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ES 2 982 089 T3

DESCRIPCION
Plataforma de deteccién de reactancia y capacitancia para detectar microorganismos
Antecedentes de la invencién

La presente invencidn se refiere al campo de la deteccién microbiana en muestras clinicas. La invencién se refiere
en particular a lograr una deteccién mas rapida de la presencia o ausencia de bacterias en una muestra biolégica.

La capacidad de detectar microorganismos replicantes (bacterias, hongos, virus) es un requisito fundamental en
muchas aplicaciones microbiolégicas clinicas. En este sentido, se han desarrollado varios métodos directos y/o
indirectos para detectar el crecimiento de organismos.

Por ejemplo, los métodos de deteccién indirecta pueden estimar los efectos de subproductos, moléculas,
compuestos o reactivos quimicos sobre el crecimiento/replicacién de los organismos. Es decir, silos subproductos,
las moléculas, los compuestos o los reactivos quimicos aumentan, disminuyen o se alteran de manera colectiva y
acumulativa como resultado del crecimiento/replicacién del organismo. Por ejemplo, las cambiantes demandas
metabélicas de una poblacién de microorganismos en crecimiento pueden observarse mediante un cambio en la
fluorescencia o mediante un cambio colorimétrico de un sensor elastomérico. Si bien estos mecanismos de
deteccién son bien conocidos, el umbral de deteccién se supera cuando las concentraciones de organismos
alcanzan aproximadamente 10° unidades formadoras de colonias (UFC) por botella. Esto da como resultado un
tiempo tipico de deteccién (TTD) del orden de 8 a 24 horas para muchos patdgenos del torrente sanguineo
clinicamente relevantes. En algunos casos, la deteccién de ciertos organismos puede requerir mas de 72 horas.

Ademés, se han desarrollado sistemas de deteccidén eléctrica para detectar microorganismos viables en solucién.
En general, estas plataformas utilizan mediciones de impedancia como indicador indirecto del crecimiento de
microorganismos. Uno de estos sistemas se describe en el documento WO 2013/123189 presentado el 14 de
febrero de 2013 y titulado “Sistema de deteccién bacteriana basado en la impendencia”, que se asigha en comun
con la presente solicitud. Ramirez, N., et al., “Electrochemical impedance spectroscopy: An effective tool for a fast
microbiological diagnosis™, Biotecnologia Aplicada, vol. 26, num. 1, pags. 72-78 (febrero de 2009) describe el uso
de la espectroscopia de impedancia electroquimica para detectar y cuantificar bacterias patégenas.

Mediante la excrecién o absorcién de productos cargados (por ejemplo, iones, fosfatos, sulfatos, nitratos) o la
produccién de intermedios metabdlicos cargados (por ejemplo, acido lactico), la composicién iénica total de la
muestra se altera cuando se produce el crecimiento microbiano. El crecimiento microbiano afecta a la conductividad
(o resistividad) general del medio. Este cambio en la conduccién (o resistencia) se manifiesta por cambios en la
impedancia eléctrica general de la solucién a lo largo del tiempo. La impedancia se mide sumergiendo una pluralidad
de electrodos en la solucién y midiendo la tensién (por ejemplo, CA o CC) y/o la respuesta de corriente. Estos
sistemas suelen utilizar el modelado de datos para adaptarse a un marco teérico en torno a los datos de impedancia
sin procesar para extraer informacién relacionada con el crecimiento de microorganismos.

Por ejemplo, algunos sistemas bien conocidos usan una celda de reaccién de 10 ml llena de un caldo especializado.
La célula de reaccién se inocula con muestras microbioldgicas industriales y se incuba durante hasta 24 horas. Se
introduce en el tubo una forma de onda de entrada de frecuencia fija (10 kHz) y se monitoriza la impedancia. A
medida que la composicién i6nica del medio cambia en respuesta al crecimiento microbiano a lo largo del tiempo,
comienzan a acumularse pequefios cambios en la conduccién del medio. Cuando la conductividad ha aumentado
por encima de un umbral especificado, se devuelve una indicacién de que una muestra ha dado positivo en las
pruebas de crecimiento microbiano. Sin embargo, los sistemas de este tipo tienen limitaciones técnicas importantes,
de modo que el alcance de su aplicacidén se ha limitado principalmente a aplicaciones microbiolégicas industriales.

En este sentido, los sistemas de deteccién eléctrica adolecen de una limitacién técnica, ya que se basan en un cambio de
conduccién o resistencia en el medio de crecimiento debido a la formacién y acumulacién de subproductos del crecimiento
microbiano. En consecuencia, para medios de alta fuerza idnica, cualquier sefial generada por la replicacién microbiana se
enmascara esencialmente hasta que esté presente una concentracién muy alta de microorganismos. Ademas, muchas
aplicaciones que monitorizan un medio altamente complejo (por ejemplo, la sangre) para determinar el crecimiento y la
deteccién de microorganismos no pueden utilizar técnicas de deteccion estandar basadas en la impedancia.

Una solucién propuesta a los problemas con los sistemas de deteccién de impedancia sugiere usar un subconjunto
de la impedancia total para aumentar la sensibilidad a las mediciones indicativas del crecimiento de microorganismos.
En Sengupta et. al., “A micro-scale multi-frequency reactance measurement technique to detect bacterial growth at
low bio-particle concentrations”, Lab Chip, vol. 6, pags. 682-692 (2006) (en adelante, “Sengupta™), se utilizdé una
camara microfluidica de 100 pl de volumen como cdmara que se controld para detectar una respuesta que indicara la
presencia de bacterias. Sengupta et. al. informan de que la respuesta de deteccién puede mejorarse en relacién con
una simple medicién de la conductividad dieléctrica proporcionando una camara en forma de canal larga (escala de
cm) y muy fina (<250 micrédmetros) que contenga la muestra, con electrodos muy pequefios colocados en ambos
extremos. Mediante el uso de frecuencias muy altas (de 100 kHz a 100 MHz), se midié la contribucién de capacitancia
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de la muestra liquida. Segln Sengupta, la capacitancia de la muestra liquida es sensible a los cambios provocados
por la presencia y/o el crecimiento de bacterias en la muestra dispuesta en la cdmara.

Sin embargo, Sengupta afirma que las fluctuaciones de temperatura fueron el desafio mas importante para el uso del método
de usar un entorno microfluidico para analizar la presencia de bacterias en una muestra mediante una medicién de la
conductividad dieléctrica. Ademas, Sengupta obtiene y mide una nueva muestra para cada punto temporal analitico. Es
decir, Sengupta requiere llenar una nueva cdmara de microfluidos (o0 reemplazar la muestra liquida de la camara de
microfluidos con una muestra nueva) antes de realizar una medicién posterior. Este enfoque es destructivo, ya que requiere
un consumo de aproximadamente 100-200 pll de muestra por hora, ya que cada porcidn previamente muestreada se
descarta. El volumen de consumo de muestras a lo largo del tiempo podria representar un serio desafio, especialmente para
las muestras con microorganismos de crecimiento lento o metabolismo lento. Ademas, la obtencién de muestras a lo largo
del tiempo conlleva problemas inherentes a la eliminacién de residuos de riesgo bioldgico y a la esterilidad.

Otra desventaja de la técnica descrita en Sengupta es la necesidad de realizar el experimento en la escala de
volumen de microlitros. Esto prohibe que la técnica detecte muestras clinicamente relevantes sin las etapas de
preparacién o submuestreo adecuados. Ademas, la técnica utiliza datos espectrales sin procesar de una amplia
gama de frecuencias (de cientos a miles de kHz) para ajustarse computacionalmente a un modelo de circuito de la
“capacitancia” de la solucidn. Por lo tanto, existe una complejidad matemética en torno al anélisis de los datos, lo
que puede resultar en hasta un minuto de tiempo de posprocesamiento por consumible.

Finalmente, Sengupta no supera la incompatibilidad inherente de los medios con alto contenido i6nico (por ejemplo,
la sangre) con la técnica de impedancia descrita. En cambio, Sengupta evita el problema al limitar el nimero total
de iones al reducir el volumen total de la cdmara de deteccion. Por lo tanto, incluso volimenes ligeramente mas
altos provocan una gran pérdida de sensibilidad.

