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Resum

La deteccié de bacteris patogens en medis aquosos és d’alta importancia en
diversos camps. Un diagnostic rapid de la qualitat de les aigiies és fonamental per
evitar exposar la poblaci6 a patogens. Els metodes de deteccié tradicionals
requereixen periodes d’incubacié d’entre 18 a 96 hores i, per tant, fins que no se
sapiguen els resultats hi ha risc d’'infecci6. Els biosensors es caracteritzen per ser
senzills d'utilitzar i per no requerir grans equips per realitzar-ne les mesures. A
més, son facils d’'integrar a sistemes de flux i els resultats es poden obtenir de

manera instantania i serien idonis per assolir unes mesures a temps real.

Per aquest motiu, en aquest treball es planteja 1'is de biosensors electrics basats
en impedancia no faradaica per assolir I'objectiu de detectar bacteris en medis
aquosos. Aquest tipus de biosensors permeten la detecci6 directa sense la

necessitat d’afegir cap reactiu addicional i la distincid entre bacteris vius i morts.

Aquest treball de tesi parteix d'un treball previ en el qué es proposava la deteccié
de bacteris mitjancant mesures de la capacitat de la soluci6 (Cs) i s'atribuia la
diferenciacié entre cel-lules vives i mortes a la diferéncia de volums i propietats
electriques dels diferents tipus de cel-lula. En aquesta tesi es fa un replantejament
d'aquests estudis i es proposa que la distinci6é entre cel-lules vives i mortes recau
en la diferencia de la conductivitat del seu medi intern i que, com a conseqiiencia
de la seva estructura, les cel-lules vives poden actuar com a particules conductores
o aillants en funcio de la freqiiencia en que es mesurin. Partint d'aquestes hipotesis
es plantegen diferents objectius que comprenen des d'estudis mitjancant
simulacions per elements finits (FEA), a mesures experimentals amb IDEs de
diferents geometries, fins l'obtencié d'un nou dispositiu amb un sistema

microfluidic integrat per automatitzar les mesures.



Mitjancant estudis de simulacions FEA s'avalua l'afectacié que suposa el
posicionament del bacteri i la conductivitat del medi de mesura. També s'estudia la

relacio optima entre la mida del bacteri i la dels electrodes interdigitats.

Es realitzen mesures per la deteccié d'E coli sobre IDEs de 1.5x1.5 pm i de S.
cerevisiae sobre IDEs de 6x6 um. En les mesures d'E. coli s'observa que aquestes
responen seguint un patré espectral d'impedancia que és Unic i es diferencia de la
resposta obtinguda per les mesures d'altres esdeveniments que també alteren la
impedancia. En canvi, pel cas dels llevats, s'observa que actuen com a particules
purament conductores i s'obté una relaci6 lineal entre la cobertura de I'IDE per

llevats i el senyal negatiu de Z.

Finalment es realitza el disseny i fabricacié d'una nova geometria d'IDE per
detectar microorganismes sub-micrometrics. Per aquest nou xip es dissenya un
encapsulat amb un sistema microfluidic integrat i un imant amb diferents
posicions per facilitat la captacié immunomagnetica de la mostra. S'optimitzen tots
els parametres per realitzar les mesures mitjancant la utilitzacié de tecniques com
la microscopia confocal i, finalment, es realitzen mesures directes i indirectes del

bacteri i s'analitza la raé dels diferents resultats obtinguts amb les mesures.



Summary

Bacterial pathogens are important targets for detection and identification in
medicine, food safety, public health, and security. A rapid diagnostic of water
quality is fundamental to avoid population exposure to pathogens. Traditional
bacterial detection methods need large incubation times (between 18 and 96
hours) during which time people are at risk. Biosensors are easy to use and no
complex equipment are needed to use them. Moreover, they are easy to integrate

with fluidic systems and the results can be achieved instantaneously.

For this reason, this thesis considers the use of electrical biosensors based on non-
faradaic impedance to achieve the objective of detecting bacteria in aqueous
media. Such biosensors allow direct detection without adding any additional

reagent and they permit the distinction between live and dead bacteria.

This work is based on a previous work in which was proposed the detection of
bacteria by measurements of the capacity of the solution (Cs). The differentiation
between dead and living cells was attributed to the difference of volumes and
electric properties of each type of cell. This thesis is a rethinking of these studies
and it is proposed that in the difference in the conductivity of its internal medium
lies the distinction between dead and living cells. Indeed, as a result of its
structure, living cells can act as conductive or insulating particles depending on the
measured frequency. Based on these assumptions the following studies are

performed.

Using FEA simulations, we can evaluate the effect of bacteria positioning and the
conductivity of measurement medium. The optimum relation between bacteria

and interdigitated electrodes size is studied as well.

Moreover, measures to detect E. coli with 1.5x1.5 pum IDEs and S. cerevisiae with
IDEs de 6x6 pm are performed. A differential impedance spectrum representation

is used to study the unique fingerprint that arises when microorganisms attach to



the surface of IDEs. For E. coli, that fingerprint shows the dual electrical behavior,
insulating and conductive, at different frequency ranges. However, in the case of

yeast, it is observed that it acts as purely conductive particle.

The design and manufacture of a new geometry of IDE to detect sub-micrometer
microorganisms is performed. This new chip is designed with a microfluidic
channel and a magnet integrated in the encapsulation to perform immunomagnetic
catchment. All settings are optimized using techniques such as confocal
microscopy and, finally, direct and indirect measurements of bacteria are carried

out and the reason for the different results obtained are analyzed.



“La ciencia é€s, de llarg, massa important per

deixar-la per complet als cientifics”

Walt Federer (1915-2008), bioestadistic
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SIMBOLS I ABREVIACIONS

Simbols i abreviacions

2D: Dues dimensions.

3D: Tres dimensions.

ADN: Acid desoxiribonucleic.
APTMS: (3-aminopropil)trimetoxisila.
ARN: Acid ribonucleic.

BSA: Sigles en angles d'albumina de

serum bovi.

C: Capacitat.

CA: Corrent altern.

CEE: Circuits eléctrics equivalents.

Ci: Capacitat de la interficie.

CPE: Sigles en anglés de element de
fase constant.

Cs: Capacitat de la solucié.

Cy3: Cianina 3 (compost fluorescent

sintetic).

ELISA: Sigles en angles de Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay.
EM: Espectrometria de masses.

EUA: Estats Units d'Ameérica.

f: Freqiiéncia.

@: Fase o desfasament entre senyals
sinusoidals.

fc: freqiiencia critica en que els
corrents penetren dins l'interior
cel-lular.

FEA: Sigles en anglés d'analisi per

elements finits.

[: Intensitat de corrent.
IDE: Sigles en angles d'electrode
interdigitat.

j: Nimero complex v—1.

KClI: clorur de potassi.

KH2PO4: Fosfat de monopotassi.

L: Inductancia.

LPS: Lipopolisacarid.

MEMS: Sigles en angles de sistemes

microelectromecanics.

NacCl: Clorur de sodi.
Na;HPO4: Hidrogen fosfat de sodi.

NHS: N-hidroxisuccinimida.



NMP: Nimero més probable.

OMS: Organitzaci6 Mundial de la
Salut.

PB: Sigles en angles de tamp¢ fosfat.
PBS: Sigles en anglés de tampo6 fosfat
sali.

PB-T: Tamp6 fosfat amb Tween 20.
PCR: Sigles en angles de la Reacci6 en
Cadena per la Polimerasa.

PEG: Polietilenglicol.

R: Resisténcia.

Rcee: Resistencia de transferencia de
carrega.

RI: Rajos infrarojos.

RL: Recta de regressio lineal.

rpm: revolucions per minut.

RPS:  Ressonancia de plasmé
superficial.

Rs: Resistencia de la solucio.

RT-PCR: PCR en temps real.

SEM: Sigles en anglés de microscopi

electronic de rastreig.
t: Temps.
TEM: Sigles en angles de microscopi

electronic de transmissio.

ufc: unitats formadores de colonies.

V: Voltatge o potencial.
w: Frequiencia angular.

X: Reactancia.

Xc: Reactancia capacitiva.

XL: Reactancia inductiva.

Z: Impedancia.

Zw: Impedancia de Warburg.
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CAPITOL 1

Introduccio

En aquest capitol s'introdueixen els conceptes basics necessaris per poder entendre el treball.

Per una banda, es destaca la importancia de la deteccié de microorganismes en medis aquosos
i les técniques que tradicionalment s'han dut a terme per assolir aquest objectiu. La majoria

d'aquestes metodologies tenen desavantatges que els biosensors sdn capacos de superar.

Repassarem els diferents tipus de biosensors i diferents exemples en 1'is d'aquests per a
deteccio cel-lular, fent especial emfasi en els biosensors electrics basats en impedancia no

faradaica.

Tot seguit s'aprofundeix en la teoria basica de la impedancia i en les diferents vies d'aplicacio

d'aquesta técnica per la deteccid bacteriana.

Finalment s'introdueixen certes bases sobre les tecniques de microfabricacio per I'obtenci6 de

xips.




CAPITOL 1

1. Deteccio de microorganismes en aigiies

La deteccié de bacteris patogens en medis aquosos és d’alta importancia en diversos camps

com la medicina, la industria alimentaria, la salut ptblica i la seguretat (Ahmed et al. 2014).

L’any 2012, les infeccions bacterianes van ser dins les set primeres causes de mortalitat
mundial segons dades de I'OMS (World Health Organization 2015). Un diagnostic rapid de la

qualitat de les aigiies és fonamental per evitar exposar la poblacié a patogens.

El sistema de detecci6 ideal hauria de consistir en un metode simple i rapid en que les
mesures es duguessin en terme a temps real i en continu. Es a dir que, a mesura que un
sistema necessita més etapes com, per exemple, un pretractament o una preconcentracié de la
mostra o de 'addicié de marcadors i reactius, augmenta la seva complexitat i, per tant, esdevé
menys ideal. La simplificacié d’aquests sistemes es tradueix, basicament, en un estalvi
economic ja que es pot prescindir de personal técnic especialitzat, de la compra de reactius, de
temps i d’equipament voluminés i car. A més a més, cal fer constar I'impacte mediambiental
que ocasionen totes les metodologies basades en material d'un sol Us i, en molts casos toxic o,
com a minim, no biodegradable. Aixi mateix, la simplificaci6 de la deteccié permetria la
descentralitzacié de l'analisi i, en conseqiiencia l'estalvi en el transport i processat de les
mostres a un laboratori. Finalment, cal fer constar que es podria augmentar la freqiiencia de

'analisi i fer aixi estudis de seguiment d'aquests microorganismes.

Els meétodes de detecci6 tradicionals requereixen periodes d’'incubaci6 d’entre 18 a 96 hores i,
per tant, fins que no se sapiguen els resultats hi ha risc d’infeccié (Noble and Weisberg 2005).
Tradicionalment, la monitoritzacié d’indicadors de contaminaci6 de les aigiies s’ha portat a
terme mitjancant metodes de laboratori que, a part de necessitar temps llargs de
processament, manquen de sensibilitat i especificitat. A més, requereixen personal
especialitzat i usuaris entrenats, fet que pot resultar prohibitiu per a molts dels paisos amb
menys recursos. En el cas dels indicadors fecals, que son els emprats per a la determinacio6 de
contaminaci6é bacteriana aquatica, les tecniques tradicionals consisteixen en la tecnologia
basada en microscopia i cultius cel-lulars (ja sigui en plaques de petri o en medi liquid), els

assajos bioquimics, els tests immunologics o les analisis genetiques (Ahmed et al. 2014).



INTRODUCCIO

La microscopia compreén la tinci6 dels bacteris i la posterior observacid de la seva morfologia
i el seu patré de tincié. Es una técnica relativament rapida perd no totalment especifica. Per
altra banda, el cultiu bacteria en medi selectiu i a les temperatures idonies del
microorganisme permet una major selectivitat pero els temps d’incubaci6 s’allarguen unes 24
hores en la majoria dels casos. Per evitar el carregdés recompte de colonies també es pot
utilitzar I'aproximacié del numero més probable (NMP) que és aplicable facilment amb
articles comercials. Pero en tot cas, segueix sent necessaria la incubacié de la mostra. Les
cel-lules detectades forcosament sén les viables que hi ha a la mostra que s6n les que tenen
capacitat d’'infeccié. Aixi mateix, s’ha de tenir en compte que no tots els bacteris es poden

cultivar al laboratori.

Els assajos bioquimics inclouen la detecci6 d’enzims concrets que soén especifics de certs
bacteris. Aquests assajos no permeten distingir entre cel-lules viables i mortes ja que la
funcionalitat dels enzims es pot mantenir durant cert temps intacta malgrat la no viabilitat de

la cél-lula que els conté.

Dins els tests immunologics s’inclourien 'ELISAL, la versié miniaturitzada que serien els
immunobioxips? o bioxips de proteines, i els assaigs d’aglutinacio, en els quals el que es
detecta son determinats epitops de la superficie cel-lular mitjan¢ant I'ds d’anticossos. Aquests
procediments son llargs i costosos tant pels reactius i equips necessaris com pel personal
qualificat que els du a terme. En la majoria d’aquests métodes no es pot fer distincié de viables
ja que els anticossos detectarien els mateixos epitops de la membrana bacteriana tant si la

cel-lula esta morta com si és viable.

LGs de técniques moleculars com I'analisi genetica és més recent tot i que ja fa un parell de
decades de la seva popularitzacio. Aquests metodes permeten una identificacié més rapida de
les diferents soques bacterianes pero és necessaria una lisi cel-lular com a tractament previ
perque el que s’analitza és el material genetic (intracel-lular) i també, normalment, una
purificacioé per extreure les restes cel-lulars. Per tant, no es poden distingir les cel-lules viables

i no viables de la mostra ja que s’han de matar totes per fer-ne I'analisi. Dins aquest grup es

LELISA: sigles en anglés de Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay.
2 Bioxip: traduccid del terme angles microarrays



CAPITOL 1

troba la PCR3 que consisteix en una replicaci6 de certes seqliencies d’ADN o ARN de la mostra
mitjancant 'addicié de I'enzim polimerasa d’acids nucleics (vegeu Figura 1-1). Es una técnica
molt sensible que permet identificar els microorganismes en funcié de la seva seqtiéncia
geneética i no necessita cap cultiu ni enriquiment previ perqué amb una minima quantitat de
material genetic ja es pot donar I'amplificacié. El principal problema d’aquest metode és
'elecci6 dels encebadors i el seu bon aparellament. Els encebadors son petits oligonucleotids
necessaris per a l'enzim polimerasa per iniciar la replicaci6 de la sequiéncia. Aquests es
polimeritzen sinteticament i s’afegeixen a la mostra. Es dissenyen perque interaccionin
especificament amb la soca bacteriana d’interés. No obstant aix0, es poden donar interaccions
inespecifiques que es traduirien en falsos positius. També, es podria donar el cas que el
bacteri diana just patis una petita mutacié en la regi6é d’interaccié de I'’encebador i que, per
tant, no es donés hibridaci6 entre la seqliéncia i I'encebador, és a dir, un fals negatiu.
Finalment, cal constatar que es tracta d'un procediment car i que en alguns casos pot durar
dies. Per altra banda, la RT-PCR (PCR en temps real) pot assolir resultats en escasses hores
pero també es necessita equipament especialitzat. Els bioxips d’ADN també s’utilitzen amb el
mateix objectiu pero, en aquest cas, amb un de sol es poden analitzar milers de
microorganismes a la vegada. Pero el principal desavantatge és que necessiten igualment una

PCR previa i 'escaneig dels bioxips s’ha de dur a terme amb escaners especials i costosos.

3 PCR: sigles en angles de la Reacci6 en Cadena per la Polimerasa

8
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Figura 1-1: Representacié grdfica del procés d'una PCR. Basat en esquema de New England Biolabs, Inc.

(New England Biolabs 2016)

Hi ha altres técniques que s’han usat per a detecci6 de microorganismes de manera més

marginal a causa de les seves limitacions, com les mesures amb rajos infrarojos (RI) i

I'espectrometria de masses (EM). En el primer cas, s’obtenen els espectres d’absorbancia a

aquestes longituds d’ona. El principal problema és que a nivell molecular, moltes vegades, no

es pot distingir la composicié quimica dels bacteris respecte del medi en que es troben. L'EM

s’ha usat per detectar B. anthracis perd no és una tecnica sensible i, a més, un

espectrofotometre de masses és un aparell car i no és portable (Fergenson et al. 2004).



CAPITOL 1

Finalment, es podria destacar la citometria de flux com una de les técniques més
interessants i més usades actualment. En aquest metode les cel-lules d’interes es tenyeixen
amb un fluoroform i s’injecten dins un flux que les envolta perque se situin al centre. Les
cel-lules de la mostra s’acceleren i es fan passar individualment a través d’un raig de llum
laser. Quan les cel-lules travessen el feix de llum, una part d’aquesta llum incident queda
absorbida i una altra part reflectida. Aquesta llum dispersada a causa de la interaccié entre
cel-lula i feix laser es capta i es dirigeix per una lent cap als detectors optics. Els detectors
tradueixen en senyal eléctric aquesta llum rebuda i, per tant, el resultat final és un senyal que
déna informacio sobre la mida, forma i estructura cel-lulars. Per altra banda, les cél-lules
marcades amb fluoroform emeten fluorescencia. Aixi es poden distingir les cel-lules
especifiques que es volien detectar de la resta que també es trobin presents a la mostra
(vegeu Figura 1-2). La tecnica de citometria de flux és molt practica per al comptatge bacteria
tant en 'ambit clinic com mediambiental o fins i tot per a la indudstria biotecnologica. A més,
actualment s’estan millorant els equips per aquest tipus de metodologia pero, tot i aixi, la

majoria segueixen tenint un cost i unes despeses de manteniment alts (Shabani et al. 2015).

Llum dispersada per totes
Fluorescéncia emesa per les les cél-lules detectades

cél-lules marcades T

s —— WP 99000009 00
—

Regiod d’estretiment
(constriccid de la mostra per fluid envolvent)

I

Fluid envolvent

Figura 1-2: Esquema de funcionament simplificat d’un dispositiu de citometria de flux. Basat en figura de
web de la Universitat d’ Alberta, Canada (Burshtyn, Rieger, and Kratochwil-Otto 2015).

Com a conclusid, es pot observar com és de dificil ajustar cap d’aquestes tecniques al sistema
ideal de deteccié que es plantejava en un inici. En la majoria dels casos es necessita una

preparacio de la mostra i, per tant, és complicat que les mesures es puguin fer en temps real. A
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més a més, també hi ha moltes metodologies que requereixen un marcador, és a dir, un
indicador o etiquetat que s’uneixi al microorganisme o a la part que se n'analitza (ADN o
enzim/proteina concreta) i que permeti visualitzar-lo sense que interfereixi al sistema (Ni¢ et
al. 2009). En altres casos, també es necessita de 1'addicié de reactius. I, majoritariament, el

personal que pot realitzar-ho ha de ser especialitzat (vegeu resum a la Taula 1-1).

St
) c @ @ -
= O © = <
S Z w T ® L = = = o 9 g
S = =1 (=% (=1 o0 O o E = — = 3}
Metodes g s g S 3 &= £ = S5 &
convencionals = s ) 29| &« = S 57 S
g g = o = s o > o
= s & = § 5 © & g 7
5] o> ] =
=
Microscopia + +/- <6h + + /- - - +/- -
Cultlu_en medi ) ) ~18h . ) .\ ) . .
selectiu
A.SS{:IJCZS. - + <6h + - + - +/- +/-
bioquimics
Tests
immunologics:
ELISA, + + <6h +/- - +/- . + N
immunobioxips,
t. aglutinacié
PCR + + >24h + - + - + +
RT-PCR + + <6h + - + - + +
Bioxips d’ADN + + <6h + - + - + +
IR - - <6h + +/- + + - -
EM - + <6h + +/- + - + -
Citometria de
+ + <1h + + /- + + + /- + /-
flux / / /

Taula 1-1: Analisi dels requeriments de les diferents técniques de deteccié de microorganismes. Els
requeriments marcats amb el simbol “+” sén necessaris per aquest tipus de técnica i els “-“ no ho sén. Els
casos en qué es troben ambdds simbols és perqué la mateixa técnica té variants i es pot portar a terme
amb l'aplicacié o no d’aquest requeriment. Marcats en color vermell hi ha els simbols que suposen un
avantatge en cada cas.
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A partir d’aquest context, té sentit el plantejar-se 1'ds de biosensors per assolir I'objectiu de
detectar bacteris en medis aquosos. Els biosensors sén dispositius que integren un element
biologic de reconeixement, el bioreceptor (per exemple, enzims, anticossos, ADN, aptomers o
microorganismes), immobilitzat en intim contacte amb un transductor fisic (eléctric, optic,
térmic o mecanic). El bioreceptor reconeix especificament I'analit o analits d’interes de la
mostra i aquesta interacci6 biologica es transforma mitjangant el transductor en un senyal

proporcional a la concentraci6 de I'analit (Lagarde and Jaffrezic-Renault 2011).

Els biosensors es caracteritzen per ser senzills d'utilitzar i per no requerir grans equips per
realitzar-ne les mesures. A més a més, son facils d’integrar a sistemes de flux i els resultats es
poden obtenir de manera instantania. Per tant, serien idonis per assolir unes mesures a temps

real.

2. Biosensors per deteccio bacteriana

Els biosensors es poden classificar segons el tipus de transducci6 en que es basin. A la
literatura s’observa que els que s’han utilitzat més per a deteccié de microorganismes son els
basats en transduccié optica, mecanica i electrica. A continuacio6 s’analitzen aquests tres tipus

de biosensors.

2.1 Biosensors optics

Els transductors dels sensors optics permeten mesurar les variacions de les propietats de la
llum quan es produeix la interacci6 de I'analit amb el bioreceptor. Aquestes variacions, en
funcié del tipus de transductor, es poden detectar en els diferents parametres de la llum:
intensitat, fase, polaritzacié o longitud d’ona. Per tant, es pot parlar de sensors basats en
diferents tecniques com l'absorcid, la luminescencia, 'espectroscopia de Raman o I'index de

refraccié (Dante 2014).

Segons el protocol de deteccid, aquest tipus de biosensors es divideix en els basats en
fluorescencia i en els que no necessiten marcatge amb fluorocrom. Els darrers, com es
comentava anteriorment, sén més atractius ja que, tot i que els fluorimetrics s6n molt

sensibles, el procés de marcatge és laborids i fa que augmenti la complexitat del sistema. En
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canvi, en els casos en que es prescindeix de marcatge, els bacteris es poden detectar en la seva
forma natural. Dins d’aquest grup, els biosensors optics que estan tenint més exit actualment

son els basats en 1'index de refraccid: els sensors de camp o ona evanescent.

L’exemple més popular d’aquest tipus de biosensors son els basats en el metode de
Ressonancia de Plasmo Superficial (RPS). Aquests es basen en la detecci6 de la variacié dels
diferents parametres del feix de llum que es reflecteix. Aquest canvi és directament
proporcional a la quantitat d’analit que interacciona amb el receptor.La superficie d’aquests
sensors esta formada per una fina capa de metall, normalment, d’or. Aquesta superficie es
modifica per immobilitzar les biomolécules d'unié. El fenomen de ressonancia de plasmoé
s’assoleix fent incidir un feix de fotons que queda retingut a la superficie, concretament a la
interficie metall-aigua (medi de mesura dels bacteris). El bioreconeixement del bacteri a la
superficie del sensor es dona a la fase aquosa d’aquesta interficie. Per tant, quan succeeix
aquesta interaccid, varia I'index de refraccié d’aquest medi i, aquest fet, provoca un canvi en
I'index de refraccié efectiu d’aquest camp evanescent. Aquestes variacions que es registren

donen informacid sobre la uni6 dels bacteris a la superficie (vegeu Figura 1-3).

Anticos s
anclat

Superficie
de metall

Prisma o z ,
de Plasmo Superfi

Llum reflectida

lum absorbida

Detector

Absorcid

Font de llum

Figura 1-3: Esquema de funcionament d’un sistema RPS. Basat en figura de S. Sabban (Sabban, Ye, and
Helm 2013).
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El problema principal d’aquesta técnica recau en que '’equipament que necessita esta format
per components optics i electronics molt fragils (lasers, fotodiodes, amplificadors o lents) que
estan calibrats sota unes condicions especifiques. (Berbel 2008). Tot i aixi, s’ha de dir que hi
ha molts treballs en qué s’ha utilitzat aquesta tecnologia per a detectar bacteris i que, en
alguns d’ells, s’ha reeixit en aconseguir limits de detecci6 inferiors a 10 cfu/mL (Torun et al.

2012).

2.2. Biosensors mecanics

En general, els sensors mecanics consisteixen en una superficie de transduccié piezoeléctrica
on s'immobilitzen els elements de reconeixement que uniran el bacteri. Quan es déna la unié
del bacteri amb el receptor, la massa en aquesta superficie augmenta, fet que es tradueix en
una variacié de la freqiiencia de ressonancia. El material més emprat per aquest tipus de
biosensors és el quars que és un material car, tot i que també poden ser d'altres materials més
economics com el silici. El principal avantatge és que no es necessita cap marcador, tot i que
es pot utilitzar per amplificar el senyal. No obstant, pel cas concret de la deteccié bacteriana
en medi aquatic, cal esmentar un desavantatge important que és la limitaci6 de treballar en

medi aquoés ja que el medi optim d’operacié d'aquests sensors és 'aire (Longo et al. 2013).

2.3. Biosensors electrics

Aquests biosensors en la majoria dels casos també vénen referenciats com a electroquimics
més que no pas electrics. El motiu d’aquest canvi proposat en la seva nomenclatura és a causa
que alguns d’ells incompleixen els requisits basics per anomenar-se electroquimics.
Concretament, els que fan referencia als utilitzats en aquest treball: els basats en impedancia
no faradaica. Per tant, dins dels biosensors electrics es pot parlar dels sensors electroquimics i

dels basats en impedancia no electroquimica.

Els biosensors electroquimics utilitzen les técniques electroquimiques basades en I'estudi dels
fenomens interficials mesurant la diferéncia de potencial electric (volts) i/o corrent eléctrica

(ampers) després d'haver aplicat un potencial o corrent. Es a dir que els canvis que s'analitzen
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son els que tenen lloc a la regi6 més immediatament propera a la superficie de I'electrode de

treball, a la interficie.

En el cas concret de la deteccidé bacteriana, els biosensors electroquimics més usats son els

potenciometrics i els voltamperometrics.

Els biosensors potenciometrics necessiten dos eléctrodes per mesurar la diferencia de
potencial entre ambdds de manera passiva, és a dir, sense aplicar cap corrent. Un eléctrode és
el de referencia que té un potencial constant i I'altre és I'indicador que és el que esta modificat
per ser selectiu a l'analit de mesura. Usualment, els analits que es detecten amb aquests
sensors son diferent tipus de ions (Griindler 2007). Per tant, aquests dispositius no permeten
una mesura directa dels bacteris sin6 indirecta a través de la mesura de ions. La concentracid
d’aquests ions informa indirectament de la concentracié bacteriana ja sigui perqué s’obtenen
com a producte del seu metabolisme o a causa d'un marcador enzimatic. Existeix bibliografia,
pero no gaire extensa, relativa a sensors potenciometrics per a la detecci6 de diferents tipus
de bacteris com bacteris marins patogenics (Wan, Zhang, and Hou 2010), Staphylococcus
aureus (Zelada-Guillén et al. 2012) o Escherichia coli (Ercole et al. 2002; Gehring, Patterson,
and Tu 1998).

