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DESCRIPCION
Caracterizacion fenotipica de células
Campo técnico

Las presentes realizaciones se refieren en general a la caracterizacion fenotipica de células y, en particular, a
dicha caracterizacion fenotipica de células en un dispositivo de microfluidica.

Antecedentes

Con la aparicion y propagacion cada vez mayor de bacterias resistentes a los antibiéticos, un factor clave en
el tratamiento correcto de las infecciones es la capacidad de identificar de forma rapida y consistente el perfil
de susceptibilidad a los antibiéticos de las especies infectantes para garantizar el uso de un antibiético eficaz
y reducir la necesidad de farmacos de amplio espectro. Actualmente, la resistencia de un patégeno bacteriano
a un antibidtico se detecta mediante el fenotipado en ausencia y presencia del antibiético, o mediante el
genotipado de los marcadores genéticos correlacionados con la resistencia fenotipica observada previamente.

Los ensayos fenotipicos de susceptibilidad a los antibiéticos (AST) se basan tipicamente en la deteccion del
crecimiento bacteriano diferencial con y sin antibiéticos en cultivos liquidos o en placas de agar soélido. En los
ensayos liquidos, la deteccion se basa en el cambio de densidad 6ptica, mientras que el método de difusion
en disco se utiliza en placas de agar sélido para identificar las zonas de inhibicion. Estos métodos son
generalmente fiables para detectar resistencia y determinar la concentracion de antibiético que detiene el
crecimiento bacteriano, lo que los hace predictivos de la utilidad terapéutica de diferentes antibiéticos. Sin
embargo, dado que se tarda 1-2 dias en obtener una lectura fiable, estos métodos no proporcionan informacion
sobre cémo tratar a un paciente en las etapas tempranas de infeccidn, a menudo criticas. Como consecuencia,
el médico se enfrenta a la dificil eleccion de prescribir un antibiético de amplio espectro o arriesgarse a que el
primer antibiético prescrito sea ineficaz.

Los AST genotipicos se basan en la deteccidon de marcadores genéticos especificos, tales como plasmidos,
genes o mutaciones, asociados con fenotipos de resistencia mediante el uso de herramientas genéticas
comunes, p. €j., amplificaciéon especifica de secuencia por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), por
amplificacién de circulo rodante (RCA) mediada por sonda de candado o secuenciacion del genoma completo.
Estos ensayos son muy sensibles y pueden limitar el tiempo de deteccién a lo que se necesita para amplificar
secuencias de ADN seleccionadas a niveles detectables. Sin embargo, requieren un conocimiento previo de
qué marcadores de resistencia ensayar. Si surgen nuevos mecanismos de resistencia, estos pasarian sin ser
detectados y darian falsos negativos. Ademas, la presencia de ciertos genes/mutaciones de resistencia no se
traduce necesariamente en resistencia fenotipica.

A diferencia de los AST genotipicos, los AST fenotipicos evalian directamente si el antibiético detiene el
crecimiento bacteriano, que es la medida mas relevante para el médico tratante. Por lo tanto, en los ultimos
afios se han desarrollado nuevos AST fenotipicos para disminuir el tiempo de deteccion.

Al detectar la abundancia relativa de ARNr 16S en cultivos liquidos en lugar de medir la densidad 6ptica, el
tiempo de deteccion del AST puede reducirse a unas pocas horas. De manera similar, al reducir el volumen de
crecimiento y aplicar imagenes de apilamiento en z para calcular la ocupacion de células, el tiempo de
deteccion del AST se redujo a -100 min.

Durante los ultimos afios, la microfluidica ha revolucionado la manipulacién y observaciéon de células
microbianas individuales, y una direccién provechosa para el AST es usar microfluidica para miniaturizar las
camaras de incubacion bacterianas para aumentar la relacion de sefial a fondo. Un ejemplo reciente de un
método de AST basado en microfluidica simple crea un gradiente de concentracion y lo aplica a cultivos de
células pequeinas en camaras de 30 nl. El analisis de imagenes tomadas cada 60 min permite la deteccion de
la concentracion inhibitoria minima (MIC) en 180 min [1].

Una restriccion en la realizacion de los AST eficaces basados en microfluidica ha sido la dificultad de capturar
o cargar células en los dispositivos de microfluidica. Una solucién es cargar el cultivo liquido de bacterias
mezclado con agarosa liquida, que solidifica al enfriarse y captura las bacterias. En este enfoque, el suministro
del antibiético al canal de agarosa microfluidico (MAC) se basa en la difusion y el AST rapido, tipicamente de
1-4 horas, se logra mediante el seguimiento de la velocidad de crecimiento de células individuales a partir de
imagenes de contraste de fase. Otra solucion se basa en el éxito de MAC moviéndolo a un chip de 96 pocillos
y combinandolo con el analisis morfolégico de una sola célula (SCMA). Este método permite la identificacion
simultanea de varias respuestas de multiples especies a varios antibidticos y era capaz de detectar
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina en 60-120 min.

Se ha desarrollado un dispositivo de microfluidica que se puede utilizar para la caracterizacion fenotipica de
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las células [2]. El dispositivo de microfluidica comprende una pluralidad de canales de células paralelos que
tienen un primer extremo respectivo en conexion fluida con un canal de entrada de flujo y un segundo extremo
respectivo en conexion fluida con un primer extremo de un canal de lavado respectivo. El segundo extremo
respectivo de los canales de lavado esta en conexion fluida con un canal de salida de flujo. Los canales de
células tienen dimensiones para acomodar células en monocapa, mientras que los canales de lavado tienen
dimensiones demasiado pequeias para acomodar las células.

El dispositivo de microfluidica como se describe en [2] se usé para hacer un AST en menos de 30 minutos
comenzando con solo mil células bacterianas en menos de 1 ml de liquido [3]. EI AST rapido se basa en una
técnica de captura de microfluidos y mediciones de la velocidad de crecimiento de células individuales.

El documento WO 2013/130875 describe métodos, composiciones, kits y sistemas para la determinacion rapida
de la susceptibilidad a antibiéticos de un microbio en el espacio de horas después de recoger una muestra.
Los métodos, composiciones, kits y sistemas descritos pueden permitir la determinacion de la susceptibilidad
a antibidticos de un microbio basandose en un pequefio nimero de microbios, p. €j., tan pocos como 5-10
microbios unidos a un sustrato dirigido a microbios.

Todavia existe la necesidad de mejoras en el campo del fenotipado celular usando dispositivos de microfluidica,
y en particular cuando se hace el fenotipado de células presentes en muestras bioldgicas complejas y
heterogéneas que comprenden una variedad de material bioldgico y no biolégico

Compendio

Es un objetivo general proporcionar un fenotipado de células utilizando dispositivos de microfluidica.

Es un objetivo particular proporcionar un fenotipado de células presentes en muestras bioldgicas heterogéneas.
Estos y otros objetivos se cumplen mediante las realizaciones que se describen en el presente documento.

La presente invencion se define en la reivindicacion independiente. Realizaciones adicionales de la invencion
se definen en las reivindicaciones dependientes.

Un aspecto de las realizaciones se refiere a un método para el fenotipado de células. El método comprende
cargar una muestra biolégica que comprende material bioldégico que incluye células diana de un tipo de células
y células no diana de otro tipo de células en un dispositivo de microfluidica que comprende compartimentos de
células espacialmente definidos y separados para capturar material bioldgico en los compartimentos de células
espacialmente definidos y separados. El método también comprende el seguimiento del material biologico en
los compartimentos de células espacialmente definidos y separados antes de exponer el material biolégico en
los compartimentos de células espacialmente definidos y separados a un agente de ensayo. El método
comprende ademas identificar un subconjunto de compartimentos de células espacialmente definidos y
separados que comprenden células diana que presentan al menos una caracteristica de fenotipo objetivo
determinada basandose en el seguimiento del material bioldégico en los compartimentos espacialmente
definidos y separados. El método también comprende la identificacién de los compartimentos de células
espacialmente definidos y separados restantes que comprenden células no diana y/o material no celular que
no presenta al menos una caracteristica de fenotipo objetivo determinada basandose en el seguimiento del
material biologico en los compartimentos de células separados espacialmente definidos. El método comprende
adicionalmente exponer material biolégico en los compartimentos de células espacialmente definidos y
separados al agente de ensayo y hacer el seguimiento de las células diana en el subconjunto identificado de
los compartimentos de células espacialmente definidos y separados. El seguimiento comprende tomar al
menos una imagen de los compartimentos de células espacialmente definidos y separados y procesar la al
menos una imagen para la deteccidon del subconjunto identificado de los compartimentos de células
espacialmente definidos y separados y las células diana en el subconjunto identificado de los compartimentos
de células espacialmente definidos y separados, sin tener en cuenta los restantes compartimentos de células
espacialmente definidos y separados y las células no diana y/o el material no celular en los restantes
compartimentos de células espacialmente definidos y separados. El método también comprende determinar
una respuesta fenotipica de las células diana al agente de ensayo basandose en el seguimiento de las células
diana en el subconjunto identificado de los compartimentos de células espacialmente definidos y separados.