Por lo tanto, existe la necesidad de mejorar el uso de mediciones dieléctricas para detectar la presencia o ausencia
de microbios en un liquido.

Breve resumen de la invencion

Segln la presente invencién, se proporciona un método de deteccion del crecimiento microbiano basado en la
impedancia segun las reivindicaciones 1-4 y un sistema correspondiente segun las reivindicaciones 5-11. El método y el
sistema basados en la impedancia utilizan un subcomponente, es decir, el componente imaginario (reactancia), de la
impedancia total para determinar la composicidn i6nica total del medio. En este sentido, el subcomponente de reactancia
tiene una sensibilidad mucho mayor tanto al cambio en los componentes idénicos del medio debido al crecimiento de
microorganismos (deteccion indirecta) como a la masa celular cargada de los microorganismos (deteccion directa). Esto
proporciona un enfoque de deteccién amplio para tratar un espectro amplio y diverso de microorganismos.

También se describe un método de ajuste para permitir la deteccién de reactancia dentro de volimenes de fluido
que van desde los rangos de microlitros a mililitros. En este sentido, la sensibilidad de frecuencia del sistema puede
cambiarse de 1 kHz a cientos de kHz ajustando el valor fisico de las resistencias en paralelo a una etapa de entrada
capacitiva de un detector amplificador de bloqueo. Esto da como resultado una mayor sensibilidad a los cambios
en la composicién idnica (para frecuencias de operacién entre 1-20 kHz) y de la biomasa microbiana (para
frecuencias de operacién muy superiores a 20 kHz).

También se describe un método para ajustar la sensibilidad de frecuencia de la muestra objetivo mediante el uso
de un circuito de ajuste de resistencia-condensador en puente. Al ajustar los valores del circuito de ajuste
resistencia-condensador puente, la deteccién se vuelve sensible tanto a los cambios en la composicién iénica como
a la masa del organismo cargado en el espectro de alta frecuencia (>> 20 kHz). Por lo tanto, el circuito de ajuste
resistencia-condensador puente produce un tiempo de deteccion (TTD) més réapido.

Ademas, el ajuste de la respuesta de frecuencia dentro del consumible de prueba permite la deteccidn del crecimiento
microbiano en volimenes relativamente grandes (por ejemplo, >10 ml) de muestra. Esto elimina la necesidad de la
técnica anterior de submuestrear constantemente. Se obtienen beneficios adicionales al utilizar los datos de reactancia
sin procesar, ya que es posible que ya no se requieran célculos matematicos complejos después de cada muestra. La
complejidad computacional reducida, junto con la utilizacién de un rango més estrecho de frecuencias, permite tiempos
de escaneo mas réapidos (de milisegundos a segundos en lugar de segundos a minutos).

También se describe un sistema con mayor sensibilidad al crecimiento de microorganismos. El sistema incluye un
circuito electrénico de procesamiento de sefiales conectado a una celda de prueba (es decir, consumible) a través
de dos 0 mas electrodos que penetran completamente en la celda de prueba y estan en contacto con el contenido
del fluido. El circuito electrénico estd configurado para detectar un componente de la impedancia total,
especificamente el componente de reactancia “desfasado” o imaginario, que tiene una respuesta sensible al
crecimiento del organismo de una manera dependiente de la frecuencia. El componente de reactancia de la
impedancia es bien conocido por los expertos en la técnica y no se describe en detalle en el presente documento.
En este sentido, el sistema puede detectar cambios tanto en la composicién de las moléculas cargadas en la matriz
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liquida como en el niumero de microorganismos basandose en la monitorizacién de la muestra para detectar
cambios en este pardmetro. Esto se traduce en una reduccién del 5-70 % en el tiempo de deteccién (TTD).

Otra ventaja obtenida por el sistema y el método descritos en el presente documento es la capacidad de detectar
organismos en una pluralidad de formas, volimenes y formatos de matriz (0 medios) consumibles. En este sentido,
los electrodos deben estar completamente sumergidos en un cuerpo continuo de muestra liquida. La distancia entre
los electrodos se puede ajustar o ajustar para adaptarse a las necesidades del consumible. Ademas, las entradas
de tensidn también se pueden ajustar para permitir la deteccién adecuada del contenido del consumible.

En este sentido, el sistema actual es capaz de detectar los microorganismos presentes en lo que de otro modo se
considerarian muestras “sucias” debido a la naturaleza altamente cargada de las paredes celulares de los
microorganismos y sus respectivos cambios en la composicioén iénica de la matriz liquida. Es decir, el sistema actual
puede monitorear el crecimiento en una situacion de prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos con contaminantes
sanguineos y otros componentes de la muestra que, de otro modo, interrumpirian las estrategias de deteccidn éptica.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 ilustra un ejemplo, que no forma parte de la presente invencidn, de un aparato para medir la capacitancia
dieléctrica de una muestra liquida para determinar la presencia o ausencia de microorganismos en la misma;

la figura 2 ilustra otro ejemplo, que no forma parte de la presente invencién, de un aparato para medir la capacitancia
dieléctrica de una muestra liquida para determinar la presencia o ausencia de microorganismos en la misma, por
lo que la frecuencia de medicién del generador de sefiales se ajusta autométicamente y se mantiene en la
frecuencia de cruce por cero.

La figura 3 ilustra una realizacion, parte de la invencidn, de un aparato para medir la reactancia de una muestra
liquida para determinar la presencia o ausencia de microorganismos en la misma,;

las figuras 4 Ay 4B ilustran diagramas de bloques del aparato para medir la reactancia de la muestra liquida;
la figura 5 ilustra un grafico lineal que muestra el tiempo transcurrido hasta la deteccién de E. coli a diferentes frecuencias;
la figura 6 ilustra los tiempos de deteccién reducidos obtenidos por las realizaciones descritas en el presente documento;

la figura 7 muestra los resultados experimentales de que el tiempo de deteccién puede mejorarse usando
frecuencias mas altas;

la figura 8 ilustra un grafico lineal que muestra el tiempo transcurrido hasta la deteccion de A. /woffii a altas frecuencias;
la figura 9 ilustra un grafico lineal que muestra el tiempo transcurrido hasta la deteccion de M. luteus a altas frecuencias.
Descripcion detallada

Segun los ejemplos descritos en el presente documento, la presencia o ausencia de crecimiento microbiano se determina
usando una medicidn de subcomponentes de impedancia. La configuracién del electrodo y la frecuencia pueden
configurarse como se describe en el presente documento para garantizar que incluso pequefios cambios en la carga
i6nica del entorno de prueba sean detectables para determinar la presencia o ausencia de crecimiento microbiano.

La impedancia es una medida de la oposicién eléctrica que un circuito presenta a una corriente cuando se aplica
una tensién. Cuando se opera en un circuito de corriente alterna (CA, f > 0), la impedancia se compone de
resistencia y reactancia. Por el contrario, la impedancia solo se compone de resistencia en un circuito de corriente
continua (CC, f=0). Por lo tanto, la impedancia se puede expresar como:

Z=Zo0+j*Zr(f)

donde Z = impedancia, Zo = resistencia, j = V -1, Zr = reactancia y f = frecuencia. Por lo tanto, la impedancia es una
caracteristica eléctrica de una sustancia que se compone de dos subcomponentes, resistencia y reactancia.

La resistencia es la oposicién al paso de una corriente eléctrica a través de un conductor eléctrico (por ejemplo,
alambre metélico, solucién de agua salada, etc.). La resistencia es un valor escalar y no depende de la frecuencia.
En consecuencia, la resistencia tiene una relacidén inversa con el nimero total de especies cargadas estaticas (que
no evolucionan) (es decir, iones, protones, aminoacidos, péptidos, moléculas pequefias, etc.) que estan contenidas
en una muestra dada. Un aumento en las especies cargadas da como resultado una menor resistencia mientras
que, a la inversa, una disminucién da como resultado una mayor resistencia. Durante la replicacién microbiana
(comunmente denominada crecimiento microbiano), el nimero total de particulas cargadas seguira cambiando de
manera dependiente del organismo. Por ejemplo, a medida que las nuevas células se dividen, los iones se toman
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del medio y se incorporan a las células hijas. Por lo tanto, la divisién celular da como resultado una disminucién del
nimero de especies cargadas. Al mismo tiempo, los organismos metabolizan los nutrientes del medio y producen
productos cargados que dan como resultado un aumento en el nimero de especies cargadas.