Els biosensors voltamperometrics amb més aplicaci6 dins I'ambit bacteria sén els
amperometrics. Aquesta metodologia requereix un sistema de tres electrodes: el de treball,
I'auxiliar i el de referencia. En aquest cas, activament s’aplica un potencial constant que
provoca l'oxidacié o la reduccié d’'una especie electroactiva. Amb I'electrode de treball es
mesura la intensitat de corrent resultant de la reaccié redox que s’esta donant a la superficie
d’aquest eléctrode. Es a dir que a I'eléctrode de treball és on té lloc la reaccié d’interés i sobre
el qual es mesura el pas de corrent. L’electrode auxiliar s’utilitza per tancar el circuit electric i
és l'electrode que aplica el potencial constant mitjancant un potenciostat. Amb l'electrode de
referencia es mesura la diferencia de potencial entre la solucio i I'electrode de treball, i permet
al circuit del potenciostat mantenir aquest potencial constant i del valor desitjat (Wang

2006).

Un dels problemes principals d’aquesta tecnica és que I'is de potencials elevats pot provocar

I'oxidacié inespecifica dels components biologics de la mostra. Per tant, el més usual és
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utilitzar potencials baixos propers a 0 V i afegir una espécie electroactiva que sigui la que
reaccioni a aquests potencials. Mitjancant diferents estratégies es pot aconseguir que la
intensitat de corrent registrada, a causa de la reacci6 de I'especie electroactiva afegida, doni
informacio sobre la concentracié de bacteris a la mostra (Kim et al. 2006). Com a alternativa,
també és freqlient I'is de marcadors enzimatics com la peroxidasa (Laczka et al. 2011), la
fosfatasa alcalina (Gehring et al. 1996) o la glucosa oxidasa (Wang 2001) que catalitzen
reaccions redox i que, per tant, generen transferencia d’electrons. En tot cas, es pot constatar
com és necessari I'ds de marcadors o de 'addicié de reactius (especie electroactiva) per dur a
terme la mesura. Aquest fet complica el sistema i fa que aquest tipus de biosensors s’allunyi

del concepte de detector ideal que s’ha plantejat a I'inici del treball.

Per altra banda, cal parlar dels biosensors basats en impedancia (o biosensors
impedimetrics). Quan el que es té és un sistema de dos electrodes submergits en un
electrolit, en aplicar un voltatge sinusoidal entre ambdoés electrodes i mesurar el corrent
s’obté un valor d'impedancia. Aquesta impedancia correspon a I'impediment del pas del
corrent entre ambdds electrodes ocasionat per l'electrolit y per les molécules, particules,

micro-organismes o qualsevol altre element que hi hagi a sobre i entre els electrodes.

La impedancia entre electrodes es pot mesurar en presencia d’espéecies electroactives o en la
seva absencia. Per tant, es poden distingir dos tipus de tecniques impedimetriques: la
faradaica o electroquimica i la no faradaica o no electroquimica, respectivament (Yang,

Li, and Erf 2004).

Hi ha una extensa bibliografia referida al desenvolupament de biosensors que utilitzen la
impedancia faradaica per a detecci6 de bacteris. Tot i que els autors parlen de sistemes sense
us de marcador, cal constatar que en tots els casos s’hi ha d’afegir una espécie electroactiva a
la solucié electroactiva (com per exemple el [Fe(CN)s]3-/4) per obtenir una transferéncia
d’electrons.. A la superficie dels electrodes s’hi immobilitza '’element de reconeixement dels
bacteris, normalment un anticos. En la presencia de bacteris a la mostra, aquests s’uneixen
especificament i bloquegen la superficie i, en conseqiiéncia, en dificulten la transferéncia de
carrega. El resultat d’aquest bloqueig es tradueix en un augment de la resistencia de

transferencia de carrega (Ric) (Barreiros dos Santos et al. 2015; Ruan, Yang, and Li 2002).
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Ala seccié 4 s'aprofundira en l'estat de la qliestioé de la deteccié bacteriana mitjancant I's de

biosensors d'impedancia no faradaica.

L’avantatge comu d’ambdos tipus de técniques impedimeétriques és que es pot prescindir d'un
electrode de referencia, cosa que no es pot dir dels sensors potenciometrics ni
voltamperometrics. Tot i aixi, en el cas de la impedancia faradaica és necessari afegir una
espécie electroactiva. Per tant, es pot concloure que és aquest el principal desavantatge de les
tecniques electroquimiques. A més, cal remarcar que aquestes técniques tampoc sén
especifiques de cel-lules viables ja que, com es definia en un inici, amb els meétodes
electroquimics només s’estudien els fenomens que succeeixen a la zona interficial, no a la
resta de volum més llunya de l'electrode. Per altra banda, la impedancia no electroquimica

permet la detecci6 directa sense la necessitat d’afegir cap reactiu addicional.

La Taula 1-2 mostra un resum dels avantatges i inconvenients esmentats dels diferents tipus

de biosensors.

17



CAPITOL 1

Tipus de biosensors

Avantatges

Desavantatges

Optics (RPS)

No marcadors

Deteccid directa

Components fragils

No marcadors

Mesures optimes en sec

Eléctrics

No marcadors

Electrode de referencia

Mesures bacterianes
indirectes (ions)

No distincié de viables

Versatilitat en geometries
dels transductors

Eléctrode de referencia

Us d’espécie electroactiva
o marcador

No distinci6 de viables

Mecanics
Potenciometrics
wn
2
E
=
o
o
B .
S Voltamperometrics
m
Impedimeétrics
faradaics

No eléctrode de referéncia

Us d’especie electroactiva

No distinci6 de viables

Impedimetrics no faradaics

No eléctrode de referéncia
No marcadors
Deteccié directa

Possibilitat de distincié de
viables

Taula 1-2: Resum d’avantatges i desavantatges dels diferents biosensors descrits en aquest apartat.

3. Introducciéo a la impedancia eléectrica: desxifrant aquesta

técnica complexa

Tant pel cas dels biosensors impedimetrics faradaics com pels no faradaics, per realitzar les

mesures s’aplica un potencial en corrent altern (CA) i s’obté una intensitat de corrent. El valor

de la impedancia s’obté d’aplicar la llei d’'Ohm (férmula 1.1). On V és el voltatge (o potencial)

mesurat en volts (V), [ corrent mesurat en amperes (A) i Z la impedancia mesurada en ohms

(Q):
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1.1. Z=

~I<

El fet de treballar en CA implica que tant el voltatge com el corrent sén senyals sinusoidals i,
en conseqiiencia, la impedancia obtinguda també ho és. Es parla doncs, de magnituds que
tenen una amplitud i una fase variant. L’eina matematica més practica a ’hora de treballar
amb senyals de tipus sinusoidal s6n els nimeros complexos. Per aquest motiu, quan es fa

referéncia a la impedancia, aquesta sempre ve representada amb part real i imaginaria.

3.1 Aplicant un voltatge, mesurant una intensitat de corrent

Experimentalment, la impedancia es pot mesurar aplicant un potencial en CA o una intensitat
de corrent en CA i mesurant l'altra variable. Normalment s’utilitza un analitzador

d'impedancies per fer aquest tipus de mesures.

La Figura 1-4 mostra la diferéncia entre voltatge i intensitat en funcié de la seva amplitud i
fase. Aquesta representaci6 grafica, matematicament ve definida per les funcions 1.2 i 1.3 on

w és la freqliencia angular del senyal sinusoidal, t el temps i ¢ la fase o desfasament entre

senyals:
1.2. v="Vsin (wt)
1.3. i =1sin (wt+ @)
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Figura 1-4: Representacié sinusoidal de la relacié entre voltatge i intensitat de corrent en CA. On Vil sén
les amplituds del voltatge i la intensitat respectivament, i la ¢ representa el desfasament entre les
magnituds.

Per tant, com s’explicava anteriorment, la impedancia es calcula aplicant la llei d’Ohm (vegeu
férmula 1.1), i per tant, la impedancia Z) té una magnitud o modul equivalent al valor de V/I
i un desfasament o fase de . Per altra banda, també es pot representar en nombres

complexos (vegeu formules 1.4 1 1.5).

1.4. Real(Z) = % cos ¢
1.5. Imaginaria (Z) = % sin ¢

L'espectroscopia d'impedancia consisteix en repetir el procés de mesura per diferents

frequiencies obtenint aixi un espectre d'impedancies Z(w).

En el camp dels biosensors d'impedancia el voltatge que s'aplica és d'amplitud reduida,
normalment 10 mV, basicament pels dos motius que es detallen a continuacié. Primerament,
perque la relacio entre voltatge i intensitat normalment només és lineal per pertorbacions
petites i, en conseqiiéncia, només en aquesta situacié de linearitat, la impedancia es pot
calcular utilitzant la llei d'Ohm. L'altre motiu és per evitar el dany a les molecules presents a la

superficie de l'electrode (als anticossos o als bacteris mateix) (Daniels and Pourmand 2007).
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Hi ha variacions sobre l'espectroscopia d'impedancia classica com, per exemple, l'excitaci6
simultania a multiples freqliencies, que permeten disminuir el temps de mesures pero es pot

comprometre la relaci6 lineal entre voltatge i corrent (Garland, Pettit, and Roy 2004).

3.2. Impedancia complexa: Resistencies i reactancies

Quan el potencial i el corrent es troben en fase, és a dir que ¢ és 0, ens trobem en el cas en
que la impedancia és purament real. En aquests casos, la impedancia que es mesura és una

resistencia (R) i el seu valor deriva de I'equacio6 1.6 en unitats d’Q.

1.6. R =

~1<

Per altra banda, quan la fase no és zero, és a dir, quan hi ha un desfasament entre intensitat i
voltatge, es parla de component de reactancia (X). La reactancia és la impedancia imaginaria

i com a tal té unitats d'Ohm. Per tant, la impedancia complexa s'expressa com es mostra a

I'equaci6 1.7 onj és V—11iindica el terme imaginari del nimero complex.
1.7. Z=R+jX

Hi ha dos tipus de reactancies: la capacitiva (X¢) i I'inductiva (Xi). Quan X<0 la reactancia és

capacitiva i quan X>0 la reactancia és inductiva.

Quan es parla d'un circuit electric, la impedancia introduida per un condensador és una
reactancia capacitiva de @=-90° i el seu modul deriva de I'equacié 1.8 (on fés la freqiiéncia en

Hertz i Cla capacitat en farads).

1 1
1.8. XC —_ E —_ _277,'fC

En canvi, si en aquest circuit electric el que es té és una bobina, la seva impedancia és una

reactancia inductiva de ¢=90° i modul derivat de 1'equacié 1.9 (on L és la bobina en henrys).

1.9. X, = wL =2nfL
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Les dues grafiques més esteses a I'hora de representar la impedancia sén el diagrama de Bode

i el diagrama de Nyquist. En el primer cas

es representen per separat el modul de la

impedancia i la seva fase en funcié de la freqiliencia. En canvi, al diagrama de Nyquist es

representa la impedancia imaginaria en funcié de la real. La Figura 1-5 mostra aquestes

representacions per una resistencia de 1000 Q.

[ per altra banda, la Figura 1-6 i la Figura 1-7

mostren ambdoés diagrames per un condensador de 1 nF i una bobina de 0.1 H

respectivament.

Diagrama de Bode - Modul Z
10* ————

()

10 = T —T— T L T T
10* 10° 108
Freqiiéncia (Hz)

Diagrama de

Diagrama de Bode - Fase Z
100 —————

50

~50 4

-100 = T —— T —T
10° 10* 10°
Freqiiéncia (Hz)

3

Nyquist

400 —

200

Zim ()

-200

T T
600 800

T
1000

T
1200 1400

Zreal (0)

Figura 1-5: Representacio grafica de la impedancia causada per una resisténcia de 1000 (2.
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Diagrama de Bode - Médul Z Diagrama de Bode - Fase Z
106 ——— 100 —— ————————
105 | B 50 B
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H ] ¢ p i
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500 T T T T
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N
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Zreal (Q)

Figura 1-6: Representacio grdfica de la impedancia causada per un condensador d’1 nF.
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Diagrama de Bode - Madul Z Diagrama de Bode - Fase Z
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g
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Figura 1-7: Representacid grdfica de la impedancia causada per una bobina de 0.1 H.

A continuacio, la Taula 1-3 presenta un resum de tota la teoria sobre impedancia explicada

fins aquest punt.
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_ Resistencia v
Impedancia (Z) oﬂ? (R) R = 7Sinwt
Z=R+jX =0
~ Capacitiva (Xc) 1
S'obté de llei d'Ohm: | & Reactancia X<0 X, = P
14 5 (X)
Z = = g ©#0 Inductiva (Xi) X, = ol
X>0

Taula 1-3: Esquema resum de la teoria basica d'impedancia. Totes les impedancies tenen unitats d'Ohm,
@ és el desfasament o fase entre potencial i intensitat, w és la freqiiéncia angular del senyal sinusoidal de
la impedancia, C és la capacitat amb unitats de farads i L la inductancia amb unitats de henrys.

3.3. Ajustament de circuits eléctrics equivalents (CEE) al senyal

experimental

Per simplificar la interpretacié de les dades en les mesures impedimetriques s’utilitzen els
anomenats circuits eleéctrics equivalents (vegeu la Figura 1-8). Per a cada tipus d’analisi es
plantegen models de circuits diferents que pretenen explicar els fenomens electrics i/o
electroquimics que es donen durant la mesura d'impedancia amb components electrics
discrets. Per exemple, en abséncia d’espeécies electroactives, les carregues no poden travessar
la interficie eléctrode/electrolit i per tant, aquesta interficie té un comportament similar al

d’'una capacitat.

a) Cs b) Cif
Rc [ RS ‘i I

Wi - W -

MW — MWW

Rs Rtc Zw

Figura 1-8: Exemples de models de circuits equivalents per interficies no faradaiques (a) i faradaiques
(b). Basada en figura de J. Daniels (Daniels and Pourmand 2007).

En el cas de la impedancia faradaica, en afegir una especie electroactiva (com per exemple el
[Fe(CN)e]3/4) es pot considerar el fenomen de la resistencia de transferéencia de carrega a
la superficie de l'electrode (Ri) i de la seva difusié fins a la superficie, anomenada

impedancia de Warburg (Zw)
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Per poder fer I'ajustament, previament s'ha d'haver escollit un CEE que servira per extreure
valors discrets de resistencies i capacitats. No hi ha un tnic model si no que cadascu planteja
la hipotesi que creu més adient en funcié del sistema mesurat. L'explicacié que es déna a
I'hora de justificar un CEE deriva de l'analisi del comportament fisicoquimic del sistema

(Randles 1947).

Per fer l'ajustament, s'utilitza el metode dels minims quadrats per nimeros complexos i
tendéncia no linear. Aquesta és una tecnica d'estimacié parametrica que consisteix en la
minimitzacié de la suma del quadrat dels errors respecte del model de senyal assumit (Mateu
Martinez and Corbella Sanahuja 2007). Hi ha diferents paquets de programari que permeten
I'ajustament per aquest metode. Un exemple seria el paquet comercial Zview (Scribner

Associates Inc,, Southern Pines, EUA) que és I'usat en aquest treball.

En funcié de la freqiiéncia del voltatge aplicat, la impedancia que predomina es deu a un
fenomen o un altre. Per exemple, en el cas de la impedancia no faradaica, a freqliencies baixes,
la capacitat de la interficie electrode/electrolit (Cif) és la que impedeix més el pas de
corrent, per tant, és la impedancia predominant. En canvi, a freqiiéencies més altes hi
predomina la resisténcia de la solucio (Rs). A part, cal afegir que, depenent de la geometria
dels electrodes, a freqliencies més altes es poden mesurar altres fenomens com la capacitat

de la solucio (Cs) (vegeu la Figura 1-9).
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Figura 1-9: Diagrama de Bode on es representala resposta impedimeétrica d'un sistema amb una
impedancia interficial corresponent a una Ci; de 10-1° F que apareix a les freqiiéncies baixes (< 10* Hz);
una Rs del0¢ (2 que apareix a les freqiiéncies intermédies (104 a 106 Hz); i una Cs de 3-10-12 F que apareix
a les freqiiencies més altes (> 106 Hz).

Pero cal dir que tal com diferents autors discuteixen, massa sovint, interpretar els espectres

d'impedancia és més un art que una ciencia (Dominguez-Benetton et al. 2012; Orazem,

Agarwal, and Garcia-Rubio 1994).

Experimentalment, és freqlient trobar-se que la mesura d’electrodes en solucié6 déna una
resposta que es desvia del que seria una capacitat pura. La major part de la literatura
assenyala com a causa d'aquesta desviacio la rugositat de la superficie dels electrodes. En
aquests casos, s'usa un nou component electric anomenat 1'element de fase constant (CPE

de les seves sigles en angles).

3.4. CPE: el comodi perfecte per ajustar al nostre CEE?

Matematicament, la CPE es descriu amb la segiient equaciéo 1.10 on a i Q sén constants

independents de la freqiiéncia:

1
1.10. ZCPE = m

El parametre a esta relacionat amb la @. Per a = 1, la constant Q representaria una capacitat

pura (superficie totalment llisa). Per a = 0 s'obtindria la impedancia d'una resistencia. I,
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finalment, per a = -1 es parlaria d’'una reactancia inductiva. Pels valors entremitjos es
tindria un comportament que no correspon a cap component electric discret, pero que

representa de manera acceptable el d'un electrode rugés en solucié.

La CPE té unitats de cm?2 s(1-0 o F s(@1) cm2, és a dir, que les seves unitats depenen del
parametre a. Com que o canvia d'ajustament en ajustament, si es vol operar amb les CPE s'ha
de tenir molt en compte de fixar el parametre a. Per exemple, és un error comu fer increments
de CPE (CPEfinal — CPEinicia) partint de CPEs de diferents ajustaments amb a diferents. Aquest
procedir és matematicament incorrecte perqué seria equiparable a restar unitats de longitud
(m) a unitats de superficie (m?). Un altre error tipic és definir la CPE amb valors de capacitat

(farads) en casos en que a#1 (Dominguez-Benetton et al. 2012).

Per tant, a I'hora de treballar amb CPE és necessari tenir en compte aquests factors i ser

rigoros en el seu Us.

4. Deteccié de bacteris mitjangcant biosensors d'impedancia no

faradaica: estat de la qgliestio

4.1. Métodes de deteccio

El métode més simple per la quantificacié bacteriana és la monitoritzacié del seu
creixement. Com a conseqiiencia del metabolisme de les cel-lules vives, s’alliberen metabolits
ionics que augmenten la conductivitat del medi i, per tant, es pot mesurar un decrement en

la impedancia.

Els sistemes impedimetrics comercials existents es basen en aquest principi. En sén exemples
Bactometer® de Biomerieux (Cadi and Welch 1973), Bactrac® de Sy-Lab (SY-LAB Gerate
GmbH 2016) i RABIT® de Don Whitley Scientific (Don Whitley Scientific Limite 2016).

No obstant, tot i que aquestes tecniques basades en el creixement bacteria sén fiables i
permeten la detecci6 de les cel-lules viables, no son especifiques i es necessiten temps llargs

d’incubacid, sobretot si es parteix d’'una mostra poc concentrada (Shabani et al. 2015).
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Per altra banda, la majoria de biosensors impedimeétrics que es troben a la literatura estan

basats en les propietats d’aillant electric que té la membrana cel-lular.

Dins d’aquests, el més comu és mesurar el bloqueig a la interficie. Aquest bloqueig es dona a
mida que augmenta la cobertura de la superficie d’electrodes per cel-lules. Quan la interficie
queda bloquejada per membrana cel-lular, la impedancia en aquesta regi6 va augmentant
proporcionalment fins al punt de saturacié (Radke and Alocilja 2005). Aquestes mesures es
realitzen a freqliéncies baixes i, quan s'analitzen mitjancant CEE, el parametre que s'estudia és

la Cif.

Per altra banda, una altra aproximacio és la deteccié dels canvis en impedancia produits pels
bacteris en el volum més proper a la superficie dels electrodes pero més enlla de la interficie
(de la Rica et al. 2009). En funci6é dels elements de reconeixement usats es pot distingir
especificament entre bacteris de diferents espécies o soques i, mesurant la impedancia del

volum, es pot diferenciar entre cel-lules viables i no viables.

Depenent de la geometria dels electrodes la distancia de penetracié del camp electric és
diferent. En aquest treball s’han utilitzat eléctrodes interdigitats que, com s’explica a

continuacid, permeten mesurar la impedancia d’aquest volum proper.

A continuacié, la Taula 1-4 resumeix els tres metodes explicats en aquest subapartat.
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Principi de deteccid

Avantatges

Desavantatges

Conductivitat del medi
(freqiiencies mitjanes)

Detecci6 de cel-lules
viables.

Deteccié indirecta a través de
productes del metabolisme.

Temps d’incubacié llargs.

Inespecific d’espécie i soca
bacteriana.

Impedancia a la interficie

(freqliéncies baixes)

No distinci6 entre viables i
mortes.

Impedancia del volum proper a

la superficie dels eléctrodes

(freqiiencies mitjanes i altes)

Possibilitat de distincio
entre viables i mortes.

Deteccié directa dels
bacteris.

Taula 1-4: Taula resum dels meétodes de deteccié bacteriana per impedancia no faradaica.

4.2. Eléctrodes interdigitats

Una de les caracteristiques de la geometria dels electrodes interdigitats (IDEs, de les seves

sigles en angles) és que tenen una penetracio de camp electric curta. Concretament, a I'estudi

de Van Gerwen et al. (Van Gerwen et al. 1998) es conclou que un 80% del corrent es troba

confinat a una distancia de la superficie de la meitat del pitch* (vegeu

Figura 1-10).

Per exemple, per un eléctrode amb digits de gruix homogeni de 6 pm, distanciats entre ells 6

um, el pitch seria de 12 um. Aixi que en el volum confinat entre la superficie dels eléctrodes

fins a 6 um de distancia d’aquests (meitat del pitch), es trobaria el 80% del corrent electric.

Per aquest motiu aquesta configuracio dels electrodes és especialment atractiva a I'hora de

mesurar el comportament impedimetric d’aquest volum immediatament proper a la

superficie.

4 Pitch: Distancia de la meitat d'un digit de I'eléctrode interdigitat a la meitat de I'altre digit.
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2L

99%

Figura 1-10: Calcul de la distribucié del corrent eléctric en eléctrodes interdigitats. wg, és la distancia
entre electrodes, wipg el gruix dels eléctrodes i L el pitch.

Si es redueixen les mides dels digits i 'espaiat entre ells es redueix aquest volum mesurable.

Una altra caracteristica destacable d’aquest tipus d’electrodes és que permeten mesurar la

capacitat de I’electrolit, no només la seva resisténcia.

5. Conceptes basics de microfabricacio

Durant aquest treball es dissenyen i fabriquen uns eléctrodes interdigitats mitjangant

tecniques de microfabricacié.

La microfabricaci6 és el procés de fabricaci6 d'estructures miniaturitzades normalment a
escala de micrometre o més petit. Dels sistemes fabricats amb aquestes tecniques se’n diuen

microsistemes o sistemes microelectromecanics (MEMS de les seves sigles en angles).

Les principals etapes per dur a terme processos de microfabricacié son el creixement o

deposicid de capes fines, la fotolitografia i el gravat (Bhushan 2004; Franssila 2010).

Depenent de la funcié que ha de complir el dispositiu dissenyat convé la deposicio de capes
d'un tipus de material amb unes caracteristiques electriques o optiques concretes. Hi ha
diferents metodes per aconseguir-ho com soén l'oxidacié termica, la deposicié6 quimica de

vapor, la deposicio fisica de vapor i I'epitaxia o creixement epitaxial.

La fotolitografia és el procés en que es transfereix un patré geometric d'una mascara o reticle

a una resina fotosensible mitjancant llum ultraviolada. Aquesta mascara o reticle consisteix en
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una pel-licula opaca amb forats o zones transparents que defineixen el patré que es vol

transferir.

Posteriorment a la deposicié o creixement d'una capa, per fer la fotolitografia aquesta es
cobreix amb una resina fotosensible. Després es col-loca la mascara sobre la resina i el conjunt
s'irradia amb llum ultraviolada. La part de la resina que ha estat exposada a través de les parts
transparents de la mascara canvia de propietats. Normalment després de la irradiacié
s'elimina la resina exposada a la llum amb un liquid de revelatge. Hi ha resines pero, que en el
procés de revelatge s'elimina la part no exposada. També hi ha variants que fan servir feixos

d'electrons o raigs X en lloc de llum (Mateu Martinez and Corbella Sanahuja 2007).

Hi ha diferents tipus de fotolitografia: de contacte, de proximitat i de projeccié (vegeu Figura
1-11). La impressio de contacte és el sistema més simple i consisteix en posar la mascara en
contacte directe amb I'oblia. A la impressio de proximitat es deixa un petit espai entre 1'oblia
i la mascara. Tot i aixi, en ambdos casos la mascara cobreix tota 1'oblia i, per tant, en una
irradiacié es marca tota la superficie. També es necessita que la intensitat de la llum sigui
uniforme a tots els punts de I'oblia. Entre aquestes dues tecniques la impressié de contacte

ofereix millor resolucio.

Per altra banda, a la fotolitografia de projeccid s'utilitzen mascares de projeccié que es
coneixen amb el nom de reticles que, a diferencia de les mascares de proximitat, amb aquests
només es cobreix un camp de I'oblia. A més, les mides del patro al reticle son proporcionals
pero superiors a les mides que realment es volen imprimir a I'oblia. Els sistemes d'impressié
per projeccié projecten els motius concrets del reticle sobre l'oblia tantes vegades com es
necessiti per crear el patr6 complet. Entre el reticle i I'oblia hi ha unes lents de reducci6é que

ajusten el patro a les mides que es desitgen.
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Figura 1-11: Esquema grdfic dels diferents tipus de fotolitografies. a) Fotolitografia de contacte. b)
Fotolitografia de proximitat. c) Fotolitografia de projeccio.

Finalment, un cop s'ha revelat la resina es grava l'oblia. El gravat consisteix en 1'eliminacio de
la part de capa dipositada que no esta protegida per la resina fotosensible. Hi ha dues

tecniques de gravat: el gravat humiti el sec.

El gravat humit o quimic consisteix en submergir I'oblia en un medi liquid d'un compost que
reacciona especificament amb el material de la capa a gravar (normalment sén combinacions
d'acids). Aquest gravat acostuma a ser isotropic, és a dir, que erosiona el substrat per igual en
totes direccions. La caracteristica principal dels gravats isotropics és que les obertures que es
produeixen tenen unes parets arrodonides i que es perden dimensions a causa de I'atac lateral

que es produeix en els motius per sota de la resina.

Per altra banda, el gravat sec o gravat amb plasma consisteix en un bombardeig contra la
superficie de 1'oblia amb ions accelerats per camps eléctrics o magnetics alterns. La camera on
es produeix el gravat conté una mescla de gasos que varia en funcié del material que es vol
gravar perque sigui més especific. Aquest tipus de gravat acostuma a ser anisotropic ja que és
direccional (normalment perpendicular a la superficie de 1'oblia). Per tant, les parets de les
obertures que es produeixen amb aquests gravats son més verticals i no es perden o es

perden menys les dimensions dels motius originals.
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Aquests processos soén els principals en tot procés de microfabricacié pero també n'hi ha
d'altres com el dopatge, la implantacié ionica o el rentat de l'oblia (preparaci6 de la
superficie) que sén necessaris ja sigui per condicionar 1'oblia per la segiient etapa com per

aportar noves caracteristiques als materials.
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Hipotesis de partida i objectius

Aquest treball de tesi parteix d'un treball previ en el que es proposava la deteccié de bacteris
mitjancant mesures de la capacitat de la soluci6 (Cs) i s'atribuia la diferenciaci6 entre
cél-lules vives i mortes a la diferéncia de volums i propietats electriques dels diferents tipus

de cel-lula.

