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DESCRIPCION
Biodeteccion sensible y rapida
Campo técnico

La presente invencién se refiere a métodos y sistemas para la deteccion de microorganismos haciendo reaccionar
los microorganismos con sondas inmovilizadas sobre superficies.

Antecedentes

La biodeteccién convencional utiliza sondas inmovilizadas para detectar dianas en solucion. Tales sistemas
frecuentemente incluyen sondas de ADN para detectar dianas de ADN y ARN, sondas de anticuerpo para detectar
dianas proteinaceas, de hidrato de carbono y de molécula organica pequefia, y sondas de aptamero para detectar
dianas de acido nucleico, proteinaceas, de hidrato de carbono y de molécula organica pequefia. Estos sistemas
pueden incluir ELISA convencional (un enzimoinmunoanalisis de adsorcion) que puede tener lugar en un formato de
macropocillo (por ejemplo, un pocillo de microtitulaciéon), ademas de formatos de micromatriz en los que las sondas
inmovilizadas pueden construirse o "imprimirse" en lugares de menos de cien micrometros de diametro. Tales
métodos son hoy en dia ampliamente puestos en practica en las aplicaciones clinicas y de investigacion (véanse,
por ejemplo, la patente de EE.UU. N.° 5.405.783 a Pirrung, et al., patente de EE.UU. N.° 6.054.270 a Southern,
patente de EE.UU. N.° 6.101.946 a Martinsky, y Weeraratna et al. "Gene Expression Profiling From Microarrays to
Medicine", J. Clin. Immunol. 24:213 (2004), "Packard Biochip Arrayer" de Perkin Elmer, Wellesley, MA).

En todos estos métodos, hay una reaccidon de unién entre la sonda y la diana, y esta reacciéon de unién esta
generalmente gobernada por la reaccion cinética de sistemas de mdltiples reactantes (generalmente bi-
moleculares). Debido a que las sondas se inmovilizan, la velocidad de reaccién esta principalmente determinada por
la concentracion de la diana en solucion.

En muchos de los sistemas, la velocidad de reaccién es importante. Por ejemplo, en ciertas hibridaciones de acidos
nucleicos, la reaccién puede requerir mas de 48 horas para completarse, que puede aumentar el coste del andlisis, o
reducir el nimero de andlisis que pueden tener lugar. Ademas, si no reaccionan todas las hibridaciones hasta el fin,
entonces la cuantificacion de los analisis puede ser incorrecta, mezcla que seria los resultados de hibridaciones a
diferentes niveles de completitud.

En una aplicacién importante, los resultados médicos de infecciones humanas (por ejemplo, neumonia adquirida por
el respirador, meningitis infecciosa, bacteremia, y similares) pueden ser significativamente afectados por la duracién
de tiempo requerida para realizar el analisis de la cantidad y la identidad de bacterias y la susceptibilidad de las
bacterias a diversos antibiéticos. Convencionalmente, el tiempo para el andlisis puede ser 24 a 48 horas 0 mas,
tiempo durante el cual la condicién del paciente puede deteriorarse a medida que se multiplican las bacterias
(véanse, por ejemplo, la patente de EE.UU. N.° 4.778.758 a Ericsson et al., patente de EE.UU. N.° 3.935.073 a
Waters, patente de EE.UU. N.° 6.043.048 a Johnston et al., y patente de EE.UU. N.° 4.259.442 a Gayral). El analisis
microbiano contemporaneo empieza con el crecimiento de bacterias de un espécimen clinico, tal como esputo,
sangre, y similares, a alta concentracion en medio de cultivo, normalmente del orden de 100 millones de organismos
por mililitro. Los especimenes clinicos pueden contener solo algunos organismos individuales (por ejemplo, en la
sangre de prueba para bacteremia), y los umbrales de diagnéstico incluso para especimenes de alta concentracion
normalmente son varios miles de veces mas bajos que los limites de deteccion cuantitativos del cultivo.

Después de conseguir el crecimiento en bloque inicial hasta una concentraciéon de trabajo adecuado, el operario
realiza entonces una o mas pruebas bioquimicas o crecimiento en medios selectivos que incorporan reactivos
bioquimicos selectivos. Asi, los actuales procedimientos normalizados requieren al menos dos ciclos de crecimiento
secuenciales, requiriendo cada uno normalmente muchas horas hasta completarse.

Adicionalmente, la prueba de susceptibilidad a farmacos requiere la determinacion del fallo a crecer en medios
selectivos. La prueba de la ausencia de crecimiento requiere tiempo adicional en cultivo con respecto al que podria
requerirse de un indicador directo de muerte celular. Es bien reconocido en la comunidad médica que tales métodos,
que intentan demostrar la ausencia de crecimiento, en ciertas circunstancias producen resultados que no se
correlacionan adecuadamente con los actuales resultados de tratamiento.

Como resultado de estas y otras deficiencias graves, la practica contemporanea fracasa en proporcionar al médico
adjunto informacién de diagnoéstico especifica que el médico necesita con el fin de seleccionar un farmaco eficaz
para tratar la infeccién dentro de la ventana de tiempo deseada. Por ejemplo, en la neumonia asociada al respirador,
la investigacion clinica ha demostrado que el cociente de probabilidades de elevada morbilidad y mortalidad después
de 24 horas de tratamiento ineficaz sigue siendo 7:1 a pesar de un cambio a tratamiento eficaz. Es decir, a menos
gue el médico inicie tratamiento eficaz, es decir, farmacos antimicrobianos de un tipo y concentracién adecuada para
destruir rapidamente los organismos infecciosos, dentro de sustancialmente menos de 24 horas desde la apariciéon
de los sintomas, un cambio de terapia ineficaz a eficaz no mejorara significativamente los desenlaces para
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aproximadamente el 87 % de los pacientes asi tratados.

Los médicos conocen muy bien el riesgo del retraso, y asi prescriben tratamiento normalmente usando una
combinacion de farmacos de amplio espectro seleccionados empiricamente basandose en una historia hospitalaria o
comunitaria particular de resistencia o susceptibilidad al farmaco microbiano. La investigacion clinica ha demostrado
gue tal tratamiento con farmaco empirico es ineficaz en aproximadamente del 25 % al 50 % de los casos.
Adicionalmente, la exposicion de un paciente a terapia inadecuada no solo aumenta los costes individuales del
paciente y los riesgos médicos, sino que también aumenta la probabilidad de fomentar la emergencia de organismos
resistentes. El ultimo problema aumenta el riesgo médico no solo para el paciente individual, sino para todos los
otros individuos en el hospital y la comunidad que pueden después ser infectados con organismos resistentes.

Es bien reconocido en la bibliografia de investigacion clinica que la exposicion previa de un paciente a antibiéticos
ineficaces constituye un factor de riesgo significativo en la posterior emergencia de organismos resistentes en ese
paciente. Por estos y otros motivos, se desea dentro de la comunidad médica idear métodos de diagnostico que no
sufran las deficiencias del retraso e inexactitud que caracterizan a las practicas actuales.

En teoria, alternativas al cultivo de crecimiento microbiano incluyen métodos analiticos microbianos directos tales
como inmunoensayos de diversos tipos. Anticuerpos contra diversos microbios estan comercialmente disponibles o
pueden ser facilmente desarrollados. En realidad, muchos tipos diferentes de inmunoensayo se usan ahora
rutinariamente en ciertos aspectos de diagnéstico para infeccion microbiana.

Sin embargo, ninguno existe todavia para identificacion bacteriana rutinaria, cuantificacion y prueba de
susceptibilidad a farmacos para muchas enfermedades infecciosas graves.

Similarmente, también es deseable la rapida deteccion de diversos microbios tales como bacterias, virus, mohos y
similares para probar contaminacion en alimentos y agua, y en detectar la presencia de posibles agentes de guerra
bioldgica. En la industria alimentaria, estdn comercialmente disponibles muchos productos para detectar
contaminantes microbianos. En ciertas circunstancias, algunos de éstos proporcionan resultados en
aproximadamente 24 horas para un conjunto limitado de organismos particulares. Sin embargo, todos los productos
comerciales todavia requieren el enriquecimiento de muestras por medio de cultivo bacteriano antes aplicar las
pruebas.

En la bibliografia de investigacién referente a la defensa para guerra bioldgica, también se han descrito muchos
dispositivos de deteccion rapida, que incluyen algunos que proporcionan resultados en una hora o incluso menos.
Ademas, algunos de tales dispositivos no requieren los cultivos de crecimiento antes de ser usados.

Sin embargo, la sensibilidad de los dispositivos descritos hasta la fecha en la bibliografia para la prueba de
alimentos o bio-defensa se queda corta de los requisitos para los diagnésticos médicos. Ademas, estas aplicaciones
no de diagnéstico no requieren las pruebas de susceptibilidad a farmaco y asi los dispositivos anteriores no lo
proporcionan ni aparentemente se prestan a adaptacién para un fin tal.

Una limitacion clave con estos dispositivos y con los métodos de laboratorio tales como ELISA es su dependencia de
la concentracion de analito diana. Se basan en difusion pasiva de diana a una superficie de inmunocaptura u otra
superficie de deteccion. La tasa de manifestacion de eventos de proximidad intima sonda a diana, y de ahi la
velocidad de la reaccion de deteccion, depende de la concentracion de analito en la solucién o suspension de
muestra.

Con el fin de aumentar la sensibilidad con estos dispositivos, es necesario aumentar sustancialmente la
concentracion de analito. Los investigadores han descrito varias estratagemas para aumentar la concentracion de
analito diana y también acelerar el tiempo de respuesta para andlisis de diversas dianas biomoleculares y
microbianas. Por ejemplo, se ha descrito antes la electroforesis de diana con respecto a la sonda por Nanogen, Inc.
de San Diego, CA (por ejemplo, la patente de EE.UU. N.° 5.849.486 a Heller, patente de EE.UU. N.° 6.017.696 a
Heller, patente de EE.UU. N.° 6.051.380 a Sosnowski et al., patente de EE.UU. N.° 6.099.803 a Ackley et al., patente
de EE.UU. N.° 6.245.508 a Heller et al., y patente de EE.UU. N.° 6.379.897 a Weidenhaimner et al.). Estos sistemas
y métodos describen una matriz de electrodos direccionables a la que estan unidas sondas individuales en cada
electrodo individual, y entonces que reaccionan secuencialmente y muy rapidamente con sondas. El aumento
informado en la velocidad de reaccidn entre la diana y las sondas es cientos o miles de veces. Estos sistemas, sin
embargo, padecen varias limitaciones, que incluyen la necesidad de inmovilizar secuencialmente sondas sobre los
electrodos direccionables, la necesidad de realizar reacciones secuenciales y limitaciones en los métodos de
deteccién que pueden emplearse debido a los voltajes mas altos que se requieren para la electroforesis,
descartando el uso de electrodos transparentes (por ejemplo, mediante el uso de éxido de indio y estafio), que no
pueden operar a los voltajes usados por el sistema Nanogen. Ademas, los voltajes mas altos a los que el sistema
Nanogen opera generan productos de oxidacién que son posiblemente peligrosos para las sondas o dianas, y que,
por tanto, requiere el uso de complejas superficies de pasivacion para proteger las sondas y dianas. Sistemas que
podrian hacer uso de la impresion de micromatrices de alta velocidad, que no requirieron complejas superficies de
pasivacion, y que no requirieron el control electrénico y otro control necesario para electrodos direccionables,
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reducen enormemente el coste y la complejidad de tales sistemas.

El documento WO 02/088299 desvela un dispositivo en miniatura para separar y aislar objetos bioldgicos, el uso del
dispositivo para aislar, separar, cultivar y/o analizar objetos biolégicos, y un método de separacion y aislamiento de
objetos bioldgicos usando el dispositivo.

Con respecto al uso de sondas inmovilizadas para la deteccién de bacterias u otros microorganismos, también es (til
determinar la actividad antimicrobiana de diferentes agentes terapéuticos, tales como antibiéticos. Ha habido una
abundancia de sistemas que usan sondas de acido nucleico o de anticuerpo para determinar la identidad de
bacterias en una muestra (por ejemplo, la patente de EE.UU. N.° 5.656.432 a Claverys et al. y la patente de EE.UU.
N.° 6.403.367 a Cheng et al.). Es dificil con estos sistemas determinar la susceptibilidad a agentes antimicrobianos,
dada la dificultad del hallazgo de marcadores de acido nucleico o de anticuerpo que de forma fiable se correlacionen
con resistencia o0 comportamiento antimicrobiano.

Es a la solucion de estos y otros problemas a lo que se refiere la presente invencion.
Sumario de la invencion

En vista de las deficiencias de los sistemas y métodos de biodeteccidon existentes, es un objetivo realizar
rapidamente la deteccion de moléculas biol4gicas (es decir, microorganismos).

En algunas realizaciones, se minimiza la unién no especifica que reduce la sensibilidad de biodeteccion.

En algunas realizaciones, puede distinguirse la unién especifica de la unién no especifica de un microorganismo
diana a una superficie.

Es otro objetivo de la presente invencién ser capaces de identificar microorganismos y determinar su susceptibilidad
a agentes anti-organismos.

En realizaciones adicionales, sondas pueden ser capturadas rapidamente sobre una superficie con el fin de permitir
su deteccion.

Obijetivos adicionales, ventajas y caracteristicas novedosas de la presente invencién deben exponerse en parte en la
descripcién que sigue, y en parte seran evidentes para aquellos expertos en la materia tras el examen de la
siguiente memoria descriptiva o pueden ser aprendidos por la practica de la invencion. Los objetivos y ventajas de la
invencion pueden realizarse y obtenerse por medio de las instrumentalidades, combinaciones y métodos descritos
en el presente documento, y los métodos y sistemas particularmente sefialados en las reivindicaciones adjuntas.

En resumen, como se describe en el presente documento son procesos y componentes que pueden ser usados
individualmente o en combinacion para el efecto beneficioso. Los métodos y sistemas resultantes de la presente
invencion pueden usarse en la biodeteccion de microorganismos. También en el presente documento se describen
métodos y dispositivos usados en la biodeteccion de varios analitos diferentes dentro de una muestra, que incluyen
acidos nucleicos, proteinas, almidones, lipidos, y organismos y células (distintos de microorganismos). En las formas
mas generales, estas entidades se capturan sobre un sustrato, donde se detectan.

Un aspecto de la presente invencion implica un método de deteccion de la respuesta de al menos un primer tipo de
microorganismo a una condicion en una muestra. Esto implica la deteccion de microorganismos sobre un sustrato
fijo mas de una vez. Cambios en las condiciones de los microorganismos en los diferentes momentos puede indicar
Su respuesta a agentes a los que se exponen los microorganismos. Las condiciones de las bacterias pueden incluir
su aspecto con diversas tinciones, tales como tinciones vitales y mortales, o la aparicion de crecimiento en el
microorganismo, ya sea mediante su tamafio, capacidad para aceptar agente de tincidn adicional, o la aparicion de
microorganismos "hija" cercanos que indican la duplicacion de los microorganismos. Mas generalmente, la condicion
puede incluir la identidad del microorganismo, como podria indicarse por una tincion serolégica. Los agentes pueden
incluir varios antibiéticos diferentes, que pueden proporcionarse a los microorganismos a varias concentraciones
diferentes con el fin de determinar propiedades de las bacterias tales como la concentracion inhibitoria minima o la
concentracion bactericida minima. Los microorganismos pueden exponerse no solo a concentraciones constantes
del agente, sino que el agente también puede exponerse a una concentracion variable que puede imitar la
farmacocinética del agente.

Debe observarse que examinar el crecimiento y comportamiento de microorganismos individuales tiene un gran
efecto beneficioso, dado que la mayoria de los medios actuales de monitorizacién de microorganismos requiere un
gran numero de microorganismos, y pueden durar un periodo prolongado cultivar numeros suficientes de
microorganismos. Monitorizando microorganismos individuales, incluso no se requiere que todos los
microorganismos individuales muestren el efecto, sino solo una fraccion suficiente de manera que el efecto se
demuestre con respecto al fundamento estadistico. Esto puede permitir una prueba muy rapida.
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Realizaciones de la presente invencion implican el movimiento de los microorganismos (u otros analitos como se
describe en el presente documento) a un sustrato donde pueden ser capturados. Este movimiento puede
comprender varias fuerzas diferentes, que incluye electroforesis, dielectroforesis, centrifugacion, captura de campo
magneético, filtracion, gravedad o difusién. En muchos casos, las fuerzas de gravedad que existen de forma natural y
la difusiéon no son los suficientemente fuertes para que el movimiento se produzca en un tiempo practico para la
prueba, y, por tanto, es necesaria la aplicacion de otras fuerzas artificiales. Las fuerzas pueden actuar ya sea
directamente sobre el microorganismo (u otro analito como se describe en el presente documento), o el
microorganismo (u otro analito como se describe en el presente documento) puede unirse a una marca que
responde a la aplicaciéon de la fuerza artificial. La marca puede comprender una marca electrostatica, que puede
incluir un polielectrolito, que entonces se mueve en un campo electroforético o dielectroforético. La marca también
puede comprender una particula paramagnética que responde a un campo magnético.

Se describe en el presente documento un movimiento del analito con un componente paralelo a la superficie donde
el analito se captura, ya sea al mismo tiempo que o intercalado con el movimiento del analito hacia la superficie.
Esto permite que el analito sea distribuido a lo largo de la superficie, y puede permitir ademas que una fraccion mas
grande del analito se una donde hay mudltiples regiones de posible union. Si estas regiones tienen diferente
especificidad por diferentes especies de analito dentro de la muestra, entonces esto permite que el analito se mueva
de regidn a regién hasta que se ponga en contacto con la regién con la especificidad correspondiente. EI movimiento
paralelo a la superficie puede comprender electroforesis, filtracion, o flujo global (que puede ser establecido, por
ejemplo, por bombas, electrosmosis, u otros medios).

Como se describe en el presente documento, el analito puede ser marcado con un indicador que confiere
detectabilidad al analito. El indicador puede comprender una particula de dispersion de la luz, una particula que
contiene enzima, un fluoréforo, un fésforo de conversion ascendente, un punto cuantico, o un agente electroquimico.
También puede ser muy Util tener una marca que confiere tanto detectabilidad, ademas de movimiento con una
fuerza artificial (como se ha descrito anteriormente).

Como se describe en el presente documento, puede eliminarse el analito que no se une especificamente a la
superficie. Este lavado puede utilizar las mismas fuerzas que mueven el analito hacia la superficie, pero ahora
aplicadas en otra direccion. Tales fuerzas pueden incluir electroforesis, dielectroforesis y fuerzas magnéticas. Las
fuerzas también pueden comprender condiciones fisicas y quimicas tales como pH, fuerza iénica y flujo global
(laminar o de otro modo).

Como se describe en el presente documento, puede ser frecuente monitorizar el analito sobre la superficie. Por
ejemplo, es preferible que haya varias rigurosidades diferentes de eliminacion del material no especificamente unido,
de manera que el material especificamente unido pueda distinguirse tanto del material no especificamente unido que
esta unido menos fuertemente, ademas del material que esta unido mas fuertemente. La frecuente monitorizacién
puede entonces identificar material especificamente unido examinando la rigurosidad a la que se elimina diferente
material de la superficie.

Se describe en el presente documento la monitorizacion en tiempo real usando métodos Opticos, que puede no solo
identificar la presencia de un analito sobre la superficie, sino también guardar la localizacion de analitos individuales
sobre la superficie de manera que su presencia pueda monitorizarse con el tiempo. La deteccién Optica puede
comprender detectores de obtencién de imagenes, tales como una camara, pero también puede comprender un
laser de barrido con un detector de luz, que puede ser un tubo fotomultiplicador. El detector puede detectar ya sea el
propio analito, o0 como se ha descrito anteriormente, un indicador que esta unido al analito. El detector puede
comprender un campo brillante, campo oscuro, fase, fluorescente, u otro detector de luz emitida. Alternativamente, el
detector puede comprender un detector de resonancia de plasmones superficiales, en el que la superficie
comprende oro.

Una realizacion de la presente invencién puede usar oxido de indio y estafio y otros recubrimientos conductores
transparentes que facilitan el uso de deteccion éptica. En estos casos, es necesario que los voltajes que se usan no
superen el orden de 2 voltios, potencial que no soporta la electroforesis y dielectroforesis con muchos tampones
convencionales. Puede ser conveniente usar reactivos redox con el fin de soportar la electroforesis y dielectroforesis.
Estos reactivos redox pueden estar en pares, en los que la oxidacion del agente reductor da lugar al agente de
oxidacion, y la reduccion del agente de oxidacion da lugar al agente reductor. También son posibles otras
disposiciones, por ejemplo en las que el producto de oxidacidn del agente reductor oxida el producto de reduccién
del agente de oxidacion. También es conveniente que estos reactivos estén neutramente cargados, de manera que
las especies idnicas no interfieran con la electroforesis y dielectroforesis.

En una realizacion de la presente invencion, las soluciones en las que la electroforesis y dielectroforesis se producen
pueden tener baja fuerza ionica, de manera que los electrolitos no reduzcan la eficacia de la electroforesis. En estos
casos, es conveniente que las soluciones comprendan especies de i6n bipolar tanto para el tamponamiento, para
estabilizar las interacciones entre especies moleculares, como para proporcionar un entorno propicio para el
crecimiento para los microorganismos.
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Como se describe en el presente documento, la iluminacién puede comprender iluminacién de onda evanescente, ya
que esta detecta solo que el analito que esta yuxtapuesto con la superficie, y asi el analito o indicadores que no
estan unidos pueden seguir en la soluciéon encima de la superficie. La iluminacion de onda evanescente puede
acoplarse en el sustrato debajo de la superficie usando rejillas, acoplamientos terminales y prismas. Aunque la
iluminacion de onda evanescente puede rebotar multiples veces dentro del sustrato, también es conveniente que la
iluminacion de onda evanescente tenga un Unico rebote contra la superficie, que se realiza convenientemente con
prismas que pueden ser tanto desechables como estar permanentemente unidos o formados con el sustrato. Si es
desechable, la interfase entre el prisma y el sustrato puede ser un material elastico transparente.

El uso de presentacion de muestras, que puede comprender concentracion del analito de un volumen de muestra
grande, ademas de la eliminacion de contaminantes, se describe en el presente documento. Esta preparacion de
muestras puede comprender centrifugacion, perlas o columnas de intercambio iénico, filtracion, electroforesis por
apilamiento, o formas de separacion bioquimica.

Como se ha descrito anteriormente, pueden ensamblarse numerosas realizaciones de la presente invencién como
se explica en el presente documento. Un aspecto de la presente invencion se refiere a un método para la deteccién
de un primer tipo de microorganismo en una muestra. Este método comprende poner en contacto la muestra con un
sistema que comprende una camara que comprende un primer electrodo y un segundo electrodo en paredes
opuestas de la camara, un puerto de entrada, un puerto de salida y un medio de transporte de fluido para transportar
solucién dentro la camara a través del puerto de entrada y fuera de la camara a través del puerto de salida. El
sistema comprende ademas un primer componente de afinidad fijado al primer electrodo, al que se adhieren los
microorganismos del primer tipo, un controlador eléctrico que controla el potencial entre el primer electrodo y el
segundo electrodo, un detector automatico que puede detectar la cantidad de microorganismos del primer tipo
adheridos al primer componente de afinidad, y un controlador de informacién que guarda la cantidad de
microorganismos del primer tipo como se ha determinado por el detector. En el sistema, la solucién se introduce en
la camara a través del puerto de entrada, se aplica un potencial por el controlador entre el primer y el segundo
electrodos suficiente para hacer que la electroforesis se produzca entre los electrodos, causando que ocurra el
movimiento de microorganismos del primer tipo hacia el primer electrodo, de forma que cuando los microorganismos
estén proximos al primer componente de afinidad, se unan al primer componente de afinidad y se determina su
cantidad por el detector y se guarda en el controlador de informacion.

Un aspecto adicional de la presente invencién se refiere a un sistema para detectar un primer tipo de
microorganismo viable en una solucidn. El sistema comprende i) una camara que comprende un primer electrodo de
electroforesis y un segundo electrodo de electroforesis en paredes opuestas de la camara, en el que los electrodos
estan configurados para hacer que dicho primer tipo de microorganismo viable migre hacia dicho primer electrodo
cuando se aplica un potencial entre los electrodos; ii) una primera superficie de deteccidon dispuesta sobre dicho
primer electrodo, comprendiendo dicha superficie de deteccién una pluralidad de primeros componentes de afinidad
que se unen a dicho primer tipo de microorganismo viable, en el que un microorganismo viable es un
microorganismo que participa en el crecimiento y division; iii) un controlador eléctrico operativamente unido al primer
y segundo electrodos, dicho controlador configurado para controlar el potencial entre el primer y segundo electrodos;
y (iv) un detector éptico configurado para detectar la cantidad de dicho primer tipo de microorganismo viable unido a
los primeros componentes de afinidad.

Los microorganismos pueden comprender bacterias seleccionadas de un conjunto de géneros tales como
Pseudomonas, Stenotrophomonas, Acinetobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Proteus, Serratia,
Haemophilus, Streptococcus, Staphylococcus, Enterococcus, Mycobacterium, Neisseria, y otros patégenos humanos
encontrados en la practica médica. Similarmente, los microorganismos pueden comprender hongos seleccionados
de un conjunto de géneros tal como Candida, Aspergillus, y otros patégenos humanos encontrados en la practica
médica. Todavia otros microorganismos pueden comprender virus patdégenos humanos encontrados en la practica
médica.

En algunas realizaciones, el sistema comprende ademas la solucién, que comprende un agente de oxidacion o un
agente reductor. El agente de oxidacion puede comprender benzoquinona, un ditiol, una cetona, un ferrocinio, un
ferricianuro, dihidroascorbato, glutation oxidado, violégeno de metilo oxidado, o un halégeno. El agente reductor
puede comprender ditiotreitol, ditioeritritol, un ditioalcano, un ditioalqueno, un tioalcano, un tioalqueno, un tiol, una
hidroquinona, un alcohol, un ferroceno, un ferrocianuro, ascorbato, glutation, violégeno de metilo, o un haluro. Por
tanto, el producto reducido del reactivo oxidante puede comprender el agente reductor.

La conductividad de la solucidon puede ser inferior a 100 microSiemens/cm o la conductividad de la solucién puede
ser inferior a 10 microSiemens/cm. La soluciéon puede comprender un tampén de ion bipolar.

Un concentrador puede concentrar los microorganismos de una muestra. El concentrador puede comprender una
centrifugadora. El concentrador puede comprender particulas de intercambio iénico.

La muestra puede tener una conductividad mas alta que la solucion.
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El detector automatico puede comprender un detector Optico. El sistema para detectar un primer tipo de
microorganismo viable en una solucién comprende un detector 6ptico. El detector optico puede utilizar métodos de
deteccion éptica que incluyen obtencién de imagenes de dispersion de la luz, obtencion de imagenes de campo
brillante, obtenciéon de imagenes de campo oscuro, resonancia de plasmones superficiales, obtencion de imagenes
de fase, obtencion de imagenes de fluorescencia, obtencion de imagenes de fosforo de conversion ascendente,
obtencién de imagenes de puntos cuanticos y obtencién de imagenes de quimioluminiscencia.

Un electrodo seleccionado del conjunto que comprende el primer electrodo y segundo electrodo puede ser
Opticamente transparente.

La diana puede ser iluminada por un laser.

El detector puede determinar ademas la posicion de cada microorganismo adherido al componente de afinidad, en el
gue las localizaciones de los microorganismos pueden almacenarse en el controlador de informacién junto con la
cantidad del microorganismo en esa localizacion.

El detector puede detectar cantidad total de microorganismos del primer tipo mediante el promedio de la sefial de
una porcién de la superficie que comprende sustancialmente todos los microorganismos del primer tipo fijados al
primer electrodo.

El primer electrodo puede estar comprendido de oro, y el detector puede utilizar resonancia de plasmones
superficiales.

El detector puede comprender una camara.

El campo de vista correspondiente a cada pixel puede comprender un eje largo que es inferior a 2 micrémetros, o
puede ser inferior a 0,5 micrémetros.

La solucién puede estar en movimiento en masa durante la electroforesis.

Pueden intercalarse dos periodos de electroforesis con un periodo en el que la solucién esta en movimiento en
masa.

La solucién puede incluir ademas microorganismos de un segundo tipo, en la que el detector puede distinguir
microorganismos del primer tipo de microorganismos del segundo tipo.

Una primer marca puede estar comprendida de un primer agente de unién unido a un primer indicador que es
detectable por el detector y una segunda marca puede estar comprendida de un segundo agente de unioén unido a
un segundo indicador que es detectable por el detector y en el que el primer indicador y el segundo indicador son
distinguibles por el detector, en el que el primer agente de unién se une a microorganismos del primer tipo, y el
segundo agente de unién se une a microorganismos del segundo tipo, en el que la primera marca y la segunda
marca se hacen reaccionar con microorganismos del primer tipo y microorganismos del segundo tipo unidos al
componente de afinidad, y el detector detecta sustancialmente simultdneamente la cantidad de los microorganismos
basandose en las marcas que estan unidas a los microorganismos.

Una primera marca puede estar comprendida de un primer agente de union unido a un indicador que es detectable
por el detector y una segunda marca comprende un segundo agente de union unido al indicador, en el que el primer
agente de union se une a microorganismos del primer tipo, y el segundo agente de unién se une a microorganismos
del segundo tipo, en el que la primera marca se hace reaccionar con microorganismos del primer tipo unidos al
componente de afinidad y el detector detecta la cantidad y localizacién de los microorganismos del primer tipo
basandose en las marcas que estan unidas a los microorganismos, y posteriormente, la segunda marca se hace
reaccionar con microorganismos del segundo tipo unidos al componente de afinidad y el detector detecta la cantidad
y localizacion de los microorganismos del segundo tipo basandose en las marcas que estan unidas a los
microorganismos que estan en localizaciones que no eran previamente detectadas por el detector.

Una marca puede estar comprendida de un agente de union unido a un indicador, en el que el agente de union
puede comprender un anticuerpo que se une a microorganismos del primer tipo.

El detector puede distinguir microorganismos del primer tipo de microorganismos del segundo tipo basandose en las
diferentes propiedades electroforéticas de los microorganismos.

El primer componente de afinidad puede comprender un polielectrolito. El polielectrolito puede comprender un
polimero policationico. El polimero policationico puede comprender restos de amina. El polimero puede comprender
polietilenimina o polilisina.

La solucién puede incluir ademas microorganismos de un segundo tipo, en la que los microorganismos del segundo
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tipo no se unen al primer componente de afinidad. EI componente de afinidad puede ser un anticuerpo o un
aptamero.

Un segundo componente de afinidad puede unirse al primer electrodo, al que se adhieren microorganismos del
segundo tipo, en el que el detector puede detectar la cantidad de microorganismos del segundo tipo adheridos al
segundo componente de afinidad, en el que el sistema puede distinguir microorganismos del primer tipo de
microorganismos del segundo tipo por si los microorganismos se adhieren al primer componente de afinidad o el
segundo componente de afinidad.

El componente de afinidad puede comprender ademas un polimero que tiene afinidad intrinsecamente baja por
microorganismos, en el que el polimero puede comprender polietilenglicol o poliacrilamida.

El sistema puede comprender ademas un tercer electrodo, coplanario con el primer electrodo, al que puede unirse
un segundo componente de afinidad y al que pueden adherirse microorganismos del segundo tipo, en el que el
potencial en el primer electrodo y el tercer electrodo puede ser independientemente controlador por el controlador
eléctrico.