La reactancia, por otro lado, es la oposicién de un elemento del circuito a un cambio de corriente o voltaje eléctrico, debido
a la inductancia o capacitancia de ese elemento. La reactancia es similar a la resistencia eléctrica, pero se diferencia en que
la reactancia es sensible a la frecuencia de operacién. En consecuencia, la reactancia tiene una relacién inversa con el
numero total de componentes capacitivos que estan contenidos en una muestra dada. En este sentido, la capacitancia
dentro de las muestras biolégicas se manifiesta de dos maneras. En primer lugar, las especies cargadas (normalmente
moléculas, células no microbianas, etc.) se acumulan en el sitio de la interfaz del electrodo debido a la aplicacién de un
voltaje (o potencial) de deteccidn. Esto se debe a que las moléculas cargadas de polaridad opuesta son atraidas por el
electrodo cuando se aplica un voltaje (por ejemplo, positivo 0 negativo) a un electrodo en un intento de neutralizar la carga
en el electrodo de superficie. Se forma otra capa de moléculas que tienen la carga opuesta en esas moléculas para crear
un “efecto de recubrimiento” que resulta en que casi no hay carga neta en la interfaz del electrodo. Este efecto de
recubrimiento da como resultado un condensador eléctrico bicapa o bicapa (por ejemplo, un condensador eléctrico de doble
capa) que tiene una carga neutra, como un aislante. Por lo tanto, el revestimiento de tipo aislante provoca un efecto capacitivo
(es decir, un aislante flanqueado por el medio conductor y el metal del electrodo), denominado capacitancia de interfaz.

La capacitancia de interfaz (Ci) es mayor cuando el sistema funciona a bajas frecuencias (<15 kHz). Con respecto
a la deteccién del crecimiento microbiano, la capacitancia de la interfaz cambia cuando hay cambios en la
composicidn idnica del medio debido a aumentos en la masa celular microbiana y los metabolitos asociados. Como
tal, la capacitancia de la interfaz es un indicador indirecto del crecimiento de microorganismos.

El otro factor biolégico que contribuye a la reactancia es la capacitancia de la célula. En este sentido, las células
humanas y no humanas tienen membranas celulares externas cargadas, seguidas de un nlcleo de membrana aislante
y, finalmente, componentes celulares internos altamente i6nicos (por ejemplo, iones). Esto es similar a la capacitancia
de la interfaz discutida anteriormente y se denominara capacitancia celular o capacitancia de membrana (Cm).

A diferencia de la impedancia, la conductividad es una medida relacionada con la presencia o ausencia de
subproductos bacterianos metabdlicos (por ejemplo, gases, tal como CO2). En este sentido, los componentes
capacitivos (y los cambios en esos componentes a lo largo del tiempo) discutidos anteriormente reflejan més
directamente la presencia o ausencia de microorganismos (por ejemplo, bacterias) en un recipiente de muestra.

El método y el sistema descritos en el presente documento detectan la capacitancia de interfaz (Ci) y la capacitancia
celular (Cm) tal como se manifiestan por los cambios en la reactancia eléctrica mediante el uso de un circuito de ajuste
de frecuencia externo. Esto da como resultado una alta sensibilidad de deteccién tanto a los aumentos en la biomasa de
los organismos como a los cambios en el entorno de la muestra inducidos por la actividad metabélica relacionada con
los microorganismos. El circuito de ajuste de frecuencia externo es compatible con una pluralidad de volimenes de
medios que van desde un microlitro hasta méas de un mililitro. Ademas, el circuito de ajuste de frecuencia externo permite
una monitorizacidn continua sin necesidad de submuestrear y actualizar periédicamente la muestra que se esta utilizando.

La figura 1, que no forma parte de la presente invencion, es una ilustracidn detallada que muestra un aparato para detectar
el crecimiento microbiano baséndose en una medicién de la impedancia capacitiva del componente. Se muestra un
amplificador de bloqueo que tiene una etapa de salida 210 y una etapa de entrada 235. La etapa de salida 210 incluye un
generador de sefial interno que puede usarse para alimentar una sefial de RF sinusoidal a un electrodo 211 de una cadmara
de medicién de impedancia dieléctrica 220 (no mostrada). El segundo electrodo 212 de dicha cadmara esta conectado con
la etapa de entrada de sefial 235 de dicho amplificador de bloqueo. Si bien en las figuras se muestra un amplificador de
bloqueo y se describe en los ejemplos del presente documento, un experto en la técnica reconoceria que se pueden usar
otros dispositivos de medicién, tales como un medidor LCR o un analizador de redes, en lugar del amplificador de bloqueo.

Segun este ejemplo, el liquido de muestra dentro de dicha camara 220 (no se muestra) esta en contacto directo
con los dos electrodos y se puede describir mediante el diagrama de circuito mostrado en el cuadro discontinuo
225. En este sentido, Ci representa la capacitancia de la interfaz entre los electrodos metalicos y el liquido; Ri
representa la resistencia de la interfaz entre los electrodos metalicos y el liquido; Rb es la resistencia volumétrica
del liquido; Rm es la resistencia de membrana de los microorganismos; y Cm es la capacitancia de la membrana.

Se supone que el generador de sefial interno en la etapa de salida 210 del amplificador de bloqueo tiene una
resistencia interna tipica de 50 Q, y que la etapa de entrada del amplificador de bloqueo 235 tiene una capacitancia
tipica (Cp) de 15 pF y una resistencia de entrada tipica (Rp) de 10 MQ.

El aparato para detectar el crecimiento microbiano mostrado en la figura 1 incluye una resistencia de adaptacién de fuente
Rs (215) y una resistencia de carga de medicién Rv (216). Segun la figura 1, la resistencia 215 de adaptacién de fuente
y la resistencia 216 de carga de medicién pueden seleccionarse para una cdmara de medicién dieléctrica y un liquido
determinados, de modo que el espectro de frecuencia del componente desfasado de la sefial de medicién muestre una
caracteristica de cruce por cero que (i) depende del valor de Cm, y (ii) se establece en una frecuencia convenientemente
baja. En ciertos ejemplos, esa frecuencia se establece en un valor igual o inferior a aproximadamente 100 kHz. Esto
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permite el uso de amplificadores de bloqueo estandar. Por ejemplo, cuando Rs = 500 Q y Rv = 500 Q, se producen
frecuencias de cruce por cero dentro del intervalo de aproximadamente 30 kHz a aproximadamente 100 kHz cuando el
medio de muestra liquido es un medio de crecimiento de hemocultivo convencional. Un ejemplo de dichos medios de
crecimiento para hemocultivos es un medio Standard Aerobic/F de Becton Dickinson Diagnostics en Sparks, MD.

Segln la figura 1, la amplitud de la sefial fuera de fase con la etapa de salida 210 del amplificador de bloqueo es
inversamente proporcional al valor de impedancia fuera de fase. En otras palabras, el valor de impedancia fuera de fase (por
ejemplo, el valor de reactancia) esta en su maximo a una frecuencia de cruce por cero de la amplitud de la sefial fuera de
fase medida. Debe tenerse en cuenta que cambiar las dimensiones de la camara de medicién de la impedancia (alterando
asi el volumen de la muestra, la relacién altura/anchura de la muestra o ambas), o reemplazar el medio de cultivo por otra
muestra liquida, probablemente cambiara los valores seleccionados para Rs y Rm. Como se ilustra, la etapa 235 de entrada
del amplificador de bloqueo proporciona un potencial de referencia. La referencia, tal como se ilustra, es un terreno flotante.
Un experto en la técnica apreciara que hay muchas maneras diferentes de proporcionar un potencial de referencia mediante
la etapa de entrada, y que la referencia en la figura 1 es meramente ilustrativa y no a modo de limitacién.