En aquesta tesi es fa un replantejament d' aquests estudis i es proposa que la distinci6 entre
cel-lules vives i mortes recau en la diferéncia de la conductivitat del seu medi intern i que, com
a conseqiiencia de la seva estructura, les cel-lules vives poden actuar com a particules

conductores o aillants en funcié de la freqiiencia en que es mesurin.

Partint d'aquestes hipotesis es plantegen diferents objectius que comprenen des d'estudis
mitjancant simulacions per elements finits, a mesures experimentals amb IDEs de diferents
geometries, fins l'obtenci6 d'un nou dispositiu amb un sistema microfluidic integrat per

automatitzar les mesures.
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1. Hipotesis de partida

1.1 Distincié entre cél-lules viables i mortes mitjangant la deteccid dels canvis

impedimeétrics en el volum proper a la superficie dels electrodes

El doctor Roberto de la Rica, junt amb els seus col-laboradors, va realitzar un treball
innovador en que es demostrava que es podien detectar bacteris viables selectivament
(respecte als morts) mitjancant la mesura impedimetrica amb eléctrodes interdigitats (de la

Rica et al. 2009).

La importancia d’aquesta distincié recau en el fet que els microorganismes patogens vius s6n
els Unics que tenen capacitat d’infecci6, i per tant, els que realment sén interessants de

detectar.

Fins aquell moment, la majoria dels treballs que feien referencia a la detecci6 bacteriana amb
impedancia no electroquimica es basaven en la mesura dels canvis a la interfase electrode-

solucid per la presencia de les cel-lules.

En aquest treball, en canvi, de la Rica defensava la possibilitat de detectar els bacteris
immobilitzats especificament a la superficie dels electrodes mesurant a freqiiéncies en que la
impedancia dominant corresponia a les propietats electriques del medi que hi havia sobre
seu. Es a dir, que els canvis d’impedancia detectats estarien causats per les propietats
electriques de les cel-lules i no només pel bloqueig que provocaven en els corrents que

travessaven la interficie electrode-solucié.

De la Rica considerava les cel-lules com a particules aillants per les mesures dutes a terme
a freqiiencies inferiors a 1 MHz. També atribuia la diferenciacié entre cel-lules vives i
mortes a la diferéncia de volums i de propietats eléctriques. Com que en morir la cel-lula,
el potencial de membrana es trenca, aquesta passa a ser permeable a ions. A més, les cel-lules

mortes també poden perdre volum com a conseqiiéncia d’aquest procés.

En el seu treball assoleix limits de deteccié de 3:10% ufc/mL (calculat com el doble de la

desviaci6 estandard de la concentraci6 0).
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En el nostre treball pero, tot i també creure en la importancia de mesurar aquest volum
proper per poder distingir entre bacteris viables i morts, es replantegen les hipotesis de

partida de de la Rica.

Primerament es creu que la principal diferéncia entre cel-lules vives i mortes estara en la
conductivitat del seu medi intern i no tant en el seu comportament com a particules aillants
degut a la membrana no conductora que els envolta. Perque tal com es comentava, en morir la
cél-lula, la seva membrana passa a ser permeable a ions. Per tant, tot i canviar les cél-lules de
medi, les vives mantindran la conductivitat interna practicament constant. En canvi, la
conductivitat interna de les mortes anira canviant en funcié de la del medi. Es a dir que la
conductivitat interna dels bacteris morts tendira a ser la mateixa que la del medi extern (Lang
et al. 2007). Donat que el comportament de la membrana es capacitiu, és raonable pensar que
a freqliencies prou elevades els corrents penetraran dins les cel-lules i aquestes ja no es
comportaran com a objectes aillants. En principi, la impedancia mesurada a aquestes
freqiiencies hauria de dependre de la conductivitat del medi intern de les cel-lules, i per tant,

s’hauria de poder distingir entre vives i mortes.

1.2. Ambivaléncia eléctrica bacteriana: aillants i conductors

Una de les hipotesis d’aquest treball consisteix en la idea que en funci6 de la freqiiencia de

mesura, el bacteri es pot comportar com una particula aillant o conductora.

Aix0 seria causat per la seva estructura cel-lular que basicament compren la membrana
plasmatica, la paret bacteriana i el citosol (vegeu Figura 2-1). Cada component cel-lular té
diferents caracteristiques electriques. Per exemple, les membranes lipidiques sén aillants; en
canvi, la paret bacteriana esta formada per un polimer carregat negativament (el
peptidoglica) que és molt permeable a ions i que, per tant, és un bon conductor electric; també

ho és el citosol ja que conté altes concentracions salines.
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Figura 2-1: Estructura bacteriana on LPS son els lipopolisacarids. Basat en figura 2 d’Ahmed et al.
(Ahmed et al. 2014).

Com es comentava anteriorment, en aquest treball es vol estudiar la detecci6 bacteriana
basada en la mesura dels canvis d'impedancia a freqiiéncies en que aquesta esta dominada pel

que hi ha en un volum proper a la superficie dels electrodes.

Si les mesures es duen a terme en medis de baixa conductivitat, notablement inferior a la
del medi intern dels bacteris, s’hauria de poder detectar un decrement de la impedancia

perque aquests actuarien com a particules conductores.

En canvi, si es treballa amb un medi de conductivitat més alta que I'’element més conductor
de la cél-lula, el bacteri només es podria detectar com a particula menys conductora que el

medi, i que per tant produiria un augment de la impedancia.

Per tant, la presencia d’'uns pocs bacteris sobre uns electrodes interdigitats, depenent de la
conductivitat del medi, alteraria de manera significativa la impedancia mesurada entre

aquests electrodes.
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2. Objectius

En aquest treball de recerca es plantegen els seglients objectius:

1. Estimar els canvis d'impedancia que pot causar la preséncia de bacteris, en tot el rang
de freqiiencies, per mitja de simulacions basades en el metode d’analisi d’elements
finits (FEA).

2. Optimitzar mitjancant aquestes simulacions la geometria dels eléctrodes que permeten
una millor deteccié de bacteris.

3. Validar la metodologia de simulacié comparant els valors obtinguts amb mesures fetes
amb geometries d’'IDEs ja fabricades anteriorment pel grup de recerca.

4. Estudiar la possibilitat de distingir especificament cél-lules vives de cel-lules mortes i
d’altres tipus d’objectes que es puguin adherir a la superficie.

5. Dissenyar i fabricar una nova geometria d’'IDEs per optimitzar la deteccié bacteriana
(la més adequada segons els resultats de les simulacions).

6. Integrar els IDEs en un sistema microfluidic i de captacié selectiva dels bacteris per

automatitzar les mesures.
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CAPITOL 3

Simulacid de la impedancia del

sistema IDEs-bacteris per analisi

d’elements finits

En aquest capitol es realitzen diferents estudis mitjancant simulacions per analisi d'elements
finits utilitzant el programa COMSOL Multiphysics®. L'objectiu d'aquests estudis és, per una
banda, preveure el comportament del nostre sistema de mesura en diferents condicions i, per

altra, entendre millor els fenomens que s'estan duent a terme durant les mesures.

Com a model de bacteri s'utilitza el model de les tres capes de Bai (Bai, Zhao, and Asami 2006)

i com a transductor uns electrodes interdigitats de 1.5 x 1.5 pm.

S'avalua I'afectacié que suposa el posicionament del bacteri i la conductivitat del medi de

mesura.

Finalment, es realitza un estudi per coneixer la relaci6 optima entre la mida del bacteri i la

dels electrodes interdigitats.
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1. Introduccio

1.1. Analisi d’elements finits

Com a eina per 'analisi d’elements finits s’ha usat COMSOL Multiphysics®. Aquest paquet de
programari s'utilitza per diferents tipus d'aplicacions on intervenen fenomens de naturalesa

electrica, mecanica, de dinamica de fluids o quimica. (Littmarck and Saeidi 2016).

Existeixen varis moduls especifics de COMSOL Multiphysics® que permeten diferents tipus de
simulacions (vegeu Figura 3-1). En aquest treball s'ha utilitzat el modul de corrent altern i

corrent directe (AC/DC) per realitzar totes les simulacions.

for Excel®

Figura 3-1: Moduls de COMSOL Multiphysics® (Littmarck and Saeidi 2016).

Aquest modul s'utilitza per simular camps eléctrics, magnetics i electromagnetics per
aplicacions en estatic i a freqliencies baixes. Exemples de les aplicacions més tipiques serien la
simulacié de capacitats, inductors, motors, actuadors i sensors. A més, té una eina per
extreure certs parametres com la resistencia, la capacitancia, la inductancia, la impedancia, la

forca i el moment resultant de la forga.

En aquest modul els materials es defineixen en termes de permitivitat, permeabilitat,
conductivitat i induccié romanent. També permet que aquestes propietats dels materials
variin amb la distancia, que siguin dependents del temps, anisotropiques, o que tingui

perdues.

50



Simulacié de la impedancia del sistema IDEs-bacteris per analisi d’elements finits

A més a més, inclou camps magnetics i electrics estacionaris i dinamics tant en 2D com 3D. La
base del seu funcionament consisteix en formular i resoldre les equacions de Maxwelll
combinant-les amb les propietats dels materials i les condicions de contorn2. Les equacions es
resolen mitjancant el metode d’elements finits. Les diferents formulacions permeten
simulacions estatiques, controlades per la freqiiéncia o pel temps. Finalment es presenten els
resultats a la finestra grafica. La representacio6 grafica dels resultats es pot modificar a desig
de l'usuari. Hi ha l'opcié de representar el camp electric, el corrent o el voltatge com a
expressio de les seves quantitats fisiques o com a quantitats derivades. Per exemple, es pot
representar la intensitat de corrent, el camp electric, el potencial electric i altres parametres
amb gradacions de color o amb fletxes, segons la seva intensitat en cada punt, tant en un pla

com en un volum (vegeu Figura 3-2).
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Figura 3-2: Interficie grafica de COMSOL Multiphysics®. A la dreta es pot veure la finestra grafica on es
mostren els resultats de la simulacid. En els diferents volums es representa la densitat de flux magnetic
normal i la llegenda amb l'equivaléncia dels colors respecte la intensitat. La densitat de flux magneétic
espacial ve representada amb fletxes vermelles amb longitud proporcional a la magnitud de la densitat
en cada punt. Imatge obtinguda de la pagina web oficial de COMSOL (Littmarck and Saeidi 2016).

El meétode d’analisi d’elements finits és una eina de calcul que s’utilitza principalment per
aplicacions d’enginyeria. Aquest metode consisteix en simplificar els objectes d’estudi

complexos a subdivisions més petites i simples que s’anomenen elements finits. Aquesta

1 Equacions de Maxwell: Conjunt d’equacions basiques de la teoria electromagnética que regeixen el
comportament espacial i temporal dels camps eléctrics i magnetics, i les interrelacions entre ells i amb les
carregues i els corrents electrics. Van ser formulades per J.C. Maxwell entre 1862 i 1873 (Mateu Martinez and
Corbella Sanahuja 2007).

2z Contorn: En angles boundary. Es refereix a les superficies dels diferents cossos representats a la simulaci6.
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divisié geometrica en subdominis interrelacionats s’anomena mallat (vegeu Figura 3-3). Les
equacions simples que modelen aquests elements finits es munten fins formar el sistema

complex i aixi poder resoldre el problema complet.

Figura 3-3: Exemple de malla d’elements finits per un problema 3D. Es pot observar com la malla és més
densa al voltant de I'objecte d'interés.

Derivat del mallat s’obtenen els diferents elements finits i nodes. En aplicar el metode, s’obté
una solucié per a cada node. Per tant, I'aproximaci6é sera més bona com més densa sigui la
malla (més nodes). Pero també es necessitara més potencia de calcul si hi ha una gran densitat
de nodes. Per tant, s’ha de trobar un compromis entre una malla suficientment densa a les
regions amb més variacions de les propietats electromagnétiques i més simplificada a les

regions menys critiques.

En aquest treball es desenvolupen una serie d'estudis de simulacions per elements finits pels
diferents motius detallats a continuacid. Per una banda, per preveure el comportament del
nostre sistema de mesura en diferents condicions un cop validat el model. Per altra banda,
aquests estudis també permeten entendre millor els fenomens que s'estan duent a terme
durant les mesures. A més, mitjancant les simulacions també es poden afinar els parametres a

I'hora de realitzar la mesura i, fins i tot, optimitzar la geometria dels eléctrodes.

Experimentalment requereix un gran esforg¢ i recursos (tant de temps com economics, per l'is
de reactius) el fet d'efectuar proves diverses per coneixer l'afectaci6 dels diferents

parametres al sistema i ajustar-los. En canvi, fent Us d'aquesta eina es poden obtenir
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aproximacions que ens permeten estalviar-nos i minimitzar el nombre de proves

experimentals.

1.2, Model de les tres capes per E. coli

Wei Bai junt amb els seus col-laboradors va realitzar un treball en que s'estudiava un model
per simular les propietats dielectriques del procariota gram negatiu més popular, I'Escherichia

coli (Bai et al. 2006).

En aquest treball s’estudien els principals components cel-lulars d’aquests bacteris en termes

de permitivitat relativa (g,) i conductivitat (o).

Resolen un model en que a cada component se li assigna un valor per ambdos parametres i es
comprova que experimentalment el model s’ajusta a la resposta real dels bacteris (vegeu

Taula 3-1).

Component cel-lular & ¢ (S/m)
Membrana externa 10 0
Periplasma 60 3
Membrana interna 6 0
Citoplasma 81 0.22

Taula 3-1: Valors de €, o pels components principals de les cel-lules d’E. coli que s’estudien. Obtinguts del
treball de Bai i col-laboradors (Bai et al. 2006).

Aquest model assigna a la cél-lula una forma d’el-lipsoide prolat (allargat) on el radi superior
és de 2 pm i els dos radis inferiors son iguals i de 0.5 um. El gruix d’'ambdues membranes és de
7 nm i el gruix del periplasma és de 10 nm. S’anomena model de les tres capes perque a
diferencia d’altres aproximacions anteriors (Asami, Hanai, and Koizumi 1980; Carstensen et
al. 1965), aquest model incorpora les dues membranes dels bacteris gram negatius i I'espai

periplasmatic compres entre elles.

Per realitzar les simulacions d’aquesta tesi s’utilitza el model del treball de Bai pero
modificant la forma d’el-lipsoide per la de bacil. En el treball de Bai s’'usa 'aproximacié de
'el-lipsoide per poder resoldre matematicament les equacions i obtenir una solucié analitica
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per la impedancia resultant. Les simulacions per elements finits, en canvi, permeten ajustar-se

millor a la geometria real.

2. Comprovacid del model de Bai amb simulacions per elements
finits

Abans de realitzar les simulacions del nostre sistema d’interés (electrodes interdigitats), es
comprova que som capagos de reproduir els resultats del treball de Bai utilitzant el seu model

amb el programa COMSOL Multiphysics®.

Les mesures experimentals de Bai van ser dutes a terme per una suspensio6 de cél-lules usant
unes plaques de plati paral-leles com a electrodes, i a un rang de freqiiéncies entre 1 kHz i 110

MHz.

Figura 3-4: Representacid grafica del potencial eléctric (V) per la freqiiéncia de 108 Hz. La cel-la
consisteix en un cub de 5 um x 5 um.

A la Figura 3-4 es pot apreciar el disseny del model de les tres capes dins d'una cel-la
quadrada de 5 pum x 5 um. En els plans XZ que limiten el cub es troben les plaques paral-leles
amb les que s’aplica un potencial d’1 V d’amplitud en un rang de freqtiéncies d’entre 10 kHz i

100 MHz.
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Per comprovar la coherencia del model mitjancant COMSOL, es proven les mateixes variacions
de €. i 0 per cada component cel-lular i es representen els resultats en funcié de la freqliéncia

de la mateixa manera que a la figura 2 del treball de Bai (vegeu Figura 3-5 i Figura 3-6).
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Figura 3-5: Representacid de la permitivitat i la conductivitat del sistema en el cas de variacid de
diferents parametres: permitivitat de la membrana externa (eom), permitivitat de la membrana interna
(¢im), conductivitat del periplasma (opp) i conductivitat del citoplasma (ocp). La permitivitat és
adimensional pero les diferents conductivitats que es proven estan en unitats de S/m.
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Figura 3-6: Grafiques extretes de la figura 2 del treball de Bai i col-laboradors (Bai et al. 2006). Les
grafiques estan disposades d'igual manera que les seves grafiques andlogues a la Figura 3-5 per facilitar
la comparacio.

Si es comparen les grafiques de la Figura 3-6 amb les de la Figura 3-5 es pot observar com

s'obté la mateixa tendencia exactament que a les simulacions de COMSOL.

El model de Bai que utilitza un metode analitic no numeric queda validat mitjancant estudis
experimentals. Veient la concordanga de resultats, es conclou que la metodologia de simulaci6
per elements finits és correcta per 1'is d'aquest model i que es pot utilitzar per les aplicacions
d’interes d’aquesta tesi. A continuacio es detalla la metodologia emprada per realitzar aquests

estudis per elements finits.

3. Simulacions d'IDEs de 1.5 x 1.5 pum

El nostre grup de recerca, Grup de Transductors Quimics (GTQ), previament a l'inici d’aquest
treball ja havia desenvolupat diverses geometries de IDEs de polisilici. La geometria de mides
més reduides fabricada era la de digits d'1.5 pm d'amplada i 1.5 pm d'espaiat. Es per aquest

motiu que es comenca explorant aquesta geometria.
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3.1. Disseny basic del model: optimitzacid de la cel-la minima

El primer model que s’elabora consisteix en una cel-la amb dues meitats de digits i un bacteri
en forma de bacil (no d’el-lipsoide) contactant amb ambdds digits (vegeu Figura 3-7 a). Als

diferents components del bacil se li assignen els valors segons I'estudi de Bai (Taula 3-1).

Aquest primer model de cellla té una amplitud de 3 pm (1 digit i espaiat de 1.5 um
respectivament) i una profunditat i algada de 18 um. L’alcada dels digits és de 0.5 pm que és

'algada real dels digits dels IDEs fabricats.

a) : b) = T : O]

{ & { 4 - ] y Vi X
= = _ =§1 | == = | 2 = mmm  mm =Y

Figura 3-7: Models de cel-les per uns eléctrodes interdigitats de 1.5 um d’ample x 1.5 um d’espaiat. Per les
tres imatges la profunditat (eix Z) i 'alcada (eix Y) és de 18 um. El que varia és 'amplada que en el cas de
la cel'la d’1 digit és de 3 um (a), per la de 3 digits és de 9 um (b) i per la de 5 digits és de 15 um (c).

Partint d’aquest model inicial es procedeix a optimitzar les mides de la cel-la. Aquesta
optimitzacié és important per minimitzar els errors durant les simulacions a causa d’una
excessiva simplificaci6 del model o per un model massa gran que no permet fer un mallat

prou fi.

Quan es simula una cel-la s'esta representant una petita part del sistema complet. En aquesta
part només s'inclouen alguns digits dels IDEs i un o uns pocs bacteris. Per tant, un IDE estaria

compost per un nombre concret d’aquestes petites cel-les.

Per a poder extrapolar els resultats de les simulacions d’aquesta cel-la individual al conjunt de
cel-les que formarien el total de I'IDE s'han de multiplicar (o dividir) els parametres resultants

pel nimero de cel-les que el formen.

Les cel-les poden consistir en subdivisions tan petites com es desitgi sempre que es dissenyin

mantenint una simetria. Totes les cel-les tindran un bacteri al mig, per tant, una cel-la d'area

57



CAPITOL 3

molt disminuida representara una densitat de bacteris a la superficie de I'IDE superior a la

d'una cel-la d'area més gran.

La pertorbacié en la impedancia entre eléctrodes causada pel bacteri seguira una resposta
lineal fins arribat un punt en que la cel-la representada sigui massa petita. Arribat aquest punt
de densitat molt alta de bacteris per superficie, la preséncia d'un bacteri a una cel-la afecta la

resposta de la cel-la contigua.

Pels assajos experimentals que es duen a terme en aquest treball, s'observa que les densitats

de bacteris que s'aconsegueixen unir a la superficie dels electrodes mai sén tan elevades.

Per aquest motiu, es realitza un estudi per trobar la cel-la minima per la qual la resposta es

manté lineal.

Primerament s’optimitza I'amplada de la cel-la que afecta al nombre de digits que s’inclouen.
Es proven cel-les que inclouen 1 digit (2 meitats + espaiat, 3 pm), 3 digits (2 sencers i 2
meitats + 3 espaiats, 9 pm) i 5 digits (4 sencersi 2 meitats + 5 espaiats, 15 pm) (vegeu Figura

3-7).

Per aquestes tres cel-les es calcula 'increment del modul de la impedancia que suposa la
presencia del bacteri (vegeu féormula 1.1). Per fer el blanc, en lloc de treure el bacteri del
model se li assigna als seus components els mateixos valors per cada parametre que al medi.
Pel medi s’introdueix una o de 30 uS/cm i una ¢, de 81. Procedint d’aquesta manera el
programa segueix mantenint els nodes en la mateixa posicio i s'evita I'augment de 'error a

causa d’'un canvi en el mallat.
1'1'A|Z| = |Z|bacteri - |Z|blanc

L'A|Z| causat per un bacteri ha de ser igual per tot el rang de densitats de bacteri per area que
donen resposta lineal. Es calcula el percentatge d’error respecte la cel-la de 5 digits (vegeu
formula 1.2) i es conclou que la cel-la de 3 digits és suficientment representativa (Figura 3-7
b). Entre la cel-la de 3 digits i la de 5 no hi ha una variaci6 significativa i el percentatge d’error

és inferior a 1%.

AlZ|cer-1a petita—AlZ| cel1a 5 digits
£ 9= % 100

1.2.% error =
A|Z|cel-lu.5dl'gits
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Es procedeix d'igual manera per optimitzar la profunditat de la cel:la i, amb la configuracio6
dels 3 digits es proven les profunditats de 6, 9 i 18 um. Finalment es conclou que una

profunditat de 6 um és suficient per considerar la cel-la independent (error <1%).

Per tant, la cel-la minima per realitzar les operacions és una cel-la que inclou 3 digits (9 um) i

que té una profunditat de 6 pum. Es a dir, una cel-la que ocupa una superficie de 54 pm2.

La superficie ocupada pels IDEs de 1.5 pm que es volen utilitzar per les mesures
experimentals és de 1500 um x 1500 pm (2.25 -10¢ um?). Aixi que un IDE conté un total de
4.17-10% cel-les iguals que la simulada. Aquest és el factor que s'ha d'usar per extrapolar els

resultats simulats als experimentals.

També es comparen les alcades de 18, 4 i 3 um i es conclou que per 4 um el percentatge
d’error és per totes les freqiiencies menor que 1% aixi que es considera una cel-la
representativa. Per tant, I'algcada de la cel-la es fixa en 4 pm. A més, tal com s'explicava en el
capitol 1, el 80% del corrent es troba confinat a una distancia de la superficie de la meitat del
pitch (vegeu la Introduccié a l'apartat d'Electrodes Interdigitats). Des de la superficie dels
digits, tenint en compte que tenen una alcada de 0.5 pum, fins el limit de la cel-la hi ha 3.5 pm.

El pitch dels IDEs de 1.5 um és de 3 um, per tant, 3.5 um és més del total del pitch.

Finalment, a la Figura 3-8 es mostra la cel-la amb les mides optimitzades tant per amplada,

profunditat, com algada.
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Figura 3-8: Cel-la minima (mides optimitzades). Té una amplada de 9 um, profunditat de 6 um i alcada de
4 um.

3.2. Mallat

En l'apartat 1.1 d'aquest capitol s'introduia la importancia del mallat a 1'hora de fer 1'analisi

pel metode d'elements finits.

Pel nostre model hi ha regions critiques on és necessari densificar el mallat com sén tots els
dominis que formen el bacteri, tots els vertex dels digits, i les superficies dels electrodes que

estan en contacte amb el bacteri.

Per tant, es realitza un mallat controlat per 1'usuari on per les regions no critiques es defineix
el mallat predefinit pel programa com a “normal”. Pel domini del periplasma es defineix una
mida maxima dels elements finits que alla s’hi formen de 5 nm. El gruix del periplasma és de
10 nm i, per tant, s’assegura que hi hagi almenys un node enmig d'aquest espai. Finalment,
pels vertex dels electrodes es defineix una mida maxima dels elements de 0.1 pm ja que sén

els punts on hi ha la maxima densitat de corrent (vegeu Figura 3-9).

60



Simulacié de la impedancia del sistema IDEs-bacteris per analisi d’elements finits

Figura 3-9: Vista en projeccié YX (a) i XZ (b) del mallat definit per la cel-la de simulacio.

3.3. Deteccié bacteriana

Un cop optimitzats tots els parametres de la cel-la s’analitzen els resultats obtinguts. Els
electrodes es defineixen amb 'opci6 de superficies d'impedancia distribuida i en un s’hi aplica
un voltatge d’1 Vi en 'altre de 0. Aixi mateix, en ambdds es defineixen els mateixos valors pels
parametres de resistencia i capacitancia de superficie que s6n de 108 Q-m2 i 1.7-10-2 F/m?2

respectivament.

El valor de la resisténcia s'escull arbitrariament perque és un valor prou alt que ja es pot
considerar com a infinit. Per altra banda, la capacitancia de la superficie es fixa tenint en

compte el comportament experimental dels nostres IDEs de 1.5 x 1.5 pm.

El resultat que interessa de les simulacions és la normal de la densitat de corrent que arriba a
un dels dos electrodes. Aquest corrent (I) s’expressa en nombres complexos i, tenint en
compte que el voltatge aplicat és d’1 V, facilment s’obté el resultat en impedancia integrant el

corrent en tota la superficie dels electrodes i aplicant la llei d’Ohm (vegeu-ho al capitol 1).

Per tant, de cada simulaci6 s’obté un valor d'impedancia complexa per cada freqiiencia i

d’aqui es pot extreure el modul, la fase, la part real i la imaginaria.
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3.3.1. Calcul de I'increment de la impedancia

La manera més comuna d’analitzar els resultats d’'impedancia és mitjancant I'is de circuits
electrics equivalents (CEE), tal i com es comentava al capitol 1. En aquest tipus d’analisi s’'usa

la variacio del valor d’algun dels components del circuit com a senyal analitic.

Per fer ajustaments de CEE s'ha de partir d'una hipotesi d'entrada que suposi un model de
CEE que correspongui amb el sistema. No obstant, les cel-lules so6n sistemes complexos, i no es

poden simplificar a CEE senzills (vegeu Figura 3-10).

Quan els CEE contenen més de quatre components aquests deixen de ser fiables ja que passa a

haver més d'una possibilitat per ajustar al mateix senyal.

. -
."0‘0"0.004""0.040
C

ins

++ 44

D Buried oxide (Box) D Insulator layer D Electrolyte . Electrode [:] Bacterium

Figura 3-10: Esquema representant un circuit equivalent complex per un sistema d'eléctrodes
interdigitats i E. coli. Extret de N. Couniot i col-laboradors (Couniot et al. 2015).