El detector puede detectar si microorganismos del primer tipo estan vivos o muertos. Los microorganismos pueden
tefiirse antes de ser detectados por el detector con una tincion mortal o los microorganismos pueden tefiirse antes
de ser detectados por el detector con una tincién vital. Posterior a la adhesion de los microorganismos del primer tipo
al primer componente de afinidad, los microorganismos pueden colocarse en condiciones propicias para el
crecimiento. Estas condiciones pueden comprender temperaturas entre 34 y 40 °C.

La solucién puede sacarse de la camara mediante el puerto de salida y puede sustituirse por medio de cultivo a
través del puerto de entrada. Por tanto, el medio de cultivo puede tener una conductividad inferior a 1
miliSiemens/cm, y el controlador eléctrico puede mantener un potencial superior a 100 mV entre el primer electrodo
y el segundo electrodo.

Los microorganismos del primer tipo puede ser detectados por el detector en un tiempo inicial, y también pueden ser
detectados en un segundo tiempo después de que se deje tiempo suficiente a los microorganismos para que se
dupliquen al menos el 10 % de los microorganismos, en los que diferencias en los microorganismos detectados del
primer tipo en los dos puede proporcionar pruebas de la viabilidad de los microorganismos del primer tipo en las
condiciones de crecimiento. Por tanto, puede afiadirse un agente anti-microorganismos al medio de cultivo durante
el tiempo de crecimiento. El detector puede detectar si los microorganismos del primer tipo estan vivos 0 muertos en
respuesta al agente anti-microorganismos, en el que antes de la deteccion por el detector los microorganismos se
tiien con una tinciéon seleccionada del conjunto que consiste en tinciébn mortal y tinciéon vital. El agente anti-
microorganismos puede comprender agentes individuales o combinaciones de agentes seleccionados de familias de
antibidticos tales como cefalosporinas, penicilinas, carbapenémicos, monobactamicos, otros antibidticos beta-
lactamicos novedosos, inhibidores de beta-lactamasa, fluoroquinolonas, macrélidos, cetdlidos, glucopéptidos,
aminoglucésidos, fluoroquinolonas, rifampina, y otras familias, que incluyen agentes novedosos, usados como
antibiéticos en la practica clinica o en investigacién. Por tanto, la concentracion del agente anti-microorganismos
puede cambiarse con el tiempo para reflejar la farmacocinética del agente anti-microorganismos en tejido animal.

Los microorganismos pueden hacerse reaccionar con un excedente de reactantes que se unen a la superficie del
microorganismo en un primer periodo de tiempo, después del cual los reactantes se eliminan posteriormente, y en
los que en un segundo periodo de tiempo los microorganismos pueden hacerse reaccionar con un excedente de
moléculas de unién de la superficie del microorganismo modificadas por un indicador de manera que sean
detectables por el detector, en los que la deteccion del indicador por el detector indica el crecimiento de los
microorganismos.

La solucién puede comprender ademas un contaminante que se une al primer componente de afinidad junto con los
microorganismos del primer tipo, en la que se aplica una condicion al primer componente de afinidad que libera el
contaminante sin liberar el microorganismo, mientras que el contaminante se elimina por aplicacion de la condicién.
La condiciébn puede comprender temperatura, intensidad de campo magnético, fuerza electroforética, fuerza
dielectroforética, flujo de fluidos de cizallamiento, fuerza ionica, pH, concentracién de tensioactivo no iénico,
concentracion de tensioactivo i6nico, o concentracion de competidor. La solucién puede comprender ademas un
contaminante que se une al primer componente de afinidad junto con los microorganismos del primer tipo, en la que
se aplica una condicion al primer componente de afinidad que libera los microorganismos sin liberar el contaminante,
mientras que los microorganismos pueden ser posteriormente unidos a un segundo componente de afinidad fijado al
primer electrodo. La condiciébn puede comprender temperatura, intensidad de campo magnético, fuerza
electroforética, fuerza dielectroforética, flujo de fluidos de cizallamiento, fuerza idnica, pH, concentracion de
tensioactivo no ioénico, concentracion de tensioactivo iénico, o concentracion de competidor.

Los microorganismos del primer tipo pueden concentrarse en la solucién antes de ser unidos al primer componente
de afinidad, en los que los microorganismos estan presentes en un primer tampén de sal de fuerza idnica
relativamente baja, y el primer tampén de sal estd proximo a un segundo tampon de sal de fuerza idnica
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relativamente mas alta y el primer tampdn de sal y el segundo tampdn de sal se unen en una interfase, en la que un
primer electrodo de concentracion esta localizado proximo a la interfase y un segundo electrodo de concentracion
esta localizado distal a la interfase, en los que la aplicacion de un potencial entre el primer electrodo de
concentracion y el segundo electrodo de concentracién hace que los microorganismos migren a través del primer
tampon de sal por electroforesis y su migracion se reduce mas de X veces tras encontrar la interfase. El segundo
electrodo de concentracion puede comprender el primer electrodo. Por tanto, la interfase puede estar localizada
sustancialmente en el puerto de entrada. La relacion de conductividad entre el primer tampén de sal y el segundo
tampon de sal puede ser inferior a 1:50.

Breve descripcién del dibujo

La FIG. 1 es un diagrama esquematico de un sistema de biodeteccion que utiliza una sonda que tiene afinidad
por una diana.

La FIG. 2A, un diagrama esquematico de un sistema de biodeteccion que tiene lugar en el que diferentes sondas
116 estan colocadas en una matriz de localizaciones sobre un sustrato.

La FIG. 2B es una vista lateral a través de la matriz de la FIG. 2A.

La FIG. 3 es un diagrama en perspectiva de un sistema de incubacién electroforéticamente potenciado.

La FIG. 4A es un diagrama en perspectiva de un sistema de biodeteccion en el que un electrodo de una sola
sonda esta debajo de localizaciones de multiples sondas que estan colocadas en una matriz.

La FIG. 4B es un diagrama en perspectiva de un sistema de biodeteccion en el que los electrodos no estan
debajo de las localizaciones de sondas.

La FIG. 5 es un diagrama de intensidades de campo eléctrico de un primer electrodo, un segundo electrodo y un
conjunto de electrodos de referencia parciales.

La FIG. 6 es un diagrama esquematico de una marca electroforética en una configuracién de sandwich.

Las FIG. 7A a F son diagramas esquematicos de marcas electroforéticas, que muestran diferentes disposiciones
de componentes para proporcionar funcionalidad similar.

La FIG. 8 es un diagrama de flujo de bloques esquematico de las etapas de la presente invencién.

La FIG. 9 es un grafico de las cantidades de material unido frente a la fuerza de union.

La FIG. 10 es un diagrama de flujo de bloques esquematico de un sistema que implica electrodos que no estan
debajo de las localizaciones de sondas.

La FIG. 11A es un diagrama de flujo de bloques esquematico de la operacion de una célula que implica
electrodos que estan debajo de las localizaciones de sondas, y puede ser mejor entendido en relacién con la
FIG. 4A.

La FIG. 11B es un diagrama de flujo esquematico de la operacion de una celda que implica electrodos bajo las
localizaciones de sondas usando una diana marcada.

La FIG. 12A es un diagrama esquematico de tres electrodos dispuestos en dos ejes perpendiculares dentro de
una celda de reaccion.

La FIG. 12B es un gréfico de la diferencia de potencial entre los electrodos E2 y E4 a medida que varia con el
tiempo, con el electrodo E4 positivamente polarizado hacia E2.

La FIG. 12C es un gréfico de la diferencia de potencial entre los electrodos E2 y cuatro a medida que varia con el
tiempo, dispuestos alternativamente a aquellos en la FIG. 12B.

La FIG. 12D es un gréafico de diferencias de potencial entre electrodos espacialmente desplazados, tal campo
eléctrico cambia no solo en magnitud, sino también en direccion.

La FIG. 13A es un diagrama esquematico con tres electrodos desplazados en dos dimensiones sobre un Gnico
electrodo 200.

La FIG. 13B es un grafico de diferencias de potencial entre los electrodos de la FIG. 13A.

La FIG. 14A es un diagrama esquematico de un sistema cerrado para electroforesis.

La FIG. 14B es un diagrama esquematico de un sistema abierto para electroforesis.

La FIG. 15 es un esquema en vista desde arriba de una regién en la que se han formado celdas de falta de
homogeneidad.

La FIG. 16A es un diagrama de bloques esquematico de una reaccion que implica tanto fuerzas verticales como
fuerzas horizontales para acelerar la reaccion de una diana marcada con la sonda 116.

La FIG. 16B es un grafico del potencial eléctrico que causa el movimiento de la diana marcada verticalmente, en
relacién de tiempo con las fuerzas horizontales que causan la mezcla de la diana marcada.

La FIG. 17A es un diagrama de bloques esquematico del medio de control de las fuerzas horizontales y
verticales.

La FIG. 17B es un diagrama de flujo de bloques esquematico de la operacion del sistema de la FIG. 17A.

La FIG. 18A es un diagrama en perspectiva de un sistema de agitacion mecanico que puede usarse dentro de un
pocillo de placa de microtitulacion.

La FIG. 18B es un diagrama en vista desde arriba del electrodo de sondas.

La FIG. 19A es un diagrama en perspectiva de una placa de microtitulacion con un conjunto de electrodos 570 y
arboles 552.

La FIG. 19B es una vista en perspectiva de una placa superior que comprende puertos de acceso.

La FIG. 20A es una vista desde arriba de la disposicion de electrodos de pocillo sobre una placa inferior 592.

La FIG. 20B es una vista desde arriba de la disposicién de electrodos de pocillo eléctricamente conectados sobre
una placa inferior.
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La FIG. 21 es un dibujo esquematico de una seccién transversal de un sistema de deteccion que comprende un
sandwich de deteccion sobre un sustrato.

La FIG. 22 es un diagrama de flujo de bloques esquematico de discriminacién usando fuerza electroforética.

La FIG. 23A es un esquema en seccion transversal de una realizacion de la presente invencién en la que se usa
un prisma sobre la superficie superior para introducir luz en la guia de onda del portaobjetos.

La FIG. 23B es un esquema en seccion transversal de un prisma sobre la superficie superior de un portaobjetos,
en el que la luz es internamente reflejada dentro del prisma antes de la introduccion de la luz en la guia de onda
del portaobjetos.

La FIG. 24A es un esquema en seccion transversal de la disposicion de prisma de la Figura 3, extendido de
manera que pueda verse la disposicién de las trayectorias de rayos paralelos distales.

La FIG. 24B es el esquema en seccion transversal de la Figura 4A, modificado usando iluminacion convergente
en lugar de iluminacién colimada.

La FIG. 24C es un diagrama en seccion transversal esquematico de un iluminador de portaobjetos en el que el
portaobjetos no esta uniformemente iluminado.

La FIG. 25A es una seccion transversal esquematica de una guia de onda de pelicula delgada iluminada en el
extremo integrada con un portaobjetos.

La FIG. 25B es una vista desde arriba esquematica del acoplador y el portaobjetos de la Figura 5A.

La FIG. 25C es una seccion transversal esquematica de una guia de onda de pelicula fina en la que la luz se
acopla a la guia de onda mediante una rejilla.

La FIG. 25D es una seccion transversal esquematica de una guia de onda de pelicula fina en la que la luz se
acopla a la guia de onda mediante un prisma de material de alto indice.

La FIG. 26A es una seccion transversal esquematica de iluminacién evanescente de una region sin uso de una
guia de onda.

La FIG. 26B es una seccion transversal esquematica de iluminacion evanescente segun la Figura 6A, en la que
el prisma tiene una ventana a través de la que el detector detecta indicadores sobre la superficie superior del
portaobjetos.

La FIG. 27A es una seccion transversal esquematica de luz que se acopla con un prisma usando un acoplador
flexible.

La FIG. 27B es un esquema en vista lateral de un prisma con un acoplador de cara curvada.

La FIG. 28A es un grafico del potencial de lavado en funcion del tiempo para una funcién de lavado de etapa
simple.

La FIG. 28B es un grafico del potencial de lavado en funcién del tiempo para una funcién de lavado escalonada.
Las FIG. 29A-B es un diagrama esquematico de una diana marcada que comprende una diana de ADN
monocatenario que se une a una sonda de ADN complementario, que esta unida al sustrato en uno o mas
puntos de union.

La FIG. 30A es un diagrama en vista lateral esquematico de dos electrodos de referencia con respecto al
electrodo de sondas.

La FIG. 30B es un grafico del potencial de electrodo con respecto a los dos electrodos de referencia como se
muestra en la FIG. 30A para dos etapas en la rigurosidad de lavado.

La FIG. 31 es un diagrama de flujo de bloques del proceso para determinar la identidad, nUmero y sensibilidad a
antibidticos de bacterias en una muestra.

La FIG. 32A es un diagrama esquematico desde arriba de una celda de deteccion bacteriana.

La FIG. 32B es un diagrama esquematico en vista lateral de la celda de deteccion bacteriana de la FIG. 32A a
través de la seccion transversal X.

La FIG. 32C es un diagrama esquematico en vista lateral de la celda de deteccién bacteriana de la FIG. 32B con
el uso de electrodos direccionables.

Las FIG. 33A-F son vistas esquematicas laterales del transporte y captura de bacterias usando la camara de la
FIG 32A-B.

Las FIG. 34A-D son diagramas esquematicos en vista lateral del transporte electroforético a las superficies de
deteccion.

Las FIG. 35A-D son diagramas esquematicos en vista lateral de una camara en el que el material contaminante
se distingue basandose en su comportamiento bajo campos electroforéticos.

Las FIG. 36A-E son diagramas esquematicos en vista lateral de la deteccion de miltiples bacterias sobre una
superficie no especifica.

Las FIG. 37A-D son diagramas esquematicos de deteccién del crecimiento en un organismo.

Las FIG. 38A-B son graficos de la respuesta de bacterias a una concentraciéon variable de un agente anti-
organismos.

Las FIG. 39A es una vista esquematica de un tubo de centrifugadora modificado para la concentracién de
bacterias sobre una superficie de captura.

La FIG. 39B es una vista en seccion transversal del tubo de centrifugadora de la FIG. 39A.

La FIG. 39C es un vista lateral en seccién transversal de un detector usando el trozo de captura de las FIG. 39A-
B.

Las FIG. 40A-B son una vista desde arriba y vista lateral en seccion transversal de un sistema de deteccién que
usa un filtro de captura poroso.

Las FIG. 41A-B son secciones transversales esquematicas de un sistema de deteccion usando mdltiples fuerzas
para efectuar la separacion de la muestra bacteriana.
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La FIG. 42 es un diagrama de bloques de una biodeteccién por la presente invencién y como se describe en el
presente documento.

Mejor modo para llevar a cabo la invencion

Ruido de fondo de la biodeteccién

La FIG. 1 es un diagrama esquematico de un sistema de biodeteccion 100 que utiliza una sonda 116 que tiene
afinidad por una diana 114. La sonda 116 esta fijada a un sustrato sélido 120 por un conector de sonda 118. El
conector de sonda 118 generalmente comprendera un recubrimiento que sirve ademas para reducir la unién
accidental de moléculas diana al sustrato 120. La diana 114 esta conectada mediante un conector de diana 112 a
una marca 110, que puede ser detectada por un detector, no mostrado.

La diana 114 puede comprender varias biomoléculas, que incluye acidos nucleicos, proteinas, almidones, lipidos,
hormonas, y mas. Ademas, la diana 114 puede comprender, como se tratard mas adelante en mayor detalle,
organismos enteros u organulos, que incluyen bacterias, hongos, virus, micoplasmas, fracciones celulares
(mitocondrias, nacleos), células animales o vegetales, y otros organismos. En la presente invencién, la diana 114 es
un microorganismo. En cada caso, la sonda 116 se correspondera con la diana 114, y ella misma puede comprender
acidos nucleicos (ambos para la hibridacién y como aptameros), proteinas, hidratos de carbono, y también puede
incluir organismos enteros y organulos como se ha descrito anteriormente. En la presente invencion, la sonda 116 es
un componente de afinidad que se une al microorganismo. De hecho, en la mayoria de los casos, donde se tenga un
par de diana-sonda, los constituyentes pueden generalmente ser cambiados de manera que la diana actde de una
sonda, y la sonda de una diana, basandose en la afinidad del uno por el otro.

En operacion, la diana 114, que esta conectada a la marca 110, se introduce en la solucién que esta en contacto con
la sonda 116. Debido a la afinidad molecular de la sonda 116 por la diana 114, la diana 114 se une a la sonda 116.
Debido a que la marca 110 esta unida a la diana 114, la presencia de la marca 110 en proximidad a la superficie del
sustrato 120 indica la presencia de la diana 114. Determinando la cantidad de la marca 110, puede estimarse la
cantidad de la diana 114.

Alternativamente, la marca 110, en lugar de unirse directamente a la diana 114, puede unirse mediante un conector
a una segunda molécula con afinidad por la diana 114. Después de la incubacion con la sonda 116 y la diana 114,
se forma un "sandwich" en el que la diana 114 esta asociada con tanto la sonda 116 como la marca 110.

Una de las dificultades de los sistemas segun la FIG. 1 es el tiempo que se necesita para la incubacion de la diana
114 y la sonda 116 para llegar a la completitud dinamica. Considerando, por ejemplo, un formato de laboratorio de
microplacas comun en el que diferentes sondas estan colocadas en una rejilla de pocillos dispuestos en un formato
de pocillos de ocho columnas por doce filas (como se describird en mayor detalle mas adelante). La disposicion de
pocillos de placa se define por patrones industrial y los pocillos normalmente estan en el orden de 9 mm de
didametro. La unién de la diana a la sonda requiere que las dos especies estén en estrecha proximidad medida en
una escala de Angstroms. En un ensayo de microplaca tipico, se utilizan la difusiéon y algunas veces la conveccion
para aumentar la probabilidad de que las dos especies se aproximen para complejarse en la superficie. Esta
estrategia genera sefal significativa, a incubacion de duracién horas, con metodologias de deteccién convencionales
tipicas a concentraciones de pg/ml de una proteina modelo de 50 kd. Sin embargo, a concentraciones inferiores a o
pocos pg/ml, la generacion de sefiales esta limitada por el transporte de masa del analito a la superficie, de manera
gue se requieren tiempos de reaccion ilogicos medidos en dias para que el ensayo alcance la completitud.

Ademas, el transporte de diana 114 a sonda 116 se agrava ademas en una matriz de escala de micrometros de
sondas (es decir, formato de micromatriz). FIG. 2A, un diagrama esquematico de un sistema de biodetecciéon que
tiene lugar en el que diferentes sondas 116 estan colocadas en una matriz 140 de localizaciones 130 sobre un
sustrato 120. Cada localizacién 130 normalmente esta en el orden de 50 micrometros a 500 micrometros de
diametro, y con una matriz que comprende diez a decenas de miles de localizaciones 130, una dimension de lado a
lado tipica para la matriz 140 puede ser milimetros o incluso centimetros. La union de la diana 114 a la sonda 116
requiere que las dos especies estén en estrecha proximidad medida en Angstroms. Dado que la difusiéon pasiva de
grandes macromoléculas biolégicas es baja (por ejemplo, medida en nanémetros por segundo)), el movimiento
lateral de la diana 114 a la sonda 116 puede durar del orden de decenas de horas, a menos que se proporcione
ayuda activa.

Incluso con movimiento ayudado de las moléculas lateralmente, la escala vertical de la incubacién puede frustrar la
union de la diana 114 a la sonda 116. Considerar la FIG. 2B, una vista lateral a través de la matriz 140 de la FIG. 2A.
Una tapa 111 comprende la parte superior de la celda de incubacién, y si la diana 114 esta cerca de la parte superior
de la camara de incubacion (delimitada por el sustrato 120 y la tapa 111), la dimension vertical es todavia grande por
patrones moleculares. Considerar que el espesor vertical mas pequefio usado en incubaciones convencionales
normalmente es aproximadamente 50 micrémetros. Dado que la diana 114 y la sonda 116 necesitan estar dentro de
algunos Angstroms, en general, con el fin de unirse la una a la otra, la escala vertical es 10.000 veces este tamafio.
En el mejor de los casos, la diana 114 estaria limitada en su movimiento a un volumen muy pequefio en la
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proximidad de la sonda inmovilizada 116 para aumentar su concentracion aparente.

Una configuracién de la técnica anterior de un medio para vencer este problema se proporciona en la FIG. 3, un
diagrama en perspectiva de un sistema de incubacion electroforéticamente potenciado. En este caso, las diferentes
sondas 116 esta fijadas directamente sobre electrodos eléctricamente conductores 150. Estos electrodos 150 son de
voltaje independientemente polarizado con respecto a un electrodo de referencia 140 para producir una corriente
dentro de la camara de incubacion, en la que las moléculas de diana 114 migran al electrodo 150. Considerar, por
ejemplo, que el electrodo 150 A tiene el voltaje inicialmente polarizado para atraer la diana 114. Debido a la
proximidad inmediata de la diana 114 y la sonda inmovilizada 116 en el electrodo 150, la unién entre las dos
especies se produce muy rapidamente--en el orden de segundos a décimas de segundos. El voltaje en el electrodo
150 A se neutraliza entonces o se hace opuesto a su polarizacién previa, y entonces se polariza el electrodo 150 B.
En este caso, las moléculas de diana 114 migrarian al segundo electrodo 150 B para permitir la interaccion de la
diana 114 con la sonda inmovilizada en la segunda localizacion.

Esta configuracion ha sido ampliamente usada por Nanogen (San Diego, CA), y las ensefianzas de la técnica
anterior estan especificadas en una serie de patentes, que incluyen la patente de EE.UU. N.° 5.849.486 y la patente
de EE.UU. N.° 6.017.696. Sin embargo, hay varias limitaciones de esta configuracion. Por ejemplo, el area cubierta
por la sonda 116 y el electrodo respectivo 150 debe ser exactamente coincidente. En general, esto significa que las
sondas 116 se inmovilizan secuencialmente usando movimiento de las sondas 116 analogo al movimiento de la
diana 114 durante la incubacion. Ademas, cada electrodo 150 de sonda 116 debe establecer su propia conexion
eléctrica a un controlador de potencia, que requiere tanto fabricacion sofisticada como control de potencia.

Disposicion de componentes

Realizaciones de la presente invencion comprenden la aplicacion de fuerzas electroforéticas en la diana 114 (es
decir, el microorganismo). En el presente documento se describen disposiciones en las que los electrodos
implicados en tales fuerzas no son necesariamente coincidentes con las localizaciones en las que la sonda 116 esta
unida. La aplicacion de fuerza electroforética puede ser segun varias realizaciones. En una disposicion descrita en el
presente documento, los electrodos no estan debajo de las localizaciones de las sondas 116 en absoluto, y las
fuerzas electroforéticas son principalmente laterales a la superficie del sustrato 120. En una realizacion, un dnico
electrodo esta debajo de una pluralidad de localizaciones de sondas 116. Debe observarse que la disposicion
estructural de las localizaciones de sondas y los electrodos que dan lugar a las fuerzas electroforéticas se
considerara primero, junto con diversos componentes optimizados para su uso con la presente invencion, y a partir
de aqui se describira la operacion de los diversos componentes en concierto. Debe también observarse que puede
usarse dielectroforesis en vez de electroforesis para mover dianas (0 marcas que estan unidas a las dianas) que son
grandes y electrostaticamente polarizables. Estos métodos generalmente requieren el uso de electrodos que estan
formados ya sea en dos o tres dimensiones para crear campos eléctricos o electroforéticos que son no uniformes.
Una descripcion del uso de estos electrodos dielectroforéticos se presenta en G. H. Markx and R. Pethig,
Dielectrophoretic Separation of Cells: Continuous Separation. Biotechnol. Bioeng. 45, 337-343 (1995) and G. H.
Markx, Y. Huang, X.-F. Zhou and R. Pethig, Dielectrophoretic characterization and separation of micro-organisms,
Microbiology, 140, 585-591 (1994).

Disposicién que implica un Unico electrodo que estéd debajo de localizaciones de multiples sondas

La FIG. 4A es un diagrama en perspectiva de una celda de biodeteccion en la que un electrodo de una sola sonda
200 esta debajo de localizaciones de multiples sondas 170 que estan colocadas en una matriz 180. Las paredes de
la celda no estan colocadas en el diagrama, y generalmente comprenderan material de junta para formar un sello
impermeable al agua. Un electrodo de referencia 190 esta fisicamente situado, preferentemente encima del
electrodo de sondas 200 y de tamafio aproximadamente similar al electrodo de sondas 200, de manera que el
campo eléctrico entre los dos electrodos sea sustancialmente uniforme. Sin embargo, también se describe en el
presente documento que el electrodo de referencia 190 tiene diversas formas y posiciones que permiten uniformidad
similar o incluso menor. En general, los electrodos son aproximadamente paralelos ente si, de manera que los
campos electroforéticos que se generan son aproximadamente perpendiculares a la superficie del electrodo de
sondas 200, y dan lugar a deposicion uniforme de las dianas sobre las localizaciones de sondas 170.

Esta disposicion del electrodo de sondas 200 y las localizaciones de sondas 170 permiten métodos convencionales
de colocacién de sondas sobre la superficie del electrodo usando posicionadores de contacto o no de contacto (por
ejemplo, de clavija o piezoeléctricos). Ademas, la asociacion de la diana 114 con la sonda 116 puede realizarse en
paralelo con todas las localizaciones de sondas 170 diferentes, en vez de en serie como se realiza con la técnica
anterior.

Disposicién que implica electrodos gue no estan debajo de las localizaciones de sondas

Una disposicién alternativa como se describe en el presente documento se muestra en la FIG. 4B, un diagrama en
perspectiva de una celda de biodeteccion en la que los electrodos no estan debajo de las localizaciones de sondas
170. En este caso, las sondas 116 estan colocadas en localizaciones de sondas 170 dispuestas en una matriz 180.
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Un primer electrodo 210 y un segundo electrodo 220 son laterales a la matriz 180, y dispuesta debajo una matriz de
electrodos de referencia parciales 195, marcada en esta figura P, Q y R. El nimero y tipo de electrodos de
referencia parciales 195 puede variarse, y el objetivo de la colocacién del primer electrodo 210, el segundo electrodo
220, y los electrodos de referencia parciales 195, es gestionar la intensidad y topologia de los campos eléctricos
ajustando los voltajes relativos de los electrodos. Por ejemplo, la colocacion del segundo electrodo 220 y los
electrodos de referencia parciales 195 P, Q y R a una polarizacion negativa, y el primer electrodo 210 una
polarizacién relativamente positiva producira un campo eléctrico esencialmente horizontal a través de la superficie
de la matriz 180. La necesidad de los mdltiples electrodos de referencia parciales 195 es debido al "cortocircuito” del
campo eléctrico que se produciria con un gran electrodo continuo, que dificulta mantener un campo eléctrico a través
de un electrodo mayor.

La FIG. 5 es un diagrama de intensidades de campo eléctrico de un primer electrodo 210, un segundo electrodo 220,
y un conjunto de electrodos de referencia parciales 195. El segundo electrodo 220 y los electrodos parciales 195
tienen una polarizacion negativa, y el primer electrodo 210 tiene una polarizacion relativamente positiva. Como
puede apreciarse, el componente vertical del campo eléctrico en la localizacién de la matriz 180 es relativamente
constante con un componente hacia abajo. Ajustando las intensidades relativas de la polarizacion de voltaje en los
diferentes electrodos, puede disponerse varias topologias de campo eléctrico diferentes para los fines que se
describiran a continuacion.

Marcas electroforéticas

La mayoria de las moléculas bioldgicas tienen asociada carga electrostatica, que puede ajustarse por el pH de la
solucién en la que las moléculas se mantienen. Para los acidos nucleicos, la carga es generalmente negativa y se
determina por el esqueleto de fosfato, y estd ademas directamente relacionada con la longitud del acido nucleico.
Para los fines descritos en el presente documento, esto tiene ciertas desventajas, ya que el tamafio de las moléculas
de diana 114 puede variar. Considerar una aplicacién en la que se medirdn moléculas de ARN asociadas a
diferentes genes. En tal caso, la longitud del ARN asociado a cada gen variara segun la longitud del gen. Ademas, el
ARN de organismos superiores esta poli-adenilado, y la longitud de la cola de "poliA" varia de ARN a ARN. Esto
significa que es dificil proporcionar una fuerza relativamente constante a través de todos los ARN diferentes, o
incluso a través de los ARN asociados al mismo gen.

Un método para vencer esta dificultad es poner una "marca electroforética" en cada molécula. La carga
electrostatica de esta marca sera grande en comparacion con la carga de la variacién de cola de poliA, y ademas
puede ser considerable incluso con respecto a la carga global de las moléculas de ARN. En este caso, las
variaciones de carga dentro de los ARN asociados a un gen particular debido a las cola de poliA seran minimamente
insignificativas, y las diferencias de carga entre ARN asociados a diferentes genes serdn minimamente pequefias,
aunque los ARN sean de tamafio significativamente diferente, en tanto que la carga de la marca electroforética sea
suficientemente grande.

La FIG. 6 es un diagrama esquematico de una marca electroforética 270 en una configuracién de sandwich. La
marca electroforética 270 generalmente comprende tres componentes funcionales (0 menos componentes, de los
gue uno 0 mas componentes pueden comprender multiples funciones). Un componente que se une a marca 272 une
la marca 270 a la diana 114 a través de un medio que puede ser cualquiera especifico para la diana especifica 114
(por ejemplo, un anticuerpo especifico o aptamero), o que puede ser comun para un gran nimero de dianas 114 (por
ejemplo, poliT, que se unira a regiones de poliA de ARNm). Un componente de indicador 290 es detectable por un
detector. Un componente electrostatico 280 comprende un material cargado, en el que la carga es grande y
coherente de marca a marca. Aunque la magnitud de la carga electrostatica del componente electrostatico 280
puede ser amplia, es preferible que la carga sea al menos 1.000 cargas netas, e incluso mas preferible que la carga
sea al menos 5.000 cargas netas, e incluso mas preferible que la carga sea al menos 10.000 cargas netas. Ademas,
es preferible que la carga en la marca electroforética 270 sea de la misma polaridad que la carga en la diana 114.
Por ejemplo, para dianas de acido nucleico 114 como se describe en el presente documento, es preferible que el
componente electrostatico 280 esté negativamente cargado.

Debe observarse que en ciertos momentos puede ser conveniente formar independientemente una asociacién entre
la marca electroforética 270 y la diana 114. Es decir, en lugar de asociar la diana 114 con la sonda 116, y entonces
asociar la marca 270 con la diana 114, la marca 270 y la diana 114 se asocian primero, donde el componente
asociado se llama una diana marcada 275.

La estructura de las marcas electroforéticas 270 puede ser bastante variada. Las FIG. 7A a F son diagramas
esquematicos de marcas electroforéticas 270, que muestran diferentes disposiciones de componentes para
proporcionar funcionalidad dentro del alcance de la presente invencion.

La FIG. 7A es un diagrama esquematico de una marca electroforética que comprende ADN reticulado 281 como el
componente electrostatico 280 y colorantes fluorescentes 291 como el componente de indicador 290. EI ADN es
mejor ampliamente bicatenario de manera que interfiera menos con las dianas de acido nucleico 114 y las sondas
116 como se describe en el presente documento, y comprende convenientemente regiones de ADN bicatenario con
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colas monocatenarias que interaccionan entre si. Ademas, es preferible que las regiones de interaccién estén
quimicamente unidas para proporcionar integridad a la marca 270 bajo varias condiciones fisicas y quimicas
diferentes. Un ejemplo de esta forma de marca electroforética 270 es 3ADN (Genisophere, Hatfield, PA), que es una
estructura dendromera de ADN reticulado que puede unirse a tanto colorantes fluorescentes, ademas de a un
componente de unién 272. El componente de unién 272 es convenientemente un anticuerpo con especificidad
contra la diana 114, una molécula de avidina con especificidad por un resto de biotina unido a la diana 114 (o en
cambio, un resto de biotina con especificidad contra una molécula de avidina unid a la diana 114), un aptamero
seleccionado con especificidad por una diana, un acido nucleico complementario a un acido nucleico diana 114
como se describe en el presente documento, u otros componentes de unién especifica. Debe observarse que para
su uso con dianas de ARN mensajero como se describe en el presente documento, el componente de unién 272 es
convenientemente un oligémero de ADN monocatenaria de poliT, que se unird a las colas de poliA del ARN, o
alternativamente un acido nucleico bloqueado con poliT (Exigon, de Vedbaek, Dinamarca) que tiene mayor afinidad
por poliA que poliT sin modificar.

