecuadamente restringidas a permanecer dentro del campo evanescente.

El método puede comprender ademas determinar el estado vital de las bacterias a partir de las vibraciones. Con tal
disposicion, puede hacerse una determinacién mas completa con respecto a la resistencia antimicrobiana.

La luz puede ser luz laser. Con tal disposicién, el campo evanescente puede producirse fiablemente.

La luz puede dirigirse hacia el cubreobjetos mediante una lente y la lente también esté dispuesta para recibir luz del
cubreobjetos. Con tal disposicion, la luz puede dirigirse adecuadamente sobre el cubreobjetos y dirigirse hacia un
detector sin el uso de dos lentes. El detector puede ser un detector de fotodiodo de cuadrante. Con tal disposicion,
puede detectarse el movimiento de las bacterias entre cuatro cuadrantes diferentes con el fin de dar una imagen
completa de la vibracion de las bacterias.
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El campo evanescente puede tener una longitud de desintegracion de no mas de doscientos nanémetros. Con tal
disposicion, el campo evanescente esta dimensionado apropiadamente de tal manera que la luz no se dispersa por
elementos distintos de bacterias.

Segun la presente invencién, la primera luz detectada es luz que han dispersado las bacterias en el volumen de unién
a bacterias. Con tal disposicion, las bacterias pueden analizarse con menos procesamiento de los datos.

Segln la presente invencion, el método comprende ademads detectar la segunda luz de la fuente de luz, que ha
experimentado una reflexién interna total y no esta dispersada por las bacterias, con un segundo detector. Con tal
disposicion, se proporciona un sistema para comprobar los datos producidos por el primer detector con el fin de
proporcionar un resultado mas fiable.

El método puede comprender ademas dirigir la luz desde una segunda fuente de luz a través del cubreobjetos,
experimentando la luz desde la segunda fuente de luz multiples reflexiones internas totales dentro del cubreobjetos.
Con tal disposicion, pueden detectarse dispersiones de miltiples bacterias para dar una determinacion de la
resistencia antimicrobiana con menos tiempo empleado usando el aparato.

El método puede comprender ademas dirigir luz desde una segunda fuente de luz a través de una guia de ondas
oOptica, experimentando la luz de la fuente de luz miltiples reflexiones internas totales dentro de la guia de ondas
optica. Con tal disposicién, se proporciona un método alternativo que no requiere el uso de un cubreobjetos.

La guia de ondas optica puede ser cénica en un punto dentro del campo evanescente. Con tal realizacién, el aparato
puede ser mas sensible a la vibracion de bacterias para dar una mayor sensibilidad para determinar la resistencia
antimicrobiana.

La determinacion puede llevarse a cabo mediante un procesador. Con tal disposicion, la determinacion puede llevarse
a cabo mas rapidamente.

El método puede comprender ademas afiadir un antimicrobiano al cubreobjetos. Con tal disposicién, puede hacerse
una determinacién con respecto a la susceptibilidad antimicrobiana.

La disposicién de bacterias sobre el cubreobjetos puede comprender ademas poner en contacto una porcién de las
bacterias con un antimicrobiano y tener una porcién de las bacterias sin contacto con el antimicrobiano. Con tal
disposicion, puede hacerse mas rapidamente una determinacién con respecto a la resistencia antimicrobiana.

Breve descripcion de los dibujos
A continuacion se describiran realizaciones de la invencion con referencia a los dibujos adjuntos, en los que:
La figura 1 muestra una disposicion global seglin una realizacién de la invencién.

La figura 2 muestra un dibujo detallado de una disposicién de cubreobjetos o guia de ondas segun una realizacién
alternativa de la invencion.

La figura 3 muestra un dibujo detallado de una disposicién de guia de ondas conica en una realizacion alternativa
de la invencion.

Descripcion detallada de la realizacién/realizaciones

La figura 1 muestra un sistema global para observar vibraciones de bacterias 26 con el fin de determinar la resistencia
antimicrobiana.

En un sistema de deteccion antimicrobiano 10, se encuentra una fuente 12 de luz, que es preferentemente una fuente
de luz laser, por ejemplo, que tiene una longitud de onda de 561 nanémetros. La fuente 12 de luz produce un haz 14
de luz que se refracta a continuacién por una lente 16. La lente 16 puede ser una lente de apertura numérica alta,
combinada con aceite de inmersién 40 que refracta el haz 14 de luz de tal manera que la luz incide en la superficie
superior de un cubreobjetos 20 en un angulo mayor que el angulo critico y se refleja totalmente de manera interna. Un
experto en la técnica entendera que el angulo critico es una funcién de los indices de refraccion del cubreobjetos 20
y el medio por encima del cubreobjetos 20.