Las presentes realizaciones permiten el fenotipado eficiente y preciso de las células diana presentes en una
muestra biolégica heterogénea que comprende varios tipos de células y material no celular. Se utiliza una
seleccion inicial para identificar los compartimentos de células en el dispositivo de microfluidica que se
considera que albergan las células diana. El fenotipado se realiza luego basado en la respuesta del material
bioldgico, es decir, células diana, en los compartimentos de células identificados sin tener en cuenta ninguna
respuesta del material, es decir, otras células y material no celular, en los compartimentos de células restantes.
Por lo tanto, la respuesta fenotipica de las células diana no queda eclipsada por la respuesta de otras células
y material no celular en la muestra biolégica heterogénea.
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Breve descripcion de los dibujos

Las realizaciones, junto con otros objetos y ventajas de las mismas, pueden entenderse mejor haciendo
referencia a la siguiente descripcién junto con los dibujos adjuntos, en los que:

La Fig. 1 es un diagrama de flujo que ilustra un método para el fenotipado segun una realizacion;

La Fig. 2 es un diagrama de flujo que ilustra una etapa opcional adicional del método mostrado en la Fig. 1;
La Fig. 3 es un diagrama de flujo que ilustra una realizacion de la etapa de identificacion S3 en la Fig. 1;

La Fig. 4 es un diagrama de flujo que ilustra otra realizacién de la etapa de identificacion S3 en la Fig. 1;

La Fig. 5 es un diagrama de flujo que ilustra la etapa de identificacion S3 y la etapa de seguimiento S5 en la
Fig. 1;

La Fig. 6 es un diagrama de flujo que ilustra una etapa opcional adicional del método mostrado en la Fig. 1;

La Fig. 7 es una ilustracion de un dispositivo de microfluidica que se puede utilizar en el método de fenotipado
segun una realizacion;

La Fig. 8 es una imagen de microscopia electrénica de barrido que muestra parte del molde para un dispositivo
de microfluidica seguin una realizacién (aumento: 11x103 X);

La Fig. 9 es una imagen de contraste de fase de una parte de un dispositivo de microfluidica cargado con una
muestra bioldgica;

La Fig. 10 son imagenes de contraste de fase de una parte de un dispositivo de microfluidica en tres instantes
de tiempo diferentes después de cargar el dispositivo de microfluidica con una muestra bioldgica;

Las Figs. 11A y 11B muestran la longitud (Fig. 11A) y la velocidad de crecimiento (Fig. 11B) en funcion del
tiempo representado para canales de células individuales de un dispositivo de microfluidica;

La Fig. 12 es una ilustracion de un dispositivo de microfluidica que se puede utilizar en el método de fenotipado
segun otra realizacion; y

La Fig. 13 es una ilustracion de la region de trampa celular en el dispositivo de microfluidica de la Fig. 12.
Descripcion detallada

Las presentes realizaciones se refieren en general a la caracterizacion fenotipica de células y, en particular, a
dicha caracterizacion fenotipica de células en un dispositivo de microfluidica.

Los dispositivos de microfluidica, también denominados chips de microfluidica en la técnica, se pueden usar
para el fenotipado, es decir, la caracterizacion fenotipica, de células de una manera eficiente en el tiempo. Sin
embargo, en las aplicaciones de la vida real, la entrada de muestras biologicas a los dispositivos de
microfluidica puede ser una muestra compleja y heterogénea que comprende varios materiales bioldgicos, que
incluyen las células diana para el fenotipado, otras células y desechos celulares, y material no bioldgico, tal
como suciedad, contaminantes, etc. Por lo tanto, la muestra bioldgica suele ser heterogénea y las células diana
pueden constituir de hecho una minoria, incluso una minuscula minoria, del material presente en la muestra
bioldgica.

La heterogeneidad de la muestra biolégica puede deberse a varias razones. Por ejemplo, la muestra biologica
en si misma puede consistir en varios tipos de células y material no celular tomado de un sujeto animal o
humano. Alternativamente, o ademas, la muestra biolégica puede contaminarse durante la toma de muestra
y/o hasta el punto de cargar la muestra bioldgica en el dispositivo de microfluidica. Un ejemplo tipico de esto
ultimo es una muestra de orina de chorro medio. No es raro que una muestra de chorro medio de orina de este
tipo incluya contaminacién celular y microbiana, tal como células y bacterias de la piel del paciente.

Por lo tanto, puede haber problemas y dificultades en el fenotipado de células diana en una muestra bioldgica
en un dispositivo de microfluidica debido a la heterogeneidad de la muestra bioldgica y la presencia de otras
células y material no celular que puede afectar negativamente a la caracterizacién fenotipica.

Por ejemplo, el fenotipado de células diana se puede realizar por seguimiento de la respuesta de las células
diana a un estimulo, tal como la exposicién a un agente de ensayo, una condicién ambiental particular, etc. Si
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las células diana constituyen una minoria del material que se captura y se siguen en el dispositivo de
microfluidica, el fenotipado puede tener errores por la presencia de otras células y material no celular. En el
peor de los casos, la caracterizacion fenotipica de las células diana puede ser incorrecta, asignando asi un
fenotipo incorrecto a las células diana.

Un ejemplo tipico es ensayar la susceptibilidad a antibiéticos de las bacterias presentes en la orina de un
paciente que padece una infeccién del tracto urinario (UTI). Si la muestra de orina esta contaminada por células
y bacterias de, por ejemplo, la piel, dichas células contaminantes pueden constituir la gran mayoria de las
células en la muestra de orina cargada en el dispositivo de microfluidica. Sin embargo, es posible que las
bacterias contaminantes no crezcan ni sobrevivan en la muestra de orina debido a los constituyentes y al pH
de la muestra de orina. Si las células cargadas en el dispositivo de microfluidica se exponen a un antibiético
para ensayar la susceptibilidad de las bacterias que causan las UTI en la orina, entonces la mayoria de las
células capturadas no creceran, no principalmente por la presencia del antibiético sino debido a que las células
contaminantes no creceran en la orina. Por lo tanto, el seguimiento del crecimiento de células en el dispositivo
de microfluidica en presencia de antibiético puede concluir que las bacterias que causan UTI son susceptibles
al antibiético ya que la mayoria de las células capturadas en el dispositivo de microfluidica no crecen en
presencia de antibiético. Esto significa que el crecimiento de bacterias resistentes en la orina puede verse
eclipsado por la falta de crecimiento de las células que no son viables en la orina. Como resultado, las bacterias
que causan las UTI en la orina pueden clasificarse incorrectamente como susceptibles al antibiético, incluso si
realmente son resistentes al antibiético. Esto, a su vez, puede tener graves consecuencias cuando se trata a
un paciente del que se tomod la muestra de orina, por la administracion de un antibiético que no inhibira
significativamente el crecimiento de bacterias resistentes presentes en la orina del paciente.

Las presentes realizaciones proporcionan un método para el fenotipado de células que resuelve el problema
mencionado anteriormente de cargar una muestra biolégica compleja o heterogénea en un dispositivo de
microfluidica con el fin de hacer el fenotipado de las denominadas células diana presentes en la muestra
bioldgica.

A continuacion, "células diana" indica células, tales como bacterias, p. €j., células de Escherichia, Klebsiella,
Staphylococcus, células de arqueas, células eucariotas, células de levadura, células animales, células
humanas, células cancerosas, etc., presentes en una muestra biolégica. Estas células diana deben ser
fenotipadas, es decir, se determina al menos una caracteristica de fenotipo de las células diana en el método
de las realizaciones.

El dispositivo de microfluidica utilizado en el método para el fenotipado de células comprende compartimentos
de células espacialmente definidos y separados, o compartimentos de células para abreviar. Dichos
compartimentos de células estan disefiados para capturar y albergar material biologico presente en la muestra
bioldgica. En consecuencia, cuando se carga la muestra biolégica en el dispositivo de microfluidica, el material
bioldgico, tal como células, presente en la muestra bioldgica es capturado por los compartimentos de células.
Los compartimentos de células estan espacialmente definidos y separados. Esto significa que cada
compartimento de células tiene una posicion espacialmente definida en el dispositivo de microfluidica y cada
compartimento de células esta separado, tipicamente separado fisicamente, de otros compartimentos de
células en el dispositivo de microfluidica. En consecuencia, es posible separar fisicamente y seguir
individualmente el material biolégico en los compartimentos de células espacialmente definidos y separados
del dispositivo de microfluidica.

Un compartimento de células puede ser cualquier estructura fisica o parte del dispositivo de microfluidica que
esta dimensionado y disefiado para capturar y albergar células. Los ejemplos no limitativos pero ilustrativos de
dichos compartimentos de células incluyen canales de células, trampas de células, etc.

La Fig. 1 es un diagrama de flujo que ilustra un método para el fenotipado de células segun una realizacion. El
método comprende cargar, en la etapa S1, una muestra biolégica que comprende material biolégico que incluye
células diana de un tipo de células y células no diana de otro tipo de células en un dispositivo de microfluidica.
El dispositivo de microfluidica comprende compartimentos de células espacialmente definidos y separados
para capturar material biolédgico en los compartimentos de células espacialmente definidos y separados. Una
etapa S2 a continuacion comprende el seguimiento del material biolégico en los compartimentos de células
espacialmente definidos y separados antes de exponer el material biolégico en los compartimentos de células
espacialmente definidos y separados a un agente de ensayo. Se identifica un subconjunto de los
compartimentos de células espacialmente definidos y separados en la etapa S3 como que comprende células
diana que presentan al menos una caracteristica de fenotipo determinada basandose en el seguimiento del
material bioldgico en los compartimentos de células espacialmente definidos y separados en la etapa S2.

El material biolégico en los compartimentos de células espacialmente definidos y separados se expone al
agente de ensayo en la etapa S4. Una etapa S5 siguiente comprende el seguimiento de células diana en el
subconjunto identificado de los compartimentos de células espacialmente definidos y separados. A
continuacion, se determina una respuesta fenotipica de las células diana al agente de ensayo en la etapa S6
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basandose en el seguimiento de las células diana en el subconjunto identificado de los compartimentos de
células espacialmente definidos y separados en la etapa S5.