Debe observarse que en muchos casos, la energia de unién entre el componente de unién 272 y la diana 114 se
elegira para ser superior a la de la energia de unién entre la diana 114 y la sonda 116. Esto puede disponerse o bien
haciendo la unién de la diana 114 a la sonda 116 mas débil, o bien mas preferentemente, haciendo la unién del
componente de unién 272 a la diana 114 mas fuerte. Un método para garantizar esto es crear enlaces covalentes
entre la diana 114 y el componente de unién 272. Esto puede conllevar, por ejemplo, la incorporacién de BrdU en el
conector de poliT del componente de unién 272, que puede ser foto-activado para producir enlaces covalentes. En el
caso de proteinas, si el componente de union 272 comprende una proteina (por ejemplo, un anticuerpo), la proteina
puede modificarse con reactivos de reticulacion foto-activables tales como arilazidas (por ejemplo, fenilazida,
hidroxifenilazida y nitrofenilazida) y después de dejar que la diana 114 se asocie con el componente de unién 272,
puede usarse luz para estimular la reticulacién. El reactivo de reticulacion sin reaccionar puede entonces ser
consumido usando un reactivo de desactivacion, que en el caso de arilazidas puede incluir agentes reductores tales
como reactivos que contienen tiol.

Mientras que en la mayoria de los casos la energia de union que se discrimina es aquella entre la sonda 116 y la
diana 114, en una realizacion, la discriminacion puede tener lugar considerando la energia de unién entre la diana
114 y el componente de unién a marca 272. Considerar, por ejemplo, un ensayo de sandwich de anticuerpo, en el
gue tanto la sonda 116 como el componente de unidbn a marca 272 comprenden anticuerpos o partes de
anticuerpos. En ese caso, es igualmente util que la energia de unién anticuerpo-ligando mas débil - es decir, la
energia de uniéon que esta siendo discriminada en el ensayo - sea con cualquier anticuerpo. Esto simplifica el disefio
de un ensayo tal, en la medida en que es innecesario determinar cuales de los componentes de anticuerpo que van
a usarse en el ensayo de sandwich tiene una afinidad mas fuerte por la diana 114.

Esta capacidad de utilizar tanto la energia de union diana 114-sonda 116, ademas de diana 114-componente de
unién a marca 272 es igualmente aplicable a acidos nucleicos también. Asi, los métodos descritos en el presente
documento seran eficaces, aunque la asociacion diana 114-componente de unién a marca 272 sea mas débil que la
de la diana 114 a la sonda 116.

Ademas, este método todavia se aplica aunque la asociacién entre la diana 114 y el componente de unién a marca
no sea una asociacién uno a uno especifica. Considerar, por ejemplo, el caso donde el componente de unién a
marca 272 comprende un oligonucle6tido poliT de longitud fija, que puede estar comprendido de nucledtidos de
acido nucleico blogueados, que se asocia con las "colas" poliadeniladas de ARN mensajero. La asociacion
especifica de sondas 116 con sus dianas 114 puede proporcionar la especificidad espacial de la unién de las dianas
114-es decir, donde en la matriz 180 se unira esa diana 114--mientras que la energia de union entre la diana 114 y
el componente de uniébn a marca 272 puede proporcionar una energia de unién constante que puede ser
discriminada por el sistema.

En una realizacion, puede producirse reticulacién covalente entre tanto la diana 114 como la sonda 116, ademas de
entre la diana 114 y el componente de unién a marca 272, de manera que hagan un enlace continuamente covalente
entre el sustrato y el componente de indicador 290. Es decir, dada la incorporacion de componentes de reticulacién
activables apropiados en la sonda 116 (véase anteriormente para una discusion de reactivos de reticulacion
activables), después de la reaccion entre la diana 114 y la sonda 116, puede realizarse la activacion de el resto de
reticulacién unido a la sonda 116, de manera que se forman los enlaces cruzados covalentes entre la sonda 116 y la
diana 114. Tal reaccion puede producirse también entre la diana 114 y el componente de unién a marca 272, como
se ha descrito anteriormente. En tales casos, la energia de unién que mantienen el componente de indicador 290 al
sustrato es muy grande, de manera que la union especifica puede ser facilmente distinguida por su gran fuerza de
union.

La FIG. 7B es un diagrama esquematico de una marca electroforética que comprende un polimero iénico 282 como
componente electrostatico 280 y fésforos de conversién ascendente 292 como el componente de indicador 290. El
polimero i6nico puede ser polianién convenientemente lineal o ramificado, comprendiendo los grupos ionicos
cualquier grupo carboxilo (si el pH del tampdn al que la marca 270 va a usarse es proximo o esta por encima del pK
del grupo carboxilo), o también puede ser un polifosfato, polisulfato (por ejemplo, poli(sulfonato de vinilo),
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poli(sulfonato de estireno), almidones sulfatadas, o sulfonato de dextrano) u otro polimero que contiene un resto de
acido inorganico, que puede comprender fosfatos, aminas cuaternarias, aminas terciarias, aminas secundarias,
aminas primarias, sulfatos, nitratos y carboxilatos. Estos polimeros iénicos pueden crearse mediante sintesis de
novo a partir de reactivos monomeéricos, o pueden generarse alternativamente por modificaciones de polimeros no
i6nicos o débilmente idnicos bien caracterizados tales como poli(alcohol vinilico) o diversos almidones. Debe
observarse que los polimeros altamente i6nicos seran altamente atraidos a especies altamente i6nicas de la
polaridad opuesta, y que, por tanto, el componente electrostatico 280 necesita ser probado para comprobar la unién
no especifica al sustrato 120 u otras especies en la solucién de analito que puede dan lugar a alto ruido de fondo en
los ensayos de deteccion.

Los fésforos de conversién ascendente 292 son particulas que convierten luz de frecuencia méas baja en luz de
frecuencia mas alta (véase Orasure Technologies, Inc. de Bethlehem, PA), y son convenientes de usar debido a los
pocos compuestos naturales que tienen esta propiedad, que conduce a ruidos de fondo generalmente bajos en
ensayos de deteccion.

La FIG. 7C es un diagrama esquematico de una marca electroforética que comprende un polimero i6nico 282 como
componente electrostatico 280 y una particula de visualizacion directa 293 como componente de indicador 290. La
particula puede ser metalica (por ejemplo, oro), ceramica, vidrio coloreado, u otro material opaco o en gran medida
opaco y tiene convenientemente al menos 250 nandmetros, y mas preferentemente al menos 500 nanémetros, de
manera que es visible mediante microscopia 6ptica. El polimero i6nico 282 puede comprender los mismos
materiales que el polimero iénico 282 de la FIG. 7B.

La FIG. 7D es un diagrama esquematico de una marca electroforética que comprende un polimero iénico 282
conjuntamente con un polimero de unién no especifica baja 284 como componente electrostatico 280 y una particula
de dispersion de la luz 294 como componente de indicador 290 de la FIG. 6. El polimero i6nico 282 es similar al
mostrado en la FIG. 7B. Si este polimero 282 presenta unidon no especifica alta, puede recubrirse con un segundo
polimero 284, tal como una forma de polietilenglicol o poliacrilamida, que presentan unién no especifica muy alta.
Este recubrimiento implicaré en general el enlace covalente entre el polimero i6nico 282 y el polimero de unién no
especifica baja 284.

La particula de dispersion de la luz 294 puede comprender varios materiales que dispersan la luz, que incluyen
metales, ceramicas y vidrio. El tamafio de estas particulas es preferentemente mas pequefio que 500 nm, e incluso
mas preferentemente mas pequefio que 200 nm, e incluso mas preferentemente mas pequefio que 50 nm. Un
ejemplo de una particula de dispersion de la luz 294 tal es las particulas de dispersion de la luz por resonancia por
Genicon (San Diego, California).

La FIG. 7E es un diagrama esquematico de una marca electroforética que comprende una molécula de ADN
bicatenaria 285 como componente electrostatico 280 y un punto cuantico 295 como componente de indicador 290.
En este caso, el componente electrostatico 280 es una molécula de ADN lineal, en vez de una ramificada o
reticulada. El componente de indicador 290 y el componente de unién 272 estan conectados en cualquier extremo
de la molécula de ADN 285. La estructura puede ensamblarse uniendo el componente de unién 272 en un extremo
de la molécula de ADN monocatenaria, y entonces uniendo el componente de indicador 290 a una molécula de ADN
monocatenaria complementaria. Como las dos moléculas de ADN monocatenarias complementarias se hibridan
entre si, se genera la estructura deseada. Debe observarse que la molécula bicatenaria 285 puede sustituirse con
una molécula de ADN monocatenaria o con un polimero poliiénico lineal.

Los puntos cuanticos 295 funcionan de la misma forma que los colorantes fluorescentes, pero con un
desplazamiento considerablemente mayor entre las frecuencias de excitacion y de admision. Este gran
desplazamiento permite el uso de filtros 6pticos de eficiencia mas alta que reducen la cantidad de ruido de fondo en
un ensayo de deteccion. Un ejemplo de puntos cuanticos 295 es los nanocristales producidos por Quantum Dot
Corp. (Hayward, California).

La FIG. 7F es un diagrama esquematico de una marca electroforética 270 que comprende un componente de
conector 274 que une molécula de ADN bicatenaria 285 como componente electrostatico 280 y un punto cuantico
295 como componente de indicador 290. El componente de conector 274 comprende sitios de unién para tres
componentes: el componente de unidn 272, el componente de indicador 290 y el componente electrostatico 280. El
componente de conector 274 generalmente tendra tres grupos de union diferentes que permiten la unién selectiva
de cada grupo por los tres componentes por separado. Un ejemplo de un conector 274 tal incluye el aminoacido
cisteina, que tiene componentes de carboxilo, amino y tiol de reactividades separables para la sintesis, o0 serina, que
tiene componentes de carboxilo, amino e hidroxilo. Hay varios grupos funcionales que pueden usarse en el conector
con el fin de permitir que interaccione con los componentes 272, 290 y 280. Estos grupos funcionales pueden
comprender, por ejemplo, tioles, arilazidas, alcoholes, aminas, epoxis, n-hidroxi-succinimida, biotina, avidina, u otros
grupos quimicamente activos o grupos con altas afinidades (por ejemplo, avidina y biotina).

Debe entenderse que en la discusion anterior de una marca electroforética 270, el componente electrostatico 280 y
el componente de indicador 290 de los diferentes ejemplos pueden combinarse por separado para crear marcas de
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beneficio Util. Se entiende ademas que los componentes electrostaticos 280 y los componentes de indicador 290
tratados no son exhaustivos, y cualquier componente quimico o fisico que proporcione funcién similar esta dentro de
la presente invencion. Por ejemplo, el componente de indicador 290 puede comprender muchos materiales, tales
como (y que incluyen los modos de deteccion tratados anteriormente) indicadores de enzima, indicadores
qguimioluminiscentes, indicadores electroquimicos (por ejemplo, redox), indicadores radiactivos, y otros tipos que se
usan en ensayos de micromatrices, ELISA, y otros ensayos bioquimicos y quimicos, fosforos de conversion
ascendente, fluoréforos, puntos cuanticos, particulas de dispersion de la luz, particulas absorbentes de luz (por
ejemplo, particulas coloreadas), o particulas de contraste de fase (es decir, para conferir diferencias del indice de
refracciébn que pueden visualizarse en un microscopio de contraste de fase o0 por resonancia de plasmones
superficiales).

Muchos de estos indicadores pueden usarse con medio de deteccidn dptica que se hace corresponder con el del
indicador. Asi, para fluoréforos, puntos cuanticos y fésforos de conversion ascendente, se utiliza iluminacién con
excitacién por pares (por ejemplo, iluminadores de excitacion laser o de amplio espectro con filtros paso banda) y
detectores especificos de emision (por ejemplo, con filtro paso banda), junto con generadores de imagenes
apropiados (por ejemplo, camaras con 0 sin Optica de aumento). Las particulas de dispersion de la luz
frecuentemente usaran iluminacién incidente oblicua (incluyendo condensadores de campo oscuro estandar) o
iluminacion evanescente, o alternativamente pueden usar Optica de contraste de fases, ya que las particulas con
suficiente diferencia en el indice de refraccion que dan lugar a efectos oOpticos de fases también daran lugar a
dispersion de la luz. Ademas, las particulas de contraste de fases también seran generalmente visibles en la
resonancia de plasmones superficiales. Puede usarse microscopia de fases para las particulas de contraste de
fases, y pueden usarse particulas absorbentes de luz y reacciones enzimaticas en tanto la microscopia de contraste
de fases como la obtencion de imagenes de campo brillante (por ejemplo, con obtenciéon de imagenes microscoépicas
u otras formas de magnificacién). Puede detectarse quimioluminiscencia con aumento apropiado y detectores
dispuestos para tener la receptividad apropiada para la sefial quimioluminiscente. Las descripciones anteriores no
son exhaustivas, y se desvela en el presente documento que hay otras combinaciones de indicador y detector.

Debe también observarse que es preferible que haya solo un (nico componente de unién 272 para cada marca
electroforética 270 de manera que cada diana 114 se asocie a solo una Unica marca electroforética 270. Esto
pueden ser manipulado asociando dianas 114 con un gran exceso numérico de marcas electroforéticas 270 de
forma que, en promedio, la mayoria de las marcas electroforéticas 270 estén asociadas a diana, y que la mayoria de
las dianas marcadas 275 tengan solo una Unica diana 114.

La cantidad de carga en la marca electroforética 270 debe ser generalmente comparable o superior a la carga en las
dianas 114. Para proteinas como se describe en el presente documento, la carga puede no ser grande, aquellos
acidos nucleicos como se describe en el presente documento tienen en general aproximadamente una carga por
nucleétido, y el tamafio de las dianas puede ser de cientos a miles de nucleétidos (en un nimero pequefio de casos
decenas de cientos de nucleétidos o mas). Aunque las bacterias y otros organismos diana pueden tener una gran
carga, generalmente también hay varios sitios para que la marca 270 se una, y asi la suma de muchas marcas 270
superara frecuentemente la carga en la superficie del organismo. En general, es preferible que la marca
electroforética tenga una carga neta absoluta promedio superior a 1000, e incluso mas preferentemente superior a
5000, y lo mas preferentemente superior a 20000.

Debe ademas entenderse que en la mayoria de las aplicaciones de la presente invencion, el uso de una marca
electroforética 270 no es un requisito. Es decir, la mayoria de las dianas 114 comprenden intrinsecamente una carga
electrostatica que permite el movimiento de la diana 114 en campos electrostaticos o electroforéticos, y para el que
las dianas 114 las marcas no requieren un componente electrostatico. En algunas realizaciones de la presente
invencion, donde el término marca electroforética 270 se usa en esta descripcion, puede usarse una marca no
electroforética conjuntamente con la carga electrostatica que existe de forma natural en la diana 114. Ademas, la
carga de estas moléculas puede ajustarse frecuentemente por pH, y puede ser conveniente ajustar el pH al que se
produce la electroforesis para alterar la carga electrostatica en la diana 114.

Formatos de ensayo competitivo

Los formatos de ensayo descritos anteriormente se relacionaron principalmente con los formatos de ensayo de
sandwich. Sin embargo, en el caso de dianas 114 muy pequefias, tales como hormonas o farmacos de drogadiccién
como se describe en el presente documento, es dificil encontrar reactivos que permitan la unién de alta afinidad
simultanea de tanto una sonda 116 como un componente de unién a marca 272. Sin dos de tales reactivos de unién,
el ensayo de sandwich se realiza con dificultad.

Una alternativa es un ensayo competitivo, en el que una sonda de unidn especifica 116 para la diana 114 se
inmoviliza, como antes, sobre el sustrato. Lo que se afiade al analito que contiene la diana 114 es un competidor,
que se une a la sonda 116 con afinidad similar a la de la diana 114, y a la que se une covalentemente un indicador
290. En ausencia de diana 114 en el analito, una cantidad dada del competidor se unira a la sonda 116. Sin
embargo, si el analito contiene la diana 114, la union del competidor se reducira. Asi, en el ensayo de competidor, la
diana 114 no se detecta directamente, sino que su abundancia se demuestra por la unién reducida del competidor.
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El formato de ensayo competitivo se usa ventajosamente en la presente invencion, dados los requisitos para la union
congruente y reproducible, que mejora mediante la aceleracién de la reaccién de la presente invencion. Ademas,
debido a que la presente invencion usa reacciones relativamente cortas, ademas de lavado rapido, pueden usarse
sondas de afinidad relativamente baja 116 que de otro modo conducirian a una pérdida de sefial con métodos de
lavado y deteccidon convencionales. Obsérvese que esta Ultima ventaja se corresponde no solo a formatos de
ensayo competitivo, sino también a formatos de ensayo de sandwich.

Unién de sondas

Como se ha mencionado anteriormente, la sonda 116 esté unida al sustrato 120 a través de un conector 118. Este
conector 118 comprende convenientemente un recubrimiento con grupos funcionales, en el que los grupos
funcionales permiten la union de las sondas 116. Por tanto, el recubrimiento tiene preferentemente uniéon no
especifica baja, de manera que la diana 114 o indicador 290 en solucion que no es especifico para la sonda 116 no
se une a la superficie. Ejemplos de tal material de recubrimiento incluye Codelink por Amersham y OptiChem por
Accelr8, que comprenden recubrimientos de tipo hidrogel con tanto ruido de fondo no especifico muy bajo, ademas
de propiedades eléctricas. Alternativamente, el recubrimiento puede comprender un silano derivatizado.

Otros componentes

Hay varios otros componentes que comprenden los sistemas de competicion segln la presente invencion, que
incluyen controladores de potencia para establecer las diferencias de potencial entre los electrodos que se
produciran y controlar la fuerza electroforética en las dianas 114, iluminadores para iluminar los indicadores 290,
detectores para detectar las sefiales generadas por la iluminacion de los indicadores 290, y controladores de
almacenamiento (por ejemplo, controladores y controladores de disco duro) que guardan la informacion de los
detectores y entonces la presentan al usuario o comparan la informacién de multiples fuentes o tiempos. Algunos de
estos componentes son muy conocidos en la técnica, tales como fuentes de alimentacion para electroforesis (que
pueden ser controladas por ordenador y que pueden ser establecidas para proporcionar tanto voltaje constante
como corriente constante, y que pueden ser complementadas con circuiteria electrénica digital o analégica para
proporcionar formas de onda de frecuencia de baja a alta como se describe en cualquier parte en esta memoria
descriptiva y que también puede usarse para dielectroforesis), iluminadores (por ejemplo, laseres, lamparas de arco,
lamparas incandescentes, condensadores de luz de microscopio, y que pueden implicar métodos de acoplamiento
de la luz en guias de onda de luz), indicadores (como se ha descrito anteriormente y mas adelante), detectores
(camaras, lentes, conjuntos de filtros, software de andlisis de imagenes), y similares, incluso si su disposicién y uso
es novedoso y para el efecto novedoso en la presente invencion. Donde los componentes se diferencian de la
técnica anterior, se trataran tanto anteriormente como a continuacion.

Descripcion funcional de la presente invencion

Puede considerarse que la presente invencién comprende tres etapas como se muestran en la FIG. 8, un diagrama
de flujo de bloques esquematico de las etapas de la presente invencién.

En una primera etapa 300, se prepara la muestra que comprende la diana 114 para su uso en el ensayo. El método
de preparacion depende del tipo de material que se ensaye. Como se describe en el presente documento, puede
incluir la maceracion de tejido sélido, o alternativamente la lisis de células si el material que va a ensayarse es de
origen intracelular. Puede eliminarse material sélido de la preparacion por centrifugacion, filtracién u otros medios.
Como se describe en el presente documento, si el acido nucleico es la diana 114, el acido nucleico puede purificarse
del resto de los almidones, lipidos y proteinas de la preparaciéon (de hecho, sea cual sea la naturaleza de la diana
114, puede ser conveniente eliminar componentes que pueden interferir con etapas posteriores del andlisis). Si el
material es acido nucleico, puede amplificarse por medios tales como reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) o
amplificacién por circulo rodante u otros métodos de amplificacion. Generalmente, el material debe mantenerse en
una condicién que preserve la reactividad de la diana 114 con la sonda 116, ademas de la reactividad de la marca
electroforética 270 con la sonda 116. En general, se usara la minima cantidad de preparacién que permita tanto alta
sefial como bajo ruido de fondo, debido al coste, tiempo y artefactos que son generalmente introducidos mediante la
preparacion.

En esta etapa de preparacion, la marca electroforética 270 puede hacerse reaccionar con la diana 114 con el fin de
generar una diana marcada 275 como se describe en la FIG. 6. Alternativamente, esta reaccion puede producirse
después en el proceso como se describe mas adelante.

En una segunda etapa 310, se hacen reaccionar la diana marcada 275 y la sonda 116. En el caso de acidos
nucleicos como se describe en el presente documento, esto puede comprender una etapa de hibridacién. En el caso
de proteinas diana 114 como se describe en el presente documento, esto puede comprender una reaccion
anticuerpo-hapteno, una reaccién proteina-aptamero, o una reaccion proteina-proteina.

Es una ensefianza de la presente invencion acelerar la reaccion entre la diana marcada 275 y la sonda 116. Si la
reaccion esta incompleta, la cantidad de diana 114 unida a la sonda 116 seré inferior a la 6ptima. Adicionalmente,
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debido a que las tasas de reaccién para diferentes dianas con respecto a diferentes sondas 116 son generalmente
diferentes, y debido a que las cantidades de diana unidas a la sonda no seran lineales con el tiempo, es dificil
cuantificar la cantidad de diana 114 unida a la sonda 116 sin que la reaccion se haya completado.

El medio de aceleracion de la reaccion implica el movimiento de la diana marcada 275 bajo la influencia de una
fuerza externamente aplicada, que puede ser convenientemente una fuerza electroforética, dielectroforética o
magnetostatica. Para esta descripcion, se usaran fuerzas electroforéticas como un ejemplo. Esta fuerza puede
aplicarse ya sea por la colocacion de un electrodo 200 bajo las posiciones de la sonda 116, como a través de la
influencia de los electrodos 210 y 220 que estan colocadas a los lados de las localizaciones de sondas 170, de un
modo que va a describirse mas adelante.

En la tercera etapa 320, se separa la diana marcada sin reaccionar 275 de la sonda 116 y se detecta la diana
marcada 275 que queda unida a la sonda 116. Y, lo que es mas importante, se establecen condiciones de forma que
no se elimine la diana marcada 275 que ha reaccionado apropiadamente con la sonda 116, y que se elimine otra
diana marcada 275 que no se ha unido especificamente a la sonda 116 o al sustrato 120. Debe apreciarse que con
multiples pares de diana marcada 275 y sonda 116, la fuerza de union sera diferente en el caso de cada par. Con el
fin de discriminar material especifico de no especificamente unido, se usara Optimamente una fuerza de
discriminacion diferente para cada sonda 116. Esta metodologia se explica brevemente en la FIG. 9, un gréafico de
las cantidades de material unido frente a la energia de union. La linea 340 representa la cantidad de material no
especificamente unido, y se caracteriza por una cantidad muy grande de material que esta unido de forma suelta,
una cantidad variable de material unido con la energia intermedia, y alguna cantidad de material que esta
fuertemente unido. Debe observarse que la forma de esta curva sera diferente dependiendo de los materiales que se
ensayan, y que los argumentos hechos mas adelante no son dependientes de la forma particular de la curva.

Se muestran dos dianas en la figura: la diana X se representa por la linea 344 y la diana Y se representa por la linea
346. La diana X tiene una energia de unién mas baja con su sonda 116 correspondiente que la diana Y. En un
ensayo convencional en el que se usa un unico lavado de discriminaciéon para todos los pares diana-sonda, la
energia de discriminacion debe elegirse de forma que sea inferior a la energia de unién de la diana menos
fuertemente unida. Esta energia de unién se representa por la linea discontinua 342. Puede observarse, sin
embargo, que el usar una Unica energia de discriminacion produce un ruido de fondo representado por el total de
toda la unién no especifica 340 a la derecha de la linea 342. En la localizacién de la diana Y, por ejemplo, estara
presente material no especificamente unido significativo con energia de unién tanto inferior como superior a la de la
diana Y especificamente unida.

En la presente invencion, se usaran lavados correspondientes a varias energias de unién. Estas energias de union
se representan por lineas discontinuas 350 en las fuerzas representadas por las lineas A, B, C, D y E, que se
aplican sucesivamente. Por ejemplo, se aplica un primer "lavado" a la energia de discriminacion A, y se detecta
practicamente todo el material marcado unido en la localizacion de sonda X. Entonces, se aplica lavado a la energia
de discriminacion B, y el material unido en la localizacion de sonda X es nuevamente determinado. La diferencia
entre el material en el lavado A y el lavado B se considera que es el material especificamente unido correspondiente
a la diana X. Después de lavados posteriores a las fuerzas de discriminacion C, D y E, se considera que la cantidad
de diana Y es el material presente en el lavado D y no presente en el lavado E en la localizaciéon de sonda Y. Asi, se
utiliza la energia de discriminacion apropiada para cada par diana-sonda usando un par de agrupacion de lavados
de discriminacion. En cada caso, el ruido de fondo no especifico es solo aquella parte de la linea 340 que se
encuentra entre el par de lavados de discriminacion especificos para esa localizacion de sonda.

Debe observarse que la fuerza de rotura depende de la fuerza aplicada y la tasa de fuerza aplicada. Por ejemplo, en
condiciones de no equilibrio, la tasa de fuerza aplicada por unidad de tiempo cambia en realidad la anchura del
posible panorama energético aumentando eficazmente la energia integrada (fuerza a través aplicada a través de
una distancia) requerida para romper la interaccion. Otra formar de establecer esto es que la rapida separacion no
deja tiempo para el proceso de no unidn relativamente mas lento, de manera que se requiere una gran fuerza para
destrozar las moléculas y que el panorama energético o la barrera sea significativamente mas alto a tasas de fuerza
de carga rapida con respecto a de carga mas baja. Asi, dependiendo de la tasa de carga de fuerza, habra multiples
fuerzas de rotura criticas. Ademas, la forma de la tasa de carga frente a la fuerza de rotura critica es diferente para
cada interaccion receptor-ligando, ya que las interacciones intermoleculares son diferentes. Asi, pueden resolverse
multiples interacciones anticuerpo-antigeno y no union especifica con el analisis de fuerzas dinamicas - es decir,
observando la fuerza de rotura representada frente a la tasa de carga, pueden separarse las curvas de energia de
unioén de solapamiento dependiendo de la tasa de carga. Por tanto, es muy importante controlar la forma de la curva
de voltaje aplicado.

Debe observarse que la etapa de reaccion 310 y la etapa de lavado y de deteccion 320 pueden realizarse
ciclicamente multiples veces. Es decir, después de que la etapa de lavado y de deteccién 320 haya eliminado toda la
diana 114 de la sonda 116 (o la marca 270 de la diana 114), puede tener lugar otro ciclo de reaccién y
lavado/deteccion. Esto tiene dos ventajas primarias. En primer lugar, si hay un pequefio nimero de dianas 114 en el
analito, el nimero de eventos de unién detectado serd pequefio. Repitiendo la reaccion y las etapas de
lavado/deteccion, puede contarse un mayor nimero de eventos de unién, que mejora la estadistica de los
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resultados.

Ademas, pueden utilizarse diferentes dinamicas de voltaje (por ejemplo, perfiles de rampa de voltaje) en cada ciclo
de las dos etapas 310 y 320, con el fin de distinguir eventos de unién especifica de no especifica que podrian
distinguirse solo por respuestas diferentes a la dinamica de voltaje. Por ejemplo, en un primer ciclo, la dinamica de
voltaje puede implicar una funcién de etapa en la que los voltajes cambian rapidamente, mientras que en un
segundo ciclo, la dinamica de voltaje puede implicar un aumento en rampa lento en el voltaje.

Debe observarse que con el fin de usar los métodos anteriores, debe estar disponible un medio de deteccién en
tiempo real de la diana marcada 275 a la sonda. Es decir, si cada lavado fuera una durar una cantidad considerable
de tiempo y requiriera muchas manipulaciones, solo podria usarse un pequefio nimero de lavados de discriminacién
diferentes. Con un método de deteccion en tiempo real, sin embargo, puede implementarse un gran nimero de
lavados de discriminacion, consiguiendo mejor definicion del material unido especifico frente a no especifico.

Debe indicarse ademas que en la siguiente discusion puede usarse el uso de fuerzas electroforéticas en tanto
acelerar la reaccion, ademas de en proporcionar discriminacién entre material especifica y no especificamente
unido. Debe entenderse, sin embargo, que en una aplicacién dada, pueden usarse ambos usos de las fuerzas
electroforéticas que actian sobre complejos diana-sonda, o alternativamente, solo el uno o el otro de estos usos de
fuerzas electroforéticas para el efecto beneficioso.

El nimero de lavados de discriminacion usados para un ensayo dado puede depender de los pares diana-sonda
especificos usados, pero en la mayoria de los casos, el nimero de lavados es preferentemente inferior a dos veces
el nimero total de dianas 114 que se detectan (con dos etapas cada una para "agrupar" una diana particular 114).
También es conveniente para espaciar las energias de discriminacion que no estén uniformemente espaciadas, sino
que se ajusten para agrupar individuos o grupos de energias de unién de diana-sonda. En una realizacién, el lavado
puede realizarse como un gradiente continuo de rigurosidad, que puede ser de rigurosidad lineal frente al tiempo, o
no lineal, realizandose la deteccion de la diana 114 a intervalos en los que el nimero de detecciones es
preferentemente inferior a dos veces el nimero total de dianas 114 que se detectan.

Debido a la constante de disociacién natural para cada uno de los pares diana-sonda, que se refiere a una
disociacién estocéastica que es frecuentemente térmicamente conducida, es conveniente elegir condiciones para los
lavados de discriminacion en los que este componente estadistico de la disociacion esté lo mas atenuado posible.
Estas condiciones implicaran, en el caso de acidos nucleicos como se describe en el presente documento, por
ejemplo, pH moderados, temperaturas bajas y concentraciones mas altas de sales. Estas condiciones para las
proteinas como se describe en el presente documento podrian incluir también fuerza idnica, gradientes de pH,
hidrofobia y polaridad del disolvente.

Debe observarse que aunque la presente invencién ensefia el uso de posibilidades electroforéticas de discriminar
lavados, una realizacién de la presente invencion se refiere mas generalmente a la deteccion en tiempo real de
regimenes de lavado variables, en los que los regimenes de lavado pueden comprender varias condiciones fisicas y
quimicas diferentes mas alla de la fuerza electroforética. Estas fuerzas pueden comprender aumentar la
temperatura, intensidad de campo magnético (si la diana marcada debe comprender una particula paramagnética),
dielectroforesis (para particulas, bacterias y otras dianas y dianas marcadas), flujo de fluidos de cizallamiento, fuerza
i6nica (tanto creciente como decreciente), pH (tanto creciente como decreciente), concentracion de tensioactivo
(tanto i6nico como no iénico), o concentracion de competidor (por ejemplo, si la diana 114 es una proteina, afadir
cantidades crecientes de esa proteina de manera que cuando la diana unida 114 sea liberada, el competidor se
unira preferentemente a la sonda debido a su alta concentracion). Ademas, puede aplicarse mas de una de estas
condiciones ya sea simultdneamente o en secuencia. Aunque generalmente es preferible que estas condiciones se
apliquen con rigurosidad gradualmente creciente, en una realizacién, la rigurosidad puede aumentarse en una
funcién de etapa, con aumentos discretos rapidos en la rigurosidad. Monitorizando la unién de la diana 114 a la
sonda 116 a diversas rigurosidades elevadas de cualquiera de estas condiciones puede mejorarse la discriminacién
de union especifica de no especifica.