La figura 2 ilustra un ejemplo alternativo, que no forma parte de la presente invencién, de un aparato para medir la
capacitancia dieléctrica y la reactancia de una muestra liquida para determinar los cambios en la carga idnica del entorno
de prueba usando un ajuste automatico de la frecuencia de medicién. En este sentido, la salida de sefial desfasada 332
de un detector de sefial sensible a la fase 330 esta conectada a la entrada 335 de un integrador electrénico 340. La salida
345 del integrador 340 esté conectada a la entrada de control de frecuencia 305 de un oscilador controlado por voltaje
310 que actia como generador de sefiales como en el aparato mostrado en la figura 1. De nuevo, Ci representa la
capacitancia de la interfaz entre los electrodos metalicos y el liquido; Ri representa la resistencia de la interfaz entre los
electrodos metalicos y el liquido; Rb es la resistencia volumétrica del liquido; y Cm es la capacitancia volumétrica.
Ademas, la capacitancia volumétrica (Cb), como se describe en el documento WO 2013/123189.

En este ejemplo, una sefial eléctrica sinusoidal es generada por un oscilador 310 controlado por voltaje (“VCO”) y
se acopla eléctricamente a un electrodo 311 en contacto con la muestra. Un segundo electrodo 312, también en
contacto con la muestra, esta conectado eléctricamente a un detector de sefial sensible a la fase 330. Como se ha
indicado anteriormente, la sefial de salida desfasada del detector de sefial sensible a la fase esta acoplada al
integrador 340. Debido a que la salida del integrador 340 est4 acoplada a la entrada de control de frecuencia del
VCO 310, la frecuencia del VCO 310 se ajusta hasta que la amplitud de la sefial fuera de fase medida por el detector
de sefial sensible a la fase esté en cero. Con el tiempo, un aumento en la frecuencia sintonizada a una amplitud de
sefial desfasada cero indica el crecimiento de microorganismos dentro de la muestra.

En funcionamiento, la tensién de salida del integrador 340 afecta a la frecuencia del oscilador controlado por voltaje.
Por ejemplo, si la frecuencia de inicio es inferior a 60 kHz, la amplitud de la sefial fuera de fase es positiva. Esto
conduce a un voltaje de salida positivo en la salida 345 del integrador y, en consecuencia, a un aumento en la
frecuencia del oscilador 310 controlado por voltaje. EI aumento de frecuencia continuard hasta que se alcance la
frecuencia de cruce por cero (donde la amplitud de la sefial fuera de fase es cero). En este momento, cuando la
amplitud fuera de fase pasa a ser cero, no se produce ninguna integracién adicional. Por lo tanto, la frecuencia del
oscilador controlado por voltaje se deja en la frecuencia de cruce por cero, que es de 60,723 kHz segun este ejemplo.
Si la frecuencia inicial es demasiado alta, la frecuencia real de cruce por cero se aproximara automéaticamente desde
la frecuencia demasiado alta. La presencia de bacterias podria detectarse registrando la frecuencia de cruce por cero
a lo largo del tiempo y detectando un aumento en la frecuencia atribuible al crecimiento microbiano.

La ventaja del aparato ilustrado en la figura 2 es que se puede determinar una frecuencia de cruce por cero con
una precision extremadamente alta. Debido al hecho de que se genera una “sefial cero” en la salida del detector
de sefial sensible a la fase, cualquier desviacién en la amplitud del generador de sefiales o en la ganancia interna
del detector de sefial sensible a la fase no afectara a la frecuencia de cruce por cero sintonizada automaticamente,
que representa la informacién de salida del sistema.

Volviendo a la figura 3, se muestra una implementacién de un sistema 400, que forma parte de la presente
invencién, para medir la impedancia usando un circuito de ajuste 405 de resistencia puente (Rp) y condensador. El
sistema de la figura 3 incluye una etapa de salida 410 de un amplificador de bloqueo con un generador de sefial
interno, un elemento sintonizable de serie variable 415 (es decir, un potenciémetro variable), un consumible 420
que contiene una muestra de liquido, un circuito de ajuste de resistencia-condensador puente (por ejemplo, un
segundo potenciémetro variable 405 y un conmutador 425 conectados en serie) y una etapa de entrada 435 del
amplificador de bloqueo. En la realizacién ilustrada, cuando el conmutador est4 abierto, el sistema funciona a baja
frecuencia, y cuando el conmutador esta cerrado, el sistema funciona a alta frecuencia.

Como se ha descrito anteriormente, el amplificador de bloqueo con generador de sefial interno tiene una resistencia
interna tipica de 50 Q. Ademas, la etapa 435 de entrada del amplificador de bloqueo tiene una capacitancia tipica
(Cis) de 15 pF y una resistencia de entrada tipica (Ris) de 10 M Q. En este sentido, el amplificador de bloqueo
puede generar la tensién y la frecuencia aplicadas a la muestra liquida. Ademas, un experto en la técnica
reconoceria que los dispositivos de medicion, tales como un medidor LCR o un analizador de red, pueden usarse
sin apartarse del alcance de los ejemplos descritos en el presente documento.
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El elemento ajustable de puente variable (Rs) (por ejemplo, un potencidémetro variable) 405 funciona como la
resistencia de adaptacion de fuente descrita anteriormente. En consecuencia, el elemento ajustable de puente variable
(Rs) 405 puede ajustarse a una resistencia (0-10.000 Q) para un consumible 420 (es decir, una camara de medicién)
y un liquido de muestra determinados, de modo que el espectro de frecuencia del componente desfasado de la sefial
de medicién muestre una caracteristica de cruce por cero que (i) depende del valor de Cm, y (ii) se coloca a una
frecuencia convenientemente baja por debajo de 100 kHz. Esto permite el uso de amplificadores de bloqueo estandar.

El consumible 420 es en gran medida una eleccidén de disefio. En esta realizacién descrita, el consumible es una
botella de pléastico o un consumible de plastico similar (no mostrado) con dos aberturas en los laterales espaciadas
entre aproximadamente 10 mm y aproximadamente 40 mm. Se coloca un electrodo metalizado (por ejemplo, una
pieza cilindrica de latébn galvanizada con oro) en cada abertura y se coloca epoxi (por ejemplo, pegamento)
alrededor de la interfaz exterior de plastico/metal para fijar el electrodo en su lugar. Es importante tener en cuenta
que el epdxico solo se encuentra en la superficie exterior y no penetra en la zona interior de la botella que contiene
la muestra. Es decir, el epoxi no entra en contacto con la muestra.

Un experto en la técnica reconoceria que el consumible puede tener una variedad de geometrias y puertos adaptadores
para la transferencia estéril de la muestra dentro y fuera de dicho consumible. En este sentido, se pueden usar diferentes
consumibles en funcion de los tipos de muestras del paciente, los volimenes de muestras a analizar, etc.

Los electrodos metalizados 411, 412 pueden estar hechos de cualquier metal estandar (es decir, de bajo coste) (por
ejemplo, cobre, latén, acero, etc.) que tenga un revestimiento conformado (es decir, de un grosor sub-nm a
micrémetros) con un metal no corrosivo (por ejemplo, platino, oro, plata) aplicado a los mismos. Este revestimiento
conformado de un metal no corrosivo es necesario para ser compatible con matrices de medios/crecimiento con alto
contenido (por ejemplo, sangre, orina, esputo). Los ejemplos de técnicas de revestimiento conformado incluyen los
procesos de galvanoplastia, pulverizacién catddica y evaporacién. Dichos procesos son bien conocidos por un experto
en la materia, y no se describen en detalle en el presente documento. Un experto en la técnica seleccionaria entre las
técnicas de revestimiento conformadas convencionales para formar los electrodos descritos en el presente documento.

La configuracién del electrodo puede adaptarse a practicamente cualquier tamafio, geometria y material utilizado
en un consumible (es decir, un dispositivo de prueba). Los electrodos (2 0 mas) pueden configurarse en cualquier
formato consumible que se haya provisto de caracteristicas de tamafio apropiado para recibir los electrodos. En
realizaciones alternativas, el consumible puede formarse moldeando por soplado el consumible alrededor de los
electrodos. En otros ejemplos, los electrodos pueden extenderse hacia el consumible a través de la tapa del
consumible. Este disefio no requiere moldear o pegar los electrodos directamente en el material del consumible.
En las realizaciones descritas anteriormente, los electrodos pueden configurarse para formar una trayectoria de
conduccién entre el mundo exterior y el contenido interior (es decir, el liquido) del consumible.