El método de las realizaciones por lo tanto implica una etapa de seleccién para identificar aquellos
compartimentos de células espacialmente definidos y separados del dispositivo de microfluidica que
comprenden células diana antes de determinar la respuesta fenotipica de las células diana. Por lo tanto, el
material bioldgico capturado o cargado en los compartimentos de células espacialmente definidos y separados
se sigue para identificar los compartimentos de células espacialmente definidos y separados que comprenden
material biolégico que presenta al menos una caracteristica de fenotipo objetivo. A continuacion, la respuesta
fenotipica se determina en la etapa S6 basandose Unicamente en la respuesta del material bioldgico, es decir,
las células diana, que esta presente en los compartimentos de células espacialmente definidos y separados
identificados en la etapa S3. En consecuencia, el material bioldgico en los restantes compartimentos de células
espacialmente definidos y separados induce células y material no celular distinto de las células diana segun se
determina basandose en no presentar el al menos un fenotipo objetivo. Las respuestas de dicho material en
los restantes compartimentos de células espacialmente definidos y separados por lo tanto se descartan y no
se utilizan para determinar la respuesta fenotipica en la etapa S6.

Esto significa que la respuesta fenotipica determinada en la etapa S6 es, de hecho, la verdadera respuesta de
las células diana al agente de ensayo en el material bioldgico y esta respuesta fenotipica no sera eclipsada o
afectada por las respuestas de otras células y material no celular en la muestra bioldgica.

Por ejemplo, supdngase que la muestra bioldgica es una muestra de orina tomada de un paciente que padece
UTI y que la susceptibilidad de las bacterias que causan UTI como células diana a un antibiético se va a
ensayar en el método que se muestra en la Fig. 1. La muestra de orina se carga entonces en la etapa S1 en
el dispositivo de microfluidica para capturar las bacterias que causan la UTI y cualquier bacteria y célula
contaminante en los compartimentos de células espacialmente definidos y separados. Las bacterias y células
contaminantes pueden no ser viables en la orina y, por lo tanto, no creceran o al menos creceran lentamente.
En consecuencia, la etapa S2 puede, por ejemplo, implicar el seguimiento del material biolégico en los
compartimentos de células espacialmente definidos y separados con el fin de determinar su viabilidad o
crecimiento celular, tal como estudiando la extension de la longitud de las células durante un periodo de tiempo.
Por lo tanto, la etapa S3 puede implicar la identificacion del subconjunto o parte de los compartimentos de
células espacialmente definidos y separados que comprende células que son viables y/o tienen una velocidad
de crecimiento superior a una velocidad de crecimiento objetivo determinada basandose en el seguimiento en
la etapa S2. El material biolégico en este subconjunto identificado es, por lo tanto, viable y crece bien en la
orina y, por lo tanto, constituye principalmente las bacterias causantes de la UTI. El material en los restantes
compartimentos de células espacialmente definidos y separados no es viable y tiene una velocidad de
crecimiento por debajo de la velocidad de crecimiento objetivo. Por lo tanto, este material consiste
principalmente en células y bacterias contaminantes y material no celular de la muestra de orina.

El material biologico en los compartimentos de células espacialmente definidos y separados luego se expone
al antibidtico y el material bioldgico, es decir, las bacterias que causan las UT]I, presentes en los compartimentos
de células espacialmente definidos y separados identificados en la etapa S3 se siguen en la etapa S5y la
respuesta fenotipica de este material bioldgico, es decir, bacterias que causan UTI, al antibiético se determina
luego en la etapa S6 basandose en el seguimiento de la etapa S5. La susceptibilidad o resistencia de las
bacterias que causan UTI al antibidtico se puede determinar de manera eficiente en la etapa S6 sin el riesgo
de eclipsamiento o de que influyan en la respuesta las células o bacterias contaminantes de la muestra de
orina.

Por lo tanto, de acuerdo con las presentes realizaciones, primero se realiza un seguimiento inicial del material
biolégico en los compartimentos de células espacialmente definidos y separados en la etapa S2 antes de
exponer el material biolégico en los compartimentos de células espacialmente definidos y separados al agente
de ensayo en la etapa S4. El seguimiento inicial en la etapa S2 se realiza antes de la adicion del agente de
ensayo con el fin de identificar al menos un subconjunto de los compartimentos de células espacialmente
definidos y separados para el seguimiento una vez que se haya afiadido el agente de ensayo. Si el agente de
ensayo ya estuviera presente en la etapa S2, seria dificil o incluso imposible diferenciar entre las células
muertas 0 no viables y material no celular de las células que son susceptibles al agente de ensayo y, por lo
tanto, no pueden crecer en presencia del agente de ensayo. Por lo tanto, el seguimiento en la etapa S2 y la
posterior identificacién en la etapa S3 se realizan con el fin de identificar aquellos compartimentos de células
espacialmente definidos y separados que comprenden células viables, capaces de crecer en los
compartimentos de células espacialmente definidos y separados, y diferenciar dichos compartimentos de
células espacialmente definidos y separados de los que contienen células no viables y material no celular.

En una realizacion, el seguimiento inicial en la etapa S2 se realiza durante al menos un periodo de tiempo
minimo con el fin de permitir una identificacion correcta de los compartimentos de células espacialmente
definidos y separados que comprenden células diana en la etapa S3. Por ejemplo, el seguimiento en la etapa
S2 se realiza al menos 1 minuto, al menos 2 minutos, al menos 3 minutos, al menos 4 minutos, al menos 5
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minutos, al menos 6 minutos, al menos 7 minutos, al menos 8 minutos, al menos 9 minutos o al menos 10
minutos. El periodo de tiempo minimo real depende tipicamente de las células diana y de la caracteristica de
fenotipo particular. Por ejemplo, si la caracteristica de fenotipo es el crecimiento de las células diana, el periodo
de tiempo minimo se establece preferiblemente para permitir que las células diana se dividan al menos una
vez. Por lo tanto, el periodo de tiempo minimo podria establecerse en funcion del ciclo celular o el tiempo de
divisién celular promedio de las células diana.

En una realizacion, la muestra bioldgica es una muestra de fluido corporal, tal como una muestra de orina, una
muestra de sangre, una muestra de saliva, una muestra de heces, una muestra de liquido cefalorraquideo, una
muestra de liquido amnidtico, una muestra de leche o una muestra de linfa. Alternativamente, la muestra
biolégica podria obtenerse de un tejido corporal, tal como una biopsia. Otros ejemplos incluyen muestra de
alimento analizada para determinar contaminaciones bacterianas, leche de vaca, cabra u otros animales
productores de leche para pruebas de mastitis, etc. En realidad, cualquier muestra biolégica que comprenda
células y que pueda cargarse en un dispositivo de microfluidica puede usarse segun las realizaciones.

En la siguiente descripcion, la etapa S4 se describe y se ejemplifica exponiendo el material biolégico en los
compartimentos de células espacialmente definidos y separados a un agente de ensayo. Este agente de
ensayo podria ser cualquier molécula, compuesto, composicidon o una mezcla de moléculas, compuestos o
composiciones. En realizaciones relacionadas, el material biolégico se expone mas generalmente a un estimulo
en los compartimentos de células espacialmente definidos y separados. Tal estimulo no tiene que ser
necesariamente un agente de ensayo, sino que podria ser un cambio en las condiciones ambientales, tal como
un cambio de temperatura. Por lo tanto, la respuesta fenotipica de las células diana a los estimulos se
determina luego en la etapa S6.

La Fig. 2 es un diagrama de flujo que ilustra una etapa opcional adicional del método que se muestra en la Fig.
1. El método continla desde la etapa S1 en la Fig. 1. La siguiente etapa S10 comprende exponer material
biolégico en los compartimentos de células espacialmente definidos y separados a un medio de cultivo. El
método luego continda a la etapa S2 en la Fig. 1, que comprende, en esta realizacion, el seguimiento del
material bioldgico expuesto al medio de cultivo en los compartimentos de células espacialmente definidos y
separados.

En una realizacion, la propia muestra bioldgica se considera como el medio de cultivo. Por lo tanto, cualquier
material bioldégico en la muestra bioldgica y capturado en los compartimentos de células espacialmente
definidos y separados se expone al material biolégico como medio de cultivo. En esta realizacion, no hay
necesidad de ningun intercambio de medios.

En una realizacion alternativa, hay un cambio de medio después de cargar la muestra biolégica en la etapa S1.
Por lo tanto, el material biolégico de la muestra biolégica capturado en los compartimentos de células
espacialmente definidos y separados se expone luego a un nuevo medio de cultivo en la etapa S10. Este medio
de cultivo se selecciona entonces preferiblemente de modo que las células diana presentaran la al menos una
caracteristica de fenotipo objetivo cuando se exponen al medio de cultivo, mientras que otras células y material
no celular preferiblemente no presentaran la al menos una caracteristica de fenotipo objetivo cuando se
exponen al medio de cultivo en la etapa S10.

Este cambio de medio de cultivo podria realizarse mas de una vez con el fin de exponer el material biologico
en los compartimentos de células espacialmente definidos y separados a diferentes medios de cultivo. El medio
o medios de cultivo podrian ser un medio de cultivo general que contenga todos los elementos que la mayoria
de las células necesitan para crecer y no son selectivos. Alternativamente, el medio o medios de cultivo podrian
ser un medio de cultivo minimo que contenga los minimos nutrientes posibles para el crecimiento celular,
generalmente sin la presencia de aminoacidos. Dichos medios de cultivo minimos pueden usarse para hacer
crecer células de "tipo natural" y seleccionar a favor o en contra de recombinantes o exconjugantes. Otra
alternativa es usar un medio o medios de cultivo que sean selectivos, es decir, que soporten el crecimiento de
solamente células seleccionadas. Una variante relacionada es usar un medio o medios de cultivo diferenciales
para distinguir un tipo de células de otro que crece en el mismo medio de cultivo. Este tipo de medio de cultivo
utiliza las caracteristicas bioquimicas de una célula que crece en presencia de nutrientes o indicadores
especificos afiadidos al medio de cultivo para indicar visiblemente las caracteristicas definitorias de la célula.