Funcién gue implica electrodos que no estan debajo de localizaciones de sondas

La FIG. 10 es un diagrama de flujo de bloques esquematico de un sistema que implica electrodos que no estan
debajo de localizaciones de sondas como se describe en el presente documento. En una etapa 360, se afiade una
diana negativamente cargada 114 a una celda de reaccién similar a la mostrada en la FIG. 4B. Para los fines de esta
discusidén, se considerara que la diana 114 es un &cido nucleico, y se considerara que la sonda 116 es una
secuencia de acidos nucleicos complementaria, aunque en la practica, la sonda 116 también podria comprender
proteinas, glucoproteinas, almidones, u otras moléculas de interés. En una etapa 362, el electrodo A sera
positivamente polarizado con respecto a los electrodos B, P, Q y R, atrayendo la diana negativamente cargada 114 a
ese electrodo, sobre el que se recogerd. En una etapa 364, el electrodo B esta positivamente polarizado con
respecto a los electrodos A, P, Q y R, de manera que la diana 114 es atraida al electrodo B, transito durante el cual
se pone en estrecha proximidad con las sondas 116 en las localizaciones 170 en la matriz 180, para facilitar que
tenga lugar la reaccion entre la diana 114 y la sonda 116. La polarizacion negativa en los electrodos P, Q y R
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mantiene los vectores de campo eléctrico con componentes que apuntan hacia abajo durante el movimiento de la
diana 114 de manera que la diana mantiene la estrecha proximidad con las sondas 116. Una vez mas, debe
observarse que la localizacion y los voltajes relativos en los electrodos superiores P, Q y R pueden ajustarse a la
forma de los vectores de campo eléctrico en la célula. La magnitud de los vectores de campo eléctrico hacia arriba y
lateral de las posiciones 170 debe ser mas baja que la fuerza de unién que une las dianas 114 especificamente
unidas a sus sondas 116 correspondientes.

En una etapa 366 opcional, puede eliminarse material no especificamente unido débilmente adherido de la matriz
180 poniendo una pequefia polarizacion positiva neta en los electrodos P, Q y R, que saca el material de la matriz
180. En una etapa 370, se aflade un indicador de eventos, por ejemplo una marca electroforética 270, a la célula.
Debido a la alta concentracion de la marca electroforética 270, la reaccion con la diana 114 se produce rapidamente.
Ademas, la reaccion de la marca electroforética 270 con la diana 114 puede ser acelerada por medios
electroforéticos. En una etapa 372, el electrodo A esta positivamente polarizado con respecto a los electrodos B, P,
Q vy R, transportando la marca electroforética 270 al electrodo A. En una etapa 374 posterior, el electrodo B se
coloca positivamente polarizado con respecto a los electrodos A, P, Q y R, moviendo la marca electroforética 270 del
electrodo A al electrodo B, con vectores de campo eléctrico que apuntan generalmente hacia abajo, de manera que
las marcas electroforéticas 270 estén en estrecha proximidad a las dianas 114, con las que reaccionan. En una
etapa 376, la polarizacion positiva del electrodo B aumenta de una forma generalmente escalonada a medida que se
monitoriza la cantidad de material unido en las localizaciones de sondas 170 con el fin de determinar el material que
se une especificamente y de discriminarlo del material que no esta especificamente unido. Debe apreciarse que el
indicador de eventos puede ser una marca sin propiedades electroforéticas particulares, si la diana 114 debe ella
misma estar cargada. Ademas, puede no haber indicador de eventos en caso de que la propia diana 114 tenga
propiedades de fluorescencia, absorcion de luz, diferencia del indice con el medio, u otras propiedades de forma que
sea detectable, convirtiendo la etapa 370 en opcional.

Debe también observarse que las dianas 114 pueden prepararse para moverse hacia adelante y hacia atras
multiples veces entre los electrodos 210 y 220, aumentando en cada caso la cantidad de diana 114 que se une a las
sondas.

Funcién qgue implica electrodos que estan debajo de localizaciones de sondas

La FIG. 11A es un diagrama de flujo de bloques esquematico de la operacion de una célula que implica electrodos
que estan debajo de localizaciones de sondas, y puede ser mejor entendida en relacion con la FIG. 4A. En la etapa
360, se afiade una diana negativamente cargada a la célula. En una etapa 382, el electrodo D esta positivamente
polarizado con respecto al electrodo C, causando que la diana migre sobre el electrodo donde esta en estrecha
proximidad con la sonda 116 dispuesta sobre localizaciones de matriz 170 sobre la matriz 180. Debido a la estrecha
proximidad, la reaccion entre la diana 114 y la sonda 116 se produce muy rapidamente. En una etapa 370, se afade
un indicador de eventos, por ejemplo una marca electroforética 270, a la célula. En una etapa 386, el electrodo D
esta nuevamente positivamente polarizado con respecto a los electrodo C. Bajo la influencia del campo eléctrico, la
marca electroforética 270 migra al electrodo C en el que reacciona con la diana 114. En una etapa 388, el electrodo
C se establece a un polarizado positivo con respecto al electrodo D. El polarizado positivos de los electrodos de C
aumenta de un modo generalmente escalonado a medida que se monitoriza la cantidad de material unido en las
localizaciones de sondas 170 con el fin de determinar el material que esta especificamente unido y de discriminarlo
del material que no esta especificamente unido.

Debe apreciarse que la etapa 370 y la etapa 386 pueden eliminarse afiadiendo la marca electroforética 270 a la
diana 114 antes de afiadir la diana 114 a la célula en la etapa 360. En este caso, la diana 114 se convierte en una
diana marcada 275 antes de la aplicacion de una polarizacion positiva en el electrodo C en la etapa 382. La creacion
de la diana marcada 275 puede producirse dentro de la celda como se muestra en la FIG. 11B, un diagrama de flujo
esquematico de la operacion de una celda que implica electrodos bajo las localizaciones de sondas usando una
diana marcada 275. En la etapa 360, la diana negativamente cargada se afiade a la célula, y en la etapa 370, se
afiade adicionalmente marca electroforética 270 a la célula. En este momento, se genera una diana marcada 275.
En la etapa 382, el electrodo D esta positivamente polarizado con respecto al electrodo C y la diana marcada 275 se
mueve en estrecha proximidad con las sondas 116 en las localizaciones de dianas 170, donde se produce la
reaccion con las sondas 116. En la etapa 388, se realiza la discriminacion de material especificamente unido frente a
no especificamente unido como antes.

La monitorizacién de la union de la diana 114 que se produce en la etapa 388 puede realizarse para un promedio de
todo el material que se une - por ejemplo, midiendo la salida total de luz que es dispersada de una marca que tiene
un indicador de dispersion de la luz. Sin embargo, en aquellas realizaciones donde el detector es un detector 6ptico,
y el detector es un detector de obtenciéon de imagenes tal como una cadmara o un escaner de laser acoplado a un
tubo fotomultiplicador, la unién puede determinarse para dianas 114 individuales (es decir, microorganismos). En
este caso, el detector necesitara guardar las localizaciones de cada diana 114 entre detecciones secuenciales, y
entonces puede determinarse la intensidad de la unién de cada diana 114 a cada sonda 116.
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Uso de fuerzas magnetostaticas

Debe observarse en las discusiones anteriores que en ciertos casos las fuerzas electrostaticas pueden sustituirse
por fuerzas magnetostaticas. Para el uso de fuerzas magnetostaticas, sin embargo, las dianas 114 deben ser
marcadas con particulas paramagnéticas, dado que en general las moléculas biolégicas u organismos que van a
detectarse no son en si magnéticos. Ejemplos de tales particulas incluyen particulas Estapor de Bangs Laboratories
(Fishers, IN) y Dynabeads de Dynal, Inc. (Noruega). Asi, las particulas 293 y 295 de las FIG. 7C, E y F serian
sustituidas con particulas paramagnéticas, que son preferentemente inferiores a 1 micrometro de didametro, y mas
preferentemente inferiores a 250 nm de diametro, y lo mas preferentemente inferiores a 100 nm de didmetro; en
general, cuando mas pequefia sea la particula, menos interfiere con la difusién de la diana 114 hacia la sonda 116, y
mas rapida es la reaccion cinética. En lugar de electrodos, la colocacion de imanes permanentes o electroimanes ya
sea por encima o por debajo de la sonda 116 (en relacién con el sustrato 120) proporciona la fuerza que mueve las
dianas magnéticamente marcadas 114 hacia o lejos de la sonda 116. La magnitud de esta fuerza puede ajustarse ya
sea cambiando la distancia de la fuente de campo magnético de la sonda 116 o la colocacion de compensadores de
diferente permeabilidad magnética, o en el caso de un electroiman, ajustando la corriente a través de las bobinas, la
distribucion fisica de las bobinas, la presencia de material magnéticamente permeable en o alrededor de las
bobinas, y otros medios tal como se conocen en la técnica.

Deteccién en tiempo real

Como se ha descrito anteriormente, el uso de miltiples lavados de diferente discriminaciéon, ademas de la
monitorizacién de la union de la diana a la sonda, requieren el uso de monitorizaciéon en tiempo real. Esto debe
distinguirse de la situacidon convencional comun en la que después de que la reacciéon haya avanzado durante un
periodo de tiempo predeterminado, la reaccion estd completa, se realizan los lavados, y entonces se preparan los
sustratos en los que la reaccion se realizé para la deteccién. En muchas de las realizaciones preferidas de la
presente invencién, se emplea un medio 6ptico de deteccidon. En realizaciones de la presente invencion, los
electrodos estan opuestos entre si (por ejemplo, paralelos y opuestos) y, con el fin de que la deteccion optica tenga
lugar, uno o ambos de los electrodos es preferentemente Opticamente transparente, con el fin de que un dispositivo
Optico externo reciba la sefial 6ptica que se genera entre los dos electrodos.

Con referencia a la FIG. 4B como se describe en el presente documento, esto se adapta facilmente, en el que el
sustrato sobre el que se coloca la matriz 180 puede ser transparente. Sin embargo, puede ser preferible para el
detector en ese caso que se coloque por encima de los electrodos 195P, Q y R, o alternativamente en el caso de
una disposicion tal como la FIG. 4A, el detector generalmente serd externo a los electrodos 190 y 200. En tales
casos, se prefiere el uso de electrodos épticamente transparentes, para los que el material preferido para estos
electrodos es el 6xido de indio y estafio (ITO). Debido a que el ITO no es generalmente estable a voltajes superiores
a 2V, esto significa que el potencial entre los electrodos en el caso de ITO debe ser preferentemente mantenido por
debajo de este potencial, como se describira mas abajo en mas detalle.

A continuacién se proporcionara una discusion mas general de la deteccion.
Control de la aceleracion de reaccion

Puede mejorarse la aceleracion de reaccion segin los métodos anteriores variando los campos eléctricos tanto
espacialmente como temporalmente de manera que mejore la reaccion de la sonda 116 con la diana 114. La FIG.
12A es un diagrama esquematico de tres electrodos dispuestos en dos ejes perpendiculares dentro de una celda de
reaccion. El electrodo E1 y el electrodo E2 son representativos de los electrodos 195, mientras que el electrodo E4
es representativo de un electrodo 200. Es decir, la matriz 180 se coloca encima del electrodo E4. El potencial de
voltaje entre los diferentes electrodos se variara de tal forma que mejoren las velocidades de reaccién como se
describe a continuacién. En la discusion a continuacion, el uso de los términos diana 114 y diana marcada 275 se
usa aproximadamente indistintamente.

La FIG. 12B es un grafico de la diferencia de potencial entre los electrodos E2 y E4 a medida que varia con el
tiempo, con el electrodo E4 positivamente polarizado hacia E2. Hay tres periodos de tiempo representados en la
grafica, indicados como los tiempos T1, T2 y T3. En el periodo T1, el potencial de voltaje se mantiene durante un
periodo considerable, de forma que la mayoria de la diana 114 se pone en yuxtaposicion con la sonda 116. Debido a
la diferencia de potencial, tanto la sonda 116 como la diana 114 puede ser forzados hacia abajo sobre el sustrato
120, en el que el voltaje mantenido limita su capacidad para reaccionar entre si. Esto se producira cuando la sonda
116 y la diana 114 sean de la misma polaridad de carga eléctrica, tal como en el caso de hibridacion de acidos
nucleicos, aunque en otros pares diana/sonda (por ejemplo, interacciones proteina-proteina), la polaridad de carga
puede ser diferente en la diana 114 y la sonda 116. Incluso en tales casos, la diana 114 pueden entonces someterse
a electroforesis mas alla de la sonda 116, impidiendo la reaccion entre la sonda 116 y diana 114. En ambos casos,
es conveniente tener un periodo, descritas mas adelante, que invierte o relaja los efectos de la electroforesis.

En el periodo T2, el potencial de voltaje puede eliminarse permitiendo el movimiento libre de la diana 114 y la sonda
116, acelerando las tasas de reaccion. Sin embargo, durante este periodo T2, se deja que la diana 114 difunda lejos
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de la sonda 116. Asi, durante el periodo T3, el potencial de voltaje es nuevamente aplicado para mantener la
estrecha proximidad de la diana 114 en la sonda 116. Los periodos T2 y T3 pueden ser ciclicamente repetidos,
hasta tal momento en el que se reaccionan la mayoria de la diana complementaria 114 y la sonda 116. Pueden
variarse las duraciones de los diversos periodos dependiendo de la topologia de la celda de reaccion, las
caracteristicas de las sondas 116 y dianas 114, ademas de las diversas cargas electrostaticas en los diferentes
componentes, y el modo en el que la sonda 116 esta fijada a la superficie 120. En general, para dimensiones
verticales y laterales mas grandes de la celda, el periodo T1 sera mas grande para permitir las distancias mas
grandes sobre las que la diana 114 debe moverse.

La FIG. 12C es un grafico de la diferencia de potencial entre los electrodos E2 y E4 a medida que varia con el
tiempo, dispuestos alternativamente a aquellos en la FIG. 12B. Nuevamente, como en la FIG. 12B, durante el
periodo inicial T1, se deja que la diana 114 migre bajo la influencia de la fuerza electroforética a la sonda 116. En
este caso, durante un periodo T4, el campo eléctrico se mantiene a un nivel muy bajo para mantener la
yuxtaposicion de diana 114 a sonda 116, pero con una fuerza mas baja que la usada en la FIG. 12B. Esta fuerza
mas baja se usa con el fin de permitir mas movimiento de tanto la diana 114 como la sonda 116 de manera que no
estén topoldgicamente limitados durante la reaccién. Durante un periodo opcional T5, el campo eléctrico puede ser
invertido muy levemente, para liberar cualquier diana 114 que pueda haber llegado a enredarse sobre la superficie
120. La duracion relativa de los periodos T4 y T5 dependera del numero de factores, que incluyen el tipo de
superficie al que la sonda 116 esta unida, la carga de la marca electroforética 270, la fuerza de unién entre la diana
114 en la sonda 116, el tamafio fisico de la marca electroforética 270, y otros factores. Debe también observarse
gue la duracion de los periodos sucesivos T4 o los periodos sucesivos T5 no necesita ser igual y puede cambiar con
el tiempo.

La FIG. 12D es un grafico de diferencias de potencial entre electrodos espacialmente desplazados, de forma que el
campo eléctrico cambie no solo en magnitud, sino también en direccién. Con referencia a la FIG. 12A, el electrodo
E2 esta casi verticalmente desplazado (es decir, directamente opuesto) del electrodo 200 E4, y el electrodo E1 esta
tanto verticalmente como lateralmente desplazado del electrodo E4. Como puede apreciarse del grafico, el electrodo
E4 esta alternativamente polarizado positivamente y negativamente con respecto a los electrodos E1 y E2
verticalmente desplazados. Ademas, en ciertos casos, la polarizaciéon es con respecto a E1 y en otros casos la
polarizacién es con respecto a E2. Esto hace que el campo eléctrico varie en polaridad, en magnitud y en direccion.
Esta variacion en la direccion significa que las dianas marcadas 275 que llegar a estar estéricamente atrapadas en
la superficie 120 sentiran fuerza en diversas direcciones que pueden facilitar liberarlas de su aprisionamiento.

Esta disposicion puede llevarse a cabo con diversas disposiciones topoldgicas. La FIG. 13A es un diagrama
esquematico con tres electrodos 195 desplazados en dos dimensiones sobre un Gnico electrodo 200. Los electrodos
E1l y E3 estan desplazados en direcciones perpendiculares del electrodo E2 que esta verticalmente desplazado del
electrodo E4. La FIG. 13B es un grafico de diferencias de potencial entre los electrodos de la FIG. 13A. El electrodo
E4 se mantiene a un potencial positivo aproximadamente constante. Los otros electrodos, sin embargo, pasan en
ciclos entre un potencial casi neutro y un potencial negativo, causando que el campo eléctrico pase en ciclos en
direccién con magnitud relativamente constante.

Debe observarse que las disposiciones topolédgicas de los electrodos E1, E2 y E3 variaran con la forma de la celda.
Por ejemplo, si la celda esta entre un portaobjetos de microscopio y un cubreobjetos, el espesor de la celda puede
medirse en cientos de micrémetros, que produciria que un campo eléctrico entre los electrodos E1 y E4 fuera casi
horizontal. Si la celda esta dentro de un pocillo de microtitulacion, la profundidad de la celda serd comparable a la de
su anchura, de forma que el campo eléctrico entre los electrodos E1 y E4 sera mas casi vertical.

Electroquimica para mejorar la aceleracion electrofo  rética

Puede realizarse la aceleracion de la reaccion electroforética en un tampén normal, usando la electrélisis del agua o
los iones de sal constituyentes (por ejemplo, sodio y cloruro) para participar en las reacciones redox en los
electrodos segun se requiera para proporcionar la corriente para la electroforesis. Existen varias dificultades
asociadas al uso de estos tampones, sin embargo, para ellos los presentes inventores usaran cloruro sédico como
ejemplo. En primer lugar, si se usa 6xido de indio y estafio (ITO) u otros materiales activos redox en uno o ambos
electrodos (por ejemplo, para proporcionar un electrodo conductor 6pticamente transparente o translucido), los
potenciales redox que impulsan la electroforesis necesitan ser inferiores que aquellos a los que el electrodo
participara en reacciones redox. En el caso de tampones con cloruro sédico, por ejemplo, el potencial al que se
producen las reacciones redox a altas tasas es mayor que 2 voltios, potencial al que el ITO es inestable.

Ademas, los productos redox de la electroquimica de cloruro sédico incluyen metal Na que reacciona en agua para
formar la base fuerte NaOH, y Cl,, que reacciona con agua para formar reactivos oxidantes fuertes. Estos reactivos,
gque son muy activos, pueden ser perjudiciales para las dianas 114 y marcas 270 que se someten a electroforesis
hacia los electrodos.

Por tanto, aunque la sal proporciona conductividad para la electroforesis, también compite con el material cargado
que se mueve — cuanto mayor sea la conductancia del tampén, mas baja es la fuerza electroforética que es
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encontrada por el material. Asi, es beneficioso limitar la conductancia del tampdn. En general, es preferible, por
tanto, que la conductividad del tampdn sea inferior a 1 mS/cm, e incluso mas preferible que el tampén sea inferior a
100 pS/cm, e incluso mas preferible que la conductividad del tampon sea inferior a 10uS/cm. En muchos casos, es
importante que la fuerza iénica del tamp6n, sin embargo, se mantenga a un cierto nivel razonable (por ejemplo >10
mM), por ejemplo, para la viabilidad de células o para preservar la reaccién de proteinas o acidos nucleicos (por
ejemplo, hibridacion), o alternativamente que tenga un tampon para mantener un intervalo de pH. En estos casos, es
conveniente usar moléculas de ién bipolar para mantener la fuerza iénica o pH. Especificamente, en el caso en el
que se desee la hibridacién de acidos nucleicos como se describe en el presente documento, es conveniente usar
tampon histidina (por ejemplo, véase la patente de EE.UU. N.° 6.051.380).

Eleccién de aceleradores redox apropiados

Con el fin de reducir estos efectos, es preferible proporcionar agentes redox que no padecen los problemas
enumerados anteriormente. Un ejemplo de tales reactivos es el sistema benzoquinona/hidroquinona. En este caso,
la hidroquinona se oxida en el &nodo a benzoquinona, y la benzoquinona se reduce en el catodo a hidrogquinona.
Debido a que las reacciones son complementarias en los electrodos (es decir, tienen potenciales inversos), el Unico
potencial de celda es debido a diferencias en la concentracién en vez de a diferencias en el potencial estandar en
los electrodos, y asi la reaccion redox de electroforesis se produce a potenciales relativamente bajos entre los dos
electrodos. Ademas, debido a que las dos especies no estan cargadas, los agentes redox no aumentan
significativamente la conductividad de la solucion y asi no compiten con las moléculas cargadas (por ejemplo, ADN)
0 material (por ejemplo, bacterias) por el transporte mediante electroforesis.

El esquema redox como se ha descrito anteriormente puede operar ya sea con respecto a un sistema cerrado o uno
abierto. La FIG. 14A es un diagrama esquematico de un sistema cerrado para electroforesis. En un sustrato superior
870 esta un catodo 850, y en un sustrato inferior 870 esta un anodo 860. En la region entre los electrodos estan dos
compuestos: una molécula oxidada (OX1) que segun la discusién anterior podria ser benzoquinona, y una molécula
reducida (RED1) que segun la discusién anterior podria ser hidroquinona. En el catodo 850, OX1 se reduce a RED1,
gue luego se mueve o bien por electroforesis o por difusion a la proximidad del &nodo 860. En el &nodo 860, RED1
se oxida entonces a OX1, que luego se mueve o bien por electroforesis o por difusiéon a la proximidad del catodo
850, donde puede repetirse el ciclo.

Dependiendo de la cantidad de disponibilidad de portadores de carga (que pueden ser electrolito sin relacionar,
REDL1 y/o OX1, o moléculas cargadas o materiales que van a transportarse), la fuerza electroforética, y por tanto la
velocidad a la que las moléculas o materiales pueden ser transportados, puede limitarse a la velocidad de difusion
de OX1 al catodo y RED1 al anodo. Esta velocidad de difusién puede mejorarse significativamente haciendo la
distancia entre el catodo 850 y el anodo 860 pequefia - es preferible que esta distancia sea inferior a 2000
microémetros, incluso mas preferible que esta distancia sea inferior a 1000 micrémetros, e incluso mas preferible que
esta distancia sea inferior a 500 micrometros.

El sistema de la FIG. 14A esta cerrado, y asi el sistema puede cerrarse del entorno, y la electroforesis puede ser
continuada indefinidamente sin reponer los reactivos redox. La FIG. 14B es un diagrama esquematico de un sistema
abierto para electroforesis. La disposicién de sustratos 870, catodo 850 y anodo 860 es la misma que la de la FIG.
14A. Sin embargo, en este caso, hay dos pares de reactivos que no se regeneran entre si (ya sea directamente
como en benzoquinona e hidroquinona, o por extincion mutua de productos redox, como se describe mas adelante).
En el catodo 850, una molécula oxidada OX3 se reduce a la molécula red3, mientras que en el anodo 860, una
molécula reducida red2 se oxida a OX2. Los productos RED3 y OX2 no reaccionan entre si para regenerar los
reactantes, y asi, tan pronto como se agotan OX3 y RED2, se terminara la electroforesis. Asi, en este sistema
abierto, con el fin de mantener la electroforesis, los reactantes OX3 y RED2 deben ser continuamente repuestos,
que se lleva a cabo generalmente manteniendo un flujo de nuevos reactantes en el tampén de electroforesis en el
espacio entre los electrodos. Debe observarse que este flujo también eliminara cualquier diana 114 que vaya a
transportarse, a menos que tales dianas 114 sean inmovilizadas de alguna forma al catodo 850 o anodo 860 para
cuando el tampon sale de la region entre los electrodos 850 y 860.

Hay numerosos pares redox que pueden operar dentro de la presente invencion. Como se ha descrito
anteriormente, la benzoquinona y la hidroquinona son muy adecuadas para esto, y se usan preferentemente en
concentraciones superiores a 1 mM, mas preferentemente se usan en concentraciones superiores a 10 mM, y lo
MAas convenientemente se usan en concentraciones superiores a 30 mM. Debe observarse que el uso de
benzoquinona e hidroquinona esta limitado a un grado por su solubilidad limitada, y asi derivados mas polares o
cargados pueden ser convenientemente usados para aumentar su solubilidad, incluyendo tales derivados la
sustitucion de los carbonos del anillo no unidos a carbono con halégenos, nitratos, hidroxilos, tioles, carboxilatos,
aminas, y otros restos tales. Debe observarse que es éptimo para el sistema que los agentes redox resultantes no
estén cargados (excepto como se mostrard mas adelante), de manera que su distribucién no esté afectada por la
electroforesis del sistema, y asi se equilibre la sustitucion con un grupo positivamente cargado (por ejemplo, una
amina) por una segunda sustitucién con un grupo negativamente cargado (por ejemplo, un carboxilato), tal como en
2-amino-5-carboxi-para-benzoquinona. En tales casos de benzoquinonas e hidroquinonas derivatizadas, las
concentraciones de los reactivos redox pueden ser convenientemente aumentadas.
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Otros pares redox similares incluyen pares cetona/alcohol y aldehido/alcohol, cuyo grupo carbonilo de la cetona
puede flanquearse por grupos alquilo o arilo, grupos que también puede ser derivatizados con halégeno, nitrato,
hidroxilo, tiol, carboxilato, amino y otros grupos para modificar la carga en la molécula o para aumentar su
solubilidad. Otro sistema conveniente es el de ditiotreitol/ditioeritritol y sus formas oxidadas (que pueden formarse
por la oxidacién parcial de soluciones de las formas reducidas, por ejemplo, por peréxido de hidrégeno), o
alternativamente por alcanos con grupos tiol terminales (por ejemplo 1,5-ditiobutano). En general, es preferible que
los dos grupos tiol estén en la misma molécula (como en ditiotreitol) a diferencia de en moléculas separadas (por
ejemplo, como en beta-mercaptoetanol), de manera que la reaccién de oxidacién sea una reaccioén unimolecular que
es relativamente menos sensible a la concentraciéon (aunque los tioles individuales, tales como beta-mercaptoetanol,
son agentes reductores aceptables para muchas aplicaciones).

Debe observarse que los pares redox anteriores se oxidan y reducen en pares de electrones de tal manera que la
carga en ambos pares redox sea la misma, y es preferentemente neutra. El requisito de que pares de electrones
sean transferidos puede, sin embargo, reducir la velocidad de la reaccion, y asi también puede ser conveniente usar
pares en los que un electrén se transfiere en la reaccion redox. Ejemplos de tales pares incluyen ferroceno/ferrocinio
y sus derivados, y ferrocianuro/ferricianuro. En tales casos, es preferible usar pares en los que el producto reducido
esta neutramente cargado, y el producto oxidado estd positivamente cargado en aquellos casos en los que las
moléculas o materiales negativamente cargados se transportaran. El motivo de esto es que el producto oxidado
suministra contracarga al transporte de las moléculas transportadas negativamente cargadas, y el producto reducido
no esta cargado, y asi no compite por el transporte con las moléculas transportadas negativamente cargadas.

Otra configuracion del sistema es aquella donde los productos de las reacciones redox se extinguen entre si, tal
como a continuacion:

Anodo: 212e — I,
Cétodo: S4062 + 2e-— 25,057

Los productos de esta reaccién reaccionan espontaneamente entre si segin 2S,0s° + I, — S406° + 2I,
regenerando el estado de partida. El uso de yoduro u otro haluro es conveniente, ya que el yoduro se mueve a
través de la electroforesis hacia el anodo, y el yodo resultante esta neutramente cargado y puede moverse a través
de osmosis hacia el otro electrodo donde se encontrara con el tiosulfato para la regeneracion del sistema inicial.

En el sistema de bucle abierto sin recirculacion, donde los pares redox no se regeneran entre si durante sus
reacciones respectivas, el intervalo de agentes redox es mas ancho, y convenientemente incluye compuestos que
incluyen glutatién, ascorbato, violégeno de metilo, metosulfato de fenazina, trolox, y otros, que incluyen sus pares
redox (tales como GSSG para glutation y deshidroascorbato para ascorbato, viologeno de metilo oxidado para
viologeno de metilo). En este caso, algunas veces es conveniente que la carga de la molécula sea tal que el
reactante sea atraido hacia el electrodo en el que participara en reacciones redox (es decir, reactantes que van a
oxidarse en el anodo deben estar negativamente cargados y reactantes que van a reducirse en el catodo deben
estar positivamente cargados). Esto puede generalmente llevarse a cabo derivatizando la molécula con uno o mas
restos apropiadamente cargados. La principal ventaja de esto es que un agente redox negativamente cargado,
mientras que aumenta la velocidad de reaccién, también puede competir con las moléculas de transporte
negativamente cargadas, de forma que aumentar la cantidad de reactante redox puede incluso reducir el transporte
global de las moléculas de transporte. Asi, se necesita cuidado a través de la experimentacion para garantizar que
los reactivos redox negativamente cargados no tengan un efecto perjudicial global.

Debe observarse, sin embargo, que las moléculas pequefias de un par redox, debido a sus altas tasas de difusion,
solo estdn moderadamente afectadas por la electroforesis, y a lo largo de las cortas distancias que generalmente
existen entre el catodo y anodo, muestran un gradiente modesto sobre los electrodos (frecuentemente solo 2-3
veces, y generalmente menos de 10 veces). En este caso, puede ser Util tener uno 0 ambos reactivos redox que
sean neutros 0 positivamente cargados. En el caso en el que ambos agentes estén positivamente cargados, es
preferible que el agente que reacciona en el anodo positivamente cargado esté en concentraciones molares globales
mas grandes para compensar las concentraciones locales mas bajas en el anodo.

En aquellos casos en los que los microorganismos estan siendo transportados en presencia de agentes redox, es
importante tener en cuenta que algunos de los agentes redox mencionados anteriormente pueden tener toxicidad
para los microorganismos. En realizaciones de la presente invencién, se realiza el posterior crecimiento o
monitorizacion de organismos vivos y la toxicidad puede ser un problema significativo. Por este motivo, es Util ya sea
usar bajas concentraciones del reactivo redox téxico (generalmente el agente de oxidacion), para limitar la duracion
a la que el microorganismo se expone al agente, 0 usar un agente con toxicidad mas baja, incluso debe ese agente
tener propiedades redox menos deseables. Ademas, las bacterias que han sido expuestas a un agente redox tdxico
pueden tratarse después de la exposicién a un agente de compensacion. Por ejemplo, si el agente redox toxico es
un agente de oxidacion, la adicion de un agente reductor tal como beta-mercaptoetanol o ditiotreitol puede reducir
los efectos del agente de oxidacion.