Mientras que la lente 16 que tiene una abertura numérica igual a la del medio por encima de la lente 16
(aproximadamente 1,33 si el medio es agua) daria como resultado una reflexion interna total y la creacién de un campo
evanescente, la lente 16 que tiene una abertura numérica de 1,4 o mayor puede producir un campo evanescente de
tamafio apropiado para el analisis de bacterias.

El cubreobjetos 20 puede ser un cubreobjetos de vidrio delgado disponible comercialmente. El cubreobjetos 20
también puede proporcionarse por separado del resto del sistema 10 e intercambiarse por diferentes cubreobjetos que
tienen diferentes bacterias y diferentes grosores segln requiera cada usuario. Aungue el cubreobjetos 20 puede no
ser parte del sistema 10, el sistema 10 incluye un soporte 18 de cubreobjetos. Por lo tanto, el sistema 10 puede
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disponerse de manera que el sistema 10 funcione correctamente cuando el cubreobjetos 20 se coloque sobre el
soporte 18 de cubreobjetos, sin que el cubreobjetos 20 este presente en el momento de la disposicién.

La luz 14 incidente sobre la superficie superior del cubreobjetos 20 forma un campo evanescente 22 que forma un
circulo sobre la superficie del cubreobjetos con una distribucién de intensidad gaussiana y una longitud de
desintegracion maxima de aproximadamente 200 nandémetros. Son posibles otras configuraciones para el campo
evanescente 22; por ejemplo, el campo puede ser eliptico y tener una distribucién de intensidad no gaussiana. El
campo evanescente 22 interactlia con objetos sobre la superficie del cubreobjetos tales como bacterias 26.

Las bacterias 26 se unen elasticamente al cubreobjetos 20 usando anticuerpos 24 de manera que las bacterias
permanecen aproximadamente en el centro del campo evanescente 22. El cubreobjetos 20 puede prepararse
limpiando en primer lugar usando etanol, luego agua destilada y secando en una corriente de nitrégeno. La superficie
se funcionaliza entonces con amino usando clorhidrato de etanolamina, lo que da como resultado una cobertura de
grupos amino unidos covalentemente al vidrio al que pueden unirse los anticuerpos 24. Los anticuerpos 24 usados
deben ser los especificamente dirigidos para unirse a las bacteria objeto 26.

El cubreobjetos 20 puede formar un sustrato y los anticuerpos 24 sobre el cubreobjetos 20 pueden formar un volumen
de unién a bacterias para unir las bacterias 26 en su sitio.

En uso, la luz que han dispersado las bacterias se transmite entonces desde el cubreobjetos como luz dispersada 28.
La luz pasa a través de la lente 16 y hacia un primer detector 32, que puede ser un detector de fotodiodo de cuadrante,
que produce entonces datos 36 para proporcionarlos a un sistema informatico 38.

Un fotodetector de cuadrante puede monitorizar tanto la intensidad de luz como la posicién de la intensidad de pico.
Por lo tanto, puede usarse un fotodetector de cuadrante para determinar la distancia desde el cubreobjetos 22 hasta
las bacterias 26 por la magnitud de la intensidad de pico de la luz detectada. La posicion de las bacterias 26 dentro
del plano del cubreobjetos 22 puede determinarse entonces por la posicién de la intensidad de pico detectada.
Alternativamente, puede usarse una matriz de fotodetectores tales como CMOS o CCD para determinar la posicién
de las bacterias.

La luz que se ha reflejado por la superficie superior del cubreobjetos 20 se transmite desde el cubreobjetos como un
haz 30 de luz no dispersada, que, opcional o alternativamente, también pasa a través de la lente 16 y hasta un segundo
detector 34. El segundo detector 34 produce segundos datos 37 que se transfieren a un sistema informatico tal como
el sistema informatico 38. Como entendera el experto, en otros ejemplos, que no son segun la presente invencion,
puede omitirse el primer detector 32 o el segundo detector 34 del sistema, pero segun la presente invencién, se usan
ambos detectores. El segundo detector 34 puede ser un fotodetector de cuadrante idéntico al del primer detector 32,
0 puede ser una matriz de fotodetectores.