En el caso de cambiar entre diferentes medios de cultivo, todos los medios de cultivo pueden ser del mismo
tipo (medio de cultivo general, medio de cultivo minimo, medio de cultivo selectivo o medio de cultivo diferencial)
o el cambio puede ser entre diferentes tipos de medios de cultivo.

Por ejemplo, se podrian usar diferentes medios de cultivo selectivos que tienen diferentes fuentes de carbono
en relacién con bacterias que causan UTI para identificar diferentes poblaciones de células diana, que se
describe mas adelante en el presente documento. Por ejemplo, Escherichia coli causante de UTI puede crecer
en un medio de cultivo que comprende arabinosa, lactosa, manitol o xilosa como fuente de carbono pero no
en citrato. Klebsiella pneumoniae puede cultivarse utilizando cualquiera de las fuentes de carbono
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mencionadas anteriormente, mientras que Proteus mirabilis solo crecera utilizando citrato o xilosa como fuente
de carbono y no arabinosa, lactosa o manitol. En consecuencia, Staphylococcus epidermidis solo usa lactosa
como fuente de carbono y no arabinosa, citrato, manitol o xilosa.

En una realizacion, la etapa S4 de la Fig. 1 comprende exponer el material bioldgico en los compartimentos de
células espacialmente definidos y separados al medio de cultivo que comprende el agente de ensayo o a otro
medio de cultivo que comprende el agente de ensayo.

En la primera realizacion, el agente de ensayo se afiade al mismo medio de cultivo que se uso en la etapa S10
de la Fig. 2, tal como se afade a la muestra bioldgica si la muestra bioldgica se usa como medio de cultivo. En
esta realizacion, no hay necesidad de ningun intercambio de cultivo entre la etapa S10 y la etapa S4. Por lo
tanto, la uUnica diferencia es la adicidn del agente de ensayo al medio de cultivo en la etapa S4.

En la ultima realizacién, hay un intercambio de medio de cultivo en la etapa S4. Por lo tanto, en la etapa S4 se
usa un medio de cultivo diferente que comprende el agente de ensayo en comparacion con el medio de cultivo
usado en la etapa S10. Este medio de cultivo diferente podria luego seleccionarse y adaptarse para la inclusion
del agente de ensayo y el seguimiento de la respuesta de las células diana al agente de ensayo en el medio
de cultivo diferente.

La etapa S3 en la Fig. 1 comprende identificar el subconjunto de los compartimentos de células espacialmente
definidos y separados que comprenden células diana que presentan al menos una caracteristica de fenotipo
objetivo segun se determina basandose en el seguimiento de la etapa S2. En una realizacién, el material
bioldgico que presenta una caracteristica de fenotipo objetivo se determina en la etapa S3 que son células
diana y los compartimentos de células espacialmente definidos y separados que comprenden dicho material
biolégico se incluyen en el subconjunto identificado en la etapa S3. El material que no presenta esta
caracteristica de fenotipo objetivo no se considera por tanto como células diana y los compartimentos de células
espacialmente definidos y separados que comprenden dicho material no deben incluirse en el subconjunto
identificado en la etapa S3.

En otra realizacién, el material biolégico que presenta multiples, es decir, al menos dos, caracteristicas de
fenotipo objetivo se determina en la etapa S3 que son células diana y los compartimentos de células
espacialmente definidos y separados que comprenden dicho material biolégico se incluyen en el subconjunto
identificado en la etapa S3. El material que no presenta ninguna de las multiples caracteristicas de fenotipo
objetivo o simplemente presenta algunas, pero no todas las multiples caracteristicas de fenotipo objetivo, no
se considera como células diana y los compartimentos de células espacialmente definidos y separados que
comprenden dicho material no deben incluirse en el subconjunto identificado en la etapa. S3.

Los ejemplos ilustrativos, pero no limitativos, de las caracteristicas de fenotipo objetivo podrian ser la velocidad
de crecimiento, la figura, tamafio, forma de la curva de la velocidad de crecimiento que define la velocidad de
crecimiento a lo largo del tiempo, la forma de la curva de longitud que define la longitud de la célula a lo largo
del tiempo, la forma de superficie de la curva que define la superficie celular a lo largo del tiempo, el color,
densidad optica, conductividad eléctrica, produccién de calor, composicién del antigenos de superficie
observada por los reactivos de afinidad, espectros de absorciéon y una mezcla de al menos dos de tales
caracteristicas de fenotipo.

Una caracteristica de fenotipo objetivo puede ser el complemento de una caracteristica del material celular no
objetivo. Por lo tanto, la caracteristica del fenotipo objetivo podria ser la falta de una caracteristica de fenotipo
determinada. En tal caso, el material celular no objetivo presenta la caracteristica de fenotipo, mientras que las
células diana tienen la caracteristica de fenotipo objetivo al no presentar la caracteristica de fenotipo dada.

La velocidad de crecimiento en una condicidn de cultivo dada, tal como medio de cultivo, es una caracteristica
o rasgo fenotipico que se puede usar ventajosamente para discriminar células diana de otro material. La
velocidad de crecimiento se puede determinar, por ejemplo, mediante el seguimiento del nimero de células o
particulas en cada compartimento de células espacialmente definido y separado, ya que el nUimero aumentara
a lo largo del tiempo para las células en crecimiento. Alternativamente, o ademas, la velocidad de crecimiento
puede determinarse mediante el seguimiento de la longitud de la parte de un compartimento de células
espacialmente definido y separado ocupado por células o particulas. Esta longitud aumentara a lo largo del
tiempo para las células en crecimiento, pero seguira siendo la misma para las células no viables y que no
crecen y el material no celular. La Fig. 11A ilustra dicha duracion a lo largo del tiempo en compartimentos de
células espacialmente definidos y separados de un dispositivo de microfluidica. Alternativamente, o ademas,
la velocidad de crecimiento se puede determinar mediante el seguimiento de la superficie o la longitud de las
células segmentadas en imagenes de los compartimentos de células espacialmente definidos y separados.

La velocidad de crecimiento a lo largo del tiempo normalmente varia entre diferentes tipos de células. Por

ejemplo, algunos tipos de células crecen exponencialmente, mientras que otros crecen de forma mas periddica.
En consecuencia, la figura o forma de la curva de velocidad de crecimiento puede usarse para discriminar
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células diana de otras células y material no celular. La Fig. 11B ilustra las curvas de velocidad de crecimiento
del material capturado en compartimentos de células espacialmente definidos y separados de un dispositivo
de microfluidica.

Otras caracteristicas fenotipicas que varian entre diferentes tipos de células y entre células y material no celular
incluyen la forma, tamafio, color y densidad éptica. Por lo tanto, varios tipos de células pueden tener diferentes
formas, tal como forma de varilla, esférica, retorcida, forma de disco, etc. También el tamano, tal como la
longitud y/o el diametro, es una caracteristica de fenotipo que se puede usar para diferenciar células entre si 'y
del material no celular, tal como variando desde sub-um hasta varias decenas de um.

La densidad optica, el color u otras propiedades espectrales difieren entre los diferentes tipos de células, tal
como dependiendo del contenido de las células, la forma de las células, etc., y entre células y material no
celular. Por lo tanto, las propiedades oOpticas del material en los compartimentos de células espacialmente
definidos y separados pueden usarse para diferenciar células, células no diana y material no celular.

La conductividad y la produccién de calor dependeran de la composiciéon quimica y el estado metabdlico de las
células y, por lo tanto, pueden constituir la base para diferenciar las células diana de las células no diana.

La Fig. 3 es un diagrama de flujo que ilustra una realizacién de la etapa S3 en la Fig. 1. En esta realizacion, la
etapa S3 comprende identificar, en la etapa S20, células diana que presentan al menos un fenotipo objetivo
determinado basandose en el seguimiento de material biolégico en los compartimentos de células
espacialmente definidos y separados en la etapa S2. Una etapa S21 a continuacién comprende entonces
seleccionar el subconjunto de los compartimentos de células espacialmente definidos y separados como un
subconjunto de los compartimentos de células espacialmente definidos y separados que comprenden las
células diana identificadas.

Por lo tanto, en esta realizacion, el material biolégico en los compartimentos de células espacialmente definidos
y separados se sigue en la etapa S2. La siguiente etapa S20 identifica el material bioldgico, es decir, las células
diana, que presentan al menos una caracteristica de fenotipo objetivo determinada baséndose en el
seguimiento en la etapa S2. Los compartimentos de células espacialmente definidos y separados que
comprenden el material biolégico identificados en la etapa S20 se seleccionan luego en la etapa S21 como el
subconjunto de los compartimentos de células espacialmente definidos y separados que comprenden células
diana.

En una realizacion, la etapa S2 comprende el seguimiento, en multiples puntos de tiempo, del material bioldgico
en los compartimentos de células espacialmente definidos y separados.

Esta realizacion es particularmente adecuada para su uso en relacion con las caracteristicas de fenotipo
objetivo en forma de velocidad de crecimiento y/o forma de curva de velocidad de crecimiento. Por lo tanto,
con el fin de determinar o al menos estimar la velocidad de crecimiento o determinar la forma de la curva de
velocidad de crecimiento, el material biolégico en los compartimentos de células espacialmente definidos y
separados debe seguirse en multiples puntos de tiempo en la etapa S2.

Sin embargo, para otras caracteristicas de fenotipo objetivo, tales como la forma, tamafio, color y densidad
optica, puede ser suficiente hacer el seguimiento del material biolégico en los compartimentos de células
espacialmente definidos y separados solo una vez en la etapa S2.

En consecuencia, la etapa S5 comprende, en una realizacion, el seguimiento, en mdultiples puntos de tiempo,
de células diana en el subconjunto identificado de los compartimentos de células espacialmente definidos y
separados. Por lo tanto, dependiendo de la respuesta fenotipica particular de las células diana al agente de
ensayo, podria ser suficiente hacer el seguimiento de las células diana una vez en la etapa S5 o en multiples
puntos de tiempo.