Pels avantatges que suposa com més endavant s’explicara, es decideix buscar una alternativa
a la representacié en diagrama de Bode, que consisteix en representar I'increment de la
impedancia (AZ) espectral. Calculant els increments d’impedancia respecte un blanc,
s’obtenen les variacions d’'impedancia causades per la presencia d’aquest bacteri o cos afegit
al sistema. Sempre que experimentalment es mesurin mostres que es puguin considerar
controls negatius o blancs es podran processar les dades de la mateixa manera i, aixi, es

podran comparar amb les dades de les simulacions.
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Figura 3-11: Diagrama de Bode on es representa la Z en modul i fase per la simulacié amb COMSOL de la
cel-la amb bacteri optimitzada.

Aquest calcul es realitza amb el modul i amb la fase de la impedancia (|Z| i ¢). Per tant, per
cada freqiiencia analitzada s’obté un AZ. A la Figura 3-11 es representen les dades
d’impedancia obtingudes de simular la nostra cel-la amb i sense bacteri. La diferencia entre
les corbes quasi no s’aprecia. Com es pot observar al diagrama de Bode, |Z| es representa amb
ambdds eixos en escala logaritmica en base 10. Com que la magnitud dels valors de |Z| varia
molt en funcio de la freqliencia, els A|Z| es normalitzen respecte el valor del blanc per obtenir
increments percentuals o relatius de |Z| i no increments absoluts. Aix0 fa que es pugui
apreciar molt millor la forma espectral que prenen les petites variacions d'impedancia

produides per la cel-lula en tot el rang de freqiiencies mesurat.

Quan es representen els resultats d’aquests increments s’obté un espectre tant per A|Z| com

per A@. A la Figura 3-12 es mostra I'espectre resultant de les simulacions del bacteri.

T T 1
24 — alz| i
| — Ao
0,5
‘1,
g N\ . %
- L)
w ¢ ° 5
q L S
_‘I_
--0,5
_2— I
N —— A

10° 10 10°  10° 107 10°
Freqiiéncia (Hz)

Figura 3-12: Representacid de AZ en modul i fase per la simulacié amb COMSOL de la cel-la amb bacteri.
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L'espectre de A|Z| permet estudiar per quines freqiiencies el bacteri actua com a particula
aillant (A|Z|>0) i per quines actua com a particula conductora (A|Z|<0). Per altra banda, la
representacié espectral dels increments de ¢ déna informaci6 del desplacament en fase
provocat per la preséncia del bacteri en cada freqiiéncia. Es a dir, si el bacteri es comporta

com un element més conductiu, resistiu o inductiu respecte la mesura del blanc.

En el cas concret de la simulaci6 de la nostra cel-la amb bacteri (vegeu Figura 3-12) es pot
observar com entre 104 i 106 Hz hi ha un augment de |Z|. Es a dir que en aquest rang de
freqiiéncies el bacteri actua com a particula aillant. En canvi, de 106 a 108 Hz la presencia del
bacteri causa una disminucié en |Z|. Per tant, en aquestes freqiiéncies més altes el bacteri es

comporta com una particula conductora.

Com es pot apreciar en aquesta seccio, tot i que la representacio6 dels increments relatius de la
impedancia no s’ha utilitzat amb anterioritat, és ben util per entendre els fenomens eléctrics

que ocorren per cada freqiiencia.

A més, a partir d'aquesta representacio, deriva un nou sistema d'analisi de la impedancia
alternatiu als CEE que consisteix en utilitzar els valors dels maxims i/o minims de I'A|Z|

percentual, o fins i tot, la diferencia entre els pics per comparar senyals.

3.3.2. Posicionament del bacteri

La primera cel-la que s’optimitza té representat un bacil en posicié perpendicular als digits
contactant pels dos extrems amb dos digits contigus. El fet que pels extrems el bacteri estigui
contactant amb els eléctrodes afavoreix el decrement de Z a les freqliéncies en que el bacteri

actua com una particula conductora.

S’explora el canvi de posici6 del bacteri i es comparen els resultats (vegeu Figura 3-13 i Figura

3-14).
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Figura 3-13: Cel'la de simulacié amb el bacteri posicionat en paral-lel als digits de I'IDE.
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Figura 3-14: Representaci6 dels espectres d'AZ pels dos posicionaments del bacteri: en perpendicular i en
paral-lel als digits dels IDEs.

S’observa com en funcié de la seva posicio, el bacteri afecta de diferent manera a la
impedancia entre electrodes. En el cas del bacil posicionat en perpendicular als digits,
clarament predomina el comportament conductiu sobre I'aillant (en valor percentual). En
canvi, quan el bacteri esta posicionat en paral-lel predomina el comportament aillant tot i

que no deixa de ser conductiu per freqliéncies més altes (vegeu Figura 3-15).
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Figura 3-15: Representacié en diagrama de barres dels valors maxims i minims de l'espectre d'A|Z]
percentual pels dos posicionaments del bacteri (perpendicular i paral-lel als digits de I'IDE).

El bacteri en perpendicular, a les freqiiéncies en que actua com a conductor, es podria dir que

esta curtcircuitant els electrodes. Per aquest motiu es dona un decrement tan acusat de |Z|.

3.3.3. Afectacio dels diferents components cel-lulars a Z

E. coli té la capacitat de regular la biosintesi d’oligosacarids derivats de membrana en funci6
de 'osmolaritat del medi extern. Aquests oligosacarids fixen els ions a I'espai periplasmatic.
En medis de baixa osmolaritat el bacteri incrementa la seva produccié. D’aquesta manera es
manté la pressié osmotica alta al periplasma i s’evita la desestructuracio cel-lular tot i la baixa

osmolaritat del medi (Chancock 2002; Rumley et al. 1992).

Per tant, tot i canviar els bacteris a medis de baixa conductivitat, el periplasma d'una cel-lula

viva manté la seva alta carrega ionica.

Segons el model de Bai, el periplasma té una conductivitat de 3 S/m mentre que la del
citoplasma és de 0.22 S/m. Per tant, el periplasma és més de 10 vegades més conductor
que el citoplasma. Per saber quin percentatge de corrent passa pel periplasma respecte el
total que passa per la seccié central del bacteri, es genera un pla que divideix el bacteri en dos.
S'utilitza el model en que el bacteri esta en perpendicular als digits i s'integra el corrent que
passa per tota la seccid del bacteri i el corrent que només passa pel periplasma a la freqiiencia
d'l MHz. S'observa que el 72.29 % del corrent passa pel periplasma tot i que només

representa un 8.5% de l'area total de la seccid del bacteri (vegeu Figura 3-16).
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Figura 3-16: Representacio de la densitat de corrent (A-m?) del model simulat a 1 MHz.

3.4. Particula aillant, conductora i disminucié de Cj

L’avantatge principal dels estudis mitjan¢ant simulacions computacionals és que permeten
explorar la resposta dels electrodes per tots els canvis de parametres que es desitgi provar

previament a l'estudi experimental.

En aquest estudi s’analitza el canvi en Z per diferents casos extrems. Partint de la cel-la basica
amb el bacteri en perpendicular, es modifiquen els parametres electrics dels seus

components.

Es simula la resposta dels IDEs davant diferents situacions: una particula amb la mateixa
forma que el bacteri pero que fos totalment conductora amb les caracteristiques del
citoplasma per tots els seus components (o de 0.22 S/m i &- de 81), una particula amb forma
de bacteri que fos totalment aillant (6 de 0 S/m i &- de 1), i un decrement en la capacitat de la

interficie dels electrodes de 1.7-10-2a 1.69-10-2 F/m? (-10-4 F/m?2).
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Aquest decrement de Cir en un experiment real equivaldria a un bloqueig de la superficie dels
electrodes per una capa solida aillant. Per exemple, un bloqueig amb BSA3. A la Figura 3-17 es

mostren els AZ per cada cas.

15
£ o g
N
-1 . 3
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Figura 3-17: Representacié grafica dels AZ provocats per la preséncia d'un bacil amb diferents
caracteristiques: bacteri (model de les tres capes), bacil totalment aillant i bacil totalment conductor.
També es simula la resposta per un decrement de la capacitat de la interfase.

Per la particula conductora, I'A|Z| és negatiu per tot el rang de freqiiéncies. El seu pic
minim coincideix amb la freqliéncia del mig entre pics de I'espectre d’A¢g tal com s’apunta en

apartats anteriors.

Per altra banda, en el cas del bacil aillant, I'A|Z| és positiu per tot el rang de freqiiencies i no

s’observa un pic maxim si no que es manté en un valor constant a partir de la pujada.

Finalment, el decrement de Cis provoca un augment de |Z| a les freqiiencies més baixes,
justament al contrari que la particula aillant. Aquesta resposta era la que es podia esperar ja

que, precisament, els canvis en la interfase afecten les freqiiéncies més baixes.

3.5. Canvi de la conductivitat del medi

Finalment, es realitza un estudi per analitzar la influéncia de la conductivitat del medi (Omedi)

en les mesures (vegeu Figura 3-18).

3 BSA: Sigles en anglés d’albumina de serum bovi.
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Figura 3-18: Representacié grdfica dels AZ provocats per la preséncia d'un bacteri en medis amb
diferents o.

Quan Omedi < (Operiplasma 1/0 Ocitoplasma), €S pot observar un decrement del |Z| a les freqiiencies
corresponents (omedi de 0.005 a 0.22 S/m). A mida que augmenta Omed;, €l decrement del |Z| en
aquestes freqiiencies és inferior ja que no hi ha tanta diferéncia entre conductivitats interna i

externa del bacteri.

Quan Omedi = Operiplasma (3 S/M), Omedi €s superior a la de la resta d’elements interns de la
cel-lula. Per tant, a partir d’aquesta conductivitat el bacteri es comporta com una particula
aillant. Tot i aixi, com que les freqiiencies per les quals el bacteri es pot detectar com a
element aillant sén superiors a 1 MHz, en mesures reals no és possible observar aquest

fenomen tal com s’explica a continuacio.

A frequiencies superiors a 1 MHz es comencen a observar les impedancies causades pel
sistema de mesura (electrodes, connexions, cables i potenciostat). Per tant, aquestes
impedancies no donen informacié del que succeeix a la cel:-la de mesura. Un cop arribades
aquestes freqliencies on s’observen aquestes impedancies, ja no té sentit parlar de canvis

causats pels bacteris ja que només s’observa el comportament dels components del sistema.

En conseqliencia, tot i que teoricament a conductivitats altes es podrien detectar els bacteris
com a particules totalment aillants, a la practica, aquest comportament ja no es podria
mesurar perque abans d’arribar a aquestes freqiiencies s’observarien les esmentades
impedancies parasites provinents del sistema de mesura que emmascararien la impedancia

de la cel-la.

Finalment, es pot concloure que per obtenir un senyal superior del bacteri en A|Z| percentual,

els medis més optims de mesura son els de més baixa conductivitat.
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4. Optimitzaciéo de les mides dels interdigitats en funcid de les

mides de I’analit

Com s’esmentava al capitol 1, 1a penetracié del camp electric depen de la geometria dels digits
dels IDEs. Per aquest motiu s’estudia la relacié entre la mida de l'analit i I'amplada i espaiat

dels digits.

L’analit que s’utilitza de model consisteix en un bacteri gram negatiu en forma de coc
(esferica) amb les caracteristiques electriques del model de les tres capes pels seus
components cel-lulars. S’escull la morfologia de coc perque és la més senzilla i no déna
possibilitat a diferents posicionaments que, com s’ha pogut observar anteriorment (secci6

3.3.2 d’aquest capitol) es traduirien a diferents respostes impedimetriques.

Es proven tres diametres de coc (0.5 pm, 1 um i 1.5 pm) i cinc geometries d’interdigitats (0.25

pum x 0.25 pm, 0.5 um x 0.5 ym, 1 pm x 1 um, 1.5 um x 1.5 pm i 3 pm x 3 pm).

Per tots els casos es manté la superficie de la cel-la (54 um?) i es posiciona el coc entremig de
dos digits. D’aquesta manera els resultats son comparables perque sempre es fa referencia a

la mateixa densitat cel-lular.

La Figura 3-19 mostra els espectres d’A|Z| percentual per les diferents combinacions de mides

de cociIDEs.
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Figura 3-19: Estudi de la relacié de senyal obtingut per la mesura de diferents diametres de cocs gram
negatius [0.5 um a), 1 um b) i 1.5 um c)] amb diferents geometries de IDEs (0.25x0.25, 0.5x0.5, 1x1,
1.5x1.5, 3x3). L’espectre d) mostra les respostes maximes per cada mida de coc.

En tots els casos, la relacié 1:1 (diametre coc : mida IDEs) és la que déna major senyal. Per
altra banda, si s’observen els senyals maxims per cada diametre de coc (Figura 3-19 d) es pot

apreciar que, el senyal minva amb la disminuci6 de la mida del bacteri.

La Taula 3-2 conté els diferents parametres obtinguts per l'espectre de 1'A|Z| percentual. La
columna "Diferencia” correspon al calcul de la diferencia entre pics. Per altra banda, per poder
representar solapades les respostes pels diferents diametres de coc i comparar les seves
tendencies, es normalitza aquesta diferencia entre pics respecte el valor maxim de diferencia

per cada cas (vegeu férmula 1.3).

71



CAPITOL 3
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0.25x0.25 2.00 0.03 -0.04 0.07 9.71-10-2
0.5x0.5 1.00 0.22 0.47 0.69 1.00
0.5
1x1 0.50 0.19 -0.25 0.45 6.48-101
1.5x1.5 0.33 0.18 -0.21 0.45 5.58:10-1
0.5x0.5 2.00 0.25 -0.48 0.73 2.14-101
1x1 1.00 0.90 -2.49 3.40 1.00
1
1.5x1.5 0.67 1.00 -1.78 2.78 8.18-101
3x3 0.33 0.72 -1.03 1.74 5.13-101
1x1 1.50 1.08 -2.64 3.72 4.76-101
1.5 1.5x1.5 1.00 2.32 -5.49 7.82 1.00
3x3 0.50 1.93 -3.23 5.16 6.60-101

Taula 3-2: Valors extrets de l'espectre d'A|Z[ percentual.

Diferencia entre pics

1.3. Normalitzaci6 = ————— -~
Diferéncia maxima per aquell diametre de coc

La diferencia maxima per cada diametre de coc coincideix amb el cas en que el quocient
diametre coc / mida IDEs és 1.00. Per aquest motiu, per tots els casos en que el diametre del
coc i el gruix i espaiat entre digits son de la mateixa mida, el valor resultant de la

normalitzacio és 1.00.

Ala Figura 3-20 es representen les diferéncies de pics en funcié del quocient bacteri/IDE.
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Figura 3-20: Representacio de la diferéncia entre pics maxims de senyal dels espectres de la Figura 3-19
en valors absoluts a), i normalitzades b) on DRPics vol dir Diferéncia Relativa entre Pics.

A continuacid es detalla I'explicacio teorica que respon a aquests resultats.

En disminuir les mides es donen dos fenomens antagonics. Per una banda, disminueix la
impedancia perque els digits estan més junts, aixo té com a conseqiiéncia una disminucio de la
sensibilitat perque disminueix 1'AZ causat pel bacteri (vegeu Figura 3-21). Pero per altra
banda, augmenta la proporci6 de corrents que només passen per dins del bacteri i, per tant, a
les frequiencies en que és conductor, com a conseqiiencia d'aquest fet, augmenta el senyal en

el pic negatiu de l'espectre de I'A|Z| percentual, és a dir que augmenta la sensibilitat.
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— 1.5x1.5 — 1.5x1.5

— — 11

— 0.5x0.5
] —05X0.5 |
0.25%0.25] 0.25%0.25
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— -80

104 ———— ——r———— - -100
10° 10* 10° 10° 107 107 10° 10* 10° 10° 107 10°
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Figura 3-21: Representacié del diagrama de Bode amb el |Z] i la ¢. Es mostra el decrement d'impedancia
com a conseqtiencia de la disminucié de la geometria de I'IDE.

En els casos en que la distancia entre digits és superior al diametre del coc (quocients <1),
predomina el segon efecte i no s'obté el maxim senyal perque pocs corrents passen per dins el
bacteri. A larelaci6 1:1 s'obté el maxim senyal ja que el coc contacta amb dos eléctrodes. Quan
el diametre del coc és superior a la distancia entre dits (quocients>1) el coc segueix
contactant amb dos electrodes pero la impedancia ha baixat tant que s'ha perdut sensibilitat,

és a dir, disminueix el senyal causat pel bacteri.
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Per tant, la relacié optima de 1:1 és aquella en que s'arriba a un compromis entre ambdés

efectes.

5. Conclusions

La metodologia de simulacié utilitzada queda validada mitjangant I'obtencié de resultats

analegs als analitics i experimentals de la literatura (Bai et al. 2006).

L’optimitzacié de les mides de la cel-la minima es resol amb una cel-la d’'amplada de 9 um,

profunditat de 6 um i alcada de 4 pm.

La posicié del bacteri respecte els digits dels IDEs afecta a la resposta de Z. El posicionament
perpendicular del bacteri respecte els digits és el que permet obtenir un senyal superior. Amb
aquesta posicid, a les freqiiéncies en que el bacteri actua com a conductor, es dona un

curtcircuit dels electrodes.

Amb la integracié del corrent a la freqiiéncia d'1 MHz s'observa que el 72.29 % del corrent
passa pel periplasma tot i que només representa un 8.5% de l'area total de la secci6 del

bacteri.

Per l'estudi en que el bacil es modifica perque sigui una particula totalment conductora o
totalment aillant s'obté un A|Z| negatiu per totes les freqiiencies pel primer cas, i A|Z| positiu

pel segon.

Per l'estudi de la resposta d'un decrement de Ci;, I'augment de |Z| només es produeix a les

freqiiencies més baixes.

La omedi afecta totalment la resposta en Z del bacteri. Per obtenir el maxim senyal el més optim

és realitzar les mesures en el medi de més baixa conductivitat possible.

Per I'estudi d'optimitzacio de la relacié entre les mides del bacteri i dels IDEs, es conclou que
la relaci6 optima és la de 1:1 perque s'arriba a un compromis entre els efectes antagonics
produits per la disminucié de la geometria de I'IDE: la pérdua de sensibilitat per una
disminucié de la impedancia total i l'augment de sensibilitat perqué més proporcié de

corrents penetren la cél-lula.
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e 7 e

Deteccidé impedimetrica de
microorganismes sobre

electrodes interdigitats

En aquest capitol es detalla el procediment experimental realitzat per la detecci6 d'E coli

sobre IDEs de 1.5x1.5 um i de S. cerevisiae sobre IDEs de 6x6 pum.

Es tracta de dos microorganismes de mides i caracteristiques molt diferents i per optimitzar

la seva deteccio és necessari I'is de diferents geometries d'electrodes interdigitats.

En les mesures d'E. coli s'observa que aquestes responen seguint un patr6 espectral
d'impedancia que és unic i es diferencia de la resposta obtinguda per les mesures d'altres

esdeveniments que també alteren la impedancia.

En cas dels llevats, s'observa que actuen com a particules purament conductores i s'obté una

relacié lineal entre la cobertura de I'IDE per llevats i el senyal negatiu de Z.




CAPITOL 4

1. Deteccidé d'Escherichia coli per immunoassaig sobre IDEs de

1.5x 1.5 um

Tal com s'esmentava al capitol anterior, el grup disposa d'uns electrodes interdigitats d'1.5
um d'amplada i de separacio entre digits. Com que les mides aproximades d'un bacteri E. coli
és de 2 um de llarg per 0.5 um de diametre, és a dir, unes mides raonablement similars a les
dels digits d'aquesta geometria es decideix utilitzar aquests IDEs per estudiar la seva resposta

impedimetrica en presencia d'E. coli.

La major part del treball que es detalla a continuaci6 esta publicada a la revista Sensing and
BioSensing Research (Mallén-Alberdi, Vigués, Mas, Fernandez-Sanchez, & Baldi, 2016) (vegeu

Annex).

1.1. Reactius i solucions

Anticos primari IgG de cabra anti-E. coli 0157:H7 policlonal i anticos secundari anti-cabra IgG
marcat amb Cy3 (KPL Inc., Gaithersburg, EUA). L'anticos primari es va conjugar amb
estreptavidina utilitzant l'article comercial Lightning-Link™ Streptavidin Conjugation Kit
(Innova Biosciences, Babraham, Regne Unit). Glicina, KCl, (3-aminopropil)trimetoxisila
(APTMS), BSA, dimetil sulfoxid, Tween 20, acid fosforic (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA). NHS-
PEG12-Biotina (Thermo Scientific, Barcelona, Espanya), esferes d'oxid de silici d'1 pm de

diametre (Bangs Laboratories Inc., Indianapolis, EUA).

Tampé glicina 250 mM pH6 (ajustat a o = 30 uS/cm amb KCl). Tamp6 fosfat (PB) 100mM pH
7. Tampo fosfat amb Tween 20 al 0.05% (PB-T).

1.2. Materials i metodes

1.2.1. Cultiu i creixement bacteria

La E. coli DSMZ 17076 és una soca no patogenica pero fenotipicament igual a la soca

toxicogenica E. coli 0157:H7.
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Es fan créixer els bacteris aerobiament en el medi de cultiu Luria-Bertani durant 18 hores a
37°C en un bany amb agitaci6 (160 rpm). Posteriorment, els cultius es centrifuguen 10 minuts
a 10100 g a una centrifuga 5804R (Eppendorf, Madrid, Espanya). El medi sobrenedant
s'elimina i es fa una resuspensié del precipitats cel-lular amb tampé glicina. Aquest procés de
centrifugacié i resuspensio es repeteix dues vegades més per eliminar els productes
metabolics, els fragments de membrana i les proteines citoplasmatiques. Finalment, es fa una
resuspensiéo amb 20 mL del mateix tampé glicina i es mesura la densitat optica a 600 nm a un
espectrofotometre Smartspec™Plus (Bio-rad, Hercules, EUA) per obtenir una aproximacié de

la concentraci6 cel-lular del vial (108 ufu/mL).

1.2.2. Funcionalitzacio de la superficie dels IDEs

Com s'esmentava anteriorment, els eléctrodes interdigitats que s'utilitzen per realitzar les
mesures contenen 466 digits de silici policristal-li. Els seus digits tenen la mateixa amplada i
espaiat de 1.5 pm, i la seva area d'exposicié al medi és de 2.25 mm?2. Aquests eleéctrodes van
ser produits a la sala blanca de I'IMB-CNM seguint el procés de fabricacié descrit per de la

Rica i col-laboradors (de la Rica, Ferndndez-Sanchez, & Baldi, 2006).

La superficie dels IDEs es modifica amb els anticossos policlonals especifics contra E. coli,

com s’explica a continuacié.

Inicialment es fa una neteja i activacié de la seva superficie mitjancant un tractament de
plasma d'oxigen en condicions de 200 W i 0.8 mbar durant 2 minuts utilitzant un equip TePla
300 (PVA MPS GmbH, Munich, Alemanya). Després s'hi uneix covalentment un sila (APTMS)
mitjancant el metode de deposicié quimica de vapor (Hunt, Soteropulos, & Armani, 2010).
Aquest metode consisteix en introduir el sila en estat liquid dins d'uns petits vials oberts i
col-locar-los juntament amb els xips a modificar en una camera hermeética. L'ambient
d'aquesta camera es satura de nitrogen per desplacar l'aigua de 1'aire i es deixa reaccionar
durant tota la nit. A continuaci6, s'uneix covalentment la biotina a la superficie silanitzada fent
una incubaci6 dels eléctrodes durant 30 minuts a temperatura ambient en una solucié de 10

mM de NHS-PEG12-Biotina en dimetil sulfoxid.

Tot seguit, aquesta superficie s'aclareix a fons amb acetona pura i aigua desionitzada i

s'incuba en una solucié de 0.5 pg/mL d'anticos anti-E. coli conjugat amb estreptavidina en PB.
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Finalment, els IDEs coberts d'anticossos es renten tres vegades amb PB-T i es reserven

mullats en PB fins a ser usats.

1.2.3. Caracteritzacio de la modificacio de la superficie

Per avaluar l'exit de la funcionalitzaci6 de la superficie dels IDEs amb anticossos, es realitza

una caracteritzacié minuciosa de cada etapa del procés mitjangant imatges de fluorescencia.

La uni6 covalent de la biotina s'estudia amb un conjugat d'estreptavidina amb el fluoroform
Cy3. S'incuben 30 minuts a temperatura ambient en una soluci6 de 20 pg/mL Cy3-
estreptavidina en PB quatre xips sense biotina (control negatiu 1) i quatre amb biotina

(control positiu 1).

En paral-lel, també s'estudia la interacci6 entre l'anticos primari conjugat amb estreptavidina i
la superficie de I'IDE modificada amb biotina mitjan¢ant 1'is d'un anticos secundari marcat
amb Cy3. De la mateixa manera que pel cas anterior, s'incuben quatre xips amb biotina a la
superficie pero sense anticos primari (control negatiu 2) i quatre amb anticos primari a la
superficie (control positiu 2) durant 30 minuts a temperatura ambient en una soluci6 de 10

ug/mkL d'anticos secundari-Cy3 en PB (vegeu Figura 4-1).

Finalment, tots els xips s'aclareixen successivament amb PB-T i aigua i s'assequen sota un flux

de nitrogen.

Posteriorment es visualitzen al Servei de Microscopia de la Universitat Autonoma de
Barcelona utilitzat un microscopi optic de fluorescencia (Leica, Nanterre, Franga). L’objectiu
que s’utilitza és el de 10x amb obertura numerica de 0.40 i mode d’operaci6é en sec. La

longitud d'ona d'excitacié del fluoroform Cy3 és de 550 nm i d'emissié 570 nm.
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Control Positiu 1l Control Positiu 2

Negatiu 1 Negatiu 2 i i
\ b <
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NHS-biotina Estreptavidina-Cy3  Anticds- Anticds-Cy3
Estreptavidina Secundari
Primari

Figura 4-1: Esquema del procés per dur a terme l'estudi de caracteritzacié de la modificacié de la
superficie.

1.2.4. Mesures d'impedancia

Un cop modificada la superficie dels IDEs, els eléctrodes s'aclareixen amb tamp6 glicina i es
submergeixen a la solucié de mesura. Aquesta solucid consisteix en tampé glicina amb una

concentracio d'E. coli de 108 ufc/ml.

A continuacid es realitzen les mesures amb |'analitzador d'impedancies SI 1260 Solartron a 10
mV d'amplitud de voltatge, 0 V de potencial en corrent continu, en el rang de freqiiencies

compres entre 1 kHz i 10 MHz i a tres temps d'incubacio: 0, 15 i 30 minuts.

Per poder dur a terme la correcci6 de l'augment de conductivitat causat per l'activitat
metabolica de la cel-lula, paral-lelament a les mesures amb els IDEs, es controlen els canvis de
conductivitat mitjangant un conductimetre comercial Micro CM 2202 (Crison Instruments
S.A,, Alella, Espanya). A més, durant les mesures també es controla la temperatura amb un

termometre de mercuri i s'agita continuament (vegeu Figura 4-2).
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Barra agitadora

. Sonda conductimetre

Figura 4-2: Fotografia de la cel-la de mesura. Es pot observar com pels diferents orificis de la tapa de la
cel'la es colloquen la barra d'agitacié, la sonda connectada al conductimetre, I'IDE connectat a
l'analitzador d'impedancies i, al fons, el termometre de mercuri.