Para dirigir la luz desde la fuente 12 de luz hasta el cubreobjetos 20 y desde el cubreobjetos 20 hasta los fotodetectores
32, 34, el sistema puede comprender espejos 39.

El sistema informatico 38 contiene un medio legible por ordenador no transitorio y un procesador, conteniendo el medio
legible por ordenador no transitorio instrucciones para el analisis de los datos 36, 37 por el procesador con el fin de
proporcionar resultados a un técnico para su analisis.

Cuando se usa el sistema 10, las bacterias 26 pueden disponerse sobre el cubreobjetos 20 usando los anticuerpos 24
y las vibraciones de las bacterias 26 pueden registrarse y almacenarse por el sistema informatico 38. A continuacion,
puede afiadirse un antimicrobiano a la superficie del cubreobjetos 20 y la vibracién posterior de las bacterias 26 sobre
el cubreobjetos 20 puede registrarse mediante el sistema informatico 38.

Si las bacterias 26 se disponen en un entorno liquido, entonces el antimicrobiano puede afiadirse al entorno liquido,
ya sea parcial o totalmente. Si el antimicrobiano se afiade s6lo a una parte del entorno, entonces las bacterias 26
pueden separarse espacialmente sobre el cubreobjetos 20 de modo que pueden analizarse al mismo tiempo un grupo
de bacterias 26 sin contacto con el antimicrobiano y un grupo de bacterias 26 en contacto con el antimicrobiano.
Alternativamente, puede estar presente un grupo de bacterias 26 sin contacto con el antimicrobiano antes de la adicién
del antimicrobiano y las mismas bacterias 26 pueden observarse después de la adicién del antimicrobiano.

Si los dos grupos de bacterias 26 estan separadas en el espacio (se analizan al mismo tiempo), entonces puede
producirse un ahorro de tiempo, mientras que si los dos grupos estan separados en el tiempo, entonces puede usarse
un tamafio de muestra mayor.

Una vez que el sistema informatico 38 recoge los datos 36, 37, se procesan. En el procesamiento, el nivel de actividad
de las bacterias 26 después de la adicion del antimicrobiano puede compararse con el nivel de actividad de las
bacterias 26 antes de la adicién del antimicrobiano.

Si el nivel de actividad de una bacteria ha aumentado significativamente, entonces puede suponerse que la bacteria
se ha liberado del anticuerpo 24 y el resultado puede descartarse. Si el nivel de actividad ha permanecido
aproximadamente constante, entonces puede considerarse que la bacteria no se va visto afectada por el
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antimicrobiano, y si la bacteria ha reducido significativamente su actividad, entonces puede considerarse que la
bacteria se ha visto afectada por el antimicrobiano. Los antimicrobianos pueden ser bactericidas o bacteriostaticos.

La determinacion de si un cambio en un nivel de actividad es significativo puede determinarse mediante pruebas
estadisticas estandar, tal como requiriendo que el cambio sea mayor del 5 % para que sea significativo y determinando
de otro modo que el nivel estéd aproximadamente sin cambios.

El analisis anterior puede repetirse hasta que pueda alcanzarse una determinaciéon en cuanto a si las bacterias
presentan o no resistencia antimicrobiana.

La figura 2 muestra una imagen aumentada de una disposicién 100 de cubreobjetos o guia de ondas que incluye un
cubreobjetos 116, que funciona como una guia de ondas alargada. Para funcionar como una guia de ondas, el
cubreobjetos 116 puede tener un indice de refraccién mayor de 1,6 y, opcionalmente, ser un cubreobjetos de zafiro.
El cubreobjetos funcionara entonces como una guia de ondas en el aparato 10 de la figura 1, en particular en presencia
de aceite de inmersién 40.

Una segunda fuente 112 de luz proporciona luz 114 que entra en el cubreobjetos 116 y experimenta multiples
reflexiones internas totales. Cuando se somete a las multiples reflexiones internas totales, la luz 114 crea un campo
evanescente 118, que contiene bacterias 122 unidas al cubreobjetos por anticuerpos 120. Como anteriormente, la
actividad de las bacterias 122 dentro del campo evanescente 118 da como resultado dispersion de la luz 114. La luz
sale del cubreobjetos 116 como un haz 115 de luz, que se ve afectado por las bacterias 122. Un detector 124 de luz
recibe el haz 115 de luz.