Debe observarse que uno de los objetivos del uso del agentes redox es permitir que se produzca la electroforesis a
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un potencial mas bajo, tanto para minimizar la produccion de productos redox peligrosos (por ejemplo, productos de
cloro de cloruro), como ademas de manera que pueda producirse deteccion Optica usando electrodos de ITO, que
pueden ser peligroso por los altos potenciales. Asi, el potencial de celda de los pares redox elegidos para la
aplicacién es preferentemente inferior a 2 V (el potencial al que el ITO empieza a afectarse), e incluso mas
preferentemente inferior a 1 V y lo méas preferentemente inferior a 500 mV, ya que el intervalo de potenciales entre el
potencial méas bajo al que se produce la electroforesis (es decir, 500 mV) y el punto final (es decir, 2 V) dara alguna
medida de control con respecto a las tasas de electroforesis. Incluso en aquellos casos en los que los potenciales de
celda estandar de los agentes redox puedan estar fuera de estos intervalos, el uso de diferentes concentraciones de
agente de oxidacién y agente reductor puede proporcionar un potencial de celda que permite operacién util.

Pasivacion

Los productos redox generados en el anodo y catodo pueden ser posiblemente peligrosos para las moléculas y
materiales que se transportan a estas superficies. Por ejemplo, muchas de las reacciones redox generan iones H*
en el anodo, que produce una reduccion local de pH. Esta reduccion en el pH, si es lo suficientemente grande,
puede afectar la hibridacién de acidos nucleicos, desnaturalizar proteinas, interrumpir las interacciones proteina-
proteina o proteina-acido nucleico, o destruir bacterias. Otros productos redox que son de posible peligro también
incluyen bases fuertes, y agentes oxidantes o reductores fuertes. Con el fin de prevenir que estos productos
interfieran con las moléculas o materiales que van a detectarse en el anodo o catodo, es preferible tener una capa
de pasivacion sobre el electrodo.

En general, es conveniente que esta capa de pasivacion sea de forma que las proteinas y acidos nucleicos no sean
perjudicialmente afectados por las propiedades quimicas o fisicas de la capa de pasivacion directamente y que la
capa de pasivacion no tenga un efecto significativamente perjudicial sobre las reacciones redox que se producen en
el electrodo. Es preferible que la capa de pasivacion tenga al menos 2 nandémetros de espesor, y mas preferible que
la capa de pasivacién tenga al menos 5 nanémetros de espesor, y lo mas preferible que la capa de pasivacion tenga
al menos 25 nanémetros de espesor, de manera que se reduzca la interaccion de las dianas 114 y sondas 116 con
los productos de reacciones redox en los electrodos. Formas convenientes de capas de pasivacion incluyen
polimeros que comprenden ya sea con poliacrilamida (por ejemplo, Codelink por Amersham) o constituyentes de
polietilenglicol (por ejemplo, OptiChem por Accelr8), modificados con grupos funcionales a los que pueden unirse las
sondas para la deteccion.

Artefactos de falta de homogeneidad

Se ha observado que en condiciones de benzoquinona 10 mM e hidroquinona 10 mM, una separacion del electrodo
de oxido de indio y estafio (ITO) de 300 micrometros y un potencial superior a 1,5 voltios e inferior al voltaje de
ruptura del ITO, se desarrolla una falta de homogeneidad ya sea con marcadores solubles (por ejemplo, acido
nucleico acoplado a un colorante fluorescente) o insolubles (por ejemplo, esferas de poliestireno). La falta de
homogeneidad se demuestra por areas de concentracion y rarefaccion, donde las areas de concentracién empiezan
como lugares aproximadamente circulares de cientos de micrometros a través de los que se alargan y condensan en
un patrén de celdas, en el que los bordes que las fronteras son areas de concentracion, y las regiones centrales de
las celdas son areas de rarefaccion. La FIG. 15 es un esquema en vista desde arriba de una region de
aproximadamente 1 cm de diametro en la que tales células se han formado. En general, esta falta de homogeneidad
puede ser un impedimento al uso de transporte acelerado mediante electroforesis.

Hay varios métodos de reduccion de esta falta de homogeneidad. En un primer método de reduccion, la intensidad
de la fuerza electroforética puede reducirse, ya sea disminuyendo el voltaje, o aumentando la conductividad de la
solucién. Por ejemplo, en una solucién de benzoquinona 10 mM e hidroquinona 10 mM y conductividad muy baja
(por ejemplo, <100 uS/cm), las células no aparecen muy fuertemente por debajo de 1,4 voltios. En un segundo
método de reduccion, pueden intercalarse periodos de fuerza electroforética fuerte con periodos de menor fuerza
electroforética 0 ninguna, en los que la cantidad de menor fuerza electroforética es preferentemente inferior al 50 %
de la fuerza maxima, y mas preferentemente inferior al 25 % de la fuerza maxima, y es lo mas preferentemente
inferior al 10 % de la fuerza maxima. En general, el periodo de fuerza electroforética fuerte debe ser inferior a aquél
en el que las celdas se forman primero, y tales periodos son preferentemente no superiores a 5 segundos, y mas
preferentemente no superiores a 2 segundos, y lo mas preferentemente no superiores a 1 segundo. Los periodos sin
fuerza electroforética son convenientemente considerables suficientes para permitir la difusion de iones a distancias
largas en comparacion con el tamafio vertical de las celdas (es decir, la distancia entre los electrodos), y son
preferentemente superiores a 100 milisegundos, y mas preferentemente superiores a 300 milisegundos, y lo mas
preferentemente superiores a 1 segundo. En un tercer método de reduccién, es conveniente permitir que el flujo de
liquido rompa las células, tal como mediante el uso de conveccion de temperatura ayudada por calentamiento
desigual de las paredes de la camara 805, o a través de movimiento de fluido a través de la camara 805.

Debe observarse que mientras que el ITO u otro material de electro transparente es preferible para la monitorizacion
en tiempo real mediante indicadores visibles, esto no significa que tanto el catodo como el anodo necesiten estar
comprendidos de ITO. En otros casos, puede ser preferible que uno de los electrodos sea transparente, que permite
la observacion en la celda de reaccion, mientras que el otro electrodo es un electrodo opaco relativamente no
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reactivo, tal como oro o un metal refractario, tal como platino, paladio, o iridio que son estables en electroforesis. En
estos casos, la resistencia en el electrodo metalico sera muy pequefia, que puede reducir los efectos de falta de
homogeneidad anteriores, y ademas, el potencial en el electrodo metdlico puede no tener el mismo efecto perjudicial
gue sobre el electrodo de ITO (por ejemplo, con un electrodo de Pt), permitiendo el potencial mas alto que va a
usarse en la celda.

Alternativamente, ambos electrodos pueden ser opacos, estando un electrodo recubierto con oro. En este caso, la
deteccién puede hacerse dpticamente mediante resonancia de plasmones superficiales.

Combinacion de mezcla y aceleracion de la reaccion electroforética

Dado que el electrodo 200 es pequefio con respecto a las dimensiones laterales de la celda, la aplicacion de fuerza
hacia el electrodo 200 producira distribucion relativamente uniforme de la diana marcada 275 en el electrodo. Si la
localizacién especifica 170 es pequefia con respecto al tamafio del electrodo 200, esto hara que solo una pequefia
fraccion de la diana marcada 275 se una a la sonda 116. Es, por tanto, ventajoso combinar la etapa de mezcla con o
intercalarla con la aplicacion de fuerzas hacia el electrodo 200. Esto se representa en la FIG. 16A, un diagrama de
bloques esquematico de una reaccion que implica tanto fuerzas verticales como fuerzas horizontales para acelerar la
reaccion de una diana marcada 275 con la sonda 116. Los métodos de proporcionar mezcla, tales como fuerzas
horizontales, seran tratados en mayor detalle mas adelante, pero puede considerarse que incluyen mezcla fisica del
medio en la celda (por ejemplo, a través del uso de un mecanismo de agitacion fisico, bombas, flujo electroosmético,
acustica de ondas superficiales, y otros medios), el uso de fuerzas electroforéticas horizontales sobre las dianas
114, el uso de fuerzas magnéticas sobre las dianas 114, y otros medios convenientes. Aquellas fuerzas que
comprenden flujo global de la solucion (por ejemplo, electrosmosis, agitacion, bombas y acustica de ondas
superficiales) son particularmente faciles de implementar. Las fuerzas verticales pueden comprender electroforesis,
dielectroforesis, filtracién, atraccion de campo magnético y otras fuerzas tales que llevaran la diana marcada 275 (o
una diana 114 adecuada que no esta marcada) en proximidad con la sonda 116.

Debe observarse que el uso de "vertical" y "horizontal" se usa en relacion con la superficie de los electrodos, y no
esta relacionado con la gravedad, arriba/abajo u otros esquemas de coordenadas. Dada la orientacién de los
diagramas, horizontal puede entenderse en este contexto que es paralelo al electrodo (o mas generalmente, la
superficie sobre la que la sonda reside), mientras que vertical puede entenderse en este contexto que es
perpendicular al electrodo.

Para fines de ejemplo como se describen en el presente documento, la diana 114 es un ADN monocatenario 470, y
la diana marcada 275 comprende ademas una marca electroforética 270. La sonda 116 comprende una sonda de
ADN monocatenaria complementaria 480, que esta unida al sustrato 120. Fuerzas verticales tenderan a mover la
diana marcada 275 verticalmente hacia la sonda 480, mientras que las fuerzas horizontales permitiran que la diana
marcada 275 interaccione con la sonda 480 en diversas localizaciones 170 dentro de la matriz 190.

La FIG. 16B es un grafico del potencial eléctrico que causa el movimiento de la diana marcada 275 verticalmente, en
relacion de tiempo con las fuerzas horizontales que causan la mezcla de la diana marcada 275. Para los fines de
este grafico, se considera que una fuerza horizontal positiva esta en una direccion arbitraria constante a lo largo del
sustrato 120. Ademas, se considera que una fuerza vertical positiva esta en una direccion que fomenta el
movimiento de la diana marcada 275 hacia la sonda 480. Como puede apreciarse de la figura, la fuerza horizontal es
relativamente constante. Sin embargo, la fuerza vertical varia con el tiempo, y algunas veces es aproximadamente
neutra y otras veces muy fuerte. La fuerza vertical es liberada periédicamente con el fin de permitir que la diana
marcada 275, que puede llegar a ser enredada sobre el sustrato 120 durante la aplicacién de la fuerza vertical, se
mueva lateralmente. La fuerza vertical se aplica inicialmente durante una larga duracion T7 con el fin de acercar la
diana marcada 275 a la sonda 480. Una vez la diana esta en estrecha proximidad a la superficie del sustrato 120,
aplicaciones posteriores de fuerza vertical pueden ser tanto de duracién mas corta, como de magnitud mas baja, o
ambos.

Considerar, por ejemplo, una fuerza horizontal que es suficiente en magnitud y en duracién de forma que durante el
transcurso de la reaccion la diana marcada 275 se mueva aproximadamente la anchura de una localizacion 170. En
tal caso, la localizacién 170 encontrard aproximadamente dos veces la diana marcada 275 de lo que seria sin la
aplicacién de fuerzas horizontales, suponiendo difusién minima.

En una realizacion, las fuerzas horizontales pueden cambiar de direcciéon, de manera que la diana 275 se mueva
hacia adelante y atras sobre la sonda 116. En tal caso, la diana 275 tendra multiples posibilidades de interaccionar
con la sonda, y asi aumentara su unién. Por tanto, si la sonda se une a través de un recubrimiento de hidrogel,
alguno de la sonda 116 puede ser estéricamente impedido de interaccionar con la diana 275 si la diana esta
moviéndose de una a otra direccidn, y puede ser ventajoso que la diana 275 se mueva hacia adelante y atras a
través de la sonda de manera que se proporcionen diferentes movimientos de la diana 275. Por tanto, con el fin de
aumentar la cantidad de unién, puede disminuirse la tasa de movimiento horizontal, o aumentar la tasa de
movimiento vertical.
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Control de fuerzas de reaccién verticales/horizontales mixtas

La FIG. 17A es un diagrama de bloques esquematico de los medios de control de las fuerzas horizontales y
verticales. El electrodo 200 se encuentra sobre el sustrato 120 y esta rodeado por un aplicador de fuerza horizontal
520. Diferentes medios de aplicacion de fuerza horizontal se describiran en detalle a continuacion. El aplicador 520
esta conectado a un controlador 510, que a su vez recibe la salida de un detector 500. El controlador controla tanto
la magnitud de la fuerza horizontal aplicada por el aplicador 520, ademas de la fuerza vertical que es dirigida por los
electrodos 195 y 200. El detector 500 monitoriza la diana marcada 275 que esta en estrecha proximidad al electrodo
200 en tiempo real. Es decir, se detecta la diana marcada 275 que esta dentro de decenas o cientos de nanémetros
del electrodo 200, mientras que la otra diana marcada 275 a una distancia adicional del electrodo, no. Los medios
por los que se realiza esta monitorizacion en tiempo real por el detector 500 seran tratados en mayor detalle mas
adelante.

La FIG. 17B es un diagrama de flujo de bloques esquematico de la operacion del sistema de la FIG. 17A. En la
etapa 530, el controlador 510 produce una fuerza vertical para ser ejercida entre los electrodos 195 y 200 de forma
que la diana marcada 275 se mueva hacia el electrodo 200. En una etapa 532, la entrada del detector 500 es usada
por el controlador 510 para determinar si una cantidad creciente de diana marcada 275 esta siendo detectada que
esta yuxtapuesta al electrodo 200. Si cada vez estd siendo detectada mas diana, se aplican fuerzas verticales
continuadas en la etapa 530. Si no se detecta diana marcada 275 nueva por el detector 500, el controlador relaja la
fuerza vertical en una etapa 534. En una etapa 536, la fuerza horizontal o flujo es o bien mantenido o bien activado
en este momento. Debido a la relajacion de la fuerza vertical en la etapa 534, la diana marcada 275 que difunde de
la superficie del electrodo 200 se pone bajo la influencia de la fuerza horizontal o flujo y se mueve lateralmente a lo
largo de la superficie del electrodo 200. En una etapa 538, el detector 500 monitoriza la cantidad de diana marcada
275 yuxtapuesta a la superficie del electrodo 200. Si la cantidad de diana esta todavia disminuyendo, se mantiene la
relajacion de la fuerza vertical en la etapa 534. Alternativamente, puede permitirse que transcurra una cantidad fija
de tiempo. Una vez la cantidad de diana detectada por el detector 500 es relativamente estacionaria, o transcurre la
cantidad fija de tiempo, se repite el ciclo empezando con la etapa 530.

Fuerzas y flujos horizontales

Existen varias fuerzas y flujos horizontales diferentes que pueden usarse en las realizaciones de la presente
invencion. Entre éstas incluyen fuerzas electroforéticas, electroosmosis, ondas acusticas, agitacion mecanica y
bombeo de fluidos. Por ejemplo, en la FIG. 4B como se describe en el presente documento, pueden usarse los
electrodos laterales 210 y 220 para aplicar fuerzas horizontales a dianas marcadas 275. En tal caso, la magnitud del
campo eléctrico vertical puede ajustarse por el potencial en los electrodos de referencia 195, en relacién con la
magnitud del campo eléctrico horizontal de los electrodos 210 y 220.

Con respecto a las ondas acusticas, pueden colocarse actuadores piezoeléctricos tanto sobre el sustrato 120 sobre
la tapa 111 en una disposicién topoldgica de forma que bajo una sefial de control de alta frecuencia las ondas
acusticas de la superficie en el vidrio produzcan transporte masico del fluido en el que estd suspensa la diana
marcada 275. En tal caso, se crea una corriente de conveccion dentro de la célula que mantiene un flujo laminar
constante a través de la superficie del sustrato 120. Alternando el control de las sefiales piezoeléctricas, pueden
alternarse periodos de mezcla turbulenta con periodos de flujo laminar.

También puede usarse bombeo mecanico o electroosmatico para crear flujo laminar a través de la superficie 120.
Aunque el bombeo mecénico es conveniente para volimenes mas grandes, puede usarse bombeo electroosmético
para ayudar incluso en el caso de volimenes extremadamente pequefios. En tal caso, las superficies
electroosmaticas pueden incorporarse ya sea en el sustrato 120, o mas convenientemente en la tapa 111, ya que el
sustrato 120 esta frecuentemente cubierto por una superficie habitual usada principalmente para unir la sonda 116 y
para reducir la cantidad de union no especifica, y que puede ser una superficie menos eficaz para crear fuerzas
electroosméticas.

La FIG. 18A es un diagrama en perspectiva de un sistema de agitacion mecanico que puede usarse dentro de un
pocillo de placa de microtitulacion 550. El pocillo de placa de microtitulacion 550 tiene un electrodo de sondas 560
redondo sobre su superficie interior conectado al exterior del pocillo de microtitulacién 550 por un trazado eléctrico
558. Se sumerge un electrodo de referencia 570 dentro del fluido de analito cuya altura se representa por la linea
discontinua 556. El electrodo de referencia 570 estd montado sobre un arbol 552 que tiene tanto conexiones
mecanicas como eléctricas a actuadores no mostrados en la figura.

Durante la operacion, el arbol 552 proporciona no solo conexiones eléctricas a través de las que puede ponerse una
polarizacion de potencial en el electrodo de referencia 570, sino que ademas el arbol 552 hace que gire el electrodo
de referencia 570. Debido a la viscosidad del fluido de analito, el fluido transfiere por conveccién un movimiento
circular alrededor del pocillo de placa de microtitulacién 550, con grados de movimiento aproximadamente iguales
dentro de cada radio desde el centro del pocillo 550. Invirtiendo la direccién de rotacién del arbol 552 en el electrodo
de referencia 570, puede inducirse flujo turbulento dentro del pocillo 550.
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Debe observarse que debido a la simetria de la situacion, y debido al deseo de tener cantidades aproximadamente
iguales de flujo conductor para cada una de las localizaciones de sondas 170, puede ser preferible que el electrodo
de sondas 560 tenga simetria circular. La FIG. 18B es un diagrama en vista desde arriba del electrodo de sondas
560. El electrodo 560 estd dispuesto como un anillo anular de material conductor unido a la traza 558. Las
localizaciones de sondas 170 estan dispuestas alrededor del anillo, y son aproximadamente equidistantes del centro
del pocillo de microtitulacién 550. En esta disposicién, no hay preferencia en el campo eléctrico o la asociacion de
dianas 114 a las sondas 116 basandose en la localizacion fisica. Ademas, el flujo laminar conductor inducido por el
electrodo 570 hara que las dianas marcadas 275 se muevan en un movimiento circular alrededor del electrodo 560.

Alternativamente, puede ser conveniente que el electrodo de referencia 570 no esté simétricamente situado en el
fondo del arbol 552, sino que esté dispuesto asimétricamente. En tal caso, la direccion del campo eléctrico girara
con el arbol 552, proporcionando los beneficios de cambiar las direcciones del campo eléctrico, como se ha descrito
anteriormente.

Los ensayos en placa de microtitulacion pueden ser realizados ya sea de uno en uno, o multiples ensayos de una
vez. La FIG. 19A es un diagrama en perspectiva de una placa de microtitulacion 590 con un conjunto de electrodos
570 y los arboles 552. Los electrodos 570 y los arboles 552 se ajustan cada uno en pocillos de microtitulacién 550
individuales dispuestos en una rejilla. Los electrodos 570 y los arboles 552 pueden tanto girar como estar en una
posicion fija.

Dependiendo de la disposicion, es conveniente tanto tener todos los electrodos 570 y los arboles 552 fijados los
unos con respecto a los otros, que permite la operacion paralela en todos los pocillos y para construccién simple y
econdémica, como los electrodos 570 y arboles 552 individuales pueden estar independientemente controlados.
Alternativamente, en lugar de una matriz bidimensional de los arboles 552 y electrodos 570 como se muestra, pueda
haber una matriz unidimensional, en la que una sola fila de pocillos en la placa de microtitulacion se procesa de una
vez.

La placa de microtitulacion 590 puede ser de construccién unitaria, o alternativamente estar construida de una placa
superior y una placa inferior, en la que la placa superior esta hecha de plastico y define los lados de los pocillos,
mientras que la placa inferior esta hecha de plastico, vidrio u otro sustrato que sea sustancialmente plano, y que esté
recubierto con un material que reduce la union no especifica y al que pueden unirse las sondas 116. En tal caso, la
placa inferior se adhiere a la placa superior usando adhesivo, preferentemente después de la impresion de la matriz
180 de localizaciones de sondas 170. Para los fines descritos en el presente documento, es conveniente que los
electrodos se coloquen sobre la placa inferior antes de la impresion de las sondas 116 o la adhesién de la placa
inferior a la placa superior.

La FIG. 20A es una vista desde arriba de la disposicion de electrodos de pocillo 598 sobre una placa inferior 592.
Los electrodos de pocillo 598 pueden ser cuadrados (como se muestra), rectangulares, elipsoides, circulares o
anulares (como en electrodo 560), y estan conectados a almohadillas terminales 594 mediante trazados 558. Estas
trazas pueden ser de anchura relativamente constante, pero son preferentemente mas estrechos en las
localizaciones de los pocillos (indicado por lineas de puntos), donde la mayor parte del area eléctricamente
conductora es preferentemente la de los electrodos de pocillo 598. También se describe en el presente documento
que los trazados eléctricamente conductores que no son parte del electrodo 598 pueden cubrirse con un
recubrimiento no conductor (por ejemplo, materiales semiconductores, ceramicos, 6xidos, y otros materiales), pero
esto es una etapa y coste de fabricacion adicionales y puede no siempre ser siempre conveniente. Ademas, pueden
existir multiples trazas por pocillo, tal como seria conveniente con electrodos que no estan debajo de localizaciones
de sondas.

Existe una almohadilla de unién 594 para cada electrodo 598, al que esta hecha la union eléctrica. Esta es menos
conveniente cuando el nimero de pocillos 550 (y por tanto electrodos 598) llega a ser muy grande. Alternativamente,
pueden conectarse multiples electrodos 598 a una Unica almohadilla 593, como se muestra en la FIG. 20B, una vista
desde arriba de la disposicién de electrodos de pocillo eléctricamente conectados 598 sobre una placa inferior 592.
En este caso, hay un Unico electrodo 593 al que todos los electrodos 598 estan eléctricamente conectados. Aunque
no todos los electrodos 598 estan en uso simultaneo, esta disposicion permite conectividad eléctrica simple, y no se
produce dafio con la conexién paralela con los electrodos 598 no usados. Otras disposiciones se describen en el
presente documento, tales como la conexion de todos los electrodos 598 dentro de una Unica fila o columna de la
matriz de pocillos 550, mientras que cada fila 0 columna esta conectada a una almohadilla de unién 594 diferente.

Como se ha descrito anteriormente, la placa inferior 592 se adhiere a la placa superior. Si la placa inferior 592 es
mas pequefa que la placa superior, las almohadillas 594 o 593 pueden ser atrapadas por un dispositivo de union
eléctrica debajo de la placa (se previene el acceso a través de la parte superior y los lados por la placa superior).
Una disposicion alternativa que resulta bien independientemente de los tamafios relativos de la placa superior y la
placa inferior 592 se muestra en la FIG. 19B, una vista en perspectiva de una placa superior 591 que comprende
puertos de acceso 597. En esta disposicion, los puertos de acceso 597 proporcionan acceso lateral para conectar
con las almohadillas 593 o 594. Los puertos de acceso 597 estan colocados segun las localizaciones, nimero y
tamanos de las almohadillas, y el acceso a multiples almohadillas desde un puerto 597 individual se describe en el
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presente documento.

Una disposicion alternativa es para que la placa inferior 592 sea uniformemente conductora, y se mantenga a un
potencial de tierra. En tal caso, el campo eléctrico dentro de cada pocillo de microtitulacion 550 puede ajustarse
independientemente del potencial en el electrodo 570 correspondiente. En el caso en el que un electrodo 570 esté
operando en el momento, el uso de la placa inferior 592 uniformemente conductora es directo. Cuando mudiltiples
pocillos 550 estan siendo simultaneamente operados mediante una multiplicidad de electrodos de operacién 570, es
Optimo si la conductividad eléctrica de la solucién de analito en cada pocillo es baja con respecto a la de la placa
inferior 592. La conductividad eléctrica de la solucién de analito puede ajustarse, por ejemplo, reduciendo la
concentracion de iones en solucion.

Pueden usarse pocillos de microtitulacion como se describe en el presente documento sin uso de electrodos
permanentes en las placas inferiores 591. La FIG. 21 es un diagrama lateral en perspectiva de un electrodo
integrado 600 para placas de microtitulacion. El electrodo integrado 600 comprende tres conjuntos de electrodos
independientemente modulables: un electrodo de referencia 606, un primer electrodo lateral 610 y un segundo
electrodo lateral 612. Cada uno de estos electrodos puede, a su vez, comprender electrodos que pueden ser
independientemente controlados.

Los electrodos 606, 610 y 612 estan montados en un arbol que comprende miembros verticales 608 y la placa 602,
gue proporcionan tanto soporte fisico, ademas de conexiones eléctricas. El control eléctrico de entrada se
proporciona a través de los arboles 604, que comprenden tanto conexiones fisicas como eléctricas también. El
namero de arboles 604 puede ser tan pequefio como uno. Los electrodos laterales 610 y 612 se corresponden
aproximadamente con los electrodos 210 y 220 de la FIG. 4B, y el electrodo de referencia se correspondio
aproximadamente con los electrodos 190. Estos electrodos comprenden convenientemente un metal relativamente
no reactivo con alta conductividad, tal como oro. Es preferible que los electrodos laterales 610 y 612 sean
relativamente finos, y también pueden disminuir gradualmente en sus bordes interiores para mantener una superficie
mas baja plana, permitiendo que los campos eléctricos sean controlados cerca de la parte inferior del electrodo 600.

El electrodo integrado 600 se coloca en un pocillo de placa de microtitulacion 550 con la superficie inferior de los
electrodos laterales 610 y 612 colocados sobre o muy cerca de la parte inferior del pocillo 550, estando situada la
matriz 180 de sondas 116 entre los dos electrodos laterales. El electrodo 600 se presenta similarmente a la
disposicién de la FIG. 4B. Al fin de cada ensayo, el electrodo 600 se saca del pocillo 550 y se lava con fuertes
potenciales eléctricos aplicados, agitacion fisica en una solucion, y posiblemente lavados quimicos en acidos
fuertes, reactivos oxidantes y otras soluciones de limpieza. También se describe en el presente documento que el
electrodo 600 se gira en un movimiento aproximadamente circular o en uno hacia adelante y atrds de manera que se
mezcle y/o mueva la diana 114 segun los métodos descritos anteriormente (por ejemplo, véanse las FIG. 33A y
33B).

Aceleracién de la generacién de sefiales usando manipulacién electroforética

En algunos casos, la diana marcada requiere la posterior exposicion al sustrato con el fin de generar sefial que
pueda ser detectada mediante varios medios. Por ejemplo, la quimioluminiscencia requiere la adicién de sustrato a
la marca de enzima con el fin de generar sefial quimioluminiscente. Pueden usarse fuerzas electroforéticas para
conducir la reaccion enzimatica poniendo el sustrato en estrecha proximidad a la enzima y entonces, tras la
conversion enzimatica de sustrato en el estado cargado eléctrico opuesto, puede usarse para conducir el sustrato
convertido lejos de la enzima, que permite rapidamente conversién mas rapida del sustrato por la enzima.

Lavado-deteccion

Visién general

En las secciones anteriores, se hacen numerosas referencias a discriminar material especificamente unido frente a
no especificamente unido aumentando la polarizacion en un electrodo que atrae la marca electroforética 270 y la
diana unida 114 lejos de la sonda 116 con cantidades crecientes de fuerza electrostatica. Este proceso se describe
en mas detalle en la FIG. 22, un diagrama de flujo de blogues esquematico de discriminaciéon usando fuerza
electroforética.

En una etapa 400, se usan lavados quimicos opcionales para eliminar material no especificamente unido libremente
unido. Estos lavados quimicos pueden incluir sal baja, pH alto, pH bajo, u otros tratamientos quimicos que reducen
la fuerza de unién entre la diana 114 y la sonda 116.

En una etapa 402, los lavados quimicos realizados en la etapa 400 se sustituyen por un tampoén de estabilidad que
tiende a aumentar la fuerza de union entre la diana 114 y la sonda 116. El tamp6n de estabilidad reduce las
probabilidades de que la diana 114 y la sonda 116 se separen inesperadamente. Debe observarse que en ausencia
de la etapa 400, la etapa 402 también puede eliminarse opcionalmente.

En una etapa 404, la diana marcada 275 unida a la sonda 116 se monitoriza visualmente. En general, esto implicara
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tanto capturar una imagen de la matriz 180, como barrer la matriz 180 de un modo que se describe mas adelante.
En general, el medio de deteccién se corresponde con el tipo de componente de indicador usado en la marca
electroforética 270. Es importante que la diana marcada 275 que no esté asociada a la sonda 116 no se monitorice
en esta situacion. Métodos de deteccién en tiempo real para discriminar marca electroforética 270 unida de no unida
se describen anteriormente y mas adelante. En una etapa 412, se almacenan los datos visuales que se capturan.

En una etapa 406, la polarizacién vertical neta lejos de la sonda 116 aumenta de un modo que va a describirse a
continuacién. Este aumento generalmente serd gradual de un modo conocido en la FIG. 9. En una etapa 408, se
determina si la rigurosidad maxima de la fuerza electroforética ha sido o no alcanzada. Si no se ha alcanzado, se
capturan nuevos datos visuales en la etapa 404. Si la maxima rigurosidad ha sido alcanzada, se calculan las
diferencias en la unién para cada rigurosidad electroforética a partir de las diferencias entre datos visuales
capturados sucesivos en una etapa 410, como se describe mas adelante.

Debe observarse que para la deteccidon visual, hay varios esquemas de iluminacién diferentes que pueden
emplearse. Algunos de estos esquemas de iluminacién requieren condensadores especializados para su uso en
microscopia de fase y otros tipos de microscopia. Para su uso en la deteccién de luz dispersa, ademas de con el uso
de modos de deteccién fluorescente, de puntos cuanticos y fésforos de conversion ascendente, y ciertos otros
modos de deteccién, puede usarse el uso de otras formas de iluminacién. En muchos casos, el uso de iluminacion
de onda evanescente puede ser de uso particular, debido a que frecuentemente puede prevenirse que la luz que no
interacciona con la diana 114 o su marca 270 interfiera en la deteccién, y debido a las Gnicas marcas 270 que
interaccionaran con la luz seran aquellas marcas que son proximales a las sondas 116 sobre la superficie o el
sustrato. La siguiente discusion ira en detalle en los medios por los que la iluminacion evanescente puede usarse en
la deteccidn visual de la diana marcada.

Deteccién de iluminacién evanescente usando iluminacién de haces paralelos

La FIG. 23A es un esquema en seccioén transversal de una realizacion de la presente invencién en la que se usa un
prisma 1140 sobre la superficie superior para introducir luz en la guia de onda del portaobjetos 1120. El prisma 1140
mostrado en la figura es un paralelepipedo triangular, en el que una superficie esta colocada sobre la superficie
superior 1122 del portaobjetos 1120, y la superficie de aceptacion 1142 esta aproximadamente enfrente en la misma
direccion que un borde 1123 del portaobjetos 1120. Rayos de luz 1132 aproximadamente paralelos, que son
preferentemente casi perpendiculares a la superficie 1142 pero que pueden ser no normales y, por tanto, refractados
en la superficie 1142, entran en la superficie 1142 con poca reflexion. Estos rayos de luz 1132 se encuentran con la
superficie inferior del prisma 1140, y debido a la planitud y yuxtaposicion de la superficie inferior del prisma y la
superficie superior 1122 del portaobjetos, los rayos de luz 1132 se extienden en el hueco entre el prisma 1140 y el
portaobjetos 1120, entrando en el portaobjetos 1120. La direccion de los rayos de luz 1132 se elige de manera que
los rayos 1132, cuando se encuentran con la superficie inferior 1124 del portaobjetos 1120, casi todos se reflejaran
de la superficie 1124, impactando a un angulo superior al critico entre la superficie 1124 y el medio (generalmente
aire) de debajo.