En una realizacion, la etapa S2 comprende tomar al menos una imagen de los compartimentos de células
espacialmente definidos y separados. De manera correspondiente, en una realizacion, la etapa S5 comprende
tomar al menos una imagen de las células diana en el subconjunto identificado de los compartimentos de
células espacialmente definidos y separados. En estas realizaciones de las etapas S2 y S5 podria tomarse una
Unica imagen en un unico punto de tiempo. Alternativamente, se toman multiples imagenes en multiples puntos
de tiempo en la etapa S2 y/o S5.

En una realizacion particular, la al menos una imagen tomada en la etapa S2 y/o S5 se toma utilizando una
microscopia, tal como un microscopio de contraste de fase, conectado a una camara, tal como un dispositivo
de carga acoplada (CCD) y una camara de semiconductor de 6xido de metal complementaria (CMOS), o un
sistema de barrido confocal para fluorescencia, imagenes Raman, dispersion Raman anti-Stokes coherente
(CARS), dispersion Raman estimulada (SRS) y técnicas quimicamente sensibles similares que proporcionan
cambios espectrales para células muertas y vivas. Esto incluye mediciones en una o varias longitudes de onda
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con o sin adiciones que potencien el contraste frente al medio de crecimiento, tales como sondas y colorantes
quimicamente especificos.

La conductividad y/o la produccién de calor podrian medirse mediante electrodos o sensores dispuestos en o
en conexioén con los compartimentos de células espacialmente definidos y separados.

La Fig. 4 es un diagrama de flujo que ilustra una realizacion de la etapa S3 en la Fig. 1 cuando la etapa S2
comprende tomar al menos una imagen de los compartimentos de células espacialmente definidos y
separados. En esta realizacion, la etapa S3 comprende el procesamiento, en la etapa S30, de al menos una
imagen para la deteccidn de los compartimentos de células espacialmente definidos y separados y material
biolégico en los compartimentos de células espacialmente definidos y separados. Al menos una caracteristica
de fenotipo respectiva del material biolégico en los compartimentos de células espacialmente definidos y
separados se determina en la etapa S31 basandose en el procesamiento. Una etapa S32 a continuacion
comprende la identificacién de células diana como material biolégico en los compartimentos de células
espacialmente definidos y separados y que tienen al menos una caracteristica de fenotipo determinada
respectiva correspondiente a la al menos una caracteristica de fenotipo objetivo. La etapa S33 comprende
seleccionar el subconjunto de los compartimentos de células espacialmente definidos y separados como un
subconjunto de los compartimentos de células espacialmente definidos y separados que comprenden las
células diana identificadas.

En esta realizacion, la al menos una imagen tomada como se ha descrito previamente en el presente
documento se procesa para identificar los compartimentos de células espacialmente definidos y separados y
el material biologico presente en ellos en la etapa S30. Se determina al menos una caracteristica de fenotipo
respectiva para el material biolégico en los compartimentos de células espacialmente definidos y separados
en la etapa S31 basandose en el procesamiento de la etapa S30. Por ejemplo, supéngase que la caracteristica
de fenotipo objetivo es una velocidad de crecimiento que supera una tasa umbral Tr. Supdngase ademas que
el dispositivo de microfluidica comprende N compartimentos de células espacialmente definidos y separados.
En tal caso, se determina una velocidad de crecimiento respectiva R;, i=1...N para el material respectivo en
cada uno de los N compartimentos de células espacialmente definidos y separados en la etapa S31. A
continuacion, las células diana se identifican como material bioldgico que tiene una velocidad de crecimiento
Ri respectiva que supera la tasa umbral, es decir, Ri >Tr. Esto significa que el material bioldgico en los N
compartimentos de células espacialmente definidos y separados puede clasificarse o identificarse como células
diana si Ri > Tr y otras células o material no celular si Ri £ Tr. Los compartimentos de células espacialmente
definidos y separados entre los N compartimentos espacialmente definidos y separados que comprenden
material bioldgico identificado en la etapa S32 como células diana, es decir, que tienen R; > TR, se seleccionan
entonces en la etapa S33. Los otros compartimentos de células espacialmente definidos y separados son
compartimentos de células espacialmente definidos y separados restantes que comprenden otro material
distinto de las células diana. En tal caso, la respuesta fenotipica se determina posteriormente en la etapa S6
basandose unicamente en la respuesta fenotipica del material biolégico en los compartimentos de células
espacialmente definidos y separados seleccionados en la etapa S33 y por lo tanto identificados como que
comprenden las células diana.

La Fig. 5 es un diagrama de flujo que ilustra las etapas S3 y S5 en la Fig. 1. La etapa S1 de la Fig. 1 comprende
cargar una muestra bioldgica que comprende material biolégico que incluye las células diana de un tipo de
células y las células no diana de otro tipo de células en el dispositivo de microfluidica para capturar material
bioldgico en los compartimentos de células espacialmente definidos y separados. El método después continua
a la etapa S2 en la Fig. 1 y después ademas a la etapa S40 en la Fig. 5. La etapa S40 comprende identificar
un subconjunto de compartimentos de células espacialmente definidos y separados que comprenden células
diana que presentan al menos una caracteristica de fenotipo objetivo determinada basandose en el
seguimiento del material biolégico en los compartimentos espacialmente definidos y separados en la etapa S2.
La etapa S41 comprende de forma correspondiente la identificacion de los compartimentos de células
espacialmente definidos y separados restantes que comprenden células no diana y/o material no celular que
no presenta la al menos una caracteristica de fenotipo objetivo determinada basandose en el seguimiento del
material biolégico en los compartimentos de células separados espacialmente definidos en la etapa S2.

El método luego continda a la etapa S4 en la Fig. 1 y luego ademas a la etapa S42 en la Fig. 5. La etapa S42
comprende tomar al menos una imagen de los compartimentos de células espacialmente definidos y
separados. La al menos una imagen se procesa en la etapa S43 para la deteccion del subconjunto identificado
de los compartimentos de células espacialmente definidos y separados y las células diana en el subconjunto
identificado de los compartimentos de células espacialmente definidos y separados, sin tener en cuenta los
restantes compartimentos de células espacialmente definidos y separados y las células no diana y/o el material
no celular en los restantes compartimentos de células espacialmente definidos y separados.

En la invencion, el método luego contintia a la etapa S6, donde la respuesta fenotipica de las células diana al

agente de ensayo se determina basandose en el procesamiento en la etapa S43, es decir, basandose en la
respuesta fenotipica de las células diana, es decir, material biolégico en el subconjunto de compartimentos de
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células espacialmente definidos y separados identificados en la etapa S40, pero no basandose en ninguna
respuesta de las células no diana y/o material no celular, es decir, material en la parte restante de los
compartimentos de células espacialmente definidos y separados identificados en la etapa S41.

Por lo tanto, la respuesta fenotipica determinada en la etapa S6 se determina por lo tanto basandose
unicamente en la respuesta del material bioldgico identificado o seleccionado como que son células diana y
presente en los compartimentos de células espacialmente definidos y separados identificados en la etapa S40
y por lo tanto no en la respuesta del material biolégico y/o material no biolégico presente en los restantes
compartimentos de células espacialmente definidos y separados identificados en la etapa S41. Por lo tanto,
este enfoque evita eficazmente que cualquier respuesta de células no diana y material no celular eclipse la
respuesta fenotipica de las células diana al agente de ensayo.

En otro aspecto, el seguimiento realizado en la etapa S5 podria implicar por tanto el seguimiento de todos los
compartimentos de células espacialmente definidos y separados, es decir, el subconjunto de los
compartimentos de células espacialmente definidos y separados que comprenden las células diana y los
restantes compartimentos de células espacialmente definidos y separados. Sin embargo, la respuesta
fenotipica determinada en la etapa S6 preferiblemente solo se determina basandose en el material bioldgico,
es decir, las células diana, presentes en el subconjunto de los compartimentos de células espacialmente
definidos y separados identificados en la etapa S3.

En lo anterior, las realizaciones se han descrito principalmente en relacidon con la identificacion y separacién
de las denominadas células diana de otro material bioldgico y no bioldgico en los compartimentos de células
espacialmente definidos y separados. Sin embargo, también es posible, dentro de un mismo dispositivo de
microfluidica, identificar diferentes poblaciones de células diana que presentan diferentes caracteristicas de
fenotipo objetivo o diferentes combinaciones de caracteristicas de fenotipo objetivo.

Por ejemplo, la etapa S3 podria comprender identificar un primer subconjunto de los compartimentos de células
espacialmente definidos y separados que comprenden una primera poblacidn de células diana que presentan
la(s) primera(s) caracteristica(s) de fenotipo objetivo e identificar un segundo subconjunto de los
compartimentos de células espacialmente definidos y separados que comprenden una segunda poblacion de
células diana que presentan la(s) segunda(s) caracteristica(s) de fenotipo objetivo segin se determina
basandose en el seguimiento del material bioldgico en los compartimentos de células espacialmente definidos
y separados en la etapa S2.

En esta realizacion, la etapa S5 comprende el seguimiento de la primera poblaciéon de células diana en el
primer subconjunto identificado de los compartimentos de células espacialmente definidos y separados y el
seguimiento de la segunda poblacion de células diana en el segundo subconjunto identificado de los
compartimentos de células espacialmente definidos y separados.

La etapa S6 comprende preferiblemente, en esta realizacion, determinar una respuesta fenotipica respectiva
de la primera poblacién de células diana y la segunda poblacion de células diana al agente de ensayo
basandose en el seguimiento de la primera poblacion de células diana en el primer subconjunto identificado de
los compartimentos de células espacialmente definidos y separados y de la segunda poblacion de células diana
en el segundo subconjunto identificado de los compartimentos de células espacialmente definidos y separados
en la etapa S5.