Los ejemplos de consumibles incluyen viales tradicionales, configuraciones de tubos, cartuchos microfluidicos, etc.
Los consumibles adecuados son bien conocidos por los expertos en la técnica y no se describen en detalle en el
presente documento.

Los ejemplos de metales adecuados para el electrodo incluyen, pero no se limitan a, plata, oro, zinc, hierro, niquel,
aluminio, etc. Ademas, se podrian usar diferentes recubrimientos metélicos para los electrodos. Ademas, el
espaciado de los electrodos, las configuraciones de los hilos de traza y las dimensiones de los electrodos son en
gran medida una cuestién de eleccién de disefio. El disefio del electrodo depende de una variedad de factores,
tales como el medio, el consumible, la muestra, etc. Un experto en la técnica reconoceria que se pueden usar una
variedad de configuraciones basandose en los ejemplos descritos en el presente documento.

Durante el funcionamiento en aquellas realizaciones en las que los electrodos se colocan dentro del consumible,
los electrodos deben sumergirse dentro del liquido de muestra de manera que haya una trayectoria de conduccién
entre los electrodos. En otras palabras, el mismo cuerpo de liquido que cubre un electrodo también debe cubrir el
otro. Ademés, la presencia de objetos no biolégicos dentro de la botella (por ejemplo, epoxi, resina) no debe cubrir
los electrodos en una medida que pueda perturbar la trayectoria conductora entre los electrodos, lo que da como
resultado datos muy variables y poco fiables.

El sistema esta configurado para recibir el consumible (ilustrado esquematicamente en la figura 3) de manera que
se integrara electrénicamente en el sistema 400. Segln algunas realizaciones, se puede formar una caracteristica
asimétrica en el consumible de manera que el usuario solo pueda insertar el consumible en el instrumento en una
orientacién predeterminada. Esto garantizara una interconexién adecuada entre el “mddulo” consumible y los
deméas componentes del sistema.

Volviendo a las figuras 4A y 4B, se muestran varias implementaciones del sistema 400 para medir la impedancia en multiples
consumibles. El sistema de las figuras 4A y 4B incluye una etapa de salida 410 de un amplificador de bloqueo, un multiplexor
440, una resistencia de serie variable 415, un consumible 420 con un primer electrodo 411 y un segundo electrodo 412, un
agitador 450, un estante 470, una resistencia de puente variable 405, un segundo multiplexor 460, una etapa de entrada
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435 del amplificador de bloqueo y un ordenador 500. En la figura 4A, el conmutador 425 est4 en serie con la resistencia de
puente variable 405. Dicha relacién entre el conmutador 425y la resistencia puente 405 también se ilustra en la figura 3. La
figura 4B es una configuracién alternativa en la que el conmutador 425 es paralelo a la resistencia de puente variable 405.

Segun esta realizacion, los consumibles 420 pueden almacenarse en una plataforma modular 470 basada en estantes.
Cada estante 470 puede incluir elementos multiplexores que pueden direccionar hasta 20 consumibles. En
consecuencia, puede haber al menos un médulo amplificador de bloqueo de procesamiento digital de sefiales (DSP)
dedicado por estante que sera responsable de la adquisicion de sefiales. Por lo tanto, la presente invencién contempla
una serie de consumibles y conmutadores que permitiran la adquisicién de sefiales para cada consumible de la matriz.

Los circuitos multiplexores 440 y 460 pueden permitir que un ordenador (por ejemplo, 500), una sola placa de deteccidn
0 un instrumento escaneen una pluralidad de consumibles o subcomponentes de un solo consumible. En aquellas
realizaciones en las que un consumible tiene multiples camaras con muestra en cada una de las multiples camaras,
los multiplexores actlan para “conmutar” la conexién (entrada 1+ y salida 1+) del instrumento/circuito de deteccion a
un solo consumible o subcomponente de un consumible. El circuito multiplexor permitiria que relativamente pocos
componentes de hardware supervisaran una pluralidad de consumibles. El circuito multiplexor puede tener varias
variaciones de funcionamiento, dependiendo del alcance de las configuraciones de multiplexacién y consumibles.

En funcionamiento, las mediciones de los consumibles se pueden realizar en serie. Es decir, cada consumible de la matriz
puede escanearse de uno en uno. Eltiempo de escaneo por consumible puede ser del orden de decenas de segundos. Por
lo tanto, cada estante (si estd completamente lleno) tardaré entre 2-3 minutos en escanearse. El dispositivo informéatico 500
puede repetir la acciéon de escaneo cada 10-15 minutos. Cuando la matriz no se esta escaneando, puede agitar los
consumibles usando el agitador 450 para mezclary airear completamente el liquido. La agitacién se puede realizar mediante
desplazamiento vertical, agitacion orbital o mediante el uso de barras agitadoras dentro del consumible. El mecanismo de
agitacién (si es necesario) puede tener una variedad de configuraciones que incluyen mecanismos de agitacién horizontal
para maximizar la mezcla de la muestra. Un experto en la técnica reconoceria que se pueden usar diferentes ejemplos de
agitadores a partir de los ejemplos descritos en el presente documento y, por lo tanto, no se analizan con mayor detalle.

La resistencia de puente variable 405 (por ejemplo, el circuito de ajuste resistencia-condensador puente) puede ser
un circuito de sintonizacién externo que conecta fisicamente el consumible 420 al instrumento de deteccién (es
decir, la etapa de entrada 435 del amplificador de bloqueo). La resistencia de puente variable 405 puede contener
una serie de resistencias variables paralelas (potenciémetros digitales) que permiten la “sintonizacién y calibracion
de frecuencia sobre la marcha” de la sensibilidad de frecuencia. En este sentido, la frecuencia de la sefal del
consumible puede ajustarse entre aproximadamente 1 kHz y aproximadamente 200 MHz. Los parametros de ajuste
(es decir, el rango de frecuencia seleccionado y el voltaje de pico a pico) pueden determinarse por el volumen total
del consumible, la metalizacién del electrodo (por ejemplo, Au, Ag o Pt), el tipo de liquido contenido, etc. Al ajustar
la sefial consumible a frecuencias bajas y altas, el sistema puede detectar subproductos metabdlicos a bajas
frecuencias y biomasa de organismos a frecuencias mas altas de forma independiente.

Segun la presente invencién, un conmutador 425 puede conectarse en serie con la serie de resistencias de puente
variable 405, tal como se muestra en la figura 4A. En ejemplos alternativos, el conmutador 425 puede conectarse
en paralelo con la resistencia de puente variable 405, como se muestra en la figura 4B. Cuando el conmutador esté
abierto, el sistema puede funcionar a una frecuencia baja (es decir, de 1 a 20 kHz). Como se ha indicado
anteriormente, esto permitirad la deteccién de cambios en la composicién del consumible. Cuando el conmutador
esta cerrado, el sistema puede funcionar a frecuencias mas altas (es decir, >> 20 kHz) proporcionando
retroalimentacién al generador de sefiales. Como se discutié anteriormente, al operar a frecuencias mas altas, el
sistema se vuelve sensible tanto a los cambios en la composicién iénica del liquido como a la masa del organismo
en si. Al tener la capacidad de ajustar la frecuencia para realizar pruebas tanto en frecuencias altas como bajas, el
sistema puede producir un tiempo de deteccién (TTD) mas rapido con volimenes de muestra més bajos.

La etapa de entrada del amplificador de bloqueo 435 es un equipo especializado que puede extraer una sefial con una
frecuencia conocida desde un entorno extremadamente ruidoso. Ademas, un amplificador de bloqueo puede
descomponer una sefial en subcomponentes principales que son de particular interés. Por ejemplo, un componente
de la impedancia total, especificamente el componente de reactancia “desfasado”, puede usarse de acuerdo con:

Z = Resistencia + | * Reactancia
Impedancia total |Z| = V(Resistencia? + Reactancia?).