La superficie superior 1143 del prisma 1140 se elige de manera que todos los rayos de luz 1132 que entren en el
prisma 1140 sean capturados en el portaobjetos 1120, y es de alguna conveniencia que el angulo entre la superficie
de aceptacion 1142 y la superficie superior 1143 del prisma 1140 deba ser aproximadamente perpendicular. Debe
observarse, sin embargo, que si el vértice 1145 del prisma fuera a extenderse suficientemente lejos a lo largo del
portaobjetos, esas trayectorias de rayos reflejados de la superficie inferior 1124, que se mueven hacia arriba a la
superficie superior 1122, podrian encontrarse con la superficie inferior del prisma 1140, produciendo el "escape” de
la luz del portaobjetos. Esto debe evitarse no extendiendo el vértice 1145 demasiado lejos distalmente a lo largo del
portaobjetos 1120.

Mientras se muestra que los rayos paralelos 1132 son casi perpendiculares a la superficie de aceptacion 1142, y por
tanto casi no presentan refraccion, en una realizacion, los rayos de luz 1132 pueden entrar no perpendicularmente a
la superficie 1142, de forma que las trayectorias de rayos refractadas tengan una trayectoria apropiada, produciendo
la reflexion interna casi total dentro del portaobjetos.

La FIG. 23B es un esquema en seccion transversal de un prisma 1140 sobre la superficie superior de un
portaobjetos, en el que la luz es internamente reflejada dentro del prisma antes de la introduccion de la luz en el
portaobjetos 1120. En muchos casos, se prefiere mantener los componentes del dispositivo aproximadamente
perpendiculares entre si con el fin de ayudar en el alineamiento, y en este caso, los rayos de luz incidente 1132
pueden ser casi perpendiculares al borde 1123 del portaobjetos 1120 (y, por tanto, paralelos a la superficie superior
1122 del portaobjetos 1120). La superficie de aceptacion 1142 puede ser paralela al borde de portaobjetos 1123, de
manera que los rayos 1132 sean perpendiculares a la superficie 1142, limitando asi la reflexién en la superficie
1142.

Después de una reflexion interna sobre la superficie superior 1143 del prisma 1140, los rayos de luz 1132 tienen

ahora el angulo apropiado en el portaobjetos 1120, de manera que presentan reflexion interna total. Debe
observarse que el angulo de las trayectorias de rayos 1132 después de la reflexion sobre la superficie 1143 del
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prisma 1140 sera dos veces el de la pendiente del prisma 1140--por tanto, la pendiente de la superficie superior
1143 necesita ser razonablemente pequefia con el fin de mantener la reflexién interna total de las trayectorias de
rayos 1132 dentro del portaobjetos 1120.

La FIG. 24A es un esquema en seccion transversal de la disposicion de prisma de la FIG. 23, extendida de manera
gue pueda verse la disposicion de las trayectorias de rayos paralelos distales 1132. Las trayectorias de rayos
paralelos 1132 entran en el prisma 1140, y entonces entran en el portaobjetos 1120. Debido a la naturaleza paralela
de las trayectorias de rayos 1132, el patron de reflexiones dentro de las paredes paralelas del portaobjetos 1120,
gue acttan de guia de onda, se mantienen a lo largo de la longitud del portaobjetos 1120. Si los rayos son rebotados
por la trayectoria del rayo mas alta paralela 1133 y la trayectoria del rayo mas baja 1135, y la superficie superior
1122 y la superficie inferior 1124 son paralelas, secciones iluminadas 1146 seran repetidamente intercaladas con
secciones no iluminadas 1148 a lo largo de la longitud del portaobjetos 1120. Esto producira diferencias
significativas en la iluminacion del indicador 1110 a lo largo del portaobjetos 1120. Esta no uniformidad puede ser
manipulada de algin modo usando un haz ancho de iluminacion, pero generalmente sera dificil de modular la
anchura del haz de manera que la iluminacién sea uniforme con precision.

Deteccién de iluminacién evanescente usando iluminacién de haz convergente

La FIG. 24B es el esquema en seccion transversal de la FIG. 24A, modificado usando iluminaciéon convergente en
lugar de iluminaciéon colimada. La iluminacion convergente 1131 entra en el prisma 1140, durante lo cual es
refractada algo en la superficie de aceptacién 1142. Es conveniente que el punto de convergencia de las trayectorias
de rayos 1131 no esté en la interfase entre el prisma 1140 y el portaobjetos 1120, ya que cualquier imperfeccion en
el vidrio o contaminantes (por ejemplo, polvo) en la interfase podria contribuir a la dispersién de la luz. La luz
dispersa no mantendria necesariamente la reflexidon interna total en el portaobjetos 1120, y asi el punto de
convergencia es preferentemente cualquiera antes o después del punto en el que la luz 1131 entra en el
portaobjetos 1120.

Examinando la luz en el portaobjetos, pueden observarse las trayectorias de la trayectoria del rayo mas alta 1133 y
la trayectoria del rayo 1135. Como puede apreciarse, no hay naturaleza repetitiva a las areas de iluminacion y no
iluminacion para las trayectorias de rayos 1133 y 1135. De hecho, hay un gran intervalo de angulos de la trayectoria
del rayo dentro de la luz 1131, de manera que de hecho gran parte de la superficie superior 1122 del portaobjetos
1120 es iluminada después de solo un pequefio nimero de reflexiones internas, y dado un nidmero muy grande de
reflexiones, la iluminacion de la superficie superior 1122 llega a ser casi uniforme. Como antes, un haz mas ancho
generalmente producira iluminaciéon algo mas uniforme en el caso de menos reflexiones.

Debe observarse que una diseminacion divergente de la iluminaciéon que entra en la superficie de aceptacion 1142
tendria un efecto similar a una iluminacién convergente, produciendo iluminacién evanescente casi homogénea de la
superficie superior 1122.

Deteccién de iluminacién evanescente usando iluminacién no uniforme

Aunque las realizaciones de las FIG. 23A y B y FIG. 24A y B pueden usarse con el prisma 1140 y/o fuente de
iluminacion asociada que esta en una localizacion fija, posiblemente cerca del extremo del portaobjetos, en una
realizacion, el prisma 1140 y/o su fuente de iluminacién asociada puede moverse para iluminar areas diferentes del
portaobjetos, particularmente en las que la iluminacion es intencionalmente no uniforme.

La FIG. 24C es un diagrama en seccion transversal esquematico de un iluminador de portaobjetos en el que el
portaobjetos no esta uniformemente iluminado. El prisma 1140 esta situado sobre la superficie superior 1122 del
portaobjetos 1120, y acepta rayos paralelos 1132 de un colimador 1170. Un cable de fibra éptica 1174 transporta la
luz al colimador 1170, y los rayos de luz que divergen del extremo del cable de fibra éptica 1174 son capturados por
y convergidos por una lente 1172, que produce rayos colimados 1132.

Como en la FIG. 24A, los rayos de luz 1132 entran en el prisma 1140, y de ahi en el portaobjetos 1120, en el que
entonces se reflejan multiplicados contra la capa superior 1122 y la capa inferior 1124, iluminando la superficie
superior 1122 a intervalos regulares de 1. La longitud 1 puede ser calculada para ser 2*d/tg 8, donde d es el espesor
del portaobjetos y 6 es el complemento de angulo del angulo de incidencia de la luz sobre la superficie superior o
inferior del portaobjetos.

Un detector 1160 esta situado sobre el sitio de iluminacidon 1146 sobre la superficie superior 1122 del portaobjetos
1120, y detecta una sefial resultante de la iluminacion evanescente de los indicadores 1110 que residen sobre la
superficie superior 1122. Debe observarse que el detector 1160 también podria estar situado sobre mdltiplos
integrales de | en distancia sobre la superficie superior, que es de especial conveniencia en caso de que deba haber
limitaciones topoldgicas sobre la localizacion del detector 1160 con respecto, por ejemplo, al prisma 1140. Debe
entenderse que la tecnologia de detectores puede comprender tanto los dispositivos de obtencién de imagenes (por
ejemplo, camaras CCD o CMOS que operan con una fuente de luz relativamente constante) como dispositivos no de
obtencién de imagenes (por ejemplo, un tubo fotomultiplicador (PMT) que opera conjuntamente con un escaner de
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laser que ilumina la superficie a través del prisma u otro acoplamiento).

Aunque esta disposicion es eficaz para iluminar material en una posicién particular con respecto al prisma 1140, esta
disposicién también puede usarse para iluminar muchas areas encima del portaobjetos 1120. Esto puede llevarse a
cabo, por ejemplo, deslizando el prisma 1140 y el colimador asociado 1170 en concierto sobre la superficie superior
del portaobjetos 1120. Un movimiento del prisma 1140 y colimador 1170 produciria un movimiento concomitante del
sitio de iluminacion 1146 de una cantidad igual.

Alternativamente, el prisma puede mantenerse en una Unica localizacion, y el colimador 1170 puede ser trasladado
horizontalmente o verticalmente, manteniendo su orientacion, de forma que se altere el punto de entrada del rayo de
luz 1132 en el prisma. Esto trasladara el rayo de luz 1132 lateralmente dentro del portaobjetos. Ademas, la rotacion
del colimador 1170 tendria un efecto traduccional sobre la posicion del sitio de iluminaciéon 1146. En una realizacion,
puede ser una combinacién de mas de uno de los movimientos del colimador 1170, posiblemente en concierto con el
movimiento del prisma 1140, con el fin de efectuar la traduccion del sitio 1146 a lo largo de la superficie superior
1122.

Deteccién de iluminacién evanescente usando guia de onda de pelicula fina de superficie superior

Otra realizacion de la presente invencion es preparar una guia de onda muy fina, en vez de usar el portaobjetos, que
generalmente tiene un espesor de un milimetro o0 mas. Esto puede llevarse a cabo en varias formas. Por ejemplo, el
propio portaobjetos puede construirse como una pelicula, posiblemente de un material de plastico de alto indice
flexible. Esto puede no ser conveniente en ciertas aplicaciones, que incluyen casos tales en los que la pelicula es
para mantener la rigidez estructural; el material de plastico es inapropiado para las reacciones bioldgicas y quimicas
usadas en el proceso de deteccién, y que permiten que el material a flexionar permita posiblemente que la luz
escape cuando los angulos de reflexién interna llegan a ser inferiores al angulo critico.

Una realizacion alternativa se muestra en la FIG. 25A, una seccion transversal esquematica de un guia de onda de
pelicula fina de alto indice 1180 depositada sobre un sustrato de portaobjetos por deposicion fisica de vapor (por
ejemplo, pulverizacién idnica o evaporacion), por deposicién quimica de vapor, por recubrimiento por centrifugacion,
recubrimiento por inmersion, o por otros medios que proporcionen una pelicula de espesor aproximadamente
uniforme. Ademas, pueden generarse peliculas finas de indice de refracciéon graduado usando métodos de sol-gel y
de intercambio i6nico. Una revision de los métodos para producir tales guias de onda fina se proporciona en "Planar
integrated optical methods for examining thin films and their surface adlayers" por Plowman, Saavedra and Reichert
(Biomaterials (1998) 19, pg. 341-355).

La guia de onda de pelicula fina 1180 comprende un material que tiene un indice de refraccion sustancialmente mas
alto que el portaobjetos 1120 que esta debajo. El material es convenientemente Ta,Os, que se usa comunmente en
las capas de alto indice en la produccion de filtros de interferencia de pelicula fina, aunque pueden usarse otros
materiales, tales como TiO3, nitruro de silicio, silice dopada con iones y vidrios dopados con iones. El espesor de la
guia de onda estd generalmente en el orden de una longitud de onda de la luz guiada, que en este caso
normalmente estara en el intervalo visible o ultravioleta (UV), y puede convenientemente estar en el orden de 100-
5000 nm, y es mas preferentemente 150-2000 nm. Debido al pequefio espesor, solo uno o algunos modos se
transmiten en la guia de onda (es decir, unimodo) a diferencia de la transmisién de luz multi-modal en una guia de
onda gruesa (por ejemplo, el portaobjetos).

El acoplamiento de la iluminacién incidente en la guia de onda de pelicula fina puede llevarse a cabo de varias
formas. La FIG. 25A es una seccion transversal esquematica de una guia de onda de pelicula fina iluminada en el
extremo 1180 integrada con un portaobjetos 1120. Un cable de fibra éptica 1174 transmite luz a lo largo de una fibra
unimodal 1175, que termina en un acoplador 1182. El acoplador 1182 también puede observarse en la FIG. 25B,
una vista desde arriba esquematica del acoplador 1182 y el portaobjetos 1120 de la FIG. 25A. La luz que sale de la
fibra 1174 se encuentra con una lente de acondicionamiento 1177 que se usa para ajustar la divergencia de los
rayos de luz emergentes, y puede ser tanto convergente como divergente. La luz se pasa entonces a través de una
lente cilindrica 1178 para converger el haz en una Unica dimension, orientada de tal forma que la luz emergente se
alinee aproximadamente con la guia de onda 1180. Optimamente, el punto focal es aproximadamente coincidente
con la superficie de borde de la guia de onda 1180. El haz asi limitado gana admitancia significativa en la guia de
onda 1180.

El acoplador 1182 encapsula el extremo del cable de fibra 6ptica 1174, ademas de la lente de acondicionamiento
1177 y la lente cilindrica 1178. Se usa un borde de posicionamiento 1183 en la parte frontal superior del acoplador
1182 para situar el acoplador 1182 sobre el portaobjetos 1120 con la éptica dispuesta para acoplar la luz en la guia
de onda 1180.

Debe observarse que la disposicion 6ptica de lentes puede ser variada dentro de las ensefianzas de la presente
invencion. Por ejemplo, el cable de fibra 6ptica puede ser yuxtapuesto en extremos mas gruesos directamente al
borde de la guia de onda 1180. Alternativamente, la lente de acondicionamiento 1177 puede ser omitida, en parte
dependiendo de la colocacion del cable 1174. Por tanto, la lente cilindrica 1178 puede ser omitida, dado que una
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lente de acondicionamiento 1177 converge en el borde de la guia de onda.

Debe observarse que puede haber alguna fuga del haz tanto por encima de la guia de onda 1180 como en el
portaobjetos 1120, que para guias de onda muy estrechas puede comprender la mayoria de la luz de la lente
cilindrica 1178, ya que el acoplamiento tiende a ser ineficiente. Con fuga por encima de la guia de onda, el
acoplador 1182 tiene un saliente que se encuentra encima de la guia de onda 1180, tanto ayudando en el
alineamiento del acoplador 1182 de manera que la luz del cable de fibra 6ptica 1174 entre en la guia de onda 1180,
como en segundo lugar, bloqueando el escape de luz del acoplador 1182 hacia adelante. Con fuga en el
portaobjetos 1120, pequefias cantidades de luz que fugan en el portaobjetos 1120 tenderan a ser limitadas dentro
del portaobjetos 1120 (que actlda de guia de onda). Otra luz con un angulo mas alto (de manera que no se refleje)
encontrara primero la superficie inferior del portaobjetos 1120, donde escapara y tampoco afectara la iluminacién
evanescente u otra iluminacion por encima de la guia de onda 1180.

Un método alternativo de acoplamiento de la iluminacion en la guia de onda de pelicula fina 1180 es poner una rejilla
sobre la superficie de la guia de onda 1180. El principio de operacion y construccion de un acoplador de rejilla tal se
proporciona en Plowman, et al. (referencia proporcionada anteriormente). La FIG. 25C es una seccion transversal
esquematica de una rejilla 1181 en la superficie de la guia de onda 1180, con iluminacion incidente asi capturada en
la guia de onda 1180. La rejilla esta situada sobre la superficie superior de la guia de onda de pelicula fina 1180, con
luz de entrada 1202 dirigida desde debajo sobre la guia de onda 1180. La rejilla también puede esta situada en la
interfase guia de onda/sustrato, o en cualquier interfase en una guia de onda multi-capa 1180. Ademas, la guia de
onda 1180 puede ser iluminada por encima, ademas de por debajo.

También puede usarse un prisma para acoplar luz en una guia de onda de pelicula fina 1180. La FIG. 25D es una
seccion transversal esquematica de una guia de onda de pelicula fina 1180 en la que la luz se acopla a la guia de
onda 1180 mediante el prisma de material de alto indice 1200. Debe observarse que la luz de entrada 1202 entra en
la guia de onda 1180 estrecha al borde del prisma 1200, ya que el material del prisma de alto indice de refraccion
1200 que recubre la guia de onda 1180 mas alla del punto de acoplamiento permitira que escape la luz en la guia de
onda 1180. La luz de entrada 1202 puede, por tanto, tanto ser un haz colimado estrecho que se dirige al vértice
1204 del prisma 1200, como puede ser un haz de luz que converge cerca del vértice 1204 (por ejemplo, mediante
una lente convexa esférica o lente cilindrica plano-convexa).

Debe observarse que la luz de entrada 1202 no necesita ser aproximadamente perpendicular a la cara del prisma
1200, y puede refractarse en esa superficie de manera que esté al angulo incidente apropiado en la guia de onda
1180 en la localizacion apropiada. Debe también entenderse que esta dentro de las ensefianzas de la invencion que
el prisma 1200 para el acoplamiento de la guia de onda 1180 tenga un seccién transversal triangular, trapezoidal, u
otra.

Deteccién de iluminacién evanescente usando arquitecturas no de guia de onda de rebote Unico

En las realizaciones anteriores, la iluminacién que se captura en la guia de onda 1180 se introduce en la direccion
de la superficie superior del portaobjetos 1120, a partir de la que se realiza la deteccion. Debe también observarse
que pueden crearse ondas evanescentes a través de sistemas en los que la luz no es capturada en una guia de
onda 1180, sino que simplemente se refleja una vez contra la superficie superior del portaobjetos 1120. En la
localizacién de la reflexion, se crea una onda evanescente. Debe observarse que esta arquitectura, aunque esta
organizada en una arquitectura algo similar, comparte solapamiento teérico considerable con la realizacion de
reflexiones integrales como en la FIG. 24C, excepto que la luz, después de la iluminacion de la localizacion de
superficie superior apropiada, no esta limitada con el portaobjetos 1120.

La FIG. 26A es una seccion transversal esquematica de iluminacion evanescente de una regién sin uso de una guia
de onda 1180. Un prisma trapezoidal 1190 esta yuxtapuesto a la superficie inferior 1124 del portaobjetos 1120. La
luz entrante 1132 entra en el prisma 1190 sobre una superficie de aceptacion 1192, y atraviesa el prisma 1190,
encontrandose con el portaobjetos en su superficie inferior 1124. El indice de refraccion del prisma 1190 y el
portaobjetos 1120 se eligen para ser similares, de manera que la luz entre en el portaobjetos 1120, generalmente
con poca o ninguna refraccion.

La luz 1132, reflejada en el limite del prisma 1190 y el portaobjetos 1120, atraviesa el portaobjetos 1120 donde se
encuentra la superficie superior 1122 del portaobjetos 1120, y el angulo de incidencia se elige para ser superior al
angulo critico en esa superficie 1122. Asi, la luz se refleja de la superficie superior 1122. Como se muestra en la
FIG. 26A, la luz 1132 vuelve entonces a entrar en el prisma 1190 y entonces sale mediante la superficie emergente
1194. Debe observarse que el objetivo es iluminar una region de la superficie superior 1122 del portaobjetos 1120,
de manera que la disposicion de la luz después de la reflexién sobre la superficie superior 1122 preocupe menos.
Asi, en lugar de un prisma trapezoidal 1190, el prisma puede estar truncado de forma que la luz que entra en el
portaobjetos 1120 desde el prisma 1190 quede entonces en el portaobjetos 1120, estando entonces el portaobjetos
1120 funcionando como una guia de onda.

De hecho, puede ser de alguna conveniencia para el prisma 1190 que se extienda solo hasta el punto donde la luz
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1132 entra en el portaobjetos 1120, siendo de otro modo truncado. Esta disposicidn proporciona mas espacio para
un detector que va a montarse debajo, en vez de encima, del portaobjetos, que puede ser util en ciertas
aplicaciones. Alternativamente, dada la apropiada 6ptica de punto muerto, puede hacerse deteccion a través del
prisma 1190.

Alternativamente, el prisma 1190 puede construirse para permitir una ventana para la deteccion. La FIG. 26B es una
seccion transversal esquematica de iluminacion evanescente segun la FIG. 26A, en la que el prisma 1190 tiene una
ventana 1193 a través de la que el detector 1160 detecta eventos sobre la superficie superior 1122 del portaobjetos
1120. La ventana 1193 o bien se fabrica durante la construccién del prisma 1190, o se esmerila en el prisma 1190
después de fabricar el prisma 1190. Por ejemplo, la ventana 1193 puede producirse por una rueda de esmerilado
conica, abriendo un orificio directamente debajo del area iluminada sobre la superficie superior 1122 del portaobjetos
1120. Dentro de las ensefianzas de la presente invencion, la ventana 1193 puede ser de muchas topologias, que
incluyen coénica, caja rectangular, depresion trapezoidal, o geometrias complejas que combinan diferentes formas.
Ademas, en lugar de una ventana 1193, el prisma 1190 puede sustituirse con dos "semi-prismas" (o0 prismas de
entrada y salida), que comprenden cada uno una regién que se acopla con el portaobjetos 1120, y comprendiendo el
espacio entre los semi-prismas un area de "ventana" donde puede colocarse un detector 1160.

Dentro de esta ventana 1193, el detector 1160 puede ser operado desde abajo sin interferencia del prisma 1190, o
puede montarse dentro del perfil del prisma 1190 si debe limitarse la distancia de trabajo del detector 1160.

Debe observarse que los indices de refraccion en el portacbjetos 1120 y el prisma 1190 pueden diferenciarse con la
condicién de que el angulo de luz en la superficie inferior 1124 esté por debajo del angulo critico, que permite que la
luz entre en el portaobjetos 1120, y que la luz refractada en el portaobjetos 1120 encuentre la superficie superior
1122 por encima del angulo critico de manera que se refleje de la superficie superior 1122. Ademas, sin embargo,
como el angulo de la luz en el limite del prisma 1190 y el portaobjetos 1120 se aproxima al angulo critico, la divisién
de la luz entre la transmision y la reflexién llega a estar cada vez mas polarizada hacia la reflexién, de manera que
es preferible que se minimice la diferencia en los indices de refraccién entre el prisma 1190 y el portaobjetos 1120.

En muchos casos, el area de deteccion en el portaobjetos 1120 es grande en comparacion con el area iluminada por
el iluminador y el area de iluminacion en el portaobjetos 1120 debe ser movida con respecto al portaobjetos. Hay
tres medios primarios para realizar este objetivo. En el primero, el prisma 1190 y el detector 1160 mantienen
posiciones fijas, y se mueve el portaobjetos 1120. En la segunda, el detector 1160 y la iluminacién se mueven
independientemente, la posicién del sitio de iluminaciéon puede ajustarse ya sea por traslacion de la posicion del
colimador 1170, o, si el colimador 1170 esta montado en el prisma, moviendo el prisma 1190. La disposicion de la
FIG. 26B tiene tanto el colimador 1170 como el detector 1160 que estan situados en posicién fija con respecto al
prisma 1190, de forma que el movimiento del prisma 1190 recoloca naturalmente y convenientemente los medios de
iluminacion y deteccién en concierto, manteniendo una relacion fija. Debe observarse que el montaje de los medios
de iluminacion y deteccion al prisma 1190 no depende de la presencia de la ventana 1193, y puede llevarse a cabo
convenientemente con un prisma trapezoidal, tal como en la FIG. 26A, con el detector 1160 montado en la superficie
inferior plana del prisma 1190.

El acoplamiento entre el prisma 1190 y el portaobjetos 1120 puede ser dificil, dado que esta interferido por polvo y
otras particulas, y el estrecho acoplamiento dificulta la separacion de las dos interfases planas en un dispositivo
operacional. Frecuentemente, se usa un fluido de correspondencia del indice con un indice de refraccion similar al
del vidrio del portaobjetos 1120 o el vidrio del prisma 1190, pero esta disposicion padece polvo y otras particulas que
pueden acumularse dentro del fluido. Ademas, el exceso de fluido transferido al portaobjetos (por ejemplo, frotando
0 que se expresa de entre el portaobjetos 1120 y el prisma 1190) puede permitir posiblemente que se fugue luz de la
guia de onda.

Debe observarse que hay tres areas superficiales distintas a través de las que la luz interacciona con: la superficie
1192, la superficie 1124 y la superficie 1192. Estas superficies pueden estar presentes sobre dos componentes
cualquiera diferentes (como en la FIG. 26A), sobre tres componentes diferentes (como en la FIG. 26B), o pueden
alternativamente estar sobre un Unico componente, como seria el caso en una pieza Unica moldeada que podria
tener una seccién transversal sustancialmente similar a la de las FIG. 26A o B. Todas estas disposiciones
representan realizaciones de la presente invencion.

Una disposicién alternativa se presenta en la FIG. 27A, una seccion transversal esquematica de un prisma 1190 que
acopla luz usando un acoplador flexible 1250. El prisma 1190 acopla el rayo de luz 1132 en el portaobjetos 1120.
Para facilitar el acoplamiento, el acoplador 1250 esta situado entre el prisma 1190 y el portaobjetos 1120. El
acoplador 1250 esta hecho de material transparente flexible y su espesor puede oscilar de cientos de micrémetros
generalmente hasta 2 milimetros. La composicion del acoplador 1250 puede incluir geles de curado 6ptico tales
como NyoGel, adhesivos Opticos flexibles, que pueden ser curados por UV, ademas de cauchos de silicona curables
transparentes. Es preferible que el indice de refraccion de este acoplador 1250 deba ser similar al del material del
portaobjetos 1120 o el material del prisma 1190, o ser de indice de refraccion intermedio. En general, el acoplador
se unira al prisma 1190, y puede moldearse como un adhesivo sobre el prisma 1190.

Con el fin de reducir las posibilidades de que el aire quede atrapado entre el acoplador, es conveniente que el
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prisma 1190 con el acoplador 1250 unido se ponga sobre el portaobjetos 1120 a un ligero angulo, de manera que el
aire sea presionado hacia afuera desde el punto inicial de contacto, ya que se hace un contacto completo entre el
acoplador 1250 y el portaobjetos 1120. Alternativamente, la cara inferior del acoplador 1250 puede ser ligeramente
curvada con el fin de tener en cuenta este problema. La FIG. 27B es un esquema en vista lateral de un prisma 1190
con un acoplador de cara curvada 1252. Dada la curvatura en una cara inferior 1254, como se muestra en la figura,
como el prisma 1190 se baja sobre el portaobjetos 1120, el aire sera forzado hacia la parte del acoplador 1252 para
el que el contacto todavia no se ha completado. La diferencia en espesor de un extremo del acoplador 1252 al otro
extremo del acoplador 1252 no necesita ser grande en este caso, aunque es preferentemente superior a 0,5
milimetros.

Otros métodos de iluminacién y deteccién

Son convenientes otros métodos de deteccion en tiempo real y realizaciones incluyen microscopia confocal
conjuntamente con dispersion, fluorescencia, fésforos de conversion ascendente, puntos cuanticos u otros
indicadores, ademas de resonancia de plasmones superficiales (SPR). La microscopia confocal se aprovecha de
una profundidad muy superficial del campo, de forma que marcas de indicador que son alejadas de las sondas 116
estan fuera de foco y la energia luminosa es o bien dispersada o reducida a través del filtrado espacial. También es
posible obtencién de imagenes similar a la obtencién de imagenes confocal usando objetivos de apertura numérica
muy grandes que también tienen profundidad de campo superficial. La resonancia de plasmones superficiales usa
una disposiciéon de componentes similar a la de la deteccién usando arquitecturas de no guias de onda de rebote
Unico, como se ha descrito anteriormente, en las que la superficie superior del vidrio esta recubierta con una
superficie metalica reflectante que es convenientemente oro. En este caso, la cantidad de luz reflejada por el oro
esta afectada por la presencia de material unido a las sondas 116. La resonancia de plasmones superficiales es muy
adecuada para la presente invencion, en la que la superficie de oro puede servir tanto de superficie reflectante,
ademas de electrodo para su uso en la aceleracion de la reaccion y discriminacién de fuerzas de unién.

Los métodos anteriores tienen la ventaja de que dianas 114 que se unen a las sondas 116 son visibles y
distinguibles incluso en presencia de diana 114 no unida, ya que solo esa diana que se une es visible. Sin embargo,
en algunas realizaciones, pueda haber disposiciones alternativas de iluminadores y detectores, dado que las dianas
114 no unidas pueden eliminarse de la regiéon de la sonda 116, ya sea por eliminacién de la solucién en la que las
dianas 114 se proporcionan (por ejemplo, como se muestra a continuacion en el caso de camaras para la deteccién
de bacterias), o a través del secuestro de las dianas 114 en otra region. El ultimo método puede implicar, por
ejemplo, la electroforesis de diana 114 a otro electrodo que no esta en la trayectoria 6ptica ya sea del detector y/o
iluminador.

Algunas de las disposiciones que estan disponibles dentro de la presente invencion pueden entenderse con
referencia a dos sustratos paralelos (un sustrato inferior y uno superior) con electrodos sobre estos sustratos
orientados el uno al otro a través de un hueco interno. Los presentes inventores pueden entonces definir de abajo a
arriba cuatro superficies diferentes—la superficie inferior mas baja, la superficie inferior mas alta (es decir, con un
electrodo sobre el que se deposita sonda), la superficie superior mas baja (es decir, con un electrodo sin sonda) y
una superficie superior mas alta. El detector en general estara o bien debajo de la superficie inferior mas baja o
encima de la superficie superior mas alta (es decir, no esta en el hueco entre los dos sustratos).

Si el detector esta debajo de la superficie inferior mas baja, entonces el electrodo sobre la superficie inferior mas alta
generalmente sera transparente, excepto en el caso de resonancia de plasmones superficiales. En el caso de
resonancia de plasmones superficiales, el detector debe también estar debajo de la superficie inferior mas baja. La
iluminacion puede ser o bien debajo de la superficie inferior mas baja, pasando a través del electrodo de sustrato
inferior, con luz retrodispersada, luz evanescente (que se refleja de la superficie inferior mas alta), o luz que
pretende excitar fluoréforos, fésforos de conversion ascendente o puntos cuanticos. Alternativamente, la iluminacion
puede ser de dentro del sustrato inferior, como se ha descrito anteriormente. Por tanto, la iluminacién puede ser de
dentro del hueco entre los dos sustratos, que generalmente seria mejor para una dispersion de la aplicacion de luz.
Alternativamente, la iluminacién puede ser desde encima de la superficie superior mas alta, que pasa a través del
sustrato superior, a través del hueco, y luego a la superficie inferior mas alta donde interacciona con la diana o una
diana marcada. En aquellos casos, una vez mas, el detector puede detectar ya sea luz dispersada (por ejemplo, luz
dispersada directa), o fluor6foros, fésforos de conversién ascendente, o puntos cuanticos, o las muestras pueden
visualizarse para campo brillante, campo oscuro, fase u otras formas de obtencién de imagenes microscépicas
(generalmente usando luz de un condensador).

Si el detector esta encima de la superficie superior mas alta, que recibe luz de la diana marcada, en este caso el
electrodo sobre la superficie inferior mas alta no necesita ser transparente, mientras que el electrodo sobre la
superficie superior mas baja debe ser transparente. Si la superficie inferior mas alta es opaca, entonces la
iluminacion debe o bien proceder de encima de esa superficie de electrodo, o generarse en la diana marcada, como
podria producirse con quimioluminiscencia. Con una superficie inferior mas alta opaca, la iluminacién puede estar
dentro de la tapa (lo mas probablemente para el andlisis de luz dispersada), y de otro modo lo méas probablemente
para luz dispersada o iluminacién de excitacién para fluoroforos, fésforos de conversion ascendente, o puntos
cuanticos. Si el electrodo sobre la superficie inferior mas alta es transparente, sin embargo, puede transmitirse luz
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desde abajo, que incluye por iluminacion de onda evanescente como se ha descrito anteriormente.