Por supuesto, la realizacion descrita anteriormente también puede aplicarse a casos con tres o mas
poblaciones de células diana.

En una realizacion, las sondas fluorescentes que se unen especificamente a un marcador se afiaden antes o
en relacion con el seguimiento en la etapa S2. En tal caso, la etapa S2 comprende el seguimiento del material
bioldgico en los compartimentos de células espacialmente definidos y separados midiendo la fluorescencia en
los compartimentos espacialmente definidos y separados de las células. En esta realizacion, la caracteristica
de fenotipo objetivo podria ser entonces la presencia del marcador, dando asi como resultado la presencia de
sondas fluorescentes y una fluorescencia medida alta, o la ausencia del marcador, dando asi como resultado
la ausencia de sondas fluorescentes y una fluorescencia medida comparativamente baja.

Por lo tanto, la etapa S3 comprende preferiblemente identificar el subconjunto de los compartimentos de células
espacialmente definidos y separados que comprenden células diana que presentan al menos una caracteristica
de fenotipo objetivo determinada basandose en la fluorescencia medida en los compartimentos de células
espacialmente definidos y separados.

La sonda fluorescente se une especificamente a un marcador. Este marcador puede ser una molécula, cuya
presencia se va a usar en la seleccién o identificacion en la etapa S3. Por ejemplo, el marcador podria ser una
proteina en las células o en la membrana celular, tal como un receptor. Alternativamente, el marcador podria
ser una molécula de acido nucleico, tal como una secuencia de ADN o gen particular o una secuencia de ARNm
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particular.

La sonda fluorescente puede ser, por ejemplo, un colorante de union al ADN intercalante que distingue
claramente las células con cromosomas de los restos celulares. La sonda fluorescente puede ser un colorante
de deteccién de células vivas/muertas, que solo entra en las células vivas.

La sonda fluorescente puede ser un anticuerpo fluorescente que se une especificamente a células
seleccionadas, lo que permite la diferenciacion de, por ejemplo, diferentes especies bacterianas con diferentes
antigenos de superficie, células cancerosas de ofras células basado en los antigenos de superficie, células
fetales circulantes de las propias células de la mujer embarazada.

La sonda fluorescente puede ser un oligonucleétido fluorescente que se dirige a un ARN especifico de especie,
tal como el ARN ribosémico 16S.

La unién especifica de una sonda fluorescente se puede determinar basandose en la afinidad y/o la avidez. La
afinidad, representada por la constante de equilibrio para la disociacién del marcador diana con la sonda
fluorescente (Kd), es una medida de la fuerza de unidn entre el marcador diana y la sonda fluorescente. Cuanto
menor sea el valor de Kq4, mayor sera la fuerza de union. Alternativamente, la afinidad también se puede
expresar como la constante de afinidad (Ka), que es 1/Kq. Como quedara claro para el experto en la técnica, la
afinidad se puede determinar de una manera conocida de por si, dependiendo del marcador diana especifico
de interés.

La avidez es la medida de la fuerza de union entre una sonda fluorescente y el marcador diana. La avidez esta
relacionada tanto con la afinidad entre el marcador diana y el sitio de union en la sonda fluorescente como con
el numero de sitios de unién presentes en la sonda fluorescente.

En general, se considera que cualquier valor de K4 superior a 104 M (o cualquier valor de Ka inferior a 10* M)
indica una unién no especifica.

La unién especifica de una sonda fluorescente a un marcador diana puede determinarse de cualquier manera
conocida de por si, incluyendo, por ejemplo, analisis de Scatchard y/o ensayos de unién competitiva, tales
como radioinmunoensayos (RIA), inmunoensayos enzimaticos (EIA) y ensayos de competicion en sandwich, y
las diferentes variantes de los mismos conocidas de por si en la técnica.

En lo anterior, la sonda se ha ilustrado mediante una sonda fluorescente. Sin embargo, las realizaciones no se
limitan a las mismas. En realidad, cualquier sonda que pueda ser detectable y se pueda medir podria usarse
segun las realizaciones, tales como sondas fluorescentes, sondas tefidas, sondas quimioluminiscentes,
sondas radiomarcadas, etc.

Por lo tanto, en una realizacion, el método comprende una etapa adicional como se ilustra en la Fig. 6. El
método contintia desde la etapa S1 en la Fig. 1. Una etapa S50 a continuacion comprende afiadir una sonda
marcada a los compartimentos de células espacialmente definidos y separados. El método luego continta a la
etapa S2 en la Fig. 1, que comprende, en esta realizacién, el seguimiento de la sonda marcada en los
compartimentos de células espacialmente definidos y separados. En esta realizacion, la etapa S3 comprende
preferiblemente identificar el subconjunto de los compartimentos de células espacialmente definidos y
separados que comprenden células diana que presentan al menos una caracteristica de fenotipo objetivo
determinado basandose en el seguimiento de la sonda marcada en los compartimentos de células
espacialmente definidos y separados en la etapa S2.

También es posible utilizar sondas con diferentes marcadores o propiedades detectables, tal como con
diferentes propiedades espectrales, en paralelo para distinguir varias poblaciones de células diana al mismo
tiempo.

En un primer ejemplo de implementacion, el agente de ensayo es un antibidtico. En este ejemplo de
implementacion, el método se usa para determinar una susceptibilidad de las células diana al antibidtico. Por
lo tanto, la etapa S6 de la Fig. 1 comprende determinar una susceptibilidad de las células diana al antibiotico
basandose en el seguimiento de las células diana en el subconjunto identificado de los compartimentos de
células espacialmente definidos y separados en la etapa S5.

En este ejemplo de implementacion, el método se puede utilizar en un AST rapido que normalmente presenta
resultados que indican si las células diana, es decir, las bacterias diana, son susceptibles o no al antibidtico en
menos de 30 minutos. Esto debe compararse con el ensayo de referencia actual de los AST fenotipicos que
requieren 1-2 dias para obtener resultados fiables.

Una aplicacion tipica de tal ejemplo de implementacion seria llevar a cabo un AST de bacterias presentes en
una muestra de fluido corporal, tal como orina, sangre, saliva, heces, liquido cefalorraquideo, leche, liquido
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amnidtico o linfa.

En un segundo ejemplo de implementacion, el agente de ensayo es un agente citostatico. En dicho ejemplo de
implementacion, la etapa S6 de la Fig. 1 comprende determinar una susceptibilidad de las células diana al
agente citostatico basandose en el seguimiento de las células diana en la parte identificada de los
compartimentos de células espacialmente definidos y separados en la etapa S5.

Las células diana para el fenotipado en estos ejemplos de implementacion son preferiblemente células
cancerosas, se debe ensayar la susceptibilidad a un agente citostatico.

La Fig. 7 es una ilustracion esquematica de un dispositivo de microfluidica 1 que se puede utilizar en el método
de las realizaciones. Este dispositivo de microfluidica 1 se describe con mas detalle en [2, 3, 5]. Brevemente,
el dispositivo de microfluidica 1 comprende un sustrato 10 que tiene canales de células 20 espacialmente
definidos y separados, también denominados trampas de células, que tienen una dimensién para acomodar
células. Un primer extremo respectivo 22 de los canales de células espacialmente definidos y separados 20
esta en conexion fluida con un canal de entrada de flujo 30 que tiene un primer extremo 32 en conexion fluida
con un primer puerto de fluido 31 y un segundo extremo 34 en conexion fluida con un segundo puerto de fluido
33. Un segundo extremo respectivo 24 de los canales de células 20 espacialmente definidos y separados esta
en conexion fluida con un canal de salida de flujo 40 en conexion fluida con un tercer puerto de fluido 41. Los
canales de células espacialmente definidos y separados 20 comprenden una obstruccién de canal respectiva
25 disefiada para evitar que las células seleccionadas, como las de un tamafo, dimension, figura o forma
particular, pasen la respectiva obstruccion de canal 25 y entren en el canal de salida de flujo 40.

Si el dispositivo de microfluidica 1 como se define anteriormente y se ilustra en la Fig. 7 se usa en el método,
entonces la etapa S1 de la Fig. 1 comprende preferiblemente, en una realizacion, cargar la muestra bioldgica
en el primer puerto de fluido 31 permitiendo que el exceso de muestra bioldgica fluya a través del tercer puerto
de fluido 41 y, opcionalmente, del segundo puerto de fluido 33 para capturar material biolégico en los canales
de células 20 espacialmente definidos y separados por las obstrucciones del canal 25.

Por lo tanto, la muestra bioldgica se introduce en el primer puerto de fluido 31 y se deja que fluya a través del
canal de entrada de flujo 30 preferiblemente hacia y opcionalmente fuera del segundo puerto de fluido 33.
Ademas, la muestra bioldgica, incluidas las células diana, fluira hacia los canales de células espacialmente
definidos y separados 20 y mas hacia el canal de salida de flujo 40 y el tercer puerto de fluido 41.

Los canales de células espacialmente definidos y separados 20 estan dimensionados, es decir, tienen tamaiio,
tal como ancho y alto, y forma, para permitir que las células seleccionadas entren en los canales de células
espacialmente definidos y separados 20. Las células o el material no celular que tiene un tamafio y/o una forma
que es demasiado grande o que no se adapta al tamafio y la forma del corte transversal de los canales de
células espacialmente definidos y separados 20 no entraran en los canales de células espacialmente definidos
y separados 20, sino fluyen desde el canal de entrada de flujo 30 a través del segundo puerto de fluido 33.

La obstruccién del canal 25 de los canales de células espacialmente definidos y separados 20 esta disefiada
para tener una forma y dimension, tal como ancho y/o altura, que evita que las células seleccionadas pasen la
obstruccion del canal 25 y entren el canal de salida de flujo 40. En consecuencia, las células seleccionadas
quedaran atrapadas y capturadas en los canales de células espacialmente definidos y separados 20.