En otro ejemplo, los componentes capacitivos (es decir, la capacitancia de interfaz y la capacitancia celular)
contribuyen al subcomponente de reactancia total. En consecuencia, el uso de subcomponentes de las sefiales puede
1) permitir la monitorizacién continua de cada consumible o subcomponente de un consumible a intervalos especificos
(por ejemplo, aproximadamente 10 minutos) durante varios dias (por ejemplo, un protocolo de 5 dias) y 2) detectar
cambios en la composicién de las moléculas cargadas y el nimero de células o componentes biolégicos de la muestra.
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En este sentido, se puede realizar un analisis de datos una vez que las sefiales se introducen en la etapa de entrada 435
del amplificador de bloqueo. Segun algunas realizaciones, el andlisis de datos se realiza en dos etapas para determinar
el crecimiento microbiano. En primer lugar, se analizan los datos espectrales sin procesar (es decir, la sefial de reactancia
detectada frente a la frecuencia) (por ejemplo, pendiente, area bajo la curva, interseccién en X, interseccién eny, etc.) en
cada punto temporal para llegar a un Unico punto de datos. En segundo lugar, después de obtener una pluralidad de
puntos de datos por consumible o subcomponente de un consumible, se aplica un algoritmo generalizado para determinar
en qué punto una desviacién estadisticamente significativa de los valores de control conocidos indica la presencia de un
organismo. Debido a la sensibilidad mejorada al crecimiento microbiano, los ejemplos descritos en el presente documento
proporcionan tiempos de deteccién mas rapidos del crecimiento microbiano.

En realizaciones alternativas, se puede usar un Unico valor de datos extraido de los datos de “reactancia” sin procesar
para determinar la presencia o ausencia de crecimiento microbiano. En este sentido, los datos extraidos pueden usar
funciones matematicas para determinar las intercepciones o areas bajo una curva. Los resultados de estas funciones
matematicas pueden compararse con los valores umbral. Por lo tanto, los cambios acumulados por encima de los valores
umbral pueden usarse para diferenciar entre los consumibles que contienen organismos. En consecuencia, el espectro
de frecuencia del componente desfasado de la sefial de medicién muestra una caracteristica de cruce por cero que (i)
depende del valor de Cm, y (ii) se establece en una frecuencia convenientemente baja. La frecuencia se establece en un
valor igual o inferior a aproximadamente 100 kHz. Esto permite el uso de dispositivos de medicién estandar, tales como
los amplificadores de bloqueo descritos en el presente documento, los medidores LCR y/o los analizadores de red.

La invencion descrita anteriormente mejora el tiempo de deteccién (TTD) en un 5-70 % en comparacidén con los
métodos Opticos estdndar. Como se describe a continuaciéon, los datos muestran que la deteccién de varios
organismos puede ocurrir con un TTD mas rapido cuando se examina con un ajuste de baja frecuencia en
comparacién con los métodos épticos tradicionales. Ademas, los datos indican que la sensibilidad de deteccién
puede mejorarse alin mas usando un ajuste de alta frecuencia, lo que resulta en un TTD aln mas rapido.

En este sentido, como se ilustra en la figura 5, se llevé a cabo un experimento con un tubo de policarbonato més pequefio
que contenia: 10 ml de medio aerébico estandar BACTEC™, 3 ml de sangre en bolsas, 17 UFC (unidades formadoras de
colonias) de organismos de E. coli (A25922) y electrodos metélicos con revestimiento de Au (cuerpo de latén) que se
extienden hacia el interior del consumible y se sumergen en la mezcla del medio/muestra. Los electrodos del consumible
estaban interconectados con los demés componentes del amplificador de bloqueo. La configuracién de la resistencia puente
para el instrumento se establecié en 187 ohmios, lo que resulté en una sensibilidad espectral en la banda de 40 a 80 kHz.

En comparacion con el tubo de control (sin organismo), que se escaned en paralelo, los TTD mejoraron significativamente
para la mayoria de los organismos y medios, como se ilustra en la figura 6. Esto puede indicar una sensibilidad del
organismo del orden de 10%-10% UFC, que es al menos de 2 a 4 6rdenes de magnitud mas sensible que los sistemas de
medicién éptica actuales, que detectan el organismo a aproximadamente 10° UFC. Estos resultados representan una
reduccién del 70 % en el tiempo de deteccidn, como se explica con mayor detalle a continuacién con respecto a la figura
5. La deteccidn a estos niveles nunca se ha informado y fue completamente inesperada. A modo ilustrativo, se muestran
los cambios de frecuencia a lo largo del tiempo para E. coli (en comparacidn con el grupo control). A baja frecuencia, el
TTD fue de aproximadamente 10 horas, lo que es hasta un 5-10 % mas rapido. A alta frecuencia, el TTD se mejor6 a
aproximadamente 4 horas, lo que es casi un 70 % mas rapido.

Haciendo referencia nuevamente a la figura 6, el experimento descrito anteriormente, cuyos resultados se ilustran
en la figura 5, se repitié para la variedad de muestras indicadas en la figura 6. Por ejemplo, con 3 ml de sangre en
bolsas y 17 UFC de S. aureus (A25923), se detectd el crecimiento en 7-8 horas. A diferencia de las técnicas de
deteccién optica estandar que detectan el crecimiento de las colonias en aproximadamente 12-14 horas, esto
representé una reduccién del 42 % en el tiempo de deteccién.

La figura 6 ilustra los resultados de la realizacién del experimento con 7 ml de sangre en bolsas y 17 UFC de
organismos de E. coli (A25922); 7 ml de sangre en bolsas y 17 UFC de S. aureus (A25923); 7 ml de sangre en
bolsas y 17 UFC de H. influenzae (A19418); 7 ml de sangre en bolsas y 17 UFC de H. faecalis (A29212); y 7 mL de
sangre en bolsas y 17 CFU de C. glabrata (A66032).

Por consiguiente, en 7 ml de medio micolitico, el crecimiento de E. coli se detectd en aproximadamente 8,5 a 9 horas, lo que
representa una mejora en el TTD en comparacion con las técnicas de deteccion éptica estandar para detectar el crecimiento
de E coli en medios micoliticos (10-11 horas). El crecimiento de S. aureus en medios micoliticos se detecté en
aproximadamente 10 horas, lo que representé una mejora del 23 % con respecto a las técnicas de deteccién éptica estandar.
El crecimiento de colonias de H. influenzae en medios micoliticos se detect6 en aproximadamente 16 horas. Esto representé
una mejora del 16 % con respecto al TTD para H. influenzae (16 horas) utilizando técnicas de deteccién 6ptica estandar.
Para las colonias de H. faecalis en medios micoliticos, el TTD fue de 11 horas, lo que representa una mejora del 8 % con
respecto a un TTD de 11-12 horas utilizando técnicas de deteccion dptica estédndar. EI TTD para colonias de C. glabrata en
medios micoliticos se detectd en aproximadamente 17 horas, lo que representé una mejora del 45 % en el TTD para C.
glabrata (20-42 horas) utilizando técnicas de deteccidn dptica estandar. La mejora en el TTD para esta muestra en medios
aerbbicos estandar con respecto a las técnicas 6pticas estandar también se informa en las figuras 5y 6.
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La figura 7 ilustra que el tiempo mejorado de deteccidn logrado para los volimenes mas pequefios descritos
anteriormente también se logra para volimenes mas grandes de muestra/medios. Especificamente, se combinaron 40 ml
de medio BACTEC estandary 10 ml de sangre en un frasco BACTEC. La muestra se detecté con 50-60 UFC de E. coli.
A baja frecuencia, usando el aparato y el método descritos en el presente documento, el TTD fue de 10,5-11 horas, lo
que es hasta un 5 % mas rapido. A alta frecuencia, el TTD se mejord a 9,5-10 horas, lo que es hasta un 14 % mas rapido.