Aunque el detector es generalmente un generador de imagenes (por ejemplo, una camara CCD o CMOS), también
puede comprender un escaner de laser con un PMT u otro dispositivo de recogida de luz. En ciertos casos, el
detector también puede implicar un dispositivo de recogida de luz general (PMT, fotodiodo, fotorresistor) con
iluminacion difusa. El dltimo caso sera principalmente usado en aquellos casos en los que la sefial promedio con
respecto a un area proporcione sefial adecuada, como se trata mas adelante.

Si se usa una camara CCD o CMOS, la informacién se obtiene pixel por pixel, generalmente en escala de grises de
8-12 bit, aunque en ciertos casos (por ejemplo, con indicadores codificados por color para diferentes dianas) puede
usarse alternativamente una imagen RGB. En aquellos casos en los que sea Util o importante registrar eventos de
unién a diana individuales, posiblemente existen dos modos de operacion. En un primer modo, la unién a diana esta
limitada de manera que solo una fraccién de los pixeles se registre con una sefial — la mayoria de los pixeles estan a
algun nivel de ruido de fondo, de manera que el cambio del nivel de ruido de fondo a un nivel significativamente por
encima del nivel de ruido de fondo en un pixel indica un evento de unién. Dependiendo del tamafio de la diana (y/o
su marca), un unico evento de unién puede corresponderse con un aumento en la sefal por encima del ruido de
fondo en varios pixeles contiguos diferentes (la mayor parte del software de procesamiento de imagenes tiene
rutinas que pueden agrupar juntas regiones de pixeles contiguos en "eventos" discretos). En este caso, el intervalo
dinamico del sistema oscila de menos de 100 dianas y tan pequefio como 1 diana (y esta limitado por la variaciéon
estadistica del pequefio nimero de dianas), hasta aproximadamente tan alto como el nimero de pixeles en la
camara dividido entre el nimero promedio de pixeles por diana (con un suelo de uno), y entonces se divide entre un
factor que se aproxima a 10, que es el "punto de saturacion" al que nuevas dianas se solaparian mas probablemente
con dianas existentes en vez de ser depositadas sobre areas con aproximadamente niveles de ruido de fondo de
sefial. Para una camara con 5 megapixeles, y una diana que engloba aproximadamente 2 pixeles, esto se
corresponde con un intervalo dinamico que engloba aproximadamente de 10 a 250.000 dianas, o un alcance del
intervalo de 25.000. Este intervalo es adecuado para muchas aplicaciones, y en aquellas aplicaciones para las que
se requiere un mayor intervalo dinamico, pueden usarse multiples diluciones.

En un segundo modo, pueden discriminarse las diferencias entre una Unica diana y diferentes numeros de dianas
dentro de un pixel. Por ejemplo, si la sefial se mide con un pixel de 8 bit, con 256 niveles, y una sefial de ruido de
fondo es 12, entonces un Unico evento de unién podria promediar 62, dos dianas en el mismo pixel podrian
promediar 112, etc. En este caso, el intervalo dinamico es mucho mas alto, y es aproximadamente el nimero de
pixeles por el nUmero de niveles que pueden ser discriminados dividido entre el nimero promedio de pixeles por
diana (con un suelo de uno) y adicionalmente dividido entre un factor de aproximadamente 10, que representa la
saturacion a la que la unién a diana adicional podria aumentar los niveles en un nimero significativo de pixeles por
encima del nivel de saturacion de pixeles. En este caso, siendo 5 niveles capaces de ser discriminados y siendo un
namero promedio de pixeles por diana 1, el intervalo dinamico es todavia aproximadamente un minimo de 10
(limitado Unicamente por consideraciones estadisticas), pero el nivel superior se extiende ahora a aproximadamente
2,5 millones, o un intervalo dinamico de diez veces adicional del ejemplo previo. La dificultad encontrada con este
segundo modo de operacién es que cada vez es mas dificil distinguir union especifica de no especifica basandose
en el analisis de imagen - tanto debido a que en promedio cada diana engloba un nimero mas pequefio de pixeles,
como debido a que el contraste entre diferentes niveles es generalmente malo.

Aunque estos métodos pueden distinguir eventos de unién individuales, debe observarse que el mayor valor de
contar eventos de unién individuales se produce cuando hay unién no especifica significativa u otras formas de
ruido. Por ejemplo, puede sumarse el ruido de fondo de nivel bajo a lo largo de una gran area para comprender una
gran sefial de ruido, para la que se requiere que se muestre una gran cantidad de sefial especifica por encima del
ruido de fondo. Sin embargo, en casos en los que las sefiales son generalmente grandes por encima del ruido de
fondo, puede ser conveniente usar un método de suma de sefial, en el que la sefial se suma ya sea afiadiendo los
valores de sefial en cada pixel, o usando una técnica de suma analoga tal como el uso de un fotodiodo o un
fotorresistor o un tubo fotomultiplicador (PMT).

Dindmica de lavado controlada

En la siguiente discusion, se usa el potencial eléctrico entre los electrodos, y mediante el potencial la fuerza
electroforética resultante, como un ejemplo de una fuerza vertical sobre la diana 114. Debe observarse, sin
embargo, que la modulacion de la fuerza también puede efectuarse de maneras similares si se usan otros medios de
aplicacion de fuerza, tales como fuerza magnética (por ejemplo, sobre las marcas 270 que comprenden particulas
magnéticas). Ademas, las fuerzas también pueden incluir fuerzas horizontales, aplicadas tal como a través de la
aplicacion de electroforesis lateral, aplicacion lateral de campos magnéticos, y diferentes medios de aplicacion de
fuerzas laterales. Debe observarse que la aplicacion de estas fuerzas laterales también puede incluir la introduccion
de una burbuja de aire o interfase aire-agua similar, ya que estas interfases aplican fuerzas muy grandes a través de
la tension superficial sobre las dianas 114. Debe observarse que la aplicacion de estas fuerzas puede ser con forma,
de manera que las fuerzas no son ni verticales ni horizontales, pero pueden tener aspectos de ambas, tal como se
muestra en la FIG. 5.

Como se describe en las FIG. 28A y 28B, la fuerza de lavado se aumenta gradualmente con el tiempo, con
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deteccién en tiempo real de la unién que se produce como se ha descrito anteriormente. La dinamica de cambiar la
rigurosidad de lavado se hace en etapas graduales fijas en su forma mas simple. La FIG. 28A es un gréfico del
potencial de lavado en funcién del tiempo para una funcién de lavado de etapa simple. El eje horizontal es el tiempo,
y el eje vertical es el potencial del electrodo de sondas 200 con respecto al de un electrodo de referencia. En el
periodo inicial, el potencial es cero o bajo, en cuyo caso no hay fuerza de lavado. La sefial detectada representa la
suma total de la unién especifica y no especifica de diana de marca a la sonda 116. Después de un tiempo T9, el
potencial negativo en el electrodo de sondas 200 se aumenta un valor V1 en la funcién de escaldn irregular.
Después de algun periodo a este potencial mas alto, generalmente en el orden de cientos de milisegundos (aunque
un periodo tan pequefio como décimas de milisegundos y un periodo tan grande como segundos), se produce la
deteccién en tiempo real. El aumento de etapa en el potencial negativo se repite varias veces hasta que se produce
el potencial maximo requerido. EI maximo potencial generalmente se determinara actualmente como la fuerza con la
gue toda la diana de marca especificamente unida se suelta de la sonda 116. El nimero de etapas de aumento de
potencial es seleccionado por el usuario, y sera determinado por factores tales como el intervalo de diferentes
fuerzas de unién entre dianas de marca y sondas 116 presentes en el electrodo 200. Debe observarse que las
etapas de potencial no necesitan ser de igual tamafio, ni los periodos de tiempo T9 tampoco necesitan ser
necesariamente iguales.

La union entre la diana marcada 275 y la sonda 116 puede ser compleja. Considerar la FIG. 29A como se describe
en el presente documento, un diagrama esquematico de una diana marcada 275 que comprende una diana de ADN
monocatenario 470 que se une a una sonda de ADN complementario 480, que esta unida al sustrato 120 en un
Unico punto de unién 117. Como puede apreciarse, la fuerza electroforética ejercida sobre la marca electroforética
270 tendera a un desenmarafiamiento del ADN diana 470 de la sonda de ADN complementario 480 de una manera
directa. La FIG. 29B, como se describe en el presente documento, es un diagrama esquematico de una diana
marcada 275 que comprende una diana de ADN monocatenario 470 que se une a una sonda de ADN
complementario 480, que esta unida al sustrato 120 en multiples puntos de unién 117. En este caso, la fuerza
ejercida sobre la marca electroforética 270 no produce necesariamente directamente la liberacién de la diana 470,
debido a que la diana 470 esta limitada por la sonda 480 dentro de los puntos de unién 117. Debido a las
limitaciones topoldgicas y los miltiples puntos de fuerza, la diana 470 debe ser suavemente eliminada de la sonda
480. Esto puede llevarse a cabo por diversos medios como se describe a continuacion.

Debe también apreciarse que los electrodos de la celda pueden posiblemente participar en reacciones
electroquimicas que limitan los potenciales a los que la celda puede ser operada. Por ejemplo, si los electrodos
comprenden o6xido de indio y titanio, potenciales de solo por encima de 1 voltio pueden producir el deterioro del
electrodo. Si se requieren potenciales de mayor voltaje con el fin de separar la diana 114 de la sonda 116, los
potenciales de voltaje pueden aplicarse durante un periodo muy corto--que puede ser diez milisegundos, e incluso
mas preferentemente un milisegundo, e incluso mas preferentemente 100 microsegundos, durante ese tiempo la
diana 114 puede separarse de la sonda 116, pero que es una duracién tan corta que puede producirse relativamente
poca reaccion del material del electrodo. En periodos intermedios, en los que se mantiene un potencial de voltaje
gue no produce reacciones electroquimicas que implican al electrodo, puede medirse la cantidad de diana 114 unida
ala sonda 116.

La FIG. 28B es un grafico del potencial de lavado en funcion del tiempo para una funcién de lavado escalonada. En
este caso, el potencial global entre diferentes etapas de lavado es la misma diferencia de potencial V1 que se usa en
la FIG. 28A. Sin embargo, en lugar de una funcién de etapa, el potencial se aumenta gradualmente con el tiempo. El
aumento en el potencial puede ser lineal, exponencial, o de otro modo. Alternativamente, el aumento en el potencial
no necesita ser monoténico, y puede comprender una serie de etapas crecientes y decrecientes que llegan a las
posibilidades deseadas de la rigurosidad prevista.

Ademas, las "mesetas" de potencial intermedio se dividen en dos etapas de tiempo discretas. En una primera etapa
de tiempo, TD, se deja que la diana 114 y la sonda 116 se disocien al potencial mas alto. Sin embargo, se desea
reducir la tasa de disociacién durante el proceso de deteccion, de manera que el potencial pueda reducirse durante
un tiempo TC (por ejemplo, durante la captura de imagenes), mientras que se detecta la diana unida 114.

El vector de direccion del campo eléctrico usado para el lavado no necesita estar en una direccién, sino que puede
ser Utilmente variado para ayudar a eliminar la diana 470 de la sonda 480, como se ilustra en las FIG. 30A y B. La
FIG. 30A es un diagrama en vista lateral esquematico de dos electrodos de referencia E10 y E11 con respecto al
electrodo de sondas E12. La FIG. 30B es un grafico del potencial de electrodo E12 con respecto a los dos electrodos
de referencia E10 y E11 como se muestra en la FIG. 30A para dos etapas en la rigurosidad de lavado. El potencial
relativo del electrodo E10 con respecto al electrodo E12 se da por una linea de puntos, el potencial relativo del
electrodo E11 con respecto al electrodo E12 se da por una linea discontinua, y donde los potenciales relativos se
solapan, se muestra una linea discontinua y de puntos. Durante un periodo inicial, el potencial con respecto al
electrodo E10 es alto, y el potencial con respecto al electrodo E11 es cero. A continuacion, el potencial con respecto
al electrodo E11 es alto, mientras que el potencial con respecto al electrodo E10 es pequefio. A continuacion, los
potenciales para ambos electrodos E10 y E11 estan dispuestos en un nivel intermedio. Durante estas tres etapas, la
direccién del campo eléctrico varia de indicar al electrodo E10, al electrodo E11, a una posicion intermedia entre los
dos. La diana 470 que estd estéricamente enmarafiada, ya sea con la sonda 480, o alternativamente con los
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conectores 118, u otro material que esté en la superficie 120, puede generalmente ser arrastrada en la direcciéon que
la liberara, si esta unida especificamente o no especificamente. En etapas de tiempo T10 posteriores, como se
muestra en la figura, pueden aplicarse fuerzas mas altas en las diferentes direcciones. Ademas, en lugar de aplicar
las fuerzas como funciones de etapa, pueden aplicarse como funciones de tiempo escalonado (lineales,
exponenciales, u otras) y también pueden ser no monotonicamente aplicadas y aplicadas durante duraciones
variables para proporcionar el efecto deseado.

Debe observarse que el potencial necesario para separar la diana marcada 275 de la sonda 116 depende de la
carga sobre la marca electroforética 270. Ademas, puede ser menos conveniente si el potencial que se necesita
aplicar varia a lo largo de grandes 6rdenes de magnitud sobre las sondas 116 fijadas dentro de una matriz 180, ya
gue se requerird un mayor numero de diferentes lavados de rigurosidad. Asi, es conveniente si la marca
electroforética 270 se corresponde aproximadamente con la fuerza de union entre la diana asociada 114 y la sonda
116. Por ejemplo, un par diana-sonda con una fuerza de unidon mas fuerte estara convenientemente emparejada con
una marca electroforética de carga electrostatica mayor, de manera que se necesitaria aplicar mas de
aproximadamente el mismo potencial de voltaje para separar el par diana-sonda.

Aungue las dinamicas de lavado de la seccion previa tratan con fuerzas electrostaticas o electroforéticas, pueden
aplicarse otras fuerzas de discriminacidon y condiciones con el uso de deteccion en tiempo real, que incluyen
conductancia, pH, disolventes y ligandos de competicion. Tales condiciones pueden aplicarse adicionalmente, ya
sea de una forma escalonada, o en un gradiente continuo, y pueden aplicarse usando bombas mecanicas,
mecanismos electroosmoticos, u otros mecanismos de transporte. Ademas, estas condiciones pueden aplicarse en
combinaciéon entre si, o también en combinacion con las fuerzas electrostaticas y electroforéticas descritas
anteriormente. Debido a que es dificil a veces cambiar reproduciblemente, por ejemplo, el pH de una solucién en un
modo de gradiente, especialmente en los formatos muy pequefios usados en muchos de los métodos y sistemas de
la presente invencién, es util poner dentro de la matriz 180 varios pares de diana 114-sonda 116 cuya union se
rompe a condiciones conocidas, sirviendo asi de controles internos para verificar qué condiciones especificas estan
siendo alcanzadas.

Deteccion de organismos y determinacion de la sensi bilidad de agentes anti-organismos

Visioén general

Es importante determinar la identidad de bacterias con respecto a los patégenos de los alimentos, agentes de guerra
bioldgica, y varias enfermedades animales y humanas. Ademas de la rapida y sensible deteccion de estas bacterias,
en el caso de enfermedad animal y humana, es de gran beneficio determinar adicionalmente la susceptibilidad de los
microorganismos a antibioticos, antifingicos, y otros agentes médicos. Bacterias que son de particular interés son
patégenos humanos, que incluyen bacterias de los géneros Pseudomonas, Stenotrophomonas, Acinetobacter,
Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Proteus, Serratia, Haemophilus, Streptococcus, Staphylococcus,
Enterococcus, Mycobacterium, Neisseria, y otros patégenos humanos encontrados en la practica médica. La
presente invencién es muy adecuada para la presente aplicacion.

Los métodos y sistemas de la presente invencion se refieren a la deteccidon de microorganismos y no se limitan a
bacterias; pueden usarse también en la deteccién de algunos hongos (por ejemplo, Candida y Aspergillus), virus y
micoplasma. También en el presente documento se describen sistemas y métodos de deteccion que pueden usarse
en la deteccién de otros tipos de organismos, y pueden incluir la deteccion de células de animales, tales como en la
deteccion de tipos de células metaplasicos u otros tipos de células de enfermedad. En la discusién mas adelante, el
uso de bacterias pretende ser un ejemplo solo, y que la discusién es para incluir otros microorganismos también.
Debe observarse que en la discusion anterior, la diana 114 puede ser generalmente sin limitacion bacterias y otros
microorganismos, como se trata mas adelante. La discusion a continuacién expande el detalle e introduce nuevos
métodos y dispositivos con los que la aplicacion de los métodos y dispositivos anteriores se aplican a bacterias y
otros microorganismos. Otros organismos también se describen en el presente documento.

La FIG. 31 es un diagrama de flujo de bloques del proceso para determinar la identidad, nimero y susceptibilidad a
antibidticos de bacterias en una muestra. En una primera etapa 700, la muestra se concentra opcionalmente, que es
necesario en muchos casos en los que la muestra bacteriana esta presente en un gran volumen de liquido. Una
etapa 700 tal generalmente se realizara cuando la muestra esté en un volumen de mas de 10 mililitros, y
frecuentemente cuando la muestra esté en un volumen de tan solo 500 microlitros. EI motivo de esto es que,
dependiendo del sistema, el volumen de muestra que va a ponerse en el sistema de deteccién puede limitarse a tan
solo 100 microlitros, aunque otros sistemas pueden manipular cantidades mucho mayores, con muestras en los
muchos mililitros. La concentracion realiza dos funciones. En primer lugar, aumenta la relacién de numero de
bacterias con respecto a volumen de la muestra, de manera que pueda usarse la mayor fracciéon posible de la
muestra en el sistema. Un segundo motivo es que las bacterias pueden estar en un liquido cuyas propiedades
eléctricas u otras son incompatibles o no 6ptimas para el sistema de deteccién. Por ejemplo, si posteriormente van a
usarse métodos electroforéticos, la eficacia de tales métodos mejora generalmente usando tampones de bajo
electrolito. En tal caso, el liquido de la muestra bacteriana se sustituird por un liquido que es mas compatible con el
sistema.
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En una etapa 710, las bacterias son transportadas a una zona de deteccion, que es donde se localiza el localizador
para su uso en etapas posteriores. Las bacterias en este momento no estan todavia inmovilizadas, sino que estan
libres para moverse alrededor en un volumen tridimensional. El transporte a la zona de deteccién puede llevarse a
cabo de muchas formas diferentes, que incluyen transporte fisico activo por bombas (por ejemplo, bombas de
jeringa de desplazamiento positivo, bombas neumaticas, bombas peristalticas, u otras), por electroosmosis, por
gravedad, por electroforesis de las bacterias, u otros medios. Ademas, la etapa de concentracion 700 puede implicar
la concentracién de las bacterias directamente en la zona de deteccion, tal como centrifugacion de las bacterias en
la zona seguido de resuspension.

En una etapa 720, las bacterias se inmovilizan sobre la superficie de deteccion. La superficie de deteccion, debe
observarse, puede ser cualquiera especifica para un subconjunto de bacterias (por ejemplo, a través de la superficie
de unidn de anticuerpos especificos para una o mas bacterias), o puede alternativamente ser no especifica de forma
gue la mayoria o todas las bacterias en una muestra se unan a la superficie.

Debe observarse que puede haber una Unica zona o mdltiples zonas dentro del sistema. Por ejemplo, en una
realizacién del sistema, puede haber una zona especifica para cada cepa bacteriana — distinguida por las
propiedades de las superficies de deteccion respectivas - y el sistema puede comprender incluso docenas de zonas
separadas. Alternativamente, todas las bacterias pueden unirse en una Unica zona no especifica. Por tanto, puede
ser una combinaciéon de zonas de deteccion especificas y no especificas, donde las bacterias son primero
capturadas en zonas de deteccion especificas, para ser seguido de captura no especifica de todas las bacterias que
no se capturaron en las zonas de deteccion especificas. Debe observarse que si hay mdltiples zonas, las bacterias
pueden necesitar ser transportadas de una zona de deteccion a otra zona de deteccion entre uniones de las
bacterias a las superficies de deteccion respectivas.

Ahora que las bacterias estan unidas a la superficie, su disposicion es aproximadamente en una distribucion
bidimensional. Debe observarse que el término bidimensional pretende incluir algin grado razonable de profundidad
vertical, dado que la superficie de unién puede ser hasta micrometros de profundidad (por ejemplo, a través de la
incorporacion de hidrogel de polimero o materiales similares). Sin embargo, dado que los medios de deteccion
pueden incorporan detectores microscopicos con profundidad de campo limitada, es preferible que la superficie
tenga una profundidad topolégica de no mas de 5 micrometros, e incluso mas preferible que la profundidad sea
inferior a dos micrémetros.

La unién de las bacterias a la superficie puede producirse a través de la difusion de las bacterias a la superficie,
donde estan unidas especificamente o no especificamente. Sin embargo, debido a que la difusion puede ser lenta
en las escalas de tiempo generalmente deseables en un sistema tal, se usan medios activos en las realizaciones de
la presente invencion para la unién de las bacterias. Estos medios pueden comprender el uso de electroforesis o
dielectroforesis de las bacterias a la superficie, el uso de fuerzas centrifugas, o incluso la filtracion de las bacterias
sobre la superficie de deteccion, en la que la superficie es porosa, pero con poros mas pequefios que los del
didmetro mas pequefio de las bacterias. Una vez las bacterias estan en contacto directo con la superficie, se
dispone generalmente que el proceso de unién proceso es rapido, que se produce en cuestion de segundos o
minutos, si la unién es especifica 0 no especifica, aunque se dejan tiempos de unidon mas largos dentro de la
presente invencion. Debe observarse que la unién bacteriana generalmente aumenta durante un periodo de tiempo
(minutos a horas), tanto con la secrecion de moléculas de union de las bacterias, ademas de un aumento en el
namero e intensidad de las uniones que normalmente se acumulan incluso con la unién de material no vivo a
superficies - sin embargo, la union anterior pretende indicar unidn tal que las fuerzas de difusion tipicas, conveccion,
flujo de fluidos a través del sistema, y tales, sean insuficientes para desalojar las bacterias de la superficie, y que se
requiera la aplicacion especifica de fuerzas deseadas para eliminar las bacterias.

En casos en los que se desea la union especifica de bacterias sobre la superficie de deteccion, es (til eliminar
aquellas bacterias que no estan unidas de forma especifica a la superficie. Esto se realiza generalmente por la
suposicion de que todas las bacterias que estan unidas especificamente estan unidas con un intervalo relativamente
estrecho de fuerzas de unién. Asi, fuerzas fuera de ese intervalo de unién especifico o bien eliminaran las bacterias
no especificamente unidas (es decir, aquellas bacterias que estan unidas con una fuerza mas baja) o bien
eliminaran bacterias especificamente unidas, pero no otras (es decir, aquellas bacteria que estan unidas con una
fuerza mayor). Los tipos de fuerzas que pueden emplearse a este efecto incluyen electroforesis, dielectroforesis,
fuerza centrifuga, fuerzas hidrodinamicas (es decir, flujo de fluidos a través de la superficie) y otros medios de
aplicacion de fuerzas especificas. Ademas, puede alterarse la intensidad de la union especifica o no especifica
cambiando las caracteristicas del medio, tales como la conductancia y el pH.

En una etapa 730, el niUmero de bacterias en cada zona de deteccién, unidas a la superficie de deteccién respectiva,
se detecta mediante medios automaticos. En general, los medios de contar bacterias seran a través de inspeccion
visual automatica de imagenes tomadas de la superficie de deteccion usando imagenes ampliadas, o a través de
medicién de la intensidad espectral o intensidad de luz dispersada. Debido a la falta de contraste del indice de
refracciéon entre las bacterias y el medio circundante, la deteccién de las bacterias puede potenciarse mediante
técnicas muy conocidas en la técnica anterior, que incluyen el uso de contraste de fases, contraste de interferencia
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diferencial, fluorescencia u otros medios.

Debe observarse que la identificacion del serotipo, cepa, especie, género, u otra tipificacion especifica de las
bacterias, se ha llevado a cabo hasta el punto que la unién de las bacterias a la superficie de deteccién sea
especifica. Sin embargo, si la superficie de union es no especifica 0 ampliamente especifica (por ejemplo, que tiene
especificidad por un intervalo de tipos bacterianos), la identificacion puede ser en ese momento incompleta. El uso
de tinciones, que pueden incluir el uso de anticuerpos especificos con marcas 6pticas (por ejemplo, fluorescencia,
dispersién, absorcién) o marcas que permiten otras formas de deteccion (por ejemplo, quimioluminiscencia,
radiactivas, redox, conductividad u otros modos de deteccion), puede ser opcionalmente usado en este momento
para determinar el tipo de bacterias unidas a la superficie de deteccion.

Debe también observarse que en este momento no solo se conocen los niumeros de bacterias determinados por el
sistema, sino que también las localizaciones especificas de las bacterias con respecto a la superficie de deteccion.
Debido a que también se conoce el tipo de bacterias (debido a la unién a una superficie especifica o debido al uso
de una tincién especifica), cada bacteria estd ahora asociada a una localizacién y un tipo. Con la estrecha union de
bacterias, esta informacion sera relativamente constante a través de la operacion del sistema. La localizacion
indicada anteriormente puede incluir tanto la localizacion de una bacteria individual, ademas de la localizacién de
agrupaciones de bacterias, que pueden representan aglomeraciones aproximadamente esféricos, ademas de
cadenas lineales de bacterias.

Debe ademas observarse que con el fin de que el niumero de bacterias detectadas por el sistema sea preciso, es
preferible que al menos el 50 % de las bacterias en la muestra original de la etapa 700 se unan de forma
acumulativa a unas o mas de las superficies de deteccion, e incluso més preferible que se unan mas del 80 % de las
bacterias. El uso del transporte activo de las bacterias a la superficie de deteccion en la etapa 720 es un aspecto
importante de esta exactitud.

Para su uso en el diagnéstico y tratamiento de enfermedad, es de gran beneficio conocer no solo cémo muchas
bacterias estan presentes, sino también determinar la viabilidad de las bacterias, y también su susceptibilidad a
diferentes antibidticos, individualmente y en combinacion. Las siguientes etapas se emplean en realizaciones de la
presente invencion.

En una etapa 740, se determina la viabilidad de las bacterias sobre la superficie de deteccién. En general, esto se
realiza en uno de dos medios. En un primer medio, la superficie de deteccidn y las bacterias encima se incuban en
presencia de un medio de cultivo, que permite que las bacterias crezcan y se dividan. Cualquier bacteria que pueda
ser visualmente determinada que participa en el crecimiento y la divisién se indica entonces como viable. En un
segundo medio, pueden emplearse tinciones vitales y mortales para detectar bacterias que son viables o no viables.
Debe observarse que el nimero total de bacterias es igual a la suma de las bacterias viables y no viables, de
manera que el uso de dos medidas de bacterias totales, bacterias viables y bacterias no viables, permitira el calculo
de la tercera medida.

Debe observarse que ciertos organismos que serian detectados en el modo de la presente invencion pueden no ser
viables por si mismos, sino que pueden requerir un hospedador (por ejemplo, para la deteccién de un virus). En ese
caso, la superficie de deteccion puede comprender células hospedadoras que soportan el crecimiento del virus u
otro organismo. En ese caso, la etapa 730 de contar las bacterias se sustituiria por una etapa en la que se contaria
el nimero de células hospedadoras infectadas. Tal etapa de contar se lleva a cabo segln las caracteristicas del
virus y el hospedador, y puede incluir la presencia de marcadores de superficie celular indicativos de infeccién, por
cambios en la fisiologia del hospedador que resulta de la infeccion, o a través de lisis o0 muerte del hospedador.

En una etapa 750, el antibidtico en un medio que soporta el crecimiento puede introducirse en el medio de la zona
de deteccién, de manera que las bacterias estén entonces en presencia del antibidtico durante el crecimiento. Debe
observarse que si el organismo que se detecta no es una bacteria, el tratamiento se corresponde con el del
organismo. Asi, la deteccién de hongos o levadura se corresponderia con el uso de agentes antifingicos, y la
deteccion del virus se corresponderia con el uso de agentes antivirales. Las bacterias se mantienen en presencia del
antibiético durante diferentes tiempos y concentraciones de interés clinico, y las etapas 730 y 740 se repiten
después de un periodo de incubacién apropiado o periodo de efecto (es decir, el tiempo para que el agente haga
efecto, que podria tener lugar en ausencia del antibiético). Puede realizarse la repeticiéon de las etapas 730, 740 y
750 con el fin de probar la eficacia de diferentes agentes, o diferentes pautas de tratamiento.

Los métodos y el sistema del presente dispositivo se describirdn ahora en mas detalle.

Concentracién de muestras

Las muestras pueden oscilar de un mililitro hasta un litro para ciertos lavados respiratorios, y pueden ademas oscilar
en concentracion bacteriana de 10 bacterias a mas de 10° bacterias por mililitro. Ademas, la muestra puede estar
presente en sangre, orina, esputo, liquido de lavado u otro medio. La concentracién de muestras tanto concentra la
muestra de manera que las bacterias que estan presentes en pequefios niumeros puedan todas ser eficazmente
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introducidas en el sistema, ademas de que asi el medio liquido con ruido de fondo pueda normalizarse para tener
propiedades coherentes tras la introduccion al sistema. Debe observarse, sin embargo, que pueden usarse ciertas
muestras sin concentracion u otra modificacion dentro de la presente invencion.

Pueden usarse métodos convencionales de preparacion de muestras en la técnica anterior para este fin, que
incluyen filtracion y centrifugacion, seguido de resuspension de las bacterias en un fluido pequefio. Debe también
observarse que la centrifugacién puede ir acompafada de floculacion, precipitacion o adicion de un co-precipitado, y
tales métodos son fomentados por que permiten la manipulacion de numeros muy pequefios de bacterias, y
previenen la agregacion de las bacterias. En cualquiera de estos casos, sin embargo, es preferible que no sea
afiadido ningun material que quedara como una particula, especialmente con propiedades (tamafio o densidad)
similares a las de las bacterias (por ejemplo, el uso de perlas de polimero).

Otro método de acuerdo con la presente invencion es el uso de recogida con un colector eluible. En un sistema tal,
la muestra se filtra a través de una matriz que estd densamente cargada con un material que no se une
especificamente a las bacterias. Este material tiene la propiedad adicional de que la propiedad que une las bacterias
puede ser invertida a través de medios quimicos, enzimaticos o fisicos, de forma que las bacterias puedan ser
eluidas del material tras la unién. Puede usarse un colector tal tanto para poner las bacterias en un medio uniforme
que es apto para etapas adicionales en el método, ademas de para eliminar material contaminante que tiene
diferencias de tamafio o carga de las bacterias que se desean monitorizar.

Una realizacion preferida de esta preparacion de muestras es la de un cartucho con volumen de 50-1000 microlitros,
y preferentemente inferior a 250 microlitros, en la que esta cargada una resina de intercambio i6nico. Esta resina se
suministra convenientemente en forma de perla, y pueden o bien estar permanentemente cargada (por ejemplo, a
través del uso de aminas cuaternarias) o cargarse reversiblemente (por ejemplo, a través del uso de una amina
secundaria o terciaria). Ademas, el tamafio de las perlas (o tamafio de poro de la resina) debe ser tal que en
ausencia del grupo de carga, las bacterias fluyan faciimente a través de los intersticios de la perla, y que los
caudales a través de las perlas sean razonables segln el volumen de la muestra (las perlas preferentemente seran
superiores a 10 micrometros de didmetro, e inferiores a 2000 micrémetros, y mas preferentemente superiores a 20
micrometros e inferiores a 1000 micrometros, e incluso mas preferentemente superiores a 50 micrometros e
inferiores a 500 micrémetros).