A part de mesurar els bacteris, també es prenen mesures d'altres esdeveniments relacionats
per poder comparar les diferents respostes impedimetriques: Bloqueig de la superficie amb

BSA, deposicio de microesferes d'oxid de silici i augment de conductivitat de la solucio.

L'adsorci6 de BSA a la superficie es realitza mitjangant una incubaci6 d'una hora dels IDEs en
una soluci6 aquosa d'1 % BSA (m/v). L'espectre d'impedancia es mesura abans i després de

I'adsorcié de la BSA sempre en el mateix tamp6 glicina que en el cas dels bacteris.

Per altra banda, es prepara una suspensio d'esferes d'oxid de silici en aigua desionitzada i es
diposita aquesta suspensié a la superficie dels electrodes. Es deixen precipitar les particules i
s'assequen durant 5 minuts a 802C utilitzant una placa calefactora. L'espectre d'impedancia

també es mesura abans i després de la deposicio de les microesferes en el tamp6 glicina.

Les mesures de canvi de conductivitat es prenen a partir d'un tamp6 glicina de 5 uS/cm que es

va ajustant a conductivitats superiors amb I'addici6 de KCL

1.3. Resultats i discussio

1.3.1. Caracteritzacio de la modificacio de la superficie

La Figura 4-3 mostra una imatge de fluorescéncia de cada tipus de mostra que s'analitza per

poder estudiar la funcionalitzaci6 de la superficie dels IDEs.
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Tal com es pot observar, tant la uni6é de la biotina a la superficie com la seva cobertura amb
anticos primari es déna correctament i uniforme. Tot i aixi, s'aprecia una gran diferéncia
d'intensitats entre ambdds controls positius. Aquest fet pot ser causat per la diferéncia entre
constants de dissociaci6 (biotina/estreptavidina i anticos/antigen) i per l'existéncia d'una
segona capa en el cas del segon control positiu, que augmentaria els impediments esterics. La
constant de dissociacié de la interaccié biotina-estreptavidina (Kd = 10-15 M) (Zhang et al,,
2013) és molt inferior a la constant de les interaccions d'anticossos més fortes (Kd = 10-° M)
(Landry, Fei, & Zhu, 2011). No obstant, com s'analitzara a continuacio, el segon positiu té un

senyal significativament superior als dos controls negatius.

Figura 4-3: Imatges de fluorescencia de quatre xips amb diferents modificacions de la superficie: control
negatiu 1 sense biotina (a), control positiu 1 amb biotina (b), control negatiu 2 sense anticos primari (c),
control positiu 2 amb anticos primari (d).

Els resultats de fluorescéncia es processen i analitzen utilitzant el programa lliure Image ]
(Schneider, Rasband, & Eliceiri, 2012) i el programa estadistic d'analisi de dades Deducer (R
Development Core Team, 2014).

Image | permet extreure les intensitats de cada pixel que configura la imatge. La
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Figura 4-4 mostra el diagrama de barres de la mitjana i I'histograma resultant per aquesta

analisi de dades.
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Figura 4-4: Diagrama de barres representant la mitjana amb el seu error estandard (a) i I'histograma de
distribucio de dades per cada mostra (b).

Posteriorment, s'agrupen els valors dels controls negatius per una banda, i dels controls
positius per altra, i s'aplica I'estadistic T-test de Welch per dues mostres. La Taula 4-1 mostra

els resultats obtinguts del contrast estadistic.

Mostra Controls positius Controls negatius

Mitjana 66.72 19.26
Diferencia entre mitjanes 47.46

p-valor 0

Taula 4-1: Resultats de comparar els controls positius i controls negatius mitjancant el T-test de dues
mostres de Welch.

Tenint en compte que la hipotesi nul-la d'aquest test consisteix en dir que no hi ha diferencia
entre les mitjanes mostrals (Ho: Diferéncia = 0) i que el p-valor d'aquesta hipotesi és 0, es pot
rebutjar la hipotesi nul-la. Per tant, es pot concloure que la diferencia entre grups si que és

estadisticament significativa.

En conseqiiencia, d'aquest estudi es pot extreure que ambdues reaccions es donen
correctament. Es a dir, que tant la uni6 covalent de la biotina al substrat, com la interacci6 de

'anticos anti-E. coli amb la superficie amb biotina, succeeixen de manera satisfactoria.

84




Deteccio impedimétrica de microorganismes sobre eléctrodes interdigitats

1.3.2. Mesures d'impedancia
1.3.2.1.  Correccio de l'increment de conductivitat

L'activitat metabolica cel-lular provoca un increment de la conductivitat del medi durant el
periode de mesura impedimetrica. Aquest canvi s’ha de tenir en compte per totes les mesures
impedimetriques amb bacteris. Per aquest motiu es realitza una correcci6 per totes les dades
obtingudes restant les variacions d'impedancia registrades pel mateix IDE en resposta de

variacions de conductivitat equivalents en solucions aquoses de KCI.

En paral-lel a les mesures es registra la conductivitat. La Figura 4-5 a representa l'espectre de
|Z| del diagrama de Bode per les dades d'una mesura experimental on s'observa l'increment
de conductivitat causat per l'excrecié de metabolits bacterians; les conductivitats registrades
per aquest cas son de 30.7 uS/cm a temps 0 min, 34.6 uS/cm als 15 min i 37.6 pS/cm als 30

min.

1zl (@)

1024

b T T T T T T T L T T T T T T T T
10° 10* 10° 10°¢ 107 10° 10* 10° 10° 107
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Figura 4-5: Diagrama de Bode de [Z| per les dades experimentals (a), i de les dades refinades amb els
canvis de conductivitat corregits (b).

Primerament, es realitza un calibrat de conductivitat per cada parell d'electrodes i la seva
regressio lineal a cada freqiiencia mesurada (vegeu Figura 4-6). Després es calcula la variacid
d'impedancia causada per l'augment de conductivitat i aquesta es resta a les dades

experimentals.
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Figura 4-6: Representacio del diagrama de Bode per un calibrat en conductivitat d'un IDE. La mitjana de
constant de cel'la (k) que s'extreu per tots els IDEs de 1.5x1.5 um utilitzats és de 0.012 cm-1.

Aquestes dades refinades, per tant, només consideren la variaci6é d'impedancia causada per la
simple presencia del bacteri a la superficie dels IDEs sense el soroll produit per I'increment de

conductivitat (vegeu Figura 4-5 b).

Per evitar que les variacions de conductivitat durant les mesures siguin majors, s'utilitza un

medi de 30 pS/cmino el de 5 uS/cm que seria el tampd glicina sense afegir KCI.

1.3.2.2. Mesures bacterianes

A la Figura 4-7 a i b es mostra el diagrama de Bode per un parell d'IDEs amb la superficie
modificada amb anticossos submergits en una solucié amb E. coli. Les mesures es duen a

terme a tres temps d'incubacio: 0, 15 i 30 minuts.
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Figura 4-7: Diagrama de Bode on es representa la resposta en [Z] (a) i fase (b) dels tres temps de mesura.
Representacié dels AZ respecte el temps 0 del [Z] (c) i de la fase (d).

Primerament, si s'observa el Bode de |Z| es poden apreciar tres pendents clarament
diferenciats (Figura 4-7 a). A les freqiiencies baixes (<10> Hz) domina la impedancia de la
interficie electrode-solucié. En el cas concret dels electrodes interdigitats de silici policristal-li
submergits en una soluci6 aquosa, aquesta impedancia es refereix a la de la doble capa
electroquimica i a la de la capa d'oxid de silici natiu. Aquesta Z és de naturalesa capacitiva i

per aquest motiu té un pendent negatiu.

A freqiiencies intermedies (105 a 106 Hz), la resistencia de la soluci6 (Rs) entre electrodes és
la Z dominant. La resistencia és independent de la freqiiéncia i inversament proporcional a la

conductivitat de la soluci6, per aixo té un pendent aproximat de 0.

A les frequiéncies altes (> 10¢ Hz) el pendent de l'espectre torna a ser negatiu ja que passa a

dominar la capacitat de la solucié (Cs), que és proporcional a la permitivitat de la solucid.

Finalment, a la freqiiencia més alta que es mesura (107 Hz), es pot comencgar a apreciar un
decreixement del pendent. Aquest fenomen ve associat a la resisténcia dels eléctrodes,

connexions i altres factors instrumentals més enlla de la cel-la d'estudi (de la Rica et al., 2006).

87



CAPITOL 4

Un cop compensades les variacions de conductivitat, tal com s'explica a I'apartat anterior, els
canvis en impedancia produits per les cel-lules capturades a la superficie de I'DE sén massa
petits per poder-se apreciar al diagrama de Bode. No obstant, la representaci6 grafica de la
variacié relativa de la impedancia (utilitzada en el capitol anterior per analitzar els resultats
de les simulacions) és una eina util per poder distingir canvis clars en l'espectre de

freqiieéncies tant per |Z| com ¢ (vegeu Figura 4-7 ci d).

Al capitol anterior s'explicava detalladament el calcul de A|Z| percentual i A¢ aixi com

I'explicacio fisica per cada possible resultat.

Tornant a Figura 4-7 c, per tot el rang de freqiiencies mesurades (103 to 107 Hz) es poden
diferenciar dos pics, un de positiu i una altre de negatiu. Ambdds pics augmenten amb el

temps, és a dir, amb l'increment de densitat bacteriana a la superficie dels eléctrodes.

L'augment de Z a les freqlieéncies baixes (primer pic) és coherent amb els resultats obtinguts
préviament per deteccié de bacteris per altres autors (Etayash, Jiang, Thundat, & Kaur, 2014;

Kim, Moon, & Morgan, 2013).

En canvi, el segon pic negatiu indica una disminuci6 de Z a les freqliéncies intermedies, que
suggereix que per aquestes freqiiencies els bacteris es comporten com a particules més
conductores que el medi. Aquest fet esta en concordanga amb els fenomens de -dispersio
observats per suspensions cel-lulars (Cheung, Gawad, & Renaud, 2005). Més enlla de la
freqiiencia critica, fc, els corrents poden penetrar a través de les membranes cel-lulars, i per
tant, es pot mesurar l'interior de la cél-lula. A les mesures dutes a terme en aquest treball, els
bacteris es troben suspesos en una solucié de 30 uS/cm de conductivitat, és a dir, tres ordres
de magnitud inferior que la conductivitat del periplasma d'E. coli reportada a la literatura
(3:10% uS/cm) (Bai, Zhao, & Asami, 2006). Per aquest motiu, a freqiiencies superiors a fc, es

pot esperar un decrement significatiu de la Z mesurada amb els IDEs.

Un cop finalitzades les mesures, els xips s'observen a un SEM (Auriga, Zeiss, Oberkochen,

Alemanya) (vegeu Figura 4-8).
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Figura 4-8: Imatge de SEM d'uns IDEs de 1.5x1.5 modificats amb anticos i submergits durant 30 minuts
en una suspensio d'E. coli de 108 ufc/mL en tampé glicina.

A les imatges de SEM es pot observar com les cel-lules es distribueixen aleatoriament a la
superficie de I'IDE. A més, també cal destacar la baixa densitat de bacteris que es troben
interaccionant amb la superficie tot i haver submergit el xip en una suspensié altament

concentrada de bacteris (108 ufc/mL).

Aquesta baixa eficiencia en la captacié de bacteris pels anticossos de la superficie dels
electrodes es pensa que pot ser causada pel medi que s'utilitza. El tamp¢ glicina és un medi de
baixa conductivitat que és util per fer les mesures d'impedancia ja que, tal com s'estudiava al
capitol anterior, una conductivitat del medi més baixa permet una millor detecci6 dels

bacteris.

En tractar-se d'un medi amb concentracions salines baixes es possible que no es puguin
blindar les carregues de les diferents biomoléecules que intervenen en la interacci6. Per tant,
tot i ser un medi Optim per mesurar, no és el millor medi per a que es doni la interaccid

bacteri-anticos.

Aquest fet va provocar que fos altament dificil el calibrat amb diferents concentracions de

bacteris ja que no es podia establir una relacio6 directa de la concentracié i el senyal de Z.

No obstant aquestes dificultats, si que és cert que als grafics amb els AZ es pot observar com el
valor dels pics en |Z| es dupliquen de 15 a 30 minuts. D'aquests resultats es pot deduir que

amb aquest metode s'ha de poder quantificar la concentracié bacteriana.
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Per altra banda, cal destacar aquesta peculiaritat de ser aillant a freqiiencies baixes i
conductor a freqiiéncies més altes. Aquest patr6 que es detecta mitjancant la representacié de
'espectre de A|Z| percentual és Unic del bacteri i ens ha de permetre distingir entre bacteris i

altres objectes adherits a la superficie inespecificament.

1.3.2.3.  Mesures d'altres esdeveniments i comparacié amb |'estudi per simulacions

Al capitol anterior es fa un estudi amb simulacions on es compara la resposta impedimetrica
dels bacteris (utilitzant les caracteristiques del model de les tres capes) amb la de particules
amb caracteristiques aillants, conductores i també amb una disminucié de la capacitat de

I'eléctrode.

En aquest estudi es conclou que aquest comportament freqiiencial és unic dels

microorganismes i no s'observa pels altres esdeveniments.

Per corroborar aquest estudi de simulacions FEA s'obtenen els mateixos espectres de Z per la
mesura d'un augment de conductivitat, de 1'addici6 d'una capa de BSA a la superficie, i

I'adsorci6 de particules d'oxid de silici d'1 pm de diametre.

La Figura 4-9 b mostra les corbes obtingudes en cada cas . A la figura 4-9 a s’han representat
els resultats obtinguts per simulaci6 FEA d’alguns fenomens relacionats o similars. Per un
increment de conductivitat de 2.8-10-3 S/m a 3.1-10-3 S/m, la impedancia disminueix al rang

de freqiiencies intermedies de la mateixa manera que succeeix per la simulacié de la particula

conductora.
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Figura 4-9: Espectres d'A|Z| percentual d'elements silumats amb COMSOL Multiphysics®(a) i obtinguts
experimentalment (b).
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En canvi, per l'adsorcié de BSA a la superficie s'observa un augment de la impedancia a les
freqiiencies baixes, tal com s'esperava. Aquest resultat concorda amb els que préviament
s'havien obtingut amb biosensors capacitius (Labib, Hedstrom, Amin, & Mattiasson, 2009), en
els que es monitoritzen decrements en capacitat causats per la interaccié de l'anticos i

'antigen que tenen lloc a la interficie.

Per altra banda, s'analitza la resposta causada per la deposicié de microesferes d'oxid de silici,
que és un material dielectric. A la Figura 4-9 b es mostra una corba per la resposta d'un IDEs
davant la deposici6é d'una densitat aproximada de 106 esferes/mm? (extreta del comptatge de
microesferes mitjancant microscopi optic). Es pot veure com la presencia d'aquestes
particules d'oxid de silici no altera de manera significativa la Z a baixes freqiiéncies. Aix0 pot
explicar-se pel fet que només bloquegen la interfase eléctrode-solucié en un tnic punt de
contacte a causa de la seva forma esferica. A freqiieéncies més altes, en canvi, la impedancia si
que augmenta ja que, com es comentava, 1'0xid de silici és un material aillant i amb constant

dielectrica molt menor que l'aigua (3.9) (Gray, Hurst, Lewis, & Meyer, 2009).

El senyal obtingut per la simulaci6 de les particules aillants en forma de bacteri és molt menor
a l'obtingut experimentalment amb les esferes d'oxid de silici perque la densitat de la

simulacié és de 1.9-10% bacils/mm? respecte les 10°¢ esferes/mm? de I'experimental.

1.3.3. Ajustament de les simulacions

Per acabar d'ajustar les simulacions amb I'experimental s'ha de tenir en compte, la resistencia
que suposen els mateixos electrodes i connexions (Rc) i el valor experimental de la capacitat

de la interfase (Cif)

Com es deia al capitol anterior, un IDE de 1.5x1.5 pm esta compost per 4.17-10% cel-les de 54
um?. Per tant, per poder representar el diagrama de Bode del IDE complert s'ha de dividir la
impedancia obtinguda a les simulacions pel nombre de cel-les perque la impedancia és
inversament proporcional a I'area interdigitada. A més, s'hi ha de sumar la R¢ i fixar un valor
per la Cir. Després d'haver ajustat les dades experimentals a un circuit equivalent (de la Rica,
Baldi, Fernandez-Sanchez, & Matsui, 2009) la Rc¢ s'aproxima a 40 Q i la Cir es fixa a 1.7-10-2
F/m2. A la Figura 4-10 es mostra el diagrama de Bode i l'espectre de 1I'AZ per una mesura

experimental d'un IDE i la seva simulacié ajustada.
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Figura 4-10: Diagrama de Bode (a) i espectre de I'AZ (b) per les mesures bacterianes experimentals i
simulades.

El diagrama de Bode (Figura 4-10 a) mostra com s'aconsegueix un bon ajustament després

d'haver tingut en compte els parametres que abans s'esmentaven.

Per altra banda, els espectres simulats de 1'AZ obtingut per la presencia de bacteris segueixen
la mateixa tendéncia que els experimentals quan s'utilitzen els parametres del model de les
tres capes (detallat al capitol anterior). En ambdéds casos s'obté aquest doble comportament
electric com a aillant o conductor en funci6 de la freqliencia. Tot i aixi, cal destacar que el pic
positiu experimental és superior al simulat i comenga a freqliencies més baixes. Aquest
comportament suggereix que les céel-lules també produeixen un canvi a la impedancia de la
interfase. Una explicacié per aquest fenomen podria ser que com que el tamp6 que s'usa per
fer les mesures té molt baixa conductivitat i una baixa concentracié de nutrients, podria
provocar una situacié d'estres a E. coli fet que podria causar l'activacio de la seva resposta
general contra l'estres. L'activacié d'aquesta resposta permet als bacteris sobreviure en una
alta varietat de medis hostils. Un dels efectes de la resposta a 1'estrés pot ser la formacio
d'estructures d'adhesid, com fimbries, i la secrecié d'exopolisacarids (Chekabab, Paquin-

Veillette, Dozois, & Harel, 2013; Munoz-Berbel, Vigués, Jenkins, Mas, & Mufioz, 2008). Aquests
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elements podrien causar un increment de la impedancia de la interfase dels IDEs fet que no es

considera a les simulacions.

A part, també cal recordar l'efecte del posicionament del bacteri respecte els digits dels
electrodes. La simulacié que es representa a la Figura 4-10 consisteix en un bacil posicionat
perpendicularment als digits i contactant amb dos digits d'electrodes contraris. Aquesta
posicid era la que obtenia un primer pic positiu menor i un pic negatiu major. Per tant, tenint
en compte que, tal i com es veu a la imatge SEM de la Figura 4-8 (pagina 89), els bacteris es
posicionen de manera aleatoria, és raonable pensar que el senyal resultant sigui un promig

entre els dos posicionaments estudiats al capitol anterior.
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2. Deteccio de Saccharomyces cerevisiae per adsorcio sobre IDEs

de 6 x 6 um

Saccharomyces cerevisiae és un llevat mundialment conegut pel seu Us a la industria
alimentaria. Des de temps immemorables la humanitat I'ha utilitzat per dur a terme diferents
tipus de fermentaci6 de sucres com la fermentaci6 de masses a base de cereals (rebosteria), i

la fermentaci6 alcoholica per una gran varietat de begudes.

Els llevats, a diferéncia dels bacteris, tot i ser organismes unicel-lulars son cel-lules de tipus
eucariota. Els organismes eucariotes ens caracteritzem per estar formats per cel-lules amb
nucli diferenciat. Aquest nucli consisteix en un compartiment cel-lular que conté el material
genetic confinat dins la seva membrana. En el cas dels llevats, a més, la membrana plasmatica
és simple pero esta protegida per una paret cel-lular de (-glucans, quitina i mannoproteines
(Sherman, 2002). La paret cel-lular té com a funcié principal protegir la cel-lula del medi

exterior i, sobretot, dels canvis en la pressié osmotica (vegeu Figura 4-11).

Nucli
Membrana uel

citoplasmatica

Paret cel-lular

) Mitocondri
Membranainterna

Figura 4-11: Imatge TEM d'una cél'lula de S. cerevisiae on s'indiquen els seus components cel-lulars
principals. Imatge obtinguda del curs de N. Ifién (Ifién, 2009).

Per tant, es tracta d'una cel-lula estructuralment diferent a E. coli i, d'una mida superior (entre

4 a 10 pm). A més, la seva forma és practicament esferica.

Per realitzar les mesures d'aquest organismes s'utilitzen IDEs de silici policristal-li amb una
geometria de 6 um d'amplada i 6 pm espaiat entre digits. El nostre grup ja disposava
d'electrodes d'aquestes mides aixi que es va poder aprofitar aquest disseny ja fabricat. A més,

aquestes dimensions dels interdigitats son les més adequades, segons l'estudi de la relacié
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entre mides (IDEs:microorganisme) del capitol anterior, perque sén les més similars a les

dimensions del llevat.

2.1. Reactius i solucions

Glicina (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) i pastilles de PBS (VWR International, Llinars del Valles,
Espanya).

Tampo glicina 250 mM pH6 (o = 5.5 pS/cm) i tamp6 fosfat sali (PBS) pH 7.4 (137 mM Nadl],
2.7 mM KCI, 10 mM NazHPO4, 1.8 mM KH2PO4).

2.2. Materials i metodes

2.2.1. Preparacio de la mostra

Es fan créixer els llevats aerobiament en el medi de cultiu Saboraud durant 48 hores a 30°C en
un bany amb agitaci6 (160 rpm). Posteriorment, els cultius es centrifuguen 10 minuts a 10100
g a una centrifuga 5804R (Eppendorf, Madrid, Espanya). El medi sobrenedant s'elimina i es fa
una resuspensié del precipitats cel-lular amb PBS. Aquest procés de centrifugacié i
resuspensié es repeteix dues vegades més per eliminar els productes metabolics, els
fragments de membrana i les proteines citoplasmatiques. Finalment, es fa una resuspensid

amb 50 mL del mateix tampd i es separen 20 mL per matar a I'autoclau durant 1 hora a 120°C.

2.2.2. Mesures d'impedancia de llevats

Els xips escollits es netegen curosament amb aigua desionitzada i s'assequen sota flux de

nitrogen.

Primerament s'observen al microscopi optic Nikon Eclipse ME600 (Nikon, Tokyo, Japd) i es

capten imatges de cada un.

A continuacid es realitzen les mesures del blanc amb el mateix analitzador d'impedancies SI
1260 Solartron a 10 mV d'amplitud de voltatge, 0 V de potencial en corrent continu, en el rang

de freqiiencies compres entre 100 Hz i 10 MHz.
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Paral-lelament a les mesures amb els IDEs es controlen els canvis de conductivitat mitjancant
el conductimetre comercial Micro CM 2202 (Crison Instruments S.A., Alella, Espanya) i també
es controla la temperatura mitjancant un termometre de mercuri. El muntatge per les

mesures és el mateix que pels IDEs de geometria 1.5x1.5 (vegeu Figura 4-2 a la pagina 82).

Posteriorment, s'afegeixen 5 pL de suspensié de llevat viu o mort, en funcié del xip, sobre la

superficie de cada parell d'electrodes.

Tot seguit, es deixa assecar la suspensid sobre la superficie dels interdigitats dins la campana,

amb el flux d'aire activat durant 30 minuts per accelerar la evaporacio.

Després es submergeixen els xips en tamp6 glicina durant 2 hores perque es dissolguin i

desprenguin les sals del PBS.

Es tornen a observar tots els xips al microscopi optic i es fan unes noves captacions per poder

quantificar els llevats (vegeu Figura 4-12).

Figura 4-12: Imatges de microscopi optic realitzades mitjancant el mode de camp fosc (a) i camp clar (b).
La barra d'escala indica una mida de 50 um.

Finalment, es repeteixen les mesures d'impedancia de la mateixa manera que pels blancs.

2.3. Resultats i discussio

Pel cas dels llevats cal destacar que no es registren augments de conductivitat i es manté

constant a 5.5 uS/cm. Per tant, no és necessari fer cap correccio.
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Tal com s'observa a la Figura 4-13 g, tot i no registrar cap canvi de conductivitat en la soluci6
amb les mesures del conductimetre comercial, en les mesures amb els IDEs es pot observar
una gran davallada del |Z| per les freqiiencies intermedies corresponents a la zona plana del

diagrama de Bode en |Z|.
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Figura 4-13: Diagrama de Bode per les mesures de llevats vius i els seus respectius blancs (a) i espectre de
I'AZ pels bacteris vius i morts (b).

Aquest decrement d'impedancia, a la representacié de l'espectre de A|Z| (Figura 4-13 b),
s'aprecia com una disminucié molt acusada de la impedancia, que en aquest cas concret del
40%. Cal tenir en compte que per fer les mesures dels llevats s'utilitza un medi de 5 uS/cm, en
canvi, per les mesures bacterianes el medi de mesura era de 30 uS/cm. Tal i com s'estudiava al
capitol anterior mitjangant simulacions, el fet de realitzar les mesures en medis de més baixa
conductivitat permet obtenir una diferencia de senyal superior. A més, amb el metode emprat
per l'adhesié dels llevats, tot i que és un metode inespecific, s'aconsegueix una densitat major

de microorganismes immobilitzats sobre la superficie.

Pels llevats, el patré d'AZ que s'observa és el mateix que es podria observar per un augment
de la conductivitat del medi. Tot i aixi, el fet de mesurar la conductivitat del medi, en paral-lel
a realitzar les mesures, indica que aquest decrement de Z és causat per la presencia de llevats

i no per cap canvi de conductivitat. També es podria pensar que resten sals de PBS entre les
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cel-lules i que, en submergir els eléectrodes en el medi de mesura, aquestes sals es dissolen fent
que localment es detecti un augment de la conductivitat. Tot i aixi, com que préviament a les
mesures es deixen els IDEs amb llevats submergits en un altre recipient amb el mateix medi
de glicina de baixa conductivitat durant més d'una hora, es podria descartar aquesta

possibilitat.

Per tant, aquests resultats indicarien que el llevat actuaria com un element purament

conductor per les freqiiéncies que es mesuren.

Per altra banda, es calcula el percentatge d'area dels IDEs cobert per S. cerevisiae mitjangant
les imatges del microscopi previes i posteriors a la immobilitzacié. Per dur a terme aquest
calcul s'utilitza el programa Image ] (Schneider et al., 2012). Partint de la imatge inicial,
aquesta es processa restant-li el soroll de fons (-100 d'intensitat), es selecciona la superficie
on es troben els interdigitats i s'analitza mitjancant I'opcié measurement que té el programa
(afegint com a parametre a calcular la fraccié d'area ocupada). El programa remet una graella
amb els resultats de la mesura. Aixi s'obté la informacié de l'area ocupada per pixels amb
intensitat superior al fons (0). Per tant, I'area de cobertura es calcula restant aquesta area
obtinguda pel blanc a l'obtinguda per la imatge presa posteriorment a 1'adhesié dels llevats

(vegeu Figura 4-14).
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Figura 4-14: Imatges originals preses amb el microscopi optic dels IDEs de 6x6 um abans (a) i després (b)
d'immobilitzar els llevats sobre la seva superficie. Imatges processades restant el fons (-100 d'intensitat)
de la regid dels interdigitats on (c) correspon al processament de la imatge (a) i (d) al de la imatge (b). El
requadre groc de les imatges (c) i (d) és el que s'analitza per calcular la seva area amb pixels d'intensitat
superior a 0.