La segunda fuente 112 de luz puede ser una fuente de luz laser igual a la primera fuente 12 de luz, y el detector 124
de luz puede ser un fotodetector de cuadrante o uno 0 mas de detectores CMOS O CCD, que pueden tener las mismas
propiedades que los detectores primero y segundo 32, 34. Alternativamente, puede usarse un detector mas simple
que mida soélo la intensidad de la luz pero no la posicion.

La disposicién 100 de cubreobjetos mostrada en la figura 2 puede combinarse con el sistema 10 de la figura 1 o puede
usarse por si sola, segun se requiera. Si la disposicién 100 de cubreobjetos de la figura 2 se combina con el sistema
10 de la figura 1, entonces la luz dispersada por las bacterias 122 puede detectarse por los detectores de luz de la
figura 1.

En uso, el campo evanescente producido por el haz 114 de luz en el cubreobjetos 116 de la disposicion 100 de
cubreobjetos puede abarcar multiples bacterias de manera que la luz se dispersa por mas de una Unica bacteria. Por
lo tanto, el haz 115 de luz que sale del cubreobjetos 116 y se detecta por el detector 124 de luz contiene datos
producidos por interacciones relacionadas con multiples bacterias 122.

En la figura 3 se muestra una guia 216 de ondas optica conica. El sistema 200 de la figura 3 es similar al sistema 100
de la figura 2. En este sistema, una fuente 212 de luz proporciona un haz 214 de luz que experimenta multiples
reflexiones internas totales dentro de la guia 216 de ondas optica y crea un campo evanescente 218 que contiene
bacterias 222 unidas a la fibra éptica 216 por anticuerpos 220. Las vibraciones de las bacterias 222 dan como resultado
cambios en el haz de luz 214, lo que da como resultado un haz 215 de luz diferente que sale de la fibra 6ptica 216,
que se detecta por el detector 224.

La guia 216 de ondas cénica difiere del cubreobjetos 116 debido a los lados conicos de la guia 216 de ondas cénica.
El estrechamiento de la guia 216 de ondas conica da como resultado que la guia de ondas sea mas delgada en el
medio, de manera que el sistema global puede ser mas sensible a las vibraciones dentro del campo evanescente 218.
Aunque el estrechamiento se muestra en ambos lados de la guia 216 de ondas cénica, el estrechamiento puede tener
lugar en un solo lado o en ambos lados. Si el estrechamiento tiene lugar en un solo lado, entonces este lado puede
ser el lado superior o el lado inferior.

La guia 216 de ondas no debe tener ningln revestimiento en el exterior, ya que esto permite que el campo evanescente
218 se exponga de manera que las bacterias 222 puedan disponerse dentro del campo evanescente.

El procesamiento para las disposiciones 100 y 200 de cubreobjetos puede ser sustancialmente similar y diferente del
procesamiento para el sistema 10. En el procesamiento de los datos producidos a partir de las disposiciones 100 y
200 de cubreobjetos, cada conjunto de datos contiene detalles de multiples bacterias y vibraciones agregadas. Por lo
tanto, el andlisis adopta una visién general mas amplia, con actividad calculada para conjuntos de bacterias en lugar
de para bacterias individuales. Por lo tanto, existe menos necesidad de repetir lecturas con los datos producidos por
las disposiciones 100 y 200 de cubreobjetos.

Cuando aparece la palabra “0”, debe interpretarse que significa "y/0” de manera que los elementos a los que se hace
referencia no son necesariamente excluyentes mutuamente y pueden usarse en cualquier combinacion apropiada.

Aunque la invencion se ha descrito anteriormente con referencia a una o mas realizaciones preferidas, se apreciara
que pueden realizarse diversos cambios o modificaciones sin apartarse del alcance de la invencién como se define en
las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Un aparato que comprende:
un sustrato que define un volumen de unién a bacterias sobre el mismo;

una fuente (12} de luz dispuesta para emitir luz (14) hacia el sustrato, de manera que la luz se refleja totalmente
de manera interna sobre la superficie del sustrato para crear de ese modo un campo evanescente (22), de
manera que el volumen de unidon a bacterias esta dentro del campo evanescente;

un detector (32) dispuesto para recibir luz dispersada (28) desde el volumen de unién a bacterias y emitir primeros
datos (36);

un segundo detector (34), dispuesto para recibir luz (30) desde la fuente (12) de luz que ha experimentado una
reflexién interna total dentro del sustrato, que no esta dispersada por las bacterias (26) y emitir segundos datos

(37),y

un sistema informatico (38) dispuesto para recoger los primeros y segundos datos (36, 37), comprendiendo el
sistema informatico (38) un procesador, estando configurado el procesador para determinar un nivel de vibracién
de bacterias (26) dentro del volumen de unién a bacterias en tres dimensiones a partir de los primeros datos (36)
y para determinar si los primeros datos (36) recibidos desde el primer detector (32) son correctos basandose en
los segundos datos (37).