La figura 5 ilustra el tiempo transcurrido hasta la deteccién de E. coli a diferentes frecuencias. Todos los consumibles se
prepararon de la misma manera y la Unica diferencia fue la presencia o ausencia de organismos y los parametros
eléctricos del circuito externo. En este sentido, el experimento se realiz6 con cuatro consumibles de 16 ml, cada uno
preparado con 10 ml de medio aerdbico estandar y 3 ml de sangre. Dos de los consumibles también tenian 17 unidades
formadoras de colonias de E. coli afiadidas (una para el modo de baja frecuencia y otra para el modo de alta frecuencia).
Los electrodos del consumible eran electrodos de oro de 30 mm. Durante el experimento, se aplicé una tensién pico a
pico de 500 mV al consumible y el consumible se agité mediante agitacién a una velocidad de 120 rotaciones por minuto.

En el modo de baja frecuencia (por ejemplo, 1.10 kHz), no hubo ninguna desviacion en la sefial aplicada en el consumible
con medios y sangre. En comparacion, se detect6 una desviacion en la frecuencia del consumible con E. coli afiadida en
el modo de baja frecuencia aproximadamente a las 10 horas, como se representa en la figura 5 en el punto de desviacién
de la sefial 510. Esto representa una mejora del 5-10 % en el tiempo de deteccidén con respecto a las técnicas de
deteccidn 6ptica estandar. EI TTD histérico de BACTEC para E. coli es de aproximadamente 11 horas.

En el modo de alta frecuencia (por ejemplo, 40-80 kHz), la resistencia de puente variable (por ejemplo, 405 en las figuras
4Ay 4B) se sintonizé a 500 Q. En consecuencia, se detectd una desviacién de la sefial aplicada en el consumible con E.
coli alrededor de las cuatro (4) horas, como se representa en la figura 5 en el punto de desviacién de la sefial 520. Esto
representa una mejora del 70 % en el tiempo de deteccién con respecto a las técnicas de deteccion 6ptica estandar. Al
igual que en el experimento anterior con E. coli, la deteccién a estos niveles en este periodo de tiempo nunca se informé
y fue completamente inesperada. Si bien el inventor no desea cefiirse a una teoria en particular, se cree que esta
caracteristica de deteccién temprana en el punto de desviacion de la sefial 520 es atribuible principalmente a la
capacitancia celular o a la carga asociada con el potencial de membrana de las células microbianas. A medida que las
células contintan replicandose y produciendo subproductos metabdlicos, la concentracidn idnica del medio alcanza un
punto de inflexién en el que se produce una segunda caracteristica, como se representa en la figura 5 en el punto 525
de desviacién de la sefial. Ambas firmas representan un conjunto de caracteristicas Unicas con el potencial de una
identificacién preliminar del organismo en crecimiento. Por |o tanto, la solicitud actual describe la mejora de la sensibilidad
de deteccién mediante el uso de deteccién de alta y baja frecuencia para reducir el tiempo de deteccion.

La figura 8 muestra el tiempo transcurrido hasta la deteccidén de A. /woffii en un modo de alta frecuencia midiendo la
tasa de cambio en funcién del tiempo. La resistencia de puente variable (por ejemplo, 405 en las figuras 4A y 4B) se
sintonizd a 200 Q. La banda de frecuencia era de 50-60 kHz. Se prepararon dos consumibles de 1 ml (por ejemplo,
un control y uno con muestra) con 0,9 ml de medio aerébico estandar y 0 ml de sangre. Segun este experimento, 28
unidades formadoras de colonias de A. /woffii se afiadieron a uno de los consumibles. Los consumibles tenian dos
electrodos de 15 mm. Durante el experimento, se aplicé una tensién pico a pico de 250 mV al consumible y el
consumible se agité mediante agitacién a una velocidad de 100 rotaciones por minuto. Cuando se aplicé una
frecuencia alta, se detect6 un cambio de velocidad de la frecuencia normal alrededor de 11 horas, como se representa
en la figura 8 en el punto 810 de desviacién de la sefial. Esto representd una reduccién del 50 % en los sistemas de
deteccién optica tradicionales. El TTD histérico de BACTEC para A. /woffii es de aproximadamente 20 horas.

La figura 9 representa los resultados experimentales de la deteccién de M. luteus en un modo de alta frecuencia. La
resistencia de puente variable (por ejemplo, 405 en las figuras 4A 'y 4B) se sintonizé a 200 Q. La banda de frecuencia era
de 6070 kHz. Se prepararon dos consumibles de 1 ml (por ejemplo, un control y uno con muestra) con 0,9 ml de medio
aerdbico estandar y 0 ml de sangre. Uno de los consumibles tenia 21 unidades formadoras de colonias de M. luteus
afladido a la misma. Los consumibles tenian dos electrodos de 15 mm. Durante el experimento, se aplicd una tensién
pico a pico de 250 mV al consumible y el consumible se agitd mediante agitacién a una velocidad de 100 rotaciones por
minuto. Como se muestra en la figura 9, en el punto 910 de desviacién de la sefial, se detecté un cambio de velocidad
de la frecuencia normal alrededor de 28-30 horas, lo que representa una reduccién del 30 % con respecto a los sistemas
de deteccidn 6ptica tradicionales. EI TTD histérico de BACTEC para M. luteus es de aproximadamente 42 horas.

Los tiempos de deteccién descritos anteriormente nunca se han informado y fueron completamente inesperados.
Por lo tanto, la solicitud actual describe la mejora de la sensibilidad de deteccién mediante el uso de frecuencias
altas y bajas para reducir los tiempos de deteccién del crecimiento microbiano.

Aunque la invencién en el presente documento se ha descrito con referencia a realizaciones particulares, debe entenderse
que estas realizaciones son meramente ilustrativas de los principios y las aplicaciones de la presente invencién. Por lo tanto,
debe entenderse que pueden realizarse numerosas modificaciones en las realizaciones ilustrativas y que pueden disefiarse
otras disposiciones sin apartarse del alcance de la presente invencién tal como se define en las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
Un método basado en impedancia para detectar crecimiento microbiano, comprendiendo el método:

proporcionar un recipiente (220) con al menos dos electrodos (211, 212) dispuestos en el mismo;
introducir una muestra para monitorizar el crecimiento microbiano en el recipiente (220), en el que
los al menos dos electrodos (211, 212) estan sumergidos en la muestra;

aplicar una sefial eléctrica sinusoidal, cuya frecuencia varia, a un primer electrodo (411) de los al
menos dos electrodos;

medir repetidamente una amplitud de sefial fuera de fase en un segundo electrodo (412) de los al
menos dos electrodos

ajustar repetidamente la frecuencia de la sefial eléctrica sinusoidal hasta que se alcance
una frecuencia de cruce por cero de la amplitud de la sefial desfasada; y

determinar a partir de un aumento en la frecuencia de cruce por cero a lo largo del tiempo
que se ha producido un crecimiento microbiano, caracterizado por que el método
comprende:

cambiar entre un modo de funcionamiento de alta frecuencia y un modo de
funcionamiento de baja frecuencia, en el que la frecuencia de la sefial eléctrica sinusoidal
esta en un intervalo de aproximadamente 40 kHz a aproximadamente 80 kHz en el modo
de funcionamiento de alta frecuencia, y en el que la frecuencia de la sefial eléctrica
sinusoidal est4 en un intervalo de aproximadamente 1 kHz a aproximadamente 10 kHz
en el modo de funcionamiento de baja frecuencia.

El método basado en impedancia de la reivindicacién 1, que comprende ademas ajustar la resistencia de
una o maés resistencias (405) en paralelo con una etapa de entrada capacitiva (235) de un detector
amplificador de bloqueo para sintonizar la frecuencia de la sefial eléctrica sinusoidal.

El método basado en impedancia de la reivindicacién 2, en el que la frecuencia de la sefial eléctrica
sinusoidal se sintoniza con un circuito de ajuste puente entre resistencia-condensador.

El método basado en impedancia de la reivindicacién 3, en el que el circuito de ajuste resistencia-
condensador puente comprende un conmutador (425) en serie 0 en paralelo con una resistencia en puente
(405), en el que el conmutador (425) se abre para cambiar al modo de funcionamiento de baja frecuencia,
y en el que el conmutador (425) se cierra para cambiar al modo de funcionamiento de alta frecuencia.