En esta realizacién preferida, la muestra puede ser comprimida a través del cartucho ya sea sin modificacion, o con
la adicién de un tampdn para regular el pH, y/o también en presencia de un detergente preferentemente no idnico,
con el fin de reducir la unién no especifica de las bacterias a los componentes del sistema o entre si. Es preferible
que el pH sea relativamente neutro (en el intervalo de pH 6 a 8), y en cualquier caso suficiente para que las
bacterias mantengan una carga negativa, y que la resina mantenga una carga positiva. Esta carga negativa es tipica
para la mayoria de las bacterias, pero debe observarse que para cualquier organismo que normalmente esta
positivamente cargado, una resina catidnica puede ser sustituida por la resina anionica, y el control de pH sera el
opuesto al que se describe anteriormente y mas adelante para organismos negativamente cargados. Debido a las
polaridades opuestas del organismo y la resina, las bacterias que pasan préximas a la resina seran capturadas por
interacciones electrostaticas a su superficie y se pegaran. Esto sirve para concentrar las bacterias grandes de un
gran volumen con respecto al volumen del cartucho.

Con el fin de liberar las bacterias de la resina, el pH de la soluciéon puede cambiarse de manera que se reduzca la
interaccion de la resina y las bacterias. Por ejemplo, a un pH alto (es decir, superior al pK de los cationes sobre la
resina anionica), los cationes sobre la resina pierden su carga, y, por tanto, su capacidad relativa para capturar las
bacterias. Alternativamente, a un pH bajo, los aniones sobre las bacterias que dan lugar a su carga negativa estan
protonados, y, por tanto, pierden su atraccién a la resina.

Es importante encontrar condiciones en las que las bacterias se unan, y otras en las que las bacterias puedan ser
liberadas. Con el fin de mediar en la intensidad de atraccion de las bacterias y la resina, otros factores que pueden
modularse incluyen la fuerza ionica de la solucién (es decir, los contraiones tenderan a reducir la atraccion
electrostatica), usandose el grupo funcional catiénico en la resina de intercambio aniénico (por ejemplo, amina
primaria, secundaria, terciaria o cuaternaria), o la densidad de los cationes sobre la superficie de la resina (es decir,
el reducir la densidad generalmente reducira la atraccion de las bacterias a la resina).

Las bacterias pueden en general eluirse de la resina en un volumen no significativamente diferente de aquél del
cartucho, y teniendo cuidado de no mezclar la solucion que eluye, incluso mas pequefia que la del cartucho. En
general, después de la elucion del cartucho, la solucién se neutralizara, preferentemente con un tampoén de ién
bipolar de manera que la conductancia del tampdn no aumente demasiado. Otras propiedades del medio resultante
puede ajustarse segln se necesite, que incluye fuerza ionica, conductancia, la presencia de tensioactivos, la
presencia de nutrientes o factores de crecimiento para las bacterias, y el pH. En general, como se tratara mas
adelante, es preferible que las bacterias estén en una solucion de conductancia relativamente baja. Dado que la
elucién se realizara a pH ya sea por encima de 3 o por debajo de 11, es probable que la solucidn neutralizada
resultante tenga una fuerza iénica inferior a sal 10 mM, que es preferible para las etapas posteriores.

También es conveniente como parte de o0 antes de la etapa de concentracion realizar un pre-filtrado con el fin de
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eliminar contaminantes mas grandes, mientras que se permite el paso de las bacterias que van a monitorizarse.
Tales filtros pueden comprender nitrocelulosa, nailon, celulosa, u otras membranas, filtros de perlas, u otros filtros
como pueden ser convenientes. En una realizacion, el colector eluible anterior puede servir tanto como una resina
de intercambio iénico, ademas de un filtro de tamarfio. Incluso en casos en los que no se usen los colectores eluibles,
es todavia conveniente usar un filtro de tamafo para eliminar contaminantes no bacterianos. Ademas, también es
conveniente, dependiendo de la fuente de la muestra y la naturaleza de los contaminantes, usar un filtro de tamafio
que elimine contaminantes mas pequefios que las bacterias en la muestra; esto puede no ser un problema para el
detector, pero los contaminantes mas pequefios pueden competir con las bacterias por lugares sobre las superficies
a las que bacterias pretenden unirse, reduciendo la unién de las bacterias.

Transporte a la zona de deteccién y unién a la superficie de deteccién

La zona de deteccion estd convenientemente dentro de una celda cerrada, y comprende una o mas superficies
sobre las que las bacterias se inmovilizaran y detectaran. Un formato general para una celda de deteccion se
muestra en la FIG. 32A, que es un diagrama esquematico desde arriba de una celda 804 de deteccién bacteriana, y
en la FIG. 32B, que es un diagrama esquematico en vista lateral de la celda de deteccion bacteriana de la FIG. 32A
a través de la seccion transversal X.

La celda 804 comprende dos camaras 805, de las que puede haber tan solo una y decenas o incluso cientos. Cada
camara se usara tanto para manipular una muestra bacteriana diferente, como para manipular una al lado de la otra
una Unica muestra, en la que las bacterias se trataran con diferentes medios de cultivo, antibiéticos u otros agentes
anti-organismos, perfiles de concentracion de antibidticos, temperaturas, u otras condiciones fisicas, quimicas o
biologicas a las que se someteran las bacterias. Las camaras 805 se muestran como cerradas en todos los lados,
pero es coherente con la presente invencion que la cdmara esté abierta, tal como en un formato de un pocillo de
placa de microtitulacion. Si la camara 805 esta cerrada, se proporcionan un puerto de entrada 803 y un puerto de
salida 802 para cambiar la solucién dentro de la camara 805.

El tamafio de la camara 805 puede variar, pero es preferible que la anchura sea 200-5000 micrometros, y mas
preferentemente 500-2000 micrometros, y lo mas preferentemente 500-1000 micrometros, y es preferible que la
altura (es decir, la distancia entre los electrodos) sea 100-2000 micrémetros, y mas preferentemente 200-1000
microémetros, y lo mas preferentemente 250-500 micrometros, y es preferible que la longitud sea preferentemente de
0,5-20 mm (dependiendo, en parte, del nimero de zonas de captura, como se tratara después). Estas dimensiones
estan principalmente relacionadas con la manipulacion de fluidos (por ejemplo, cuanto mas grande sea el volumen,
mas facil es manipular volumenes de muestra mas grandes), la 6ptica del detector (por ejemplo, si se desea ver
bacterias individuales, entonces el aumento debe ser de una cierta cantidad, que reduce el campo de vista), la
velocidad a la que las bacterias pueden moverse verticalmente (por ejemplo, dependiendo del flujo de las bacterias a
través de la camara, la velocidad de movimiento debe ser lo suficiente grande para permitir la deposiciéon sobre las
superficies apropiadas antes de que las bacterias abandonen la celda), y el intervalo dinamico del detector (por
ejemplo, el nimero de bacterias que pueden "estar planas" sobre la superficie y ser distintas en el detector).

La aplicacion de dispositivos de microfluidica es muy conocida en la técnica, y puede observarse, por ejemplo, en
los servicios y productos de Micronics, Inc. de Redmond, WA, y CFD Research Corporation of Huntsville, AL. Estos
dispositivos pueden manipular cantidades muy pequefias de material, que pueden ser fracciones de un nanolitro, y
gue comprenden componentes que pueden tener mdltiples funciones que incluyen inyeccion de muestras,
microdispensacion, concentradores, multiplicadores, separadores, sensores, flujo accionado por presion,
electroosmosis, electroforesis, dielectroforesis, transporte de particulas, deteccion electroquimica, electromagnética
para mover particulas paramagnéticas, y mas. Estas tecnologias de microfluidica son muy adecuadas para la
presente invencion.

En las camaras 805, se usan un anodo 816 y un catodo 815 para crear una zona en la que la colocacion de un
potencial sobre los electrodos 816 y 815 hard que se produzca, en presencia de un tampoén adecuado, la
electroforesis. Aunque no se requiere, es preferible que los electrodos 815 y 816 sean paralelos; en la presente
invencion, los electrodos estan en paredes opuestas de la camara. Esto se proporciona para facilitar la fabricacion,
ademas de causar que los campos electroforéticos que se generaran sean perpendiculares a la superficie de los
electrodos y que produzcan incluso el movimiento de bacterias a los electrodos respectivos. Al menos uno de los
electrodos 815 o 816 sera en gran medida transparente, hasta el punto que las bacterias puedan ser detectadas a
través del electrodo por medios de deteccion visual, como se describira mas adelante. Superficies conductoras
transparentes que pueden servir de electrodo transparente incluyen peliculas pulverizadas de ITO, y tintas
conductoras transparentes impresas, tales como las tintas S-100 y P-100 proporcionadas por Sumitomo Osaka
Cement. El electrodo no transparente puede comprender recubrimientos metalicos evaporados (oro, plata, aluminio),
pero el material de electrodo preferido es platino u otros metales refractarios, que pueden ser chapados por diversas
formas de deposicién quimica o fisica de vapor.

En el anodo 816 estan colocadas superficies de captura 820, sobre las que se adherirdan las bacterias. Estas

superficies de captura tendran agentes de captura con afinidad especifica por diferentes bacterias, aunque algunos
de los agentes de captura tendran, como se describira después, afinidad general por las bacterias o por grandes

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2661 168 T3

agrupaciones de bacterias. Para afinidad especifica, la afinidad se proporciona generalmente por preparaciones de
anticuerpo, que pueden ser policlonales o monoclonales, con especificidad por un pequefio nimero de bacterias, 0
puede alternativamente proporcionarse mediante aptadmeros, u otras moléculas de afinidad especifica. También esta
presente una superficie de carga 810, sobre la que las bacterias pueden opcionalmente concentrarse antes del
movimiento a las superficies de captura 820. La superficie de carga 810 puede tener una atraccién débil o reversible
por las bacterias, que residiran sobre la superficie 810 durante un periodo de tiempo, o la superficie de carga 810
puede tener atraccidn especifica muy baja 0 no especifica por las bacterias. Alternativamente, la superficie de carga
810 puede no tener atraccién por las bacterias, pero se mantendra proxima a la de la superficie de carga mediante
campos electroforéticos, como se tratara mas adelante. En general, otras superficies de la camara 805, que incluyen
aquellas areas del anodo 816 entre la superficie de carga 816 y las superficies de captura 820, o entre las diferentes
superficies de captura 820, tendran muy baja unién a bacterias, tal como aquella proporcionada por recubrimientos
OptiChem (Accelr8 Technology Corporation, Denver, Colorado). Esta baja unién se confiere generalmente por un
recubrimiento aplicado a los electrodos 815 y/o 816, en los que el recubrimiento tiene preferentemente componentes
de polietilenglicol, poliacrilamida u otro polimero de baja energia superficial. Preferentemente, este polimero ha sido
funcionalizado (por ejemplo, con N-hidroxisuccinimida, tiol, epoxi, hidracina, o grupos amino, o con biotina o avidina)
de forma que puedan unirse agentes que se enlazan especificamente o no especificamente con las bacterias, para
conferir a las superficies de captura sus atractivas caracteristicas con bacterias.

Las bacterias pueden presentar alta unidon no especifica después del contacto con una superficie relativamente no
atractiva, especialmente después de estar en contacto con esa superficie durante un periodo de tiempo. Algo de
esta unién viene con la expresion de proteinas de unioén a bacterias, y puede incluir, por ejemplo, diversas proteinas
adhesinas. Con el fin de reducir la cantidad de unién no especifica, en aquellos casos en los que no se desea la
unién no especifica (por ejemplo, a la superficie de carga 810, o a medida que las bacterias estan siendo movidas
entre superficies de captura especificas 820 a las que normalmente no se unen), puede ser conveniente usar
diversos agentes que pueden reducir esta unidon no especifica no deseable, que incluye el uso de anticuerpos
bloqueantes que se unen a las adhesinas, el uso de diversos agentes de union a adhesina, tales como galabiésidos,
globotetraosas y tetrasacaridos, o el uso de diversos detergentes (y preferentemente detergentes no idnicos) para
reducir esta unién. Ademas, la unién de las bacterias a superficies es sensible a tanto el tiempo de residencia,
ademas de a la fuerza con la que las bacterias son dirigidas sobre la superficie. Reduciendo la fuerza electroforética,
o reduciendo el tiempo durante el cual las bacterias se dirigen al electrodo por electroforesis, puede modularse la
fuerza de union no especifica. Ademas, se ha encontrado que colocando una carga sobre el electrodo que tiene la
misma polaridad que la de las bacterias también puede reducirse la unién no especifica.

La atracciéon de la superficie de captura 820 por las bacterias puede ser altamente especifica o relativamente no
especifica, considerando el tipo de bacterias. Por ejemplo, la superficie 820 puede comprender polimeros
policationicos no especificos (por ejemplo, polietilenimina o polilisina), anticuerpos especificos para serotipo, género,
especies o clase, aptameros, proteinas de union a glucoproteina, u otros.

Aunque se muestra que solo hay un Unico catodo 815 y un Gnico anodo 816, en una realizacion, puede haber
multiples electrodos, que pueden ser direccionables por separado, especialmente en el caso del &nodo 816. En tal
caso, pueden colocarse anodos 816 individuales aproximadamente en las mismas localizaciones que las diferentes
superficies de captura 820. En la siguiente discusién, donde se indica que las bacterias estan siendo
electroforéticamente transportadas a una superficie de captura 820 particular o superficie de carga 810, o una fuerza
esta siendo dirigida lejos de dicha superficie, esto puede llevarse a cabo tanto activando el Gnico electrodo 815 y 816
como se muestra, 0 alternativamente activando electrodos separados que se encuentran debajo de las superficies
respectivas. La FIG. 32C es un diagrama esquematico en vista lateral de la celda de deteccion bacteriana de la FIG.
32B con el uso de electrodos direccionables. Debe también observarse que el uso de estos electrodos
direccionables puede usarse para crear fuerzas electroforéticas horizontales, de forma que las bacterias que estan
unidas a la superficie de carga 810, por ejemplo, bajo la influencia de un electrodo direccionable 817A y un electrodo
direccionable 819A, puedan ser movidas a la primera superficie de captura 820 colocando ambos electrodos 817A y
819A bajo un potencial negativo relativo, ademas del electrodo 817B, mientras que se coloca el electrodo 819B a un
potencial positivo relativo, de forma que las lineas de campo de fuerza electroforética transporten las bacterias de la
superficie de carga 810 a la primera superficie de captura 820. Debe observarse que hay varias disposiciones de
electrodos diferentes que tendrian efectos similares, que incluyen el uso de catodos direccionables 817 y anodos
direccionables 819 que estan desplazados el uno del otro horizontalmente, o que hay una multiplicidad de catodos
direccionables 817 que se activan a diferentes grados con el fin de formar los campos de fuerza electroforética de
manera que se proporcione una distribucion relativamente uniforme de bacterias sobre la superficie de captura 820.
También puede ser beneficioso en ciertas circunstancias tener las bacterias distribuidas en una forma no uniforme
sobre la superficie de captura 820. Por ejemplo, en el caso en el que el nUmero de bacterias pueda oscilar en
numeros mayores del intervalo nominal del sistema con distribucién de bacterias uniforme, por tener una distribucion
no uniforme sobre la superficie de captura 820, pueden usarse areas de escasez relativa de bacterias cuando el
namero de bacterias en la muestra sea alto, mientras que pueden usarse areas de concentracion relativa cuando el
namero de bacterias en la muestra sea bajo.

Debe observarse que las distancias verticales representadas por los electrodos 815 y 816 y por las superficies 810 y
820 no estan dibujadas a escala. Aunque la separacién entre los electrodos generalmente sera cientos de
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micrometros, las dimensiones verticales de los electrodos 815 y 816 generalmente se mediran en décimas de
nanémetros, y las superficies 810 y 820 seran nandmetros a décimas de nandmetros de espesor. El tamafio de la
superficie 810 y 820 puede variar enormemente dentro de la presente invencion, pero es preferentemente cientos de
micrémetros hasta 5 milimetros en cualquier dimensién del diagrama en vista desde arriba. Asimismo, la distancia
gue separa las superficies 810 y 820 puede variar enormemente, pero preferentemente sera entre 5 micrémetros o
de hasta 1 milimetro, y mas preferentemente sera entre 50 y 200 micrometros.

Las FIG. 33A-D son vistas esquematicas laterales del transporte y captura de bacterias usando la camara de las
FIG. 32A-B. En la FIG. 33A, se introducen bacterias de dos tipos (indicadas por las estrellas 830 y 835 y los
diamantes 840) en la camara 805 mediante el puerto de entrada 803 (la diferencia entre los simbolos de bacterias
gue estan rellenos o son blancos se describira mas adelante).

Se aplica un potencial a través del anodo 816 y el catodo 815 de forma que se cree la electroforesis entre los dos
electrodos. Esta electroforesis puede ser acelerada usando agentes quimicos como se ha descrito anteriormente.
Opcionalmente, puede colocarse un catodo adicional fuera del otro puerto 803 para crear un campo de inyeccion
gque promueve el movimiento de las bacterias en la camara 805, como se tratard mas abajo en mas detalle.

A medida que las bacterias 830, 835 y 840 pasan el principio del anodo 816, se mueven hacia el anodo basandose
en su carga generalmente negativa. Debe observarse que la carga negativa de las bacterias puede, de algiin modo,
ser modificada por el pH del medio en el que tiene lugar la electroforesis. Hasta el punto que algunas bacterias
pueden tener una carga neutra o ligeramente positiva en un medio, es conveniente elevar el pH del medio para
conferir a las bacterias una carga mas negativa.

El movimiento de las bacterias 830, 835 y 840 es a una velocidad dependiente de muchos factores, que incluyen el
potencial entre los electrodos 815 y 816, la conductancia del medio y la presencia de agentes quimicos para acelerar
la electroforesis, y simultdaneamente, hay movimiento del medio a través del nuevo medio (con o sin bacterias) en el
puerto de entrada 803 y fuera del puerto de salida 802. Como se ha mencionado anteriormente, el uso de electrodos
direccionables 815 y/o 816 puede usarse para también promover el movimiento de las bacterias. El equilibrio del
movimiento vertical (por ejemplo, mediante electroforesis) y movimiento horizontal (por ejemplo, mediante
movimiento de fluidos, electroforesis, u otros medios) debe ser tal que las bacterias se pongan en contacto con la
superficie de carga 810. Sobre la superficie de carga, las bacterias pueden o bien ser prevenidas del movimiento
horizontal ya sea por fuerzas electrostaticas débiles (por ejemplo, mediante una carga electrostatica débil sobre la
superficie) sobre la superficie de carga 810, o mostraran movimiento reducido debido a flujo de fluidos mas bajo
cerca de la superficie en presencia de una fuerza electroforética hacia abajo a la superficie de carga 810. Estas
fuerzas generalmente seran ortogonales o casi, que es conveniente ya que esto permite el ajuste independiente del
movimiento de las bacterias en tanto las direcciones verticales como horizontales. En aquellos casos en los que es
necesario mayor movimiento horizontal, por ejemplo, una mayor fuerza vertical puede compensar parcialmente o
completamente.

El fin de la superficie de carga 810 es poner las bacterias en un volumen muy pequefio sobre la superficie de
captura, como se muestra en la FIG. 33B, y compensar una muestra diluida. Una vez se recogen todas las bacterias
sobre la superficie 810, entonces se realiza mas facilmente su movimiento sobre superficies de captura 820
especificas.

En la FIG. 33C, las bacterias se mueven desde la superficie de carga sobre una superficie de captura especifica
820. Si la superficie de carga 810 tiene una atraccion electrostatica por las bacterias, la fuerza electrostatica se
invierte, como se tratara mas abajo en mas detalle. Si las bacterias se mantienen cerca de la superficie de carga 810
Unicamente en virtud del campo electroforético, este campo es o bien apagado, reducido, o incluso invertido.

Las bacterias se mueven entonces horizontalmente a lo largo de la camara 805 mediante el movimiento del fluido,
movimiento que puede llevarse a cabo mediante electrosmosis, bombas de desplazamiento positivo, bombas
peristélticas, u otros medios. Este movimiento esta coordinado con la aplicacién adicional de electroforesis vertical,
coordinacion que puede ser simultdnea o secuencial. Es decir, en la coordinacion secuencial, el movimiento de
fluidos puede realizarse durante un cierto periodo, y entonces seguido de un periodo de no movimiento de fluidos
durante el cual se aplica la electroforesis, o la electroforesis puede aplicarse durante el movimiento en coordinacién
simultanea. En el dltimo caso, la velocidad del movimiento o la magnitud de la fuerza electroforética puede variarse,
de forma que las bacterias no se muevan mas de la anchura de una superficie de captura 820 antes de ponerse en
contacto con la superficie 820. De hecho, es preferible que todas las bacterias no se pongan en contacto con la
superficie de captura 820 en su borde delantero (es decir, a la izquierda en la figura), de manera que haya una
distribucién mas uniforme de bacterias sobre la superficie de captura 820.

En lugar de las bacterias 840 que se mueven horizontalmente a través de la camara 805, las bacterias pueden
alternativamente moverse en un modo en "zig-zag" si se usan electrodos direccionables correspondientes a las
diversas superficies 810 y 820A-E. Es decir, las bacterias 840 pueden moverse de la superficie de carga 810 al
electrodo 815 por el apropiado potencial que se pone sobre el electrodo direccionable debajo de la superficie de
carga 810, y después, las bacterias 840 pueden moverse a la primera superficie de captura 820A poniendo un
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potencial positivo sobre el electrodo debajo de la superficie 820A y un potencial negativo sobre el electrodo 815.
Entonces, las bacterias 840 pueden moverse sucesivamente de las superficies de captura 820A-E al electrodo 815y
de ahi a la siguiente superficie de captura 820B-E. Esto tiene la ventaja de que las bacterias 840 no se acumulan en
los bordes delanteros de las diversas superficies de captura 820 (es decir, se pegan a la primera parte de la
superficie que encuentran), sino que estan mas uniformemente distribuidas sobre las superficies de captura 820.
Este efecto puede ser adicionalmente fortalecido usando electrodos direccionables que sustituyen el Unico electrodo
815, en los que estos electrodos direccionables pueden estar o bien directamente encima de los electrodos
direccionables correspondientes debajo de las superficies de captura 820, o alternativamente pueden estar
escalonados con respecto a las superficies de captura 820 en la direccién horizontal.

Como puede apreciarse en la FIG. 33C, en la superficie de captura 820A mas a la izquierda, solo las bacterias 840
estan unidas, mientras que las bacterias 830 y 835 no se unen en esta superficie. En la FIG. 33D, como el proceso
se repite y la muestra bacteriana se pone en contacto con superficies de captura 820 adicionales, las bacterias 830 y
835 estan ahora unidas a la superficie de captura 820C.

Una realizacién alternativa se muestra en las FIG. 34A-D, que son diagramas esquematicos en vista lateral del
transporte electroforético a las superficies de deteccion. En la FIG. 34A, se pone en contacto una muestra bacteriana
en medio de bajo electrolito 882 con un medio de alto electrolito 880 con una interfase 890 formada entre ellos en
aproximadamente la localizacion donde un puerto de entrada de muestra 895 cruza la camara, que tiene un puerto
de entrada alternativo 896. Esta interfase puede formarse por el movimiento de la muestra de medio de bajo
electrolito a través del puerto de entrada de muestra 895 hasta que cruce aproximadamente la cdmara, y entonces
por el movimiento del medio de alto electrolito a través del puerto de entrada alternativo, mientras que se previene la
retro-presion del movimiento del medio de bajo electrolito 882 de nuevo en el puerto de entrada de muestra 895.
Debe observarse que aunque la interfase 890 se muestra como afilada y perpendicular al puerto de entrada de
muestra, la orientacion y posicidn especificas de la interfase 890 pueden variarse dentro de la presente invencion.
Por tanto, las diferencias en la velocidad de movimiento de bacterias entre el medio de alto electrolito y el medio de
bajo electrolito estan relacionadas con la relacién de las conductividades en los dos medios. Es preferible que la
diferencia en las conductividades sea superior a 10 veces, e incluso mas preferible que la diferencia sea superior a
50 veces, e incluso mas preferible que las diferencias sean superiores a 200 veces.

Se coloca un catodo 910 en la muestra perfectamente dentro del puerto de entrada de muestra 895, distal con
respecto a la camara de muchas o todas las bacterias 830 y 840. Se coloca un anodo 900 después de la Ultima
superficie de captura 820. La colocacién del &nodo 900 y el catodo 910 puede variarse dentro de la operacion de la
presente invencion, pero debe ser tal que las bacterias 830 y 840 y superficies de captura 820 deban estar entre el
anodo 900 y el catodo 910. De hecho, tanto el anodo 900 como el catodo 910 pueden estar fuera de la camara.

En la primera etapa de operacion, mostrada en la FIG. 34B, se aplica un potencial entre el anodo 900 y el catodo
910. Debido a que la resistencia en el medio de alto electrolito 880 es muy baja, la caida de potencial es
principalmente a través del medio de bajo electrolito 882. Por lo tanto, las bacterias 830 y 840 se moveran
rapidamente a través del medio de bajo electrolito, hasta que lleguen a la interfase 890, punto en el que su
movimiento es significativamente ralentizado. De hecho, usando una gran diferencia en la conductancia de los dos
electrolitos 880 y 882, es posible que el movimiento en los dos electrolitos se diferencie en el movimiento muchos
ordenes de magnitud. Asi, las bacterias 830 y 840 tenderan a concentrarse en la interfase 890 como se muestra en
la FIG. 34B.

En la FIG. 34C, las bacterias 830 y 840 se mueven en una direccion inversa (de nuevo hacia el electrodo 910)
invirtiendo el potencial, de manera que las bacterias se muevan lejos de la interfase. La distancia que las bacterias
pueden moverse puede ser bastante corta (por ejemplo, cientos de micrometros) o lejos (por ejemplo, centimetros)
dentro de la presente invencién. En este momento, el medio de alto electrolito se elimina empujando el medio de
bajo electrolito a través del puerto alternativo 896, de forma que el sistema entero sea ahora medio de bajo
electrolito, y el sistema esté en una posicién similar a la mostrada en la FIG. 33A, con las bacterias que van a
introducirse en el sistema.

Otra realizacion de la presente invencion se muestra en las FIG. 35A-D, que son diagramas esquematicos en vista
lateral de una camara en la que se distingue el material contaminante basandose en su comportamiento bajo
campos electroforéticos. En este caso, se muestran cuatro tipos de material, que incluyen bacterias 830 y 840,
ademas de un primer contaminante 837 y un segundo contaminante 839. En la FIG. 35A, los cuatro materiales son
transportados a la superficie de carga 810, produciendo una situacion similar a la de la FIG. 33B. En este caso, la
superficie de carga 810 esta establecida de forma que tenga una atraccién por los materiales 830, 840, 837 y 839, y
que todos los materiales se unan a la superficie 810.

En la FIG. 35B, la polaridad de los electrodos 815 y 816, de forma que el material se dirija hacia el electrodo 815. El
material 837 tiene o bien una atraccion generalmente mas baja a la superficie de carga 810, o experimenta una
fuerza electrostatica mayor con respecto a los otros materiales, de forma que se elimine de la superficie 810 aunque
los otros materiales sigan unidos. En la FIG. 33C, el potencial sobre los electrodos 815 y 816 aumenta de forma que
las bacterias 830 y 840 se eliminen de la superficie de carga 810, pero el material 839, que tiene una atraccion mas
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alta por la superficie 810, siga unido a la superficie 810. Las bacterias 830 y 840 son ahora capaces de ser
transportadas a través de la camara 805, y de unirse a las superficies de captura 820.

Debe observarse que la fuerza de unién requerida para eliminar bacterias de una superficie puede ser variada por la
cuidadosa seleccion de materiales que comprenden la superficie de carga 810 o la superficie de captura 820. Por
ejemplo, para union no especifica, puede variarse la concentraciéon del agente de unién no especifica (por ejemplo,
polietilenimina u otro polication), puede variarse la longitud de la cadena de polimero, puede variarse el tipo de carga
i6nica (por ejemplo, amina primaria, secundaria, terciaria o cuaternaria, o los grupos que sustituyen al nitrégeno), la
densidad lineal o volumétrica de la carga ionica en el polimero, u otros cambios. Ademas, en el caso de unién
especifica, si el agente de union (por ejemplo, un anticuerpo) no proporciona en si mismo fuerza de unién suficiente
para mantener las bacterias en su sitio durante la operacién del sistema, el agente de union especifica puede ser
complementado por un agente de unién no especifica mas fuerte, de manera que la fuerza de unién total sea una
combinacion de fuerzas no especificas y especificas. En una realizacion, puede ser una secuencia de superficies de
captura 820 que son distinguidas no basandose en la diferente unién especifica (por ejemplo, por anticuerpos o
aptameros), sino por los diferentes niveles de uniéon no especifica, a las que se unen diferentes bacterias con
diferentes afinidades globales. Asi, en general, la primera superficie de captura encontrada por las bacterias tendria
unién no especifica mas baja global, y las superficies 820 posteriormente encontradas tendrian entonces niveles de
unioén no especifica crecientes.

Deteccién de organismos

La deteccion de los organismos puede tener lugar en varios medios diferentes, aunque se realiza generalmente por
medios de deteccion visual. En este caso, se obtiene una imagen ampliada de las superficies de deteccién 820, con
o0 sin la adicién de tinciones, y esta imagen se analiza preferentemente por medios electronicos automaticos. Para
discusiones mas generales de deteccion en la presente invencién, véase también anteriormente.

La deteccién puede incluir el uso de métodos de microscopia, que incluyen campo brillante, campo oscuro,
fluorescencia, quimioluminiscencia, fase, contraste de interferencia diferencial y otros métodos, ademas de métodos
de medicién de la intensidad de luz global y respuesta espectral sin obtenciéon de imagenes. Tales métodos pueden
ser ademas potenciados usando iluminacion de laser dirigido o iluminacion de luz incoherente sin el uso de
iluminacion de condensador convencional, tal como puede usarse para respuesta de luz dispersa o luz fluorescente.
Ademas, puede emplearse iluminacion de luz reflejada, luz transmitida o luz evanescente. Aunque pueden
emplearse métodos de microscopia en la presente invencién, es ventajoso que el sistema use sistemas 6pticos que
no requieren calibracidon cuidadosa y repetida. Por tanto, se prefiere emplear Opticas que empleen una gran
profundidad de campo, y que sean de aumento relativamente bajo. Ademas, esta dentro de las ensefianzas de la
presente invencion usar multiples métodos en la misma muestra, que incluyen, por ejemplo, el uso de obtencion de
imagenes de fase de campo brillante y realizar secuencialmente obtencion de imagenes reflejadas de fluorescencia,
con el fin de obtener diferente informacion sobre el mismo campo de vista de obtencién de imagenes.

El sistema frecuentemente implicara el movimiento horizontal de o bien la camara en la que se capturan las
bacterias, o el detector, dado que las mediciones se haran durante un periodo de tiempo significativo, y
generalmente implicara horas para aquellas mediciones que implican crecimiento bacteriano (véase a continuacion).
En aquellos casos, es conveniente que el sistema sea capaz de restablecer su relacion original de bacterias con
respecto al detector, de manera que puedan compararse las imagenes obtenidas durante un periodo de tiempo.
Aungue esto puede realizarse algunas veces con un sistema de control de "bucle abierto", en general, se prefiere un
sistema de "bucle cerrado”, que implica retroalimentacion. Dos métodos preferidos para esta retroalimentacion
implican el uso