2. El aparato de la reivindicacién 1, que comprende ademas una lente (16) dispuesta para dirigir la luz desde la fuente
(12) de luz hacia el sustrato, opcionalmente, en donde la lente tiene una apertura numérica de al menos 1,4.

3. El aparato de la reivindicacion 2, en donde la lente (16} esta dispuesta para recibir luz del volumen de unién a
bacterias.

4. El aparato de cualquier reivindicacién anterior, en donde la vibracién determinada es de una sola bacteria.

5. El aparato de cualquier reivindicacién anterior, en donde el sustrato esta formado por un cubreobjetos (20) dispuesto
para soportar el volumen de unién a bacterias, y

en donde el campo evanescente se crea sobre la superficie del cubreobjetos.

6. El aparato de la reivindicacion 5, que comprende ademas una segunda fuente (112) de luz, estando dispuesta la
segunda fuente de luz para dirigir la luz a través del cubreobjetos (20), experimentando la luz de la segunda fuente
(112) de luz mdltiples reflexiones internas totales dentro del cubreobjetos (20), opcionalmente en donde el
cubreobjetos esta formado a partir de un material dieléctrico que tiene indice de refraccion mayor de 1,6.

7. El aparato de cualquier reivindicacion anterior, que comprende ademas una segunda fuente (112, 212} de luz y en
donde el sustrato funciona como una guia (116, 216) de ondas 6ptica dispuesta para soportar el volumen de unién a
bacterias, estando la segunda fuente (112, 212) de luz dispuesta para dirigir la luz a través de la guia (116, 216) de
ondas Optica, opcionalmente, en donde la guia (216) de ondas Optica se estrecha en un punto dentro del campo
evanescente.

8. Un método que comprende:
disponer una o mas bacterias (26) sobre una superficie de un cubreobjetos (20);

dirigir la luz (14) desde una fuente (12} de luz hacia el cubreobjetos (20) para que se refleje totalmente de manera
interna sobre la superficie del cubreobjetos y crear de ese modo un campo evanescente (22) sobre la superficie
del cubreobjetos, estando las bacterias dentro del campo evanescente;

detectar una primera luz (28) del campo evanescente que han dispersado las bacterias;

detectar una segunda luz (30) de la fuente de luz que se ha reflejado totalmente de manera interna dentro del
cubreobjetos (20} y no dispersada por las bacterias;

emitir primeros datos (36) basandose en la primera luz detectada (28);

emitir segundos datos (37) basandose en la segunda luz detectada (30);

recoger los primeros y segundos datos (36, 37);

determinar un nivel de vibracion de las bacterias a partir de los primeros datos detectados (36); y

determinar si los primeros datos (36) son correctos basandose en los segundos datos (37) y pueden usarse para
medir las fluctuaciones de las bacterias a partir de la segunda luz detectada.

7



10

ES 2 981 968 T3

9. El método de la reivindicacion 8, en donde la determinacién comprende determinar el movimiento de las bacterias
(26) en tres dimensiones, y/o en donde la determinacién comprende determinar el nivel de vibracién de bacterias
individuales, y/o, en donde la luz se dirige hacia el cubreobjetos mediante una lente (16) y la lente también se dispone
para recibir luz del cubreobjetos.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 8 0 9, que comprende ademas dirigir la luz desde una segunda
fuente de luz (112) a través del cubreobjetos, experimentando la luz de la segunda fuente de luz multiples reflexiones
internas totales dentro del cubreobjetos.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, que comprende ademas dirigir luz desde una segunda
fuente (112, 212) de luz a través del cubreobjetos que funciona como una guia (116, 216) de ondas Optica,
experimentando la luz de la segunda fuente de luz multiples reflexiones internas totales dentro de la guia (216) de
ondas oOptica, opcionalmente, en donde la guia de ondas optica se estrecha en un punto dentro del campo
evanescente.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, que comprende ademas obtener y almacenar una
grabacion de video que muestra la vibracion de las bacterias (26) a partir de la luz detectada.
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