Per altra banda, de les dades obtingudes d'impedancia per cada mesura es calculen les
diferéncies entre pics (maxim - minim) i el sumatori de senyals per cada freqiiencia mesurada
(de 102 Hz fins a 10® Hz). Com es comentava anteriorment, el patré dels llevats per aquest
tipus d'assaig, consisteix en un decrement en |Z| i no s'observa el doble comportament com
per E. coli. Per aquest motiu, a part de calcular diferencies entre pics es calcula el sumatori de

tots els A|Z].

A la Figura 4-15 es representa la relaci6 entre l'area coberta per llevats i el senyal calculat

entre diferencia de pics i el sumatori de senyals.
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Figura 4-15: Sumatori (dreta) i diferéncia de senyals maxims i minims d'A[Z| percentual (esquerra)
respecte el percentatge de cobertura de la superficie dels IDEs pels llevats. En ambdues grafiques esta
representada la recta de regressié lineal (RL) per les dades dels llevats vius.

A la Taula 4-2 es troben els valors pels diferents parametres de les rectes de regressio de les

grafiques de la Figura 4-15.

y=A-x+B Parametre Valor Error estandard (+/-)
& A -9.01-10? 1.37-101
s EE
L EE B -1.85-10 4.17
< EE
Q= R2 0.86
— N A -1.00-10 1.89
= T
23
g~ B -2.28-102 5.77-10
2 £

s R2 0.74

Taula 4-2: Valors per les dues rectes de regressio lineal representades a la Figura 4-15.

Tot i que es representen tres mesures de llevats morts amb aquests calibrats no es pot acabar

de concloure res respecte la diferencia de senyals entre microorganismes vius i morts. El

problema principal en la presa de mesures dels llevats morts és 1'adhesié d'aquestes mostres.

El percentatge de cobertura que s'aconsegueix amb les cel-lules mortes en tots els casos és

inferior al 10

%.

No obstant, si el que s'observa és tot I'espectre d'A|Z| percentual, si que s'aprecia que en el cas

dels microorganismes morts el seu comportament impedimetric difereix clarament del dels

vius (vegeu Figura 4-16).
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Figura 4-16: Representacid dels espectres d'A|Z| percentual pels llevats vius (a) i morts (b). Pels llevats
vius es realitzen nou mesures amb nou IDEs diferents. Pels llevats morts es realitzen tres mesures amb
tres IDEs diferents.

Els senyals baixos dels microorganismes morts (Figura 4-16 b) es poden correspondre a la
baixa densitat de cobertura. Tot i aixi, si es comparen els senyals de les cel-lules vives que
cobreixen un percentatge d'area similar a les tres mesures amb cél-lules mortes (IDEs 7,819
de la Figura 4-16 a), es pot veure com segueixen un patré diferent. Es a dir que les cél-lules
vives provoquen un decrement més definit estrictament a la regié de la zona plana del Bode

|Z] i, en canvi, les mortes no segueixen un patro tan regular.

De totes maneres no es pot arribar a cap conclusié clara, com ja es comentava anteriorment,
pel fet de només haver aconseguit tres mesures de llevats morts i, per tant, poques dades per

elaborar una bona estadistica.
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3. Conclusions

Per les mesures d'E. coli realitzades amb IDEs de 1.5 x 1.5, s'observa on patré d'impedancia

caracteristic i diferent a les mesures d'altres esdeveniments mesurats.

El patré impedimetric caracteristic d'E. coli consisteix en un primer augment de A|Z| a

freqiiencies baixes i un decrement a les freqiiencies més altes.

Aquests resultats indiquen que el bacteri té un doble comportament electric: aillant a

freqiiencies baixes i conductor a freqiiencies més altes.
Els resultats experimentals concorden amb les simulacions realitzades al capitol anterior.

En canvi, per les mesures de S. cerevisiae realitzades en IDEs de 6 x 6 pum, s'observa que

segueix el mateix patré que pel cas d'un augment de conductivitat del medi.

Es pot observar una relaci6 directa entre la fracci6 de l'area de I'IDE coberta per llevat i el

senyal obtingut.

No es pot concloure si s'aprecien diferencies entre llevats vius i morts a causa de les poques

dades obtingudes amb llevats morts.
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CAPITOL5

Optimitzacio de la geometria
dels electrodes interdigitats i
integracio d'un sistema

microfluidic

En aquest capitol es detalla el procediment de disseny i fabricacié d'una nova geometria d'IDE
per detectar microorganismes sub-micrometrics. A diferencia dels IDEs anteriors, en aquest
cas es dissenya un encapsulat amb un sistema microfluidic integrat i un imant amb diferents

posicions per facilitat la captacié immunomagnetica de la mostra.

S'optimitzen tots els parametres per realitzar les mesures mitjangant la utilitzacio de
tecniques complexes com la microscopia confocal i finalment es realitzen mesures directes i

indirectes del bacteri.

Posteriorment també s'analitza la ra6 dels diferents resultats obtinguts amb les mesures.




CAPITOL 5

1. Disseny i fabricacid del dispositiu

Per tal de seguir explorant les possibilitats de deteccié de microorganimses amb IDEs es
planteja la possibilitat de detectar un coc de dimensions sub-micrometriques com els cocs de

la familia Veillonella.

Veillonella sp. és una familia de cocs gramnegatius anaerobics que formen part de la flora
normal de les vies respiratories altes, el tracte intestinal baix i el tracte vaginal de diferents
especies de mamifer. Rarament constitueix un perill fatal per a humans (Liu et al. 1998) pero
si que pot ser util la seva detecci6é en aigiies perqué es pot considerar un indicador fecal
especific (Jeong et al. 2011). El seu diametre promig és de 0.5 uym (Holland, Knapp, and
Shoesmith 1987) i en ser gramnegatiu com E. coli té la mateixa estructura cel-lular de doble

membrana i periplasma.

Al capitol 3 es conclou que la relaci6é optima entre mides de microorganisme i geometria d'IDE
és el quocient 1:1. Per tant, per aconseguir el maxim senyal per la deteccié de bacteris com

Veillonella sp. s'haura de reduir la geometria dels IDEs.

A I'Institut de Microelectronica de Barcelona es disposa d'una Sala Blanca per a fabricaci6 de
xips. Es tracta d'una instal-lacié qualificada pel Ministeri d'Economia i Competitivitat de
I'Estat Espanyol com a Infraestructura Cientifico-Tecnica Singular (ICTS) (Ministerio de
Economia y Competitividad 2016). Per aquest motiu, aprofitant les oportunitats que ens

brinda el nostre centre, es resol fabricar un nou dispositiu.

Per una banda, s'han d'escalar els eléctrodes a unes mides més reduides i, per altra, es

decideix implementar un sistema microfluidic que s'acobli al xip amb els electrodes.

Per la reduccio de la geometria s'acorden unes mides de 0.5 pm tant per I'amplada com per
I'espaiament entre dits. Aquestes sén les mides que s'han explorat al capitol 3 mesurant un

coc gram negatiu de 0.5 pm de diametre com Veillonella.

Per altra banda, tenint en compte les dimensions d'E. coli, una distancia entre electrodes de
0.5 um augmenta la probabilitat d'aquestes cel-lules de contactar amb dos electrodes. Cal

recordar que els resultats de les simulacions mostren que el fet que una cel-lula contacti amb
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dos electrodes produeix un augment molt superior del senyal a si només contacta amb un
electrode. Per tant, tot i que aquesta geometria d'IDE no és la més idonia en quan a relacio 1:1
de mides amb E. coli, el fet d'augmentar la probabilitat de contacte amb dos eléctrodes podria

produir una millora a la seva deteccio.

Cal aclarir que, tot i fer la optimitzacié de la geometria pensant principalment en la detecci6
de la Veillonella, finalment no va haver-hi temps dins el marc d’aquest treball de tesi per
caracteritzar experimentalment la deteccié6 d’aquest microorganisme amb els nous IDEs
fabricats. Com es veura a la secci6é d’experimental, només es mostren resultats per la detecci6

d’ E. coli.

En referencia al sistema microfluidic, es pretén aconseguir que el dispositiu pugui treballar
de manera automatitzada i controlada. Es conclou implementar un canal simple. Per facilitar
la disposicié de les connexions eléctriques i fluidiques al xip, es pensa en una configuraci6 en
diagonals perpendiculars. Es a dir que a la confluéncia entre diagonals es troben els IDEs, en
una diagonal el canal, i en l'altra les pistes dels electrodes fins als punts de connexié (vegeu
Figura 5-1). D’aquesta manera, les connexions eléectriques i fluidiques queden el més

separades possible.

Figura 5-1: Esquema del xip dissenyat. Les linies discontinues indiquen la disposicié del canal
microfluidic. Les pistes i punts de connexié d’alumini estan en color verd. Els interdigitats de silici
policristalli es troben al mig del xip ocupant una superficie quadrada.
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Finalment, es decideix afegir un imant a I'encapsulat del xip, just a sota d'on es troben els
IDEs, que pugui ser utilitzat en assajos que impliquin la tecnica de separacio

immunomagnetica.

En els casos anteriors, els anticossos per dur a terme la immunodeteccié especifica dels
bacteris s'immobilitzaven directament a la superficie dels electrodes. Aquest fet dificultava

I'ts continu i el reciclatge del xip.

Els assajos d'immunoseparaci6 magnetica s'utilitzen com a metode estandard per la
preconcentracié bacteriana (Baldrich and Mufioz 2008). Actualment existeix una extensa
gamma d'articles comercials que consten de particules magnetiques de diferents mides amb
elements de reconeixement especifics contra diferents bacteris. Per tant, es disposen de

protocols estandarditzats per a captar bacteris mitjancant aquesta tecnica.

Per aquest motiu, en aquest treball els bacteris s'uneixen a particules magnetiques mitjancant
anticossos. Aquest imant el que permet és la retenci6 d'aquests bacteris amb particules
magnetiques a la regié concreta dels IDEs. Per una banda, amb aquest sistema es fa una
preconcentracié de la mostra i, per altra, també es pot canviar el medi per a que sigui el més
optim per les mesures electriques. A més, com es comentava anteriorment, es simplifica la
neteja ja que aquesta s’aconsegueix passant flux amb l'imant retirat per alliberar els bacteris
retinguts. Aquesta estrategia permet que el xip sigui de multiples usos i que es puguin fer

mesures continuament sense haver de desmuntar el sistema.

1.1. Electrodes de silici policristal:li sobre oblies de silici

El disseny dels nous eléctrodes esta basat en el procés de fabricaci6 dels IDEs de geometries

més grans esmentats en el capitol anterior (de la Rica, Fernandez-Sanchez, and Baldi 2006).

Com s’explica més detalladament a l'apartat de la introducci6 que es refereix a
microfabricacié, en el procés d’elaboraci6é del nostre xip es realitzen fotolitografies de

projecci6 utilitzant un Stepper 112 (Nikon, Tokyo, Japd).

Per les geometries anteriors, en canvi, el procés de fabricacié s’havia basat en fotolitografies
de contacte. Per aquests casos, es va utilitzar un joc de mascares que constava de tres
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mascares. En canvi, per les fotolitografies del nostre procés només es necessita un reticle que

conté tots els nivells necessaris per la fabricacio.

El procés de fabricaci6 en concret consta de tres etapes de fotolitografia i, per tant, s'utilitzen
tres nivells del reticle. El primer nivell defineix els electrodes de silici policristal-li, el segon les

connexions d'alumini i el tercer les obertures de la passivacio.

A continuacid es detalla com es va realitzar tot el procés, des del disseny dels nivells del reticle

fins a la caracteritzacio dels eléctrodes.

1.1.1. Materials i métodes
1.1.1.1.  Disseny dels diferents nivells del reticle

A la Figura 5-2 es mostren els tres quadrants del reticle que defineixen els motius del nostre

xip.

Figura 5-2: Imatge dels tres quadrants de 6 mm per 6 mm del reticle CNM739 dissenyats per aquest
treball. Definicié dels motius d'alumini (a), de passivacié (b) i de silici policristal-li(c).

El disseny dels diferents nivells es va realitzar utilitzant el programa Cadence (Cadence

Design Systems Inc., San José CA, EUA).

El tercer quadrant (Figura 5-2 c) defineix els electrodes interdigitats compostos per un total
de 1000 digits (500 de cada electrode), essent 1030 um la llargada total de cada digit (vegeu
Figura 5-3).

111



CAPITOL 5

Figura 5-3: Representacié grafica on s'aprecia el detall d'un extrem dels eléctrodes interdigitats. En color
més fosc estan representats els eléctrodes de silici policristal-li. En color més clar (a la dreta) s’observa
l'obertura de la passivacid.

El primer quadrant defineix les pistes d’alumini i els punts de connexié d’l mm de diametre
(Figura 5-2 a). Les pistes es sobreposen a les barres col-lectores dels eléctrodes de silici
policristal-li en 40 pm dels 50 totals que fan (vegeu la Figura 5-4). Més endavant s'explicara
que, per fer les connexions, a I'encapsulat s'utilitzen uns connectors de molla en lloc de soldar
directament les connexions. Per evitar que aquests connectors contactin fora de 1'area del
punt de connexi6, es dissenyen aquests punts de connexié d'una mida considerablement
superior als dels IDEs de 1.5 pm. Al seglient apartat es justifica 'eleccié de la mida dels punts

de connexio.

Figura 5-4: Representacié grafica on es veu un detall d’un extrem dels eléctrodes interdigitats i s'observa
la superposicio de les pistes d’alumini amb la barra col-lectora de silici policristal-Ii.

Finalment, el segon quadrant (Figura 5-2 b) defineix 'obertura de la passivacié: un quadrat
d’l mm? al centre per exposar els IDEs i dues obertures rodones d’1 mm de diametre per

exposar els punts de connexid.
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Com s’explicava al primer capitol, a les fotolitografies per contacte o proximitat la mascara
cobreix tota l'oblia i en una irradiacié es marca tota la superficie. En canvi, en la de projeccio
s’han d’introduir les coordenades del reticle de la zona que es vol exposar, programar quantes

vegades s’ha d’exposar, i en quina disposicio dins la superficie de I'oblia.

En aquest procés, a cada etapa de fotolitografia s'exposa 61 vegades el nivell 1 per gravar
aquest motiu en tota la superficie de 1'oblia. A més, també es pot escollir la distancia que ha
d'haver entre motius i espaiar la segilient exposicié el que es desitgi. Pels nostres xips es
decideix espaiar els motius deixant un marc de 2 mm al voltant de tot el quadrant (que en fa
6), aixi que finalment s'obtenen xips de 10 mm per 10 mm i no de 6 mm per 6 mm. Aix0 no
seria possible d'aconseguir amb la fotolitografia per contacte ja que la distancia marcada per

les mascares seria la que quedaria en exposicid i no es podria canviar.

1.1.1.2.  Calculs de les capacitats dels punts de connexid

Abans d’enviar a fabricar el reticle es comprova que la impedancia produida pels punts de
connexi6 d’alumini no sigui major que la impedancia que es vol mesurar entre els dits de

I'IDE.

L’oblia que s’utilitza per la microfabricacio, com s’explica més endavant, és de silici i té una
capa d’oxid de silici de 2 pm. Sobre d’aquesta capa d’oxid es troba I"alumini dels punts de
connexid. Aquestes sandvitx de tres capes (dues conductores flanquejant una d’aillant) actua

com una capacitat.

En el cas dels IDEs d’1.5x1.5 um els punts de connexio6 tenien una area de 1.44-104 um?2 pero

en canvi, al nou disseny sén de 7.85-105 um2. Es a dir, 54.51 vegades més gran.

Per tant, coneixent la permitivitat relativa de 1'oxid de silici, que és 3.9, i mitjancant 1'equacid
1.1 que permet calcular el valor de les capacitats en funcié de la seva superficie, permitivitat i

distancia entre plaques, obtenim la capacitat corresponent a un punt de connexio.

11 C=%= 13.55pF/PAD
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Cal tenir en compte pero que es tenen dos punts de connexio aixi que les dues capacitats en
série donen la capacitat total deguda als punts de connexi6 que és de 6.78 pF (vegeu operacid

1.2).

1.2. L =2 Cuppy = 24D = 355 _ g 78 HF

Ctotal  CpaD

Per altra banda, es calcula mitjancant simulacions la capacitat de la solucié d’'un medi aquoés

per uns IDEs de 0.5x 0.5 pum i s’obté que és aproximadament de 2:103 pF.

Per tant, tot i haver augmentat significativament 'area dels punts de connexi6é d’alumini, la
seva capacitat segueix sent menyspreable respecte la capacitat de la solucié (tres ordres de

magnitud inferior).

Com a conclusid, es pot considerar que la definici6 de punts de connexié de 1 mm de diametre

no afecta a les mesures d'impedancia amb els IDEs d'aquesta geometria.

1.1.1.3.  Microfabricacio dels xips

Per la fabricaci6 dels xips es parteix d’'unes oblies de 4 polzades i 500 um de gruix sobre les
que es fa créixer una capa d’oxid de silici de 2 pm mitjancant oxidacio6 térmica (vegeu Figura

5-5).

Primerament es diposita una capa de silici policristal-li de 4800 A per deposicié6 quimica de
vapor, es dopa amb oxiclorur de fosfor per fer-lo més conductor, es fa la fotolitografia amb els
motius del nivell corresponent, i es grava mitjangant un gravat ionic reactiu profund (DRIE)

selectiu a silici policristal-lf que és un tipus de gravat sec.
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1 I 2 I 3

4 5

Figura 5-5: Esquema de les principals etapes del procés de fabricacié. 1 Oblia dopada de silici. 2
Creixement térmic de la capa d’oxid de 2 um. 3 Deposicié quimica de la capa de 4800 A de silici
policristalli. 4 Gravat DRIE del silici policristalli. 5 Deposicid fisica de la capa d’alumini d’1 um. 6 Gravat
humit d’alumini. 7 Passivacio del xip amb oxid i nitrur. 8 Gravat RIE i humit de la passivacio.

Un cop gravat el silici policristal-li i decapada la resina es deposita una capa d’1 pm d’alumini
mitjancant polvoritzacié catodical (un tipus de deposici6 fisica). Es realitza la fotolitografia

corresponent que es grava en humit amb els motius del nivell del reticle corresponent.

Finalment, es passiva amb una capa d’oxid i nitrur (4000 A d’oxid i 7000 A de nitrur)
mitjancant deposicié quimica de vapor amb plasma (PECVD). Després de la fotolitografia es
grava amb els motius del segon quadrant per deixar obertures als punts de connexi6 i als
IDEs. Per gravar tota la passivacid es fan tres atacs diferents: un atac en sec de tota la capa de
7000 A de nitrur, un altre atac sec dels primers 3000 A d’oxid i, per acabar, en humit
s’ataquen els tltims 1000 A d’0xid restants. El motiu d'acabar amb l'atac humit és que té una

major selectivitat per 1'0xid en front del silici policristal-li.

Un cop decapada la resina es fa un recuit de I'alumini a 3502C per millorar I'adhesié d’aquest
amb el silici policristal-li. Finalitzat aquest punt ja es pot considerar com a acabat el procés
dins la sala blanca. L'altim pas necessari per poder utilitzar els xips és enviar-los a tallar de

I'oblia.

1.1.2. Resultats i discussio

Durant tot el procés de fabricaci6 van sorgir diferents dificultats. L'etapa més critica del

procés és I'atac del silici policristal-li, que es realitza mitjancant un procés RIE direccional.

1 Sputtering en angles.
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L’obertura que s’ha d’aconseguir entre digits té la mateixa amplada que profunditat: 0.5 pm.
Per tant, s’ha d’atacar una regié molt estreta i els temps d’atac han de ser superiors als temps
que normalment s’aplicarien per eliminar una capa d’aquest gruix pero amb obertures més

grans (I'anomenat efecte d’area dels atacs RIE).

La primera vegada que es va fer el procés la majoria dels electrodes van sortir curtcircuitats,
és a dir que I'atac entre digits va ser deficient. Es van triar els eléctrodes més curtcircuitats
per caracteritzar-los mitjangcant una observacié al SEM (LEO model S-530, Hiatchi High
Technologies America, Inc., Schaumburg, EUA). Per apreciar millor I'estat de 'obertura entre
dits es van clivellar per la meitat de manera que es pot observar perfectament I'existéncia de

silici policristal-li entre digits (vegeu Figura 5-6).
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Figura 5-6: Fotos SEM de la regié dels digits de silici policristalli on s’observa que els eléctrodes estan
curtcircuitats per tots els digits. Per aconseguir aquestes imatges s’ha clivellat préviament el xip per la
meitat. Amb color més clar es veu el silici policristal-li. EI material més llis i fosc de sota el silici

policristal-li és I'oxid de silici (capa de 2 um).
En repetir el procés de fabricacio, es va sobreatacar el silici policristal-li i es va aconseguir una

eficiencia major de xips amb funcionament correcte (vegeu Figura 5-7).

117



CAPITOL 5

Figura 5-7: Imatges de SEM de l'etapa de fotolitografia i atac dels IDEs de silici policristal‘li. (a) Foto
posterior al revelat de la resina i prévia a 'atac del silici policristal-li on s’observen els digits de resina
definits sobre la capa de silici policristal-li (rugosa). (b) Foto posterior a l'atac de silici policristallf i
préevia al decapat de la resina on es veu el fons d’oxid de silici (llis) i els digits formats per dues capes:
4800 A de silici policristal-lf (més clar i rugds) i 6000 A de resina.

Per altra banda, durant la inspeccié que es va fer després de I'atac humit de I'alumini es va
observar I'aparicio d’unes tires d'un material diferent al silici policristal-li entre els digits dels

electrodes.

Després de 'observaci6 amb SEM (vegeu Figura 5-8) es va descartar que les tires fossin
d'alumini ja que algunes s’havien desplagat per la fase aquosa (acid de I'atac) fins dipositar-se

en altres llocs del xip. Qualsevol traca de metall que passés a la soluci6 atacant es dissoldria
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rapidament i, per tant, aquest material no podria ser alumini. No obstant, si que podia ser

resina de la fotolitografia que s'usa, precisament, per protegir el metall del bany d'atac.

Després de decapar amb plasma, aquestes tires van desapareixer, fet que va corroborar que es

tractava de resina.

Figura 5-8: Imatge SEM dels interdigitats de silici policristalli on s’observen les tires de resina de
fotolitografia.

Una hipotesi possible sobre l'aparicié d’aquestes tires és que el dipdsit no conformal de
I’alumini formaria una cavitat entre els digits de polisilici amb forma de canals paral-lels a
aquests. Com a conseqiiencia, en dipositar la resina, aquesta s’hauria colat pels canals que

hauria deixat I'alumini. Finalment, en irradiar la resina, aquesta part que es trobés protegida
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pel relleu de 'alumini no es veuria afectada per la fotolitografia i, per tant, no es revelaria. Es a
dir que aquestes tires de resina només apareixerien després de I'atac de l'alumini que les

alliberaria (vegeu Figura 5-9).

«n 2u BN
1111
I am e

Figura 5-9: Esquema de la hipotesi sobre l'aparicié de tires de resina durant I'atac de I'alumini. 1 Detall
de dos digits de silici policristal-li ja definits. 2 Deposicié de la capa d’alumini. 3 Deposicié de la resina
fotosensible per fer la fotolitografia. 4 Etapa de fotolitografia: la regio dels IDEs ha de quedar totalment
neta d’alumini. 5 Revelat de la fotoresina. 6 Gravat humit de I'alumini. Queden exposades les tires de
fotoresina.

La resta del procés es va resoldre sense més complicacions. A continuacid, a la Figura 5-10, es

mostra una imatge de SEM del xip després d’haver acabat tot el procés de fabricacio.
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10 pm

Figura 5-10: Imatge SEM del xip després d’haver finalitzat el procés de microfabricacié. A la part inferior
de la fotografia s'aprecien els digits de silici policristal-li. Més amunt s'observa com aquests digits queden
coberts per una capa d'oxid de passivacid. A la part més superior de la imatge es pot veure un darrer
esglad. Aquest darrer esglad és conseqiiencia que sota la capa de passivacié es troba dipositada la capa
d'alumini de les barres col-lectores.

Un cop finalitzada la fabricacid, es mesura el pas de corrent entre ambdds electrodes de cada
xip. S'identifiquen i marquen tots els xips de les diferents oblies processades amb
funcionament correcte, és a dir, sense pas de corrent entre els seus electrodes. Pel primer
procés de fabricacié només s'obtenen 8 xips correctes d’un total de 244 (3.3%). La segona

vegada augmenta el rendiment fins a 13.1%.

Els baixos rendiments son causats per l'atac insuficient del polisilici. Per procurar augmentar
l'eficiencia s'hauria d'augmentar el temps d'atac pero s'ha de tenir present que durant I'atac la

resina també es va consumint aixi que tampoc es pot abusar del sobreatac.

Tot i parlar de rendiments baixos cal dir que aquests xips sén de multiples usos aixi que
finalment s'aconsegueixen prou xips per poder dur a terme tot 'experimental previst. La

Figura 5-11 mostra un xip tallat.
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Figura 5-11: Fotografia feta al microscopi optic d’un xip. El marc que conté les pistes on estan els motius
d’alineament té unes mides de 6 mm x 6 mm pero pel tall es deixa un marge de 2 mm per tots els costats
aixi que finalment les mides dels xips sén de 10 mm x 10 mm.

1.2 Encapsulat amb integracié de microfluidica: disseny i fabricacié

Com es mostrava a la Figura 5-1, el disseny del xip es fa pensant en acoblar un canal
microfluidic a la diagonal contraria de les pistes d’alumini. La decisi6 de deixar un marc de 2
mm al voltant dels motius és per augmentar la distancia entre 'entrada i la sortida del canal

dels punts de connexid.

L’encapsulat que es dissenya és de tipus sandvitx on el xip es posiciona enmig de dues peces

de metacrilat (vegeu Figura 5-12).
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Figura 5-12: Representacio 3D de les diferents peces que componen l'encapsulat del xip.

Com a particularitat es decideix integrar unes peces de connexi6 de mollaZ a la tapa que, per
una banda contacten amb els punts de connexié del xip evitant aixi la soldadura i, per altra,
exposen un pin mascle que es pot encaixar als cables mitjancant entrades de femella. Aquest
sistema permet reutilitzar el mateix encapsulat pels diferents xips i, a la vegada, ens evita la
incomoditat d’haver de manipular el dispositiu amb els cables ja que aquests només es

connecten just en el moment de fer les mesures (vegeu Figura 5-13).

2 Spring-loaded en angles.
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Figura 5-13: Fotografia del dispositiu amb els cables connectats a les connexions de molla.

A més, com s’esmentava a l'inici del capitol, es dissenya una pestanya a la pe¢a que fa de
suport del xip on s’hi encasta un imant de neodimi (Supermagnete, Webcraft GmbH,
Gottmadingen, Alemanya). Aquesta pestanya pot retirar-se i tornar-se a posar lliurement per
la ranura corresponent sense afectar al xip. D’aquesta manera es pot controlar el
posicionament de I'imant a I'hora de passar particules magnetiques pel canal. L'imant que
s’'utilitza té un diametre d’l1 mm per a poder concentrar les particules magnetiques just
damunt la superficie dels IDEs que és d’1 mm per 1 mm. Finalment, el canal microfluidic es

defineix a la tapa de I'’encapsulat mitjangant I'adhesi6 de dues capes de vinil.

Totes les peces es dissenyen amb el programa CorelDRAW (Corel Corporation, Ottawa,
Canada). La base esta composta per dues peces de metacrilat. La primera serveix per guiar la
pestanya amb l'imant, només té els quatre forats pels cargols i té un gruix d’1 mm. La segona,
a part dels quatre forats, també té definida la ranura per on s’encaixa la pestanya amb I'imant.
Aquesta pecga i la pestanya tenen un gruix de 3 mm. Sobre aquesta peca de la ranura s’hi

enganxa un vinil de 70 um de gruix per facilitar el posicionament correcte del xip.