En una realizacion, el sustrato 10 del dispositivo de microfluidica 1 es transparente para la formacion de
imagenes. Por lo tanto, se puede hacer el seguimiento 6ptico del material biolégico en los canales de células
espacialmente definidos y separados 20. Alternativamente, o ademas, una cubierta del sustrato 10, configurada
para poner sobre el sustrato 10 o al menos una parte del mismo para encerrar los canales de células
espacialmente definidos y separados 20, podria ser transparente para la obtenciéon de imagenes si se lleva a
cabo el seguimiento optico en la etapa S2 y/o S5.

La Fig. 8 es una imagen de microscopia electrénica de barrido que muestra parte del molde para un dispositivo
de microfluidica 1 mostrado con 11 x 103 X aumentos. La imagen indica los canales de las células 20 y las
obstrucciones de los canales 25 cerca de los segundos extremos 24 de los canales de las células 20.

La obstruccion del canal 25 puede tener la forma de una restriccion u obstruccién que restringe la dimension,
tal como el ancho y/o la altura, de los canales de células 20 espacialmente definidos y separados. Esta
restriccion u obstruccion evitara asi que las células seleccionadas que tengan un tamafio mayor que el ancho
y/o la altura restringidos pasen la obstruccion del canal 25. Sin embargo, las células mas pequefias y el material
biolégico y no bioldgico que tenga un tamafio menor que el ancho y/o la altura restringidos pueden pasar la
obstruccién del canal 25 y, por lo tanto, seran arrastrados hacia el canal de salida de flujo 40 y el tercer puerto
de fluido 41.

Las Figs. 7 y 8 ilustran los canales de referencia 50 que son canales de células que carecen de cualquier
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obstrucciéon del canal. Estos canales de referencia 50 podrian usarse como referencia cuando se toman
imagenes del dispositivo de microfluidica 1 para tener un nivel de imagen de referencia solo con medio de
cultivo, tal como la muestra bioldgica, sin células que puedan sustraerse de los datos de imagen de los canales
de células 20.

La Fig. 8 también ilustra un cédigo de barras de puntos 60 impreso en el sustrato 10. El cédigo de barras de
puntos 60 se puede utilizar para identificar los canales de células espacialmente definidos y separados 20 en
el dispositivo de microfluidica 1. Se podrian imprimir identificadores de canales individuales alternativos en el
sustrato 10 como se muestra en las Figs. 12-15 de [2].

En una realizacion relacionada con el uso de un dispositivo de microfluidica 1 como se describe anteriormente,
la etapa S4 de la Fig. 1 comprende cargar el agente de ensayo en el segundo puerto de fluido 33 permitiendo
que el agente de ensayo fluya a través del canal de entrada de flujo 30, los canales de células espacialmente
definidos y separados 20, el canal de salida de flujo 40 y salga del tercer puerto de fluido 41 y opcionalmente
salga del primer puerto de fluido 31.

La Fig. 9 es una imagen de contraste de fase de una parte de un dispositivo de microfluidica cargado con una
muestra biolégica. En esta imagen, las células presentes en los canales de células espacialmente definidos y
separados 20 corresponden a la parte oscura de los canales de células espacialmente definidos y separados
20 que miran hacia el canal de salida de flujo 40, mientras que las partes claras restantes de los canales de
células espacialmente definidos y separados 20 comprenden unicamente el medio de cultivo de la muestra
bioldgica y ninguna célula.

La Fig. 10 son imagenes de contraste de fase de una parte de un dispositivo de microfluidica cargado con una
muestra bioldgica tomada en tres puntos de tiempo diferentes. En estas imagenes, las células y el material no
celular se indican como objetos oscuros longitudinales en los canales de células espacialmente definidos y
separados. El numero de referencia 20A indica un canal de células espacialmente definido y separado 20A
que comprende células que estan creciendo. Por lo tanto, el nimero de células presentes en ese canal de
células espacialmente definido y separado 20A aumenta cuando se pasa del tiempo 1 al tiempo 2 y luego al
tiempo 3. El numero de referencia 20B indica un canal de células espacialmente definido y separado 20B que
comprende una célula que no es capaz de crecer en el medio de cultivo particular o material no celular. Por lo
tanto, el numero de células o material no celular en este canal de células espacialmente definido y separado
20B permanece igual en los tres puntos de tiempo.

Como se ilustra esquematicamente por las tres imagenes en la Fig. 10, solo uno de los canales de células
espacialmente definidos y separados 20A que se muestran comprende células que son viables y crecen en el
medio de cultivo particular. Todos los restantes canales de células espacialmente definidos y separados 20B
comprenden células no viables y que no crecen o material no celular.

La Fig. 10 indica que la gran mayoria de los canales de células espacialmente definidos y separados pueden
contener material bioldgico distinto de las células diana o material no bioldégico cuando se carga una muestra
biolégica heterogénea en un dispositivo de microfluidica. En consecuencia, existe la necesidad de una
seleccion e identificacion de qué canales de células espacialmente definidos y separados hacer el seguimiento
para el fenotipado de las células diana. De lo contrario, las células distintas de las células diana y el material
no bioldgico se contaminarian y, por lo tanto, influirian en la determinacion del fenotipo de las células diana.

Las Figs. 11A y 11B muestran la longitud (Fig. 11A) y la velocidad de crecimiento (Fig. 11B) en funcion del
tiempo representado para canales de células individuales de un dispositivo de microfluidica. Estas cifras indican
que existe una gran diferencia en las caracteristicas fenotipicas de las células en una muestra bioldgica
heterogénea y que un fenotipado correcto y fiable se beneficiaria de una identificaciéon y seleccion inicial de
canales de células espacialmente definidos y separados segun las realizaciones.

Las realizaciones no se limitan al dispositivo de microfluidica particular descrito anteriormente e ilustrado en
las Figs. 7 y 8. También podria usarse otro dispositivo de microfluidica que comprende compartimentos de
células espacialmente definidos y separados de acuerdo con las realizaciones. Un ejemplo de otro dispositivo
de microfluidica de este tipo se muestra en las Figs. 12 y 13 y mas adelante en [4].

El dispositivo de microfluidica 100 comprende un sustrato 110, preferiblemente transparente para la formacién
de imagenes y que tiene una region de trampa de células 150 con trampas de células 120 espacialmente
definidas y separadas que tienen una dimension, tal como tamafo y forma, para acomodar células. La regién
de trampa de células 150 esta en conexién fluida con un primer canal de flujo 130 que tiene un primer puerto
de fluido 131 y con un segundo canal de flujo 140 que tiene un segundo puerto de fluido 141.

Se carga una muestra biolégica en el segundo puerto de fluido 141 para permitir que la muestra biolégica fluya

a través del segundo canal de flujo 140, hacia la regién de trampas de células 150 y mas hacia el primer canal
de flujo 130 y fuera del primer puerto de fluido 131. Las células y el material no celular presente en la muestra
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biolégica seran capturados en las trampas de captura 121 que forman la "parte posterior" de las denominadas
copas de captura 122. Cuando el flujo se invierte, es decir, que pasa del primer puerto de fluido 131 al primer
canal de fluido 130, la region de trampas de células 150, y mas hacia el segundo canal de flujo 140 y sale del
segundo puerto de fluido 141, las células y el material no celular capturado en las trampas de captura 121 se
transferira en la direccion del flujo a las trampas de células mas grandes 120 de una copa de captura 122
coalineada y dispuesta aguas abajo, como se ilustra esquematicamente con la flecha rayada en la Fig. 13.

En una realizacion, las tapas de captura 122 comprenden un canal delgado entre una trampa de células 120
en una tapa de captura 122 y una trampa de captura 121 en la tapa de captura 122. Este canal delgado luego
facilita un flujo de medio de cultivo a través de la trampa de células 120 y mas adentro en la trampa de captura
alineada 122. Sin embargo, este canal delgado opcional de las copas de captura 122 es demasiado pequefo
para permitir que cualquier célula pase a través del canal delgado.

Los dispositivos de microfluidica descritos e ilustrados anteriormente deben verse simplemente como ejemplos
ilustrativos de dispositivos de microfluidica que pueden usarse en el método para el fenotipado de células. Por
consiguiente, en las realizaciones se pueden utilizar otros dispositivos de microfluidica que tengan
compartimentos de células espacialmente definidos y separados.