Un sistema con sensibilidad a crecimiento microbiano, que comprende;

un circuito electrénico de procesamiento de sefiales (400) conectado a un recipiente (420) adaptado
para recibir una muestra biolégica; y

dos o0 més electrodos (411, 412) que penetran en el recipiente (420) y estan en contacto con la
muestra bioldgica; en el que el circuito electrénico de procesamiento de sefiales (400) esta
configurado para:

aplicar una sefial eléctrica sinusoidal, cuya frecuencia varia, a un primer electrodo (411) de los
dos o mas electrodos;

medir repetidamente una amplitud de sefial fuera de fase en un segundo electrodo (412) de los
dos o0 més electrodos; y

ajustar repetidamente la frecuencia de la sefial eléctrica sinusoidal hasta que se alcance
una frecuencia de cruce por cero de la amplitud de la sefial desfasada,

en el que un aumento en la frecuencia de cruce por cero a lo largo del tiempo indica que
se ha producido un crecimiento microbiano, y

caracterizado por que

el circuito electrénico de procesamiento de sefiales (400) esta configurado para cambiar entre
un modo de funcionamiento de alta frecuencia y un modo de funcionamiento de baja frecuencia,
en el que la frecuencia de la sefial eléctrica sinusoidal est4 en un intervalo de aproximadamente
40 kHz a aproximadamente 80 kHz en el modo de funcionamiento de alta frecuencia, y en el
que la frecuencia de la sefial eléctrica sinusoidal esta en un intervalo de aproximadamente
1 kHz a aproximadamente 10 kHz en el modo de funcionamiento de baja frecuencia.

El sistema de la reivindicacién 5, que comprende ademas una o mas resistencias variables (405) en
paralelo con una etapa de entrada (435) de un amplificador de bloqueo.

El sistema de la reivindicacién 5, que comprende ademés un circuito de ajuste puente entre resistencia-
condensador.
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El sistema de la reivindicacién 7, en el que el circuito de ajuste resistencia-condensador puente comprende
un conmutador (425) en serie o en paralelo con una resistencia puente (405), y en el que el sistema
funciona en el modo de baja frecuencia cuando el conmutador (425) est4 abierto y en el modo de alta
frecuencia cuando el conmutador (425) esta cerrado.

El sistema de la reivindicacion 8, en el que el circuito de ajuste resistencia-condensador puente esta en
paralelo con una etapa de entrada (435) de un amplificador de bloqueo.

El sistema de la reivindicacién 8, en el que el circuito de ajuste de resistencia-condensador puente esté en
paralelo con un primer multiplexor (460).

El sistema de la reivindicacién 10, en el que el primer multiplexor (460) esta en paralelo con una etapa de

entrada (435) de un amplificador de bloqueo, y en el que un segundo multiplexor (440) esta en paralelo
con una etapa de salida (410) del amplificador de bloqueo.

12



ES 2 982 089 T3

L eanbig

00s

00¢

YIONIFHI4TH

|

| wo |

J—| |

_ i o SRR DR < T/
e _ | ~ T, _|ul._
f " \ﬂ 1y _ | _ r ” d —.m|_

- Y Y {“f Y

ziz 1z
| qy i
b e w lllllllll |
cZz

0z’

13



ES 2 982 089 T3

Z einbi4

VIONIHI43Y

ArviioA ¥0d
OQvI0OWLNOD

JOAvHISO

o/ 4

VIONZNO3IHd \_
30 TO0JLNOD G0¢
44 VAVH.LNd

ges
ASVY4 V1
HOAVUDILNI V I19ISNIS TYNIS
\ 30 ¥§0190313d
0¥ zec oge’/
Sps
4

00¢

14



ES 2 982 089 T3

GCv

,

¢ eanbi4

l
\,\QVh

Olv~

R |
|l
115

ON.v/

mOMM%W

Q.

cey’/

(A% 4

3

00s

15




500

R

ES 2 982 089 T3

ETAPA DE SALIDA 410
DEL AMPLIFICADOR @
DE BLOQUEO
MULTIPLEXOR -440

RESISTENCIAEN }-415

SERIE VARIABLE

470\

)

ESTANTE A 4
450
420N consuMIBLE 4
AGITADOR
425

\ RESISTENCIA]] —405
5 DE PUENTE |—

VARIABLE

MULTIPLEXOR -460
ETAPA DE ENTRADA 435
DEL AMPLIFICADOR d

DE BLOQUEO

Figura 4A

16



ES 2 982 089 T3

R

500

ETAPA DE SALIDA DEL 410
AMPLIFICADOR DE é
BLOQUEO
MULTIPLEXOR 440
RESISTENCIA EN |-415
SERIE VARIABLE
470\
\
ESTANTE 1 411
450
420N consUMIBLE é
AGITADOR
405 ‘IRESISTENCIA
DE PUENTE
VARIABLE
425\\\\‘
Q
MULTIPLEXOR L-460

ETAPA DE ENTRADA
DEL AMPLIFICADOR
DE BLOQUEO

-435

Figura

17

4B



ES 2 982 089 T3

0¢

G eanbi4

(seioy) OAIMUNISNYYL OdNIIL
Sl 0l S 0

l..l-ll.-l-ll-.ll-.l-.l-.l.-l-l.-‘.-.l-.l-l:':l-"‘.“ﬂ'k‘l‘ ~\ 4

/
7’

\ ————
/

e i e
\ﬁ /7 /
015" AL

7 (4H) 110D "3 + IYONVS 3a W € + OIaaN

-~ (4H) IUONVS 30 W € + QIATIN = = e
(47) 10D "3 + IUONVS T 1W € + OIGTIN o e e
(47) IYONVS 30 IW € + OIGIN ™+==+==""=

-¥6°0

-90°|

VIONIdNIF¥A VIV V ALNI™L vIva

(‘n"e) vavZITYWNON VIONINO3YL

18



ES 2 982 089 T3

g eanbi4

(2)

%G 20z Ll Bk Do 09100
s | a0 |80, | councom
%91 1z-L1 TR I ot oavel e oo_mmn_w,_o_s
us? nz oo | S s ooutoom
%vl 11-01 6-58 | 5 799 |oaveaoans oo_mmyo_s
%y vi-¢l 8-/ mmlomumm%m< on<wmvom_>_m M%_M%Mmmw
I I B e e e
(sesoy)
odidvy SYIW % owwwwﬂ: .mwhmﬁ. OWSINVONO mmm_u_(u(m (1w) olaaw

all

19



ES 2 982 089 T3

J einbi4

f 60— o
11
\ ro- D |z
cc,o ¢o- o
Z0- 9- qu
(20 09-0%)H 1 o- / -
I 0l 6 (OWSINYDNO NIS) w
_ : _ _ 0 JOYLNOD - 8
‘ 09 114 174 0" =
o 0 &
o | . =
(seioy) OdINTIL
-0088 T4 1} __co\.w m
0688 0068 O
(z S1-7) N ol =
0068 w
\ 0oge >
0568 =~
00G6 >
0006

dll VIOr3an v11v SYI VIONINOFdH

20




ES 2 982 089 T3

g eanbi4
(seaoy) OAIYUNISNYHL OdWILL
0z Sl 0l

O—QwE SRR N N 3N U R )
II340M7 + OIG3N

i N

i
LI TP S

13
IO 1 PRRCL U R, T L

-00°0

(vSVL 3d OIg9INVD) IAOMT ¥3LOVEOLIANIOV

('n"e) TVINMON VIONANO3Y4 3A AvdID0T3A 3d OIgNVYD

21



ES 2 982 089 T3

(sesoy) OQIMUNISNYYHL OdINITILL
0¢ 0z _

6 eanbi4

01

OIG3N OT10S =rswmsimmnm

SN3ALNT + ClAd3N

N s -

-0¢°0-

SNALNT SNI0JCUIIN

(‘'n"e) TYIN¥ON VIONIND3¥4 3a avaidoo13A 3a OIgNVD

22



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - CLAIMS
	Page 12 - CLAIMS
	Page 13 - DRAWINGS
	Page 14 - DRAWINGS
	Page 15 - DRAWINGS
	Page 16 - DRAWINGS
	Page 17 - DRAWINGS
	Page 18 - DRAWINGS
	Page 19 - DRAWINGS
	Page 20 - DRAWINGS
	Page 21 - DRAWINGS
	Page 22 - DRAWINGS