Finalment, la tapa consisteix en una peca de metacrilat de 5 mm de gruix amb els quatre forats
pels cargols, dos forats per les connexions de molla i dos altres forats pels tubs de la
microfluidica. A la cara de contacte amb el xip se li adhereix un vinil de 70 um que defineix el
canal. Sobre d'aquesta s'hi afegeix una altra peca de vinil, del mateix gruix, que defineix la

junta del canal (vegeu Figura 5-14).
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Figura 5-14: Representacio del detall del dors de la tapa on es troben les peces de vinil adherides que
defineixen el canal.

Les peces de metacrilat es van tallar mitjangant un mecanitzat amb laser (Epilog Mini 24 CO2-
laser, Epilog Laser, Golden, EUA). Les de 51 3 mm a 70% de potencia, 10% de velocitat, essent
necessaries dues passades per les de 5 mm. En canvi, per la peca d’1 mm s'utilitzen unes altres
condicions de 20% de potencia i 15% de velocitat. En tots els casos la freqiiencia emprada és

de 5 kHz.

Les peces de vinil es van tallar amb un equip de tall tipus Cutter plotter (Roland GX-24 CAMM-
1, Roland DGA Corporation, Irvine, EUA) utilitzant una fulla del mateix fabricant amb un ofset

de 0.175 mm.

Les mides del canal sé6n 11.2 mm de llargada, 3.37 mm d’amplada i 0.14 mm d’al¢ada (dos
vinils de 70 um) i la junta del canal té una amplada de 0.5 mm. Per tant, el volum maxim de

liquid que s’hi pot allotjar és aproximadament de 5.3 pL.
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2. Estudis previs de caracteritzacio i optimitzacio dels diferents
parametres necessaris per a realitzar les mesures

d'impedancia bacterianes

2.1. Reactius i solucions

Particules magnetiques de 100 nm de diametre marcades amb estreptavidina fluidMAG-
Streptavidin (Chemicell GmbH, Berlin, Alemanya), anticos anti-E. coli 0157:H7 marcat amb
biotina (KPL Inc., Gaithersburg, EUA), pastilles de PBS (VWR International, Llinars del Valles,
Espanya), LIVE/DEAD BacLight™ Bacterial Viability Kit (Life Technologies S.A., Alcobendas,
Espanya) i KCl (Sigma-Aldrich Quimica S.L., Madrid, Espanya).

Tamp6 fosfat sali (PBS) pH 7.4 (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na;HPO4, 1.8 mM KH2POa).
Solucions de diferents conductivitats de 5 uS/cm a 100 pS/cm (partint d'aigua desionitzada

s'ajusta a cada conductivitat amb KCL).

2.2. Materials i metodes

2.2.1. Caracteritzacio impedimeétrica dels IDEs

Abans de fer les mesures de bacteris amb els xips es realitzen calibrats en conductivitat per
tots ells. Pels calibrats es mesuren diferents conductivitats del rang de 5 pS/cm a 100 uS/cm:
5,10, 20, 40, 60, 80 i 100 uS/cm. A partir d'aquestes mesures s'estudien diferents parametres

que defineixen els IDEs.

2.2.2. Condicionament de les particules magnétiques amb anticossos i optimitzacié de la

relacio de particules magnétiques per bacteri

Com es comentava anteriorment, el sistema té un imant integrat pensat per realitzar els

assajos de deteccié mitjangant I'ds de particules magnétiques que capten 'analit.
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L’avantatge d’aquest tipus d’assajos és la possibilitat d’acumular els bacteris just a la
superficie dels IDEs. A més, un cop retinguts els bacteris, es pot canviar el medi en el que es
troben per un de menys conductiu ja que, com s'estudiava al segon capitol, el senyal
d'impedancia degut a la presencia de microorganismes sera superior amb medis de
conductivitat baixa. Finalment, una altra virtut d’aquesta estrategia és la facilitat amb la que
es pot aconseguir la neteja del xip (traient l'imant) sense haver de recdrrer a reactius

agressius i ni tan sols haver de treure el xip de 'encapsulat.

Per dur a terme l'assaig final de deteccié de bacteris és necessari que les particules
magnetiques s’uneixin especificament al bacteri que es vol mesurar. Per altra banda, es vol

evitar que les particules produeixin més senyal impedimetric que els propis bacteris.

Per tant, s’opta per unes particules magnétiques de 100 nm de diametre (cinc cops més
petites que el diametre dels bacteris) modificades amb estreptavidina per unir-hi

anticossos especifics mitjancant la interaccio biotina-estreptavidina.

Posteriorment al condicionament de les particules magnetiques amb anticossos, cal trobar la

relacié optima entre quantitat de particules magnetiques per bacteri.

Aquesta optimitzacié és important ja que un excés de particules magnétiques podria
perjudicar les mesures perque cobriria la superficie de I'IDE i podria emmascarar els bacteris.
Per altra banda, un deficit de particules magnetiques faria que els bacteris no es quedessin

retinguts damunt els eléctrodes.

2.2.2.1.  Condicionament de les particules magnétiques amb anticossos

Per aconseguir el condicionament es procedeix tal com indica el protocol del comerciant
(Chemicell 2016). Les particules magnetiques amb estreptavidina es renten tres vegades amb
PBS utilitzant un separador magnetic MagnetoPURE (Chemicell GmbH, Berlin, Alemanya). Es
prepara una soluci6é final de 0.3 mg/mL d'anticos marcat amb biotina i 10 mg/mL de
particules magnetiques marcades amb estreptavidina en PBS. Es deixa incubar en un agitador
durant 15 minuts a temperatura ambient i es tornen a fer tres rentats amb PBS utilitzant el
separador magnetic. Seguint aquest procediment s’obté una relaci6 de 33.5 anticossos per

particula magnetica. Probablement hi hagi un excés d’anticossos que es neteja amb els tres
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rentats finals. Finalment, aquestes particules magnetiques conjugades es poden reservar al

frigorific per ser usades durant les setmanes posteriors.

2.2.2.2.  Optimitzacié de la relacié de particules magnétiques per bacteri

Un cop condicionades i rentades les particules magnéetiques amb anticos, es preparen quatre
vials amb diferents proporcions de bacteri i particules magnetiques cada un (proporcions
1:10, 1:25, 1:50 i 1:100) i un vial amb el blanc amb particules magnétiques sense bacteris

(només PBS).

Els bacteris junt amb les particules magnétiques condicionades s'incuben en agitaci6 a
temperatura ambient durant 30 minuts. Tot seguit es procedeix a la separaci6 magnetica
mitjancant el separador magnetic en agitacié durant 1 hora. Després es recull el sobrenedant
de cada vial en una cubeta de quars. Posteriorment, s'analitza la seva absorbancia a 550 nm
(longitud d'ona tipicament utilitzada per a quantificacio cel-lular) en un espectrofotometre

DU730 (Beckman Coulter, Pasadena, EUA).

2.2.3. Optimitzacio del flux: estudis amb microscopi confocal

Abans de realitzar les mesures impedimetriques de bacteris es fan estudis per optimitzar el

flux a I'hora de fer 'assaig amb la microfluidica integrada.

A T'hora d’integrar la fluidica s’ha de ser conscient que un flux excessivament rapid pot
arrossegar l'analit amb particules magnetiques sense que aquest pugui dipositar-se a la
superficie dels IDEs. Per tant, és necessari optimitzar el flux per a que aquest sigui el més

rapid possible sense que es perdin un nombre significatiu de bacteris.

Per coneixer el flux optim es realitza un estudi comparatiu de fluxos utilitzant solucions amb
particules magnetiques unides a bacteris. Per observar in vivo 'atraccio i fixaci6 dels bacteris

a la superficie, s’utilitza la tecnica de microscopia de fluorescencia confocal.

2.2.3.1.  Preparaci6 de la mostra

S'utilitzen el mateix tipus de bacteris que per les mesures amb els IDEs d’1.5 pum, les E. coli

DSMZ 17076. Després de centrifugar es fa una resuspensié del sediment amb PBS. Aquests
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bacteris s’incuben amb les particules magnetiques amb anticos (proporcié 1:100 tal com

s'explicava a la secci6 anterior) en agitacié durant 30 minuts a temperatura ambient.

Posteriorment s’afegeixen 2 pL de cada colorant (A i B) de LIVE/DEAD Kit i es deixa actuar

durant 5 minuts abans de passar-ho pel sistema microfluidic.

2.2.3.2.  Preparacié del sistema microfluidic

Les observacions al confocal no es poden fer utilitzant el nostre dispositiu a causa de I'opacitat
del xip i perque els tubs de microfluidica impedeixen un bon enfocament de la imatge. Per
aquest motiu, els estudis es fan amb uns portaobjectes comercials que contenen sis canals: p-
Slide VI°1 (Ibidi GmbH, Martinsried, Alemanya). Hi ha diferents articles comercials amb canals
que ens permeten fer 'estudi amb confocal (vegeu Taula 5-1) pero s'escull el p-Slide VIO1 per
ser el més similar al nostre canal. Per altra banda, existeix el Slide VI®4 amb canals de mida

superior al del nostre dispositiu.

Un fluid passant a un flux X (pL/s) anira a una velocitat superior per un canal més petit que
per un de més gran. El p-Slide VIOl és preferible al p-Slide VIO4 perque té unes mides
lleugerament més reduides a les del nostre canal. Per tant, per un canal del p-Slide VI01
qualsevol fluid anira a velocitat superior que pel nostre canal en aplicar el mateix flux. En
conseqiiencia, el flux que es consideri optim per aquest canal comercial, amb tota certesa sera

optim també pel nostre canal, cosa que no es podria concloure si es fes I'estudi amb el canal

meés gran.
Canal Llargada (mm) Amplada (mm) Alcada (mm) Volum (pL)
Dispositiu amb 11.2 3.37 0.14 5.3
IDE
pu-Slide V101 17 1 0.1 1.7
(comercial)
p-Slide VIo4 17 3.8 0.4 30
(comercial)

Taula 5-1: Comparativa entre el canal del dispositiu i els canals comercials.
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Damunt de cada canal s’hi enganxa un imant del mateix tipus del que es posa a la pestanya de
I'encapsulat (1 mm de diametre per 1 mm d’algada). Aquest imant es pot observar amb el

canal de llum transmesa i aixi es pot enfocar tenint-lo de referencia.

L’estudi es va desenvolupar al Servei de Microscopia de la Universitat Autonoma de Barcelona
amb l'ajuda de la tecnic del Servei Monica Roldan. L'equip que es va utilitzar va ser el
Microscopi Laser Confocal Multifot6 Espectral Leica TCS SP5 (Leica, Nanterre, Franga). Per
controlar els fluxos s’utilitza una bomba de xeringues Nemesys (Cetoni GmbH, Korbufen,

Alemanya) i xeringues de vidre de 2.5 mL (Hamilton Company, Bonaduz, Suissa).

Es connecta la sortida del canal del portaobjectes comercial amb la xeringa de bombeig
mitjancant un tub de tefl6 de secci6 interna de 0.5 mm i s’aplica pressi6 negativa per iniciar la
succié de la mostra (vegeu Figura 5-15jError! No se encuentra el origen de la referencia.).
Per altra banda, per I'’entrada del canal s’hi connecta un tub de les mateixes caracteristiques
que es deixa sense connectar. Aquest és el tub que es submergeix dins el liquid que s’hagi de
fer passar pel sistema en cada cas. Abans de fer passar la mostra és necessari cebar tot el
canal fins la xeringa. Per poder cebar el canal i després treure tot 'aire de la xeringa s’utilitza
una valvula que es connecta a la sortida de la xeringa. Aquesta valvula té una connexié amb la

xeringa i dues amb dos tubs: el tub que es connecta al canal i el tub dels residus.

canal

valvula )

imant

@

residus mostra

Figura 5-15: Representacié esquematica de les connexions del sistema microfluidic.

Quan es treballa amb pressié negativa, com és el cas d’aquest estudi i els posteriors, és
necessari cebar el sistema amb liquid. Els gasos son compressibles pero els liquids
practicament no ho sé6n. Quan es comenga a aplicar la pressié negativa a un flux concret a
velocitat constant, si tot el sistema esta ple d’aire (gas), el liquid de la mostra que comenga a

entrar no anira a la velocitat constant que s’esta bombejant degut a la compressié i
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descompressio del gas que hi ha al sistema. Per aquest motiu, per assolir una precisio superior

en la velocitat del flux és necessari que tot el sistema contingui liquid.

Per cebar el sistema en aquest estudi utilitzem tamp6 PBS que és amb el que es troben les
cel-lules tenyides. A la Figura 5-16jError! No se encuentra el origen de la referencia. es pot

apreciar la complexitat de la integracio6 del sistema microfluidic dins el microscopi confocal.

Y

Figura 5-16: Fotografies del muntatge complet per fer 'estudi. Integracio del sistema microfluidic dins
I'equip de microscopia confocal. A I'esquerra es veu el microscopi confocal, 'aparell de bombeig amb la
xeringa i l'ordinador portatil que controla el bombeig. A la dreta s’observa més detalladament el
posicionament del portaobjectes i les entrades i sortides del canal.

2.2.3.3. Pas de la mostra a diferents fluxos

Per fer els estudis es fan passar 50 pL de mostra cada vegada. El volum del tub d’entrada és
d’uns 300 pL i per tant, després d'absorbir els 50 puL. de mostra a velocitat de 50 pL/s es fan
passar 250 pL més de PBS a aquest mateix flux rapid per posicionar la mostra just a I'entrada

del canal.

Les gravacions es comencen en aquest punt en que la mostra s’ha situat al principi del canal. A

partir d’aqui s’absorbeix el PBS a la velocitat de flux que s’estudia.

Es proven els segiients fluxos: 0.5 pL/s, 0.2 pL/s i 0.1 puL/s. Després de fer passar pel camp de
visio els 50 pL de mostra s’augmenta el fluxa 100 pL/s de manera que s’aconsegueix rentar el

canal de bacteris i es pot procedir a repetir 'estudi amb un nou flux.
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Amb el microscopi es fa una filmacié a intervals? on el temps entre intervals és de 1 s amb 720

ms pel flux de 0.5 pL/s, 3 s amb 440 ms pel flux de 0.2 pL/s i de 875 ms pel de 0.1 pL/s.

L’objectiu que s’utilitza és el de 10x amb obertura numerica de 0.40 i mode d’operaci6 en sec.
El marcatge comercial que s’ha utilitzat marca per una banda amb verd totes les cel-lules
presents (vives i mortes) i, amb vermell, només aquelles que tenen dany cel-lular. Per excitar
el verd s’utilitza un laser d’excitacié a 488 nm que emet a 500-550 nm. En canvi, pel vermell
s’excita a 561 nm i I'’emissio és entre 600-800 nm. Les cél-lules que s'utilitzen per I'estudi no
han estat sotmeses a cap tractament per minvar la seva viabilitat, tot i aixi, sempre hi ha
poblacié de cel-lules mortes que s'observen en el rang del vermell a causa de I'envelliment

natural bacteria.

Pels primers dos estudis (0.5 i 0.2 uL/s) s’han captat les imatges excitant amb els dos lasers
pero, en canvi, per 0.1 pL./s només s’excita amb el de verd. Aquest és el motiu pel qual pels dos

fluxos més rapids es necessita més temps entre una captacioé d'imatge i la seglient.

2.3. Resultats i discussio

2.3.1. Caracteritzacio impedimétrica dels IDEs i comparacio amb la geometria de 1.5 um
2.3.1.1.  Calibrats en conductivitat

Abans de fer les mesures de bacteris amb els xips es realitzen calibrats en conductivitat per
tots ells. Pels calibrats es mesuren diferents conductivitats del rang de 5 uS/cm a 100 uS/cm.

La Figura 5-17 mostra el diagrama de Bode pel calibrat d'un xip.

Tal com s’esperava, es pot veure com la impedancia de la interficie no varia amb la
conductivitat i que la maxima variacié es dona a la regi6 on predomina la resisténcia de la
solucid. La capacitat de la soluci6 també és constant i es pot apreciar sobretot a les

conductivitats baixes on la Rs és alta.

3 Time-lapse en anglés
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Figura 5-17: Diagrama de Bode del calibrat en conductivitat per un xip d’IDEs de 0.5 um x 0.5 pm.

Observant la Figura 5-18, es pot veure que el que difereix més dels nous IDEs respecte dels de
1.5 um, és I'aparicio a freqiiéncies més baixes de l'efecte de la resisténcia de contactes
(R¢). Aixo es deu a la disminucié de la impedancia de la solucié (Rs, -j/wCs) per la disminuci6

de la separacid entre digits.

Filant més prim, si s’observa la fase de la impedancia es pot veure com, pel cas dels IDEs de
0.5 um, aquesta assoleix valors positius a les freqiiencies més elevades. Aixo és conseqliéncia
de I'aparici6 de l'efecte de la inductancia dels cables de mesura que també influeixen la
impedancia d’aquestes freqiiéncies altes a partir d'1 MHz (recordem que per una resistencia

pura la fase so6n 0°, i per una inductancia +90°).

10°4 -
1 — 1.5x1.5
— 05x0.5

(o) @seq

——————— ——— k=100
10° 10° 10° 10° 107 10° 104 10° 10° 107
Freqiiéncia (Hz) Freqiiéncia (Hz)

Figura 5-18: Espectre d'impedancia representat mitjancant diagrama de Bode d’una solucié de 20 uS/cm
mesurada amb d’IDEs de 0.5x0.5 um i de 1.5x1.5 um.

Pel cas dels IDEs de 1.5x1.5 pm no s’havia pogut concloure que realment intervinguessin
fenomens d’inductancia a les freqiiéncies més altes perque la fase no arriba a valors positius.
Pero tot i aixi, el pendent que adquireix la fase a aquestes freqiiéncies finals no té tendéncia a

suavitzar-se cap als 0°.
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2.3.1.2.  Estudi de la influencia de diferents parametres en funcié de la freqliéncia:

ajustament a circuits eléctrics equivalents

L’ajustament a circuits equivalents ens serveix per confirmar aquesta influéncia de la
inductancia a les ultimes freqiiencies. En aquest cas si que és una eina util per veure quin

tipus de fenomen impedimetric intervé a cada freqiiéncia.

Es proven tres circuits similars (vegeu Figura 5-19) basats en la estructura fisica del

dispositiu, combinant la R¢ i L per veure quin s’ajusta més a les mesures experimentals.

a) Cs b) Cs c) Cs
Rc Cif Lc Cif Rc Cif Lc
m - W - wwwm -
Rs Rs Rs

Figura 5-19: Circuits equivalents on Rc és la resisténcia de contactes, Lc la inductancia deguda als cables,
Cs la capacitat de la solucio, Rs la resisténcia de la solucié i Cif la capacitat de la interficie. a) Circuit 1
amb una Rc. b) Circuit 2 amb una Lc. c) Circuit 3 amb una combinacio de Rc i Lc en série.

A la Figura 5-20 es mostren els ajustaments dels tres circuits a les mesures experimentals

realitzades amb els IDEs de 0.5x0.5 en una solucié de 20 uS/cm.

10 —e— circuit 3 | L —e— circuit 3
Bl —— circuit 2 ] —+— circuit 2
—=— circuit 1 ] [ = circuit1

—— experimental -

7 [ —— experimental
=107 4 ,

(o) @sed

— — — — ——r———————--100
10° 10* 10° 10° 107 10° 10* 10° 10° 107
Freqiiéncia (Hz) Freqiiéncia (Hz)

Figura 5-20 Espectre d'impedancia representat mitjangant diagrama de Bode on es mostra la resposta
experimental junt amb els ajustaments amb els tres tipus de circuits equivalents. On circuit 1 és el que té
una Rc; circuit 2 es substitueix la Rc per una Lc; i circuit 3 es combina en paral-lel una Rc amb una Lc.

El circuit que millor s’ajusta és el 3 (circuit ¢ de Figura 5-19). Per aquest ajustament s’obtenen
els segiients valors dels diferents parametres: 288.6 Q de Rs, 1.053-10-° F de Cs, 7.245-10-° de
Cir, 76.54 Q de R¢, 3.430:10°7 H de Lc¢ i la chi? de I'ajustament és de 0.013831.
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La resistencia de quadre del silici policristal-li és de 15 /0O i la de I'alumini de 0.03 /0. Es
calculen els quadres aproximats que contenen els nostres IDEs de 0.5x0.5 i les pistes i
connexions d'alumini i s’obté que la seva resistencia és d’aproximadament 40 (). Aquesta
resistencia teorica és del mateix ordre de magnitud que l'obtinguda per la R¢ mitjancant

'ajustament al CEE 3.

Per tant, es pot concloure que realment en aquestes freqiiencies altes (properes a 107 Hz)
comencen a ser importants tant la Rc com la Lc. Aquests s6n parametres constants que
depenen dels electrodes (Rc) i dels cables (L¢) i no canvien amb la variacié del medi. Tot i aixi

la L¢ es podria disminuir escurgant els cables.

Ales freqiiencies entre 109 i 107 Hz, abans de I'aparici6 de R¢ i L. predomina la impedancia de
la Cs. En canvi, a les freqiliencies entre 2104 i 106 Hz és on la contribucié més important a la
impedancia prové de la Rs. I finalment, a les freqiiencies inferiors a 2:104 Hz predomina la
impedancia de la interficie que actua com una capacitat. Cal remarcar que aquesta capacitat
no té un comportament totalment pur. Normalment s’ajustaria a una CPE ja que la seva fase
no és exactament de 90°. Aquestes caracteristiques hibrides entre capacitat i resisténcia
poden ser causades per la rugositat de la superficie del silici policristal-li (Dominguez-
Benetton et al. 2012). Tot i aixi, es decideix no complicar I'ajustament ja que només es busca
confirmar la influéncia tant d’inductancies com de resisténcies a les freqiiencies properes a
107 Hz, i en aquestes freqiiencies la impedancia de la interficie no contribueix

significativament a la impedancia total.

2.3.1.3. Calcul de la constant de cel-la dels electrodes

Finalment, a partir dels calibrats en conductivitat es pot calcular la constant de cel-la dels IDEs
(k) que és el parametre que es refereix a la configuracié6 geometrica dels electrodes. A
I'equacié 1.3 es defineix la constant de cel-la k com el parametre que relaciona la resistencia

de la solucié (Rs) amb la seva resistivitat (p) que és la inversa de la conductivitat (o).

Utilitzant el circuit 3 (vegeu Figura 5-19 c) s’obté la Rs per cada conductivitat.
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A la Figura 5-21 es mostra la relacio entre resistivitat del medi (calculada fent la inversa de la
conductivitat mesurada) i resistencia de la solucié obtinguda de I'ajustament amb el circuit 3.
Es pot veure com la relacié entre ambdés parametres és lineal entre 100 i 500 Q-m (100 - 20

uS/cm) i que també en aquest rang es dona la menor dispersié de les dades.
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Figura 5-21: Representacié gradfica de la relacid entre resistivitat experimental (p) i resisténcia de la
solucid derivada de I'ajustament al circuit 3 (Rs) de diferents mesures realitzades amb quatre eléctrodes
en tres dies diferents. També es mostren les regressions lineals del rang compreés entre 100 i 500 Q-m de
totes les mesures menys la de I'IDE 02 feta el dia 3.

Per tant, per calcular la constant de cel-la s’utilitzen els valors dels calibrats en aquest rang
esmentat. El pendent de la regressio lineal d’aquests punts és la constant de cel-la. La mitjana

resultant de k és 51.71 * 1.79 cm! (n= 6).

2.3.2. Condicionament de les particules magnétiques amb anticossos i optimitzacio de la

relacié de particules magnetiques per bacteri

Tal com es mostra a la Taula 5-2 la proporci6 millor en quant a captura és la relacié 1:100. El
sobrenedant d'aquesta proporcié esta practicament net de bacteris, és a dir, té gairebé

I'absorbancia del PBS.
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En els altres casos hi ha una deficiéncia de particules magnetiques i, per tant, al sobrenedant
es detecta una absorbancia superior al blanc com a conseqiiencia de la presencia de bacteris.

Per aquest motiu es decideix utilitzar aquesta relaci6 de particules magnetiques per bacteri de

cara a la preparacio6 de la mostra per les mesures electriques.

Mostra ( bacteri : particula) Absorbancia (550 nm)
1:100 0.008
1:50 0.062
1:25 0.086
1:10 0.506

Taula 5-2: Resultats de la mesura d'absorbancia a 550 nm del sobrenedant de cada tipus de mostra.

2.3.3. Optimitzacio del flux: estudis amb microscopi confocal

A continuaci6 es mostren els resultats obtinguts de I'estudi amb cada flux. Per interpretar
correctament les imatges cal tenir en compte que el sentit del flux era sempre d’esquerra a
dreta. A més, després de deixar passar els 50 pL. de mostra (que en funcié de la velocitat del
flux triguen més o menys temps en passar) es fa una neteja augmentant el flux a 100 pL/s i

per aquest motiu les Gltimes diapositives sempre tornen a mostrar el canal net de bacteris.
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Figura 5-22: Muntatge fotografic seqiiencial de I'estudi pel flux de 0.5 uL/s ordenat d’esquerra a dreta i
d’amunt a baix. Es mostra l'ordenacié temporal de la meitat de les imatges que composen aquesta
gravacio. Per tant, en aquesta seqiiéncia el temps entre interval és de 3 s amb 440 ms i el temps total de
gravacio de 3 min 33 s amb 280 ms.

La Figura 5-22 mostra el comportament dels bacteris de la mostra amb particules
magnetiques unides en passar pel canal aplicant un flux de 0.5 pL/s. L'imant correspon a la
foscor circular que s’aprecia al fons de la imatge. Es pot observar perfectament com els 50 pL
de mostra passen a una velocitat excessiva per a que els bacteris amb particules magnetiques
es puguin unir a la superficie. Per tant, la for¢a del flux és superior a la for¢a magnetica

exercida per I'imant.
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Figura 5-23: Muntatge fotografic seqiiencial de I'estudi pel flux de 0.2 uL/s ordenat d’esquerra a dreta i
d’amunt a baix. Es mostra l'ordenacid temporal de totes les imatges que composen aquesta gravacio. Per
tant, en aquesta seqiiéncia el temps entre interval correspon al de la gravacié que és de 3 s amb 440 ms i
el temps total de gravacié de 4 min 13 s amb 760 ms.

A continuacid, a la Figura 5-23 es mostra 'estudi fet amb un flux de 0.2 pL/s. Amb aquest flux
s’aprecia la retenci6 de certa acumulacié de bacteris pero segueix tractant-se d’'una retencid

debil.
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Figura 5-24: Muntatge fotografic seqiiencial d’un estudi pel flux de 0.1 uL/ s ordenat d’esquerra a dreta i
d’amunt a baix. Es mostra l'ordenacié temporal d’un quart de les imatges que composen aquesta
gravacié. Per tant, en aquesta seqiiéncia el temps entre interval correspon al de la gravacié que és de 3 s
amb 480 ms i el temps total de gravacio de 4 min 34 s amb 121 ms. A partir de la captacio 67
(encasellada amb vermell) s’ajusta la intensitat de la imatge perqué aquesta esta saturada.
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Figura 5-25: Muntatge fotografic seqiiencial d’'un estudi pel flux de 0.1 uL/s. Es mostra l'ordenacié
temporal d'una setena part de les imatges que composen aquesta gravacio. Per tant, en aquesta
seqiiéncia el temps entre interval correspon al de la gravacié que és de 6 s amb 125 ms i el temps total de
gravacié de 7 min 49 s.