Las realizaciones descritas anteriormente deben entenderse como algunos ejemplos ilustrativos de la presente
invencién. Los expertos en la técnica entenderan que se pueden realizar diversas modificaciones,
combinaciones y cambios en las realizaciones sin apartarse del alcance de la presente invencién. En particular,
diferentes soluciones parciales en las diferentes realizaciones se pueden combinar en otras configuraciones,
cuando sea técnicamente posible. Sin embargo, el alcance de la presente invencion esta definido por las
reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para el fenotipado de células, comprendiendo dicho método:

a) cargar (S1) una muestra bioldgica que comprende material bioldgico que incluye células diana de un tipo de
células y células no diana de otro tipo de células en un dispositivo de microfluidica (1, 100) que comprende
compartimentos de células espacialmente definidos y separados (20, 120) para capturar material biolégico en
dichos compartimentos de células espacialmente definidos y separados (20, 120);

b) seguimiento (S2) del material bioldgico en dichos compartimentos de células espacialmente definidos y
separados (20, 120) antes de exponer el material bioldgico en dichos compartimentos de células espacialmente
definidos y separados (20, 120) a un agente de ensayo;

c) identificar (S40) un subconjunto (20A) de dichos compartimentos de células espacialmente definidos y
separados (20, 120) que comprenden células diana que presentan al menos una caracteristica de fenotipo
objetivo determinada basandose en dicho seguimiento del material biolégico en dichos compartimentos de
células espacialmente definidos y separados (20, 120) en b); e

identificar (S41) los restantes compartimentos de células espacialmente definidos y separados (20B) que
comprenden células no diana y/o material no celular que no presenta dicha al menos una caracteristica de
fenotipo objetivo determinado basandose en dicho seguimiento de material bioldgico en dicho compartimentos
de células espacialmente definidos y separados (20, 120) en b);

d) exponer (S4) el material biolédgico en dichos compartimentos de células espacialmente definidos y separados
(20, 120) a dicho agente de ensayo;

e) seguimiento (S5) de las células diana en dicho subconjunto identificado (20A) de dichos compartimentos de
células espacialmente definidos y separados (20, 120):

tomando (S42) al menos una imagen de dichos compartimentos de células espacialmente definidos y
separados (20, 120); y

procesando (S43) dicha al menos una imagen para la deteccion de dicho subconjunto identificado (20A) de
dichos compartimentos de células espacialmente definidos y separados (20, 120) y células diana en dicho
subconjunto identificado (20A) de dichos compartimentos de células espacialmente definidos y separados (20,
120) sin tener en cuenta dichos compartimentos de células espacialmente definidos y separados restantes
(20B) y células no diana y/o material no celular en dichos compartimentos de células espacialmente definidos
y separados restantes (20B); y

f) determinar (S6) una respuesta fenotipica de dichas células diana a dicho agente de ensayo basandose en
dicho seguimiento de las células diana en dicho subconjunto identificado (20A) de dichos compartimentos de
células espacialmente definidos y separados (20, 120) en e).

2. El método segun la reivindicacién 1, que comprende ademas:

exponer (S10) el material bioldgico en dichos compartimentos de células espacialmente definidos y separados
(20, 120) a un medio de cultivo, en donde

el seguimiento (S2) del material bioldgico comprende seguimiento (S2) del material biolégico expuesto a dicho
medio de cultivo en dichos compartimentos de células espacialmente definidos y separados (20, 120).

3. El método segun la reivindicacion 2, en donde exponer el material biolégico (S4) a dicho agente de ensayo
comprende exponer el material biolégico (S4) en dichos compartimentos de células espacialmente definidos y
separados (20, 120) a dicho medio de cultivo que comprende dicho agente de ensayo o a otro medio de cultivo
que comprende dicho agente de ensayo.

4. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde identificar (S3) dicho subconjunto (20A)
de dichos compartimentos de células espacialmente definidos y separados (20, 120) comprende:

identificar (S20) células diana que presentan dicha al menos una caracteristica de fenotipo objetivo
determinada basandose en dicho seguimiento de material biolégico en dichos compartimentos de células
espacialmente definidos y separados (20, 120) en b); y

seleccionar (S21) dicho subconjunto (20A) de dichos compartimentos de células espacialmente definidos y
separados (20, 120) como un subconjunto (20A) de dichos compartimentos de células espacialmente definidos
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y separados (20, 120) que comprende dichas células diana identificadas.

5. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el seguimiento (S2) del material bioldgico
comprende el seguimiento (S2), en multiples puntos de tiempo, del material biolégico en dichos compartimentos
de células espacialmente definidos y separados (20, 120).

6. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el seguimiento (S5) de las células diana
comprende el seguimiento (S5), en multiples puntos de tiempo, de las células diana en dicho subconjunto
identificado (20A) de dichos compartimentos de células espacialmente definidos y separados (20, 120).

7. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el seguimiento (S2) del material biolégico
comprende tomar (S2) al menos una imagen de dichos compartimentos de células espacialmente definidos y
separados (20, 120).

8. El método segun la reivindicacién 7, en donde la identificacion (S3) de dicho subconjunto (20A) de dichos
compartimentos de células espacialmente definidos y separados (20, 120) comprende:

procesar (S30) dicha al menos una imagen para la deteccion de dichos compartimentos de células
espacialmente definidos y separados (20, 120) y el material bioldgico en dichos compartimentos espacialmente
definidos y separados de células (20, 120);

determinar (S31) al menos una caracteristica de fenotipo respectiva del material biolégico en dichos
compartimentos de células espacialmente definidos y separados (20, 120) basandose en dicho procesamiento;

identificar (S32) las células diana como material bioldgico en dichos compartimentos de células espacialmente
definidos y separados (20, 120) y que tienen al menos una caracteristica de fenotipo determinada respectiva
correspondiente a dicha al menos una caracteristica de fenotipo objetivo; y

seleccionar (S33) dicho subconjunto (20A) de dichos compartimentos de células espacialmente definidos y
separados (20, 120) como un subconjunto (20A) de dichos compartimentos de células espacialmente definidos
y separados (20, 120) que comprende dichas células diana identificadas.

9. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicha caracteristica de fenotipo objetivo
se selecciona de un grupo que consiste en velocidad de crecimiento, forma, tamafio, forma de la curva de
velocidad de crecimiento que define la velocidad de crecimiento a lo largo del tiempo, forma de la curva de
longitud que define la longitud de la célula a lo largo del tiempo, forma de la curva de superficie que define la
superficie celular a lo largo del tiempo, color, densidad o6ptica, conductividad eléctrica, produccion de calor,
composicion del antigeno de superficie, espectros de absorcidon y una mezcla de los mismos.

10. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende ademas:

afiadir (S50) una sonda marcada a dichos compartimentos de células espacialmente definidos y separados
(20, 120), en donde

el seguimiento (S2) del material biolégico comprende el seguimiento de dicha sonda marcada en dichos
compartimentos de células espacialmente definidos y separados (20, 120); e

identificar (S3) dicho subconjunto (20A) de dichos compartimentos de células espacialmente definidos y
separados (20, 120) comprende identificar (S3) dicho subconjunto (20A) de dichos compartimentos de células
espacialmente definidos y separados (20, 120) como que comprende células diana que presentan al menos
una caracteristica de fenotipo objetivo determinada basandose en dicho seguimiento de dicha sonda marcada
en dichos compartimentos de células espacialmente definidos y separados (20, 120).

11. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde

identificar (S3) dicho subconjunto (20A) de dichos compartimentos de células espacialmente definidos y
separados (20, 120) comprende identificar un primer subconjunto de dichos compartimentos de células
espacialmente definidos y separados (20, 120) como que comprende una primera poblacién de células diana
que presentan al menos una primera caracteristica de fenotipo objetivo y un segundo subconjunto de dichos
compartimentos de células espacialmente definidos y separados (20, 120) como que comprende una segunda
poblacion de células diana que presentan al menos una segunda caracteristica de fenotipo objetivo
determinada basandose en dicho seguimiento de material biolégico en dichos compartimentos de células
espacialmente definidos y separados (20, 120);

el seguimiento (S5) de las células diana comprende el seguimiento (S5) de dicha primera poblacién de células
diana en dicho primer subconjunto identificado de dichos compartimentos de células espacialmente definidos
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y separados (20, 120) y de dicha segunda poblacion de células diana en dicho segundo subconjunto
identificado de dichos compartimentos de células espacialmente definidos y separados (20, 120); y

determinar (S6) dicha respuesta fenotipica comprende determinar (S6) una respuesta fenotipica respectiva de
dicha primera poblacion de células diana y dicha segunda poblacion de células diana a dicho agente de ensayo
basandose en dicho seguimiento de dicha primera poblaciéon de células diana en dicho primer subconjunto
identificado de dichos compartimentos de células espacialmente definidos y separados (20, 120) y de dicha
segunda poblacion de células diana en dicho segundo subconjunto identificado de dichos compartimentos de
células espacialmente definidos y separados (20, 120).

12. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde
dicho agente de ensayo es un antibiético o un agente citostatico; y

determinar (S6) dicha respuesta fenotipica comprende determinar (S6) una susceptibilidad de dichas células
diana a dicho antibiético o dicho agente citostatico basandose en dicho seguimiento de las células diana en
dicho subconjunto identificado (20A) de dichos compartimentos de células espacialmente definidos y
separados (20, 120).

13. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde
dicho dispositivo de microfluidica (1) comprende:

un sustrato (10) que tiene canales de células espacialmente definidos y separados (20) que tienen una
dimensién para acomodar células;

un primer extremo respectivo (22) de dichos canales de células espacialmente definidos y separados (20) esta
en conexion fluida con un canal de entrada de flujo (30) que tiene un primer extremo (32) en conexion fluida
con un primer puerto de fluido (31) y un segundo extremo (34) en conexién fluida con un segundo puerto de
fluido (33);

un segundo extremo respectivo (24) de dichos canales de células (20) espacialmente definidos y separados
esta en conexion fluida con un canal de salida de flujo (40) en conexion fluida con un tercer puerto de fluido

41)y

dichos canales de células espacialmente definidos y separados (20) comprenden una obstruccién de canal
respectiva (25) disefiada para evitar que las células seleccionadas pasen dicha obstruccién de canal respectiva
(25) y a dicho canal de salida de flujo (40); y

cargar (S1) dicha muestra biolégica comprende cargar (S1) dicha muestra bioldgica en dicho primer puerto de
fluido (31) permitiendo que un exceso de muestra bioldgica fluya a través de dicho tercer puerto de fluido (41)
y, opcionalmente, dicho segundo puerto de fluido (33), para capturar material bioldgico en dichos canales de
células espacialmente definidos y separados (20) por dichas obstrucciones de canal (25).

14. El método segun la reivindicacion 13, en donde exponer (S4) el material bioldgico a dicho agente de ensayo
comprende cargar (S4) dicho agente de ensayo en dicho segundo puerto de fluido (33) permitiendo que dicho
agente de ensayo fluya a través de dicho canal de entrada de flujo (30), dichos canales de células
espacialmente definidos y separados (20), dicho canal de salida de flujo (40) y fuera de dicho tercer puerto de
fluido (41) y opcionalmente dicho primer puerto de fluido (31).
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