Finalment, a la Figura 5-24 i a la Figura 5-25 es mostren dos estudis realitzats amb el mateix

flux de 0.1 pL/s.

Es pot observar perfectament com aquest és un flux prou lent perque els bacteris quedin

acumulats a la zona del canal més propera a I'imant.

Les imatges mostrades sén una combinaci6 de les imatges generades per tres canals: els dos
canals que capten I'emissié dels fluorocroms a dos rangs de longitud d’ona diferent (500-550

nm el verd i 600-800 nm el vermell), i el canal de llum transmesa (vegeu Figura 5-26).
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00:04:35.200 00:04:35.200

00:04:35.200 d) 00:04:35.200

Figura 5-26: a) Imatge del canal 1 (verd). b) Imatge del canal 2 (vermell). c)Imatge del canal 0 (llum
transmesa). d) Imatge composicié de les tres anteriors que és la imatge final que s’estudia.

A part d’optimitzar el flux, aquest estudi també ens serveix per constatar que també els
bacteris danyats s’'uneixen a les particules magnetiques amb anticossos. Aixo és conseqiiéncia
que els anticossos que s’utilitzen so6n policlonals i, per tant, poden interaccionar amb epitops

presents a les membranes desestructurades.

Per tant, amb aquest estudi es conclou que el flux optim per dur a terme els posteriors estudis
amb el nostre sistema microfluidic és de 0.1 pL/s, ja que per fluxos superiors la retencié de
bacteris és molt ineficient. Per altra banda, es demostra que amb aquest sistema
d'immunoseparacié no es seleccionen exclusivament les cel-lules viables si no que les

particules magnétiques també s’uneixen a les mortes.
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3. Mesures impedimetriques dels bacteris

Un cop optimitzat el flux i caracteritzats els eléctrodes es procedeix a les mesures de bacteris

utilitzant el dispositiu complet.

La preparacié previa dels bacteris és la mateixa que es realitza per 'estudi de confocal per
I'optimitzaci6 del flux. En aquest cas pero, les cel-lules no es tenyeixen perque la lectura és

electrica i no optica i, per tant, la deteccié és directa.

3.1. Reactius i solucions

E. coli DSMZ 17076 mortes i vives, particules magnetiques de 100 nm de diametre marcades
amb estreptavidina fluidMAG-Streptavidin (Chemicell GmbH, Berlin, Alemanya), anticos anti-E.
coli 0157:H7 marcat amb biotina (KPL Inc, Gaithersburg, EUA), pastilles de PBS (VWR
International, Llinars del Valles, Espanya), separador magnetic MagnetoPure (Chemicell
GmbH, Berlin, Alemanya), glicina, glutaraldehid i 4’,6-Diamidino-2-phenilindol diclorhidrat
(DAPI) (Sigma-Aldrich Quimica S.L., Madrid, Espanya), filtres de carboni de 0.22 pm de
diametre de porus (EMD Millipore, Billerica, EUA).

Tampo fosfat sali (PBS) pH 7.4 (137 mM Nacl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na;HPO4, 1.8 mM KH2P0Oy4) i
tampo glicina 250 mM pH 6.5 (0=5 pS/cm i 6=30 pS/cm ajustat amb KCl).

3.2. Materials i metodes

Els bacteris morts s’obtenen d’autoclavar 100 mL de bacteris vius a 121 °C durant 1 hora.

Alasecci6 2.2.2 d'aquest capitol es detalla el procediment de condicionament de les particules
magnetiques amb anticossos especifics i la immobilitzacié d'aquestes a la superficie dels
bacteris. Es fan tres de rentats amb tampd glicina dels vials amb bacteris i particules
magnetiques unides i dels vials amb particules magnetiques sense bacteris que es troben en
PBS. Posteriorment, es ceba tot el sistema amb tamp6 glicina. Després es fan passar les
particules magnetiques condicionades a 0.1 pL/s. Un cop passat el volum desitjat de

particules, es segueix passant a la mateixa velocitat tampé glicina i es prenen mesures
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d’aquest control negatiu. A continuacio es retira I'imant i es passa 1 mL de tamp¢ glicina a un

flux de 100 pL/s per netejar el xip.

Finalment, es fan passar els bacteris amb particules magnetiques de la mateixa manera que el
control negatiu, es mesuren i es neteja el xip. Aquest procés es repeteix per totes les mesures i

per les dues conductivitats de tampé glicina (5 puS/cm i 30 uS/cm).

Com que hi ha sistemes comercials que tenen optimitzat el procés de captacid i
preconcentracié de bacteris, en lloc de mesurar diferents dilucions bacterianes, en el nostre
cas es passen diferents volums de mostra concentrada (108 ufc/mL aproximadament) amb

particules magneétiques.

Les mesures es realitzen utilitzant I'equip d’analisi d’'impedancies Solartron SI 1260 a una
amplitud del voltatge de 10 mV i a 0 V del potencial de CD. El rang de freqiiencies de mesura

és el compres entre 1 kHz i 10 MHz.

Un cop acabades les mesures es fixen les cel-lules de la mostra restant que no s’ha mesurat

amb 3% de glutaraldehid per poder fer el comptatge cel-lular exacte.

Posteriorment, es tenyeixen uns 200 pL d’aquesta mostra fixada amb DAPI i es filtren 10 i 100
uL amb dos filtres de carboni. A continuaci6 s’observen al microscopi optic de fluorescencia
del Departament de Microbiologia (Microscopi Zeiss AXIO Imager Al) i es fan 25 captacions
de diferents camps del filtre que conté els 10 puL de mostra, i unes altres 25 captacions pel de

100 pL.

L’altra part de volum de mostra restant també es filtra en filtres de carboni amb I'objectiu
d’observar-les al SEM. Per tal de poder veure les cél-lules fixades sense que perdin la seva
estructura a causa de les condicions de buit que s’han de fer dins I'equip, cal fer el procés de
punt critic. En aquest procés la mostra es deshidrata en dilucions progressivament més

concentrades d’etanol fins arribar al 100%.

La mostra deshidratada amb etanol es col-loca a un assecador de punt critic (Baltec CPD030

del Servei de Microscopia de la UAB). Dins aquest assecador la mostra es posa en contacte
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amb CO2 liquid fins que aquest desplaca I’etanol. En aquest moment la mostra s’escalfa fins a

31°C perque el CO2 es sublimi i la mostra quedi seca.

Finalment, aquesta mostra seca es munta sobre els suports de SEM i es metal-litza amb or per
convertir-la en conductora i permetre una visualitzaci6 millor al microscopi. L’equip emprat
per metal-litzar és I'Sputter Coater E5000 (Emitech S.A. Versailles, Fanga). Un cop
metal-litzades les mostres s’observen al SEM AURIGA, estaci6é de treball Modular CrossBeam

(Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanya).

3.3. Resultats i discussio

3.3.1. Recompte cel-lular

Per coneixer exactament la quantitat de bacteris que el nostre sistema és capa¢ de detectar

fem un recompte cel-lular de les imatges obtingudes del filtratge.

El DAPI és un colorant que tenyeix el material geneétic de les cel-lules. Per tant, es tenyeix

l'interior dels bacteris (vegeu la Figura 5-27).

El comptatge cel-lular de cada imatge es realitza mitjancant I'is del programari de tractament
d’imatges Image] (Schneider, Rasband, and Eliceiri 2012) utilitzant I'opci6 de cerca de pixels

de maxima intensitat amb una tolerancia de 15.
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Figura 5-27: Imatge d’'un camp del filtre de carboni amb bacteris dipositats. Resultat del filtratge de 100
uL de mostra.

Realitzat el recompte de cada imatge es fa una mitjana i la concentraci6 bacteriana de la
mostra de partida s’obté de la equacié 1.4. On a I'tltim divisor s’ha de posar 0.1 en el cas de les

imatges del filtre on s’havien filtrat 100 pL o0 0.01 per les que s’havia filtrat 10 pL.

Mitjana cél-lules 1 camp 1.5938:108 um? 1 filtre

1.4. C =
bact camp 6005.5 um? Filtre 0.1/0.01mL filtrats

Finalment es conclou que la concentracié aproximada de la mostra és de 2.41-108 ufc/mL.

3.3.2. Observacions al SEM dels bacteris amb particules magnétiques

Per veure de quina manera les particules magnetiques quedaven unides a les cel-lules es va
filtrar una part de la mostra que ja havia estat fixada amb glutaraldehid amb filtres de carboni.

Després de metal-litzar-la es va observar al SEM (vegeu la Figura 5-28).
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Figura 5-28: Imatges SEM dels bacteris amb particules magnétiques unides, filtrats amb un filtre de
carboni i metal-litzats.

En aquestes imatges es pot observar que les particules magnetiques s’uneixen a diferents
punts de la superficie dels bacteris aleatoriament. Aixo és conseqiiéncia que les particules es
van condicionar amb anticossos policlonals que poden reconeixer diferents epitops de la

membrana bacteriana externa.

Per altra banda, el que més crida I'atenci6 és I'amorfia de les particules magnetiques. A les
especificacions del producte es diu que la seva mida és de 100 a 200 nm pero, en canvi, es pot
veure com realment es tracta de grumolls de particules més petites (de l'ordre de pocs

nanometres) (vegeu Figura 5-29).
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2000 nm

Figura 5-29: Imatge SEM d’un detall de bacteris amb particules magnetiques. A la dreta de la imatge hi
ha un detall d’'una particula magnética amb les mides marcades: 365.1 x 281.6 nm.

Per comprovar que I'amorfia de les particules magnétiques no era causada per tot el procés
sofert de punt critic i metal-litzaci6é es van observar unes altres mostres que només contenien
particules magnetiques. Aquesta vegada només es va filtrar la mostra sense fer cap més

tractament.

En aquest cas, I'aspecte de les particules magnétiques seguia sent el mateix que en el cas de
les mostres metal-litzades, per tant, es conclou que aquesta és I'aparenca natural d’aquest

tipus de particules magnetiques.

3.3.3. Mesures directes de bacteris vius, morts i de control negatiu

Es fan passar pel sistema 40 pL de bacteris vius, bacteris morts a l'autoclau i particules
magnetiques sense bacteris (control negatiu). De la mateixa manera que s’analitzen les dades
pels IDEs de 1.5 x 1.5 pm, en aquest cas també s’obtenen els patrons impedimetrics per cada

tipus de mostra (vegeu Figura 5-30).
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Figura 5-30: Diagrama de Bode de |Z| (a) i espectre de I'A|Z] percentual (b) per les mesures de particules
magneétiques soles (CN), bacteris autoclavats (morts), i bacteris vius (vius).

A la vista dels resultats, no s‘aprecia una diferéncia clara de comportament impedimeétric

entre bacteris morts i vius. El control negatiu també té un comportament molt similar.

Tots els canvis que s'observen es donen a les freqiiencies on predomina la Rs. Per tant,
semblaria que les particules magnetiques estiguessin contribuint a disminuir la

resisténcia del medi que hi ha entre els digits del IDE.

Estudiant amb deteniment les especificacions que dona el fabricant de les particules
magnetiques utilitzades (Chemicell), s’observa que la seva anima#* esta formada de magnetita
(Fez04). Aquest material, a diferencia de l'altre 0xid de ferro conegut com a hematites (Fez03),
té una conductivitat apreciable a temperatura ambient (Bagheli et al. 2015; Supattarasakda et

al. 2013).

Per tant, una hipotesi per explicar els resultats obtinguts seria que aquesta conductivitat
intrinseca de les particules magnetiques podria donar un senyal que emmascarés la resposta

impedimetrica dels bacteris.

Tot i aixi, cal remarcar que la neteja dels electrodes es déna correctament ja que, com es
mostra a la Figura 5-31, després de netejar els diferents tipus de mostra que s'han

immobilitzat magneticament, I'espectre d'impedancia torna als seus valors originals.

4 Core en angleés.
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Figura 5-31: Diagrama de Bode de [Z] (a) i espectre de I'A|Z]| percentual (b) per les mesures preses
després de realitzar la neteja per cada cas de les mesures de la Figura 5-30.

Aixi que, tot i que I'is de particules de magnetita per la captaci6 de bacteris no dona un bon
resultat per la seva deteccié impedimeétrica directa, si es demostra que la captacid
immunomagnetica posada a punt en aquest treball és una técnica neta i reversible que
permet realitzar multiples deteccions consecutives amb el mateix IDE. Una possibilitat a
explorar per millorar els resultats seria I'is de particules magnetiques de Fe203 en comptes

de Fe304.

3.3.3.1.  Observacié temporal amb microscopi estereoscopic del dispositiu durant les

mesures

Durant les mesures s'observa a ull nu com es perfila certa foscor damunt I'IDE a mida que la

mostra es va immobilitzant magneticament a causa de I'imant que es troba a sota.

Aparentment la foscor o punt que s'observa damunt la regié dels eléctrodes sembla més densa
i definida quan la mostra que es fa passar és de bacteris morts o control negatiu. En canvi,

quan es passen els bacteris vius no s'aprecia un punt tan definit si no que és més difuminat.

Amb l'ajuda del microscopi estereoscopic (Leica, Nanterre, Franca) es realitzen diferents
captacions pel pas de 40 pL de les mateixes mostres que s'han usat per les mesures

d'impedancia (vegeu Figura 5-32, Figura 5-33 i Figura 5-34).
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Figura 5-32: Seqiiéncia d'imatges preses per la immobilitzacié de 40 L de la mostra de control negatiu
(particules magnétiques sense bacteris). Entre els 7 i 8 minuts es realitza la neteja i la tltima captacié
torna a mostrar l'IDE net.
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Figura 5-33: Seqtiéncia d'imatges preses per la immobilitzacié de 40 puL de la mostra de bacteris morts.
Entre els 10 i 11 minuts es realitza la neteja i la ultima captacio torna a mostrar I'IDE net.

152



Optimitzacié de la geometria dels eléctrodes interdigitats i integracié d'un sistema microfluidic

Figura 5-34: Seqtiéncia d'imatges preses per la immobilitzacié de 40 pL de la mostra de bacteris vius.
Entre els 7 i 8 minuts es realitza la neteja i la tltima captacié torna a mostrar I'IDE net.

Tant a la Figura 5-32 com a la Figura 5-33, es mostra com la immobilitzaci6 de les particules
magnetiques soles i de les unides a cel-lules mortes, formen un punt ben definit dins

I'area de I'IDE.

En canvi, a la Figura 5-34, on es mostra la immobilitzacié de les cel-lules vives amb
particules magnetiques unides, la immobilitzaci6 es dona en una area més extensa i la
imatge obtinguda té un aspecte borroés, com si no totes les cél-lules estiguessin en el mateix
pla focal. Aquestes imatges indueixen a pensar que els bacteris es disposen en un volum que
ocupa bona part del gruix del canal fluidic i no en intim contacte sobre la superficie dels

electrodes.

Tenint en compte que els electrodes interdigitats mesuren la impedancia del volum
immediatament proper a la superficie, tots els bacteris que es trobin a una distancia major a

aquest limit en que detecta no podran mesurar-se amb aquest sistema.
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Pel cas dels IDEs de 0.5x0.5 um, la distancia des de la superficie en que passen el 80% dels
corrents és de 0.5 um. Per tant, tot bacteri que es situi a una distancia superior, estara fora del

radi de deteccio del dispositiu.

3.3.3.2. Analisi de la disposicio dels bacteris mitjangant estudis amb microscopi

confocal de fluorescéncia

Aquest analisi es realitza a partir d'una imatge de 1'estudi d'optimitzacié de fluxos realitzat
amb el Microscopi Laser Confocal Multifoté Espectral Leica TCS SP5 (Leica, Nanterre, Franga).

Les condicions de captura de la imatge estan detallades a I'apartat 2.2.3 d'aquest capitol.

La Figura 5-35 mostra una projeccié de la captacio6 en diferents plans d'una seccié d'un canal
de p-Slide VIO®1 per on hi circula una mostra de bacteris units a particules magnetiques.
Aquests bacteris han estat préviament tenyits tal com s'explica a l'estudi anterior de

microscopia confocal.

Aquesta figura demostra que els bacteris amb particules magnetiques, a mida que es van
immobilitzant sobre I'area que ocupa I'imant a causa de l'atracci6 magnetica que exerceix

aquest, van formant estructures tridimensionals.

Per tant, els bacteris no es disposen just a la superficie del canal si no que es dipositen un
damunt de l'altre formant aixi un camul de cel-lules repartides per les regions de maxima

atraccié magnetica de l'imant (vegeu Figura 5-35 i Figura 5-36).
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Figura 5-35: Imatge en projeccid realitzada amb microscopi confocal de fluorescéncia d'un canal d'un p-
Slide VI01, Pel canal esta fluint una solucié de bacteris amb particules magnétiques unides. Sota al canal
hi ha un imant d'l mm de diametre que atreu els bacteris amb particules magnétiques que queden
immobilitzats a la superficie del canal. El quadrant més gran correspon a la vista des de dalt del canal, a
la dreta s'observa una seccio del canal en l'eix Y i a l'esquerra, una seccié en l'eix X. A la seccié de la dreta
esta assenyalat un requadre (vermell) que és el que s'analitza a la Figura 5-36.

Figura 5-36: Detall de la seccié en l'eix Y del canal (vegeu Figura 5-35). Els bacteris amb particules
magnetiques formen una capa d'un gruix aproximat de 55 um.
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Ambdues figures mostren aquesta disposicié en volum dels bacteris. A la Figura 5-36 es
mesura el gruix aproximat d'aquesta capa bacteriana que és d'uns 55 pm. A més, cal remarcar
que es disposen formant columnes o cadenetes verticals ja que aquest és un comportament
tipic del ferrofluid (Ivanov et al. 2006). Per tant, la densitat de bacteris en cada pla no és molt

elevada si no que queda repartida en algada.

Com es comentava anteriorment, els IDEs de 0.5 x 0.5 pm tenen una penetracié de camp de
0.5 um. Per tant, amb aquests electrodes només es poden detectar els bacteris que es trobin
en el primer pla tocant la superficie. Aquests bacteris detectables només suposaran un 1%

del total de bacteris immobilitzats en volum sobre la superficie.

Aix0d pot contribuir també a que les mesures directes de bacteris no ens permetin distingir
entre bacteris vius o morts, i que el senyal obtingut per bacteris vius sigui igual de petit que el

dels controls.

Per un treball futur s'hauria de plantejar una nova metodologia d'immobilitzacié reversible de

bacteris en que aquests es disposessin en intim contacte amb la superficie dels IDEs.

3.3.4. Mesures indirectes de bacteris vius i morts: Monitoritzacié del metabolisme bacteria

Un efecte que s'observa en tots els casos quan s'introdueixen bacteris vius amb particules
magnetiques, és que la Rs comenca a disminuir en el moment en que s'atura el flux, cosa que

s’associa a un augment de la conductivitat del medi proper a la superficie del IDE.

Per aquest motiu es decideix realitzar mesures on es registri aquest canvi d'impedancia
causat per l'augment de conductivitat del medi proper a I'IDE, conseqiiencia del

metabolisme bacteria.

En les mesures dels bacteris vius es fa passar un volum de 10 pL de mostra (a 2.41-108

ufc/mL, segons calculs del recompte) i 50 pL. de la mostra amb bacteris morts.

Per altra banda, també s'estudia I'efecte que té la conductivitat del tampé glicina utilitzat per

prendre les mesures.
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Figura 5-37: Les primeres tres grafiques sén representacions de l'espectre de I'A|Z] percentual per les
mesures preses al llarg del temps de bacteris vius mesurats en un medi de o = 5 uS/cm (a), bacteris morts
mesurats en un medi de o = 5 uS/cm (b) i bacteris vius mesurats en un medi de o = 30 uS/cm (c). La
darrera grdfica (d) correspon a la representacio dels pics minims de I'A|Z| percentual per cada tipus de
mostra en funcio del temps.

A la Figura 5-37iError! No se encuentra el origen de la referencia. es mostren els
decrements d'impedancia que es donen al llarg d'un temps curt (15 minuts) quan

s'immobilitzen magneéticament bacteris vius i morts.

Tot i que s'ha introduit un volum 5 vegades superior de mostra de bacteris morts respecte

dels vius, el maxim decrement de |Z| no supera el 3% als 15 minuts.

En canvi, els bacteris vius captats damunt I'IDE varien la conductivitat del medi proper

gairebé un 14 % només en 15 minuts.

Tenint en compte que la mostra que es mesura té una concentracié de 2.41-108 ufc/mL, i que
s'hi han introduit 10 pL, es pot dir que, com a maxim, el limit de detecci6 és de 2.41-10°
bacteris/IDE. Partint d'aquest valor, es pot calcular el volum necessari de mostra que s'hauria
de fer passar pel sistema per detectar diferents concentracions bacterianes (vegeu jError! No

se encuentra el origen de la referencia.).
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Concentracié bacteriana (ufc/mL) Volum necessari (mL)
104 2.41-102
105 2.41-10
106 241
107 0.24
108 0.02

Taula 5-3: Relacié de volums de mostra necessaris que s'haurien de fer passar pel nostre sistema per
poder detectar la concentracié bacteriana concreta en cada cas.

Per tant, amb aquest sistema de mesures indirectes es poden arribar a detectar fins
concentracions bacterianes bastant baixes si es fa passar suficient volum de mostra. Cal
destacar que es tracta d'un metode lliure de marcadors, i per tant, més simple que els

existents actualment per detectar bacteris.

A més, 1'is d'anticossos fa que sigui una deteccié especifica, no com els sensors comercials
existents actualment que també es basen en la deteccié de microorganismes a partir dels

canvis que provoca el seu metabolisme.

No obstant, les mesures de conductivitat no justifiquen el disseny d'aquesta geometria d'IDEs

mes reduida ja que es podrien realitzar igualment amb interdigitats de mides molt superiors.

4. Conclusions

Amb aquest nou dispositiu s'agilitza el procediment d'immobilitzaci6 i rentat dels bacteris

gracies al sistema microfluidic.
Aixi mateix, s'aconsegueix que els electrodes siguin de multiples usos consecutius.

No obstant, no es poden diferenciar els bacteris vius dels morts mitjancant mesures
impedimetriques directes amb el protocol de separaci6 immunomagneética utilitzat. Aixo és
conseqiiencia principalment que es disposen en capes de gruix superior a 50 um formant
cadenes verticals i els IDEs només detecten els bacteris presents en el volum contingut entre

la superficie i 0.5 um de distancia. Per altra banda, també existeix una interferencia en el
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senyal a causa de la propia conductivitat de les particules magnetiques que fa que el control
negatiu (només particules) produeixi una resposta similar a la obtinguda en preséncia dels
bacteris i que, per tant, ni tan sols es pugui detectar la petita fraccié de bacteris que queda en

contacte amb la superficie dels IDEs.

Tot i aixi, aquest dispositiu és capa¢ de distingir entre bacteris vius i morts mitjancant les
mesures impedimétriques indirectes. Es a dir, monitoritzant l'increment de conductivitat del

medi causat pel metabolisme cel-lular.
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CONCLUSIONS | TREBALL
FUTUR

En aquest darrer capitol es resumeixen les conclusions extretes al llarg de tot el

treball.

També es plantegen les dues noves vies de recerca per on s'hauria de seguir per
assolir els objectius plantejats en un inici i per optimitzar l'aplicabilitat del

dispositiu desenvolupat en aquest treball de tesi.
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1. Conclusions

Les principals conclusions a les quals s'ha pogut arribar al final de aquest treball

son les seglients:

162

Mitjancant els estudis de simulacions per analisi d'elements finits es resol
que la posici6 del bacteri respecte els digits dels IDEs afecta a la resposta de
Z i que el posicionament perpendicular del bacteri respecte els digits és el
que permet obtenir un senyal superior perqué amb aquesta posici6, a les
freqiiencies en que el bacteri actua com a conductor, es dona un curtcircuit
dels electrodes. També es veu com la omeqi afecta totalment la resposta en Z
del bacteri i que per obtenir el maxim senyal, el més optim és realitzar les
mesures en el medi de més baixa conductivitat possible.

Per les mesures d'E. coli realitzades amb IDEs de 1.5 x 1.5, s'observa on
patr6 d'impedancia caracteristic i diferent a les mesures d'altres
esdeveniments mesurats. El patré impedimetric caracteristic d'E. coli
consisteix en un primer augment de A|Z| a freqiiencies baixes i un
decrement a les freqiiencies més altes. Aquests resultats indiquen que el
bacteri té un doble comportament electric: aillant a freqiiencies baixes i
conductor a freqiiencies més altes. Aquests resultats experimentals
concorden amb les simulacions realitzades al capitol anterior.

Per les mesures de S. cerevisiae realitzades en IDEs de 6 x 6 um, s'observa
que segueix el mateix patré que pel cas d'un augment de conductivitat del
medi. També es pot observar una relacié directa entre la fraccié de I'area de
I'IDE coberta per llevat i el senyal obtingut. Pero no es pot concloure si
s'aprecien diferéncies entre llevats vius i morts a causa de les poques dades
obtingudes amb llevats morts.

S'ha dissenyat un nou dispositiu amb el qué s'agilitza el procediment
d'immobilitzacié d'anticossos selectius a la superficie de els eléctrodes i el
rentat dels bacteris gracies al sistema microfluidic i la captacié
immunomagetica. D'aquesta manera, s'aconsegueix que els electrodes

siguin de multiples usos.



Conclusions i treball futur

5. Mitjangant 1'is d'aquest nou dispositiu no es poden diferenciar els bacteris
vius dels morts realitzant mesures impedimeétriques directes. Aixo és
conseqiiéncia que els bacteris amb particules magnetiques es disposen en
capes de gruix superior a 50 pm formant cadenes verticals i els IDEs només
detecten els bacteris presents al volum contingut entre la superficie i 0.5 um
de distancia.

6. Tot i aixi, aquest dispositiu és capag de distingir entre bacteris vius i morts
mitjancant la monitoritzacié6 de l'increment de conductivitat del medi
causat pel metabolisme cel-lular. Amb aquest metode es podrien arribar a

detectar concentracions de 10# ufc/mL fent passar pel sistema uns 241 mL.

2. Treball futur

De cara a seguir amb aquesta linea de recerca es podrien optar per dues vies de

resolucié diferents.

A) Es podria optar per aconseguir la deteccid directa tal com s'havia plantejat a

l'inici d'aquest treball

Per assolir aquest objectiu, primerament s'hauria de resoldre el problema causat
pel ferrofluid. Com s'ha vist al capitol anterior, els bacteris units a aquest tipus de
particules magnetiques es disposen en volum formant cadenes que s'allunyen de la
superficie dels electrodes. Per aconseguir una deteccié directa mitjancant 1'as dels
IDEs de 0.5 x 0.5 um s'hauria de canviar de particules magnetiques i provar unes
que no fossin de tipus ferrofluid i que, per tant, s'unissin en intim contacte amb la

superficie del xip.

El nostre grup disposa d'unes particules magnetiques d'una altra casa comercial
que també estan marcades amb estreptavidina, fet que facilitaria el seu
condicionament amb anticossos marcats amb biotina sense haver de canviar

practicament el protocol realitzat fins ara.
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CAPITOL 6

Aquestes particules magnetiques, segons el fabricant, tenen un diametre de 200
nm (les que s'han utilitzat en aquest treball eren de 100 nm), i estan pitjor
caracteritzades perque el fabricant no va saber respondre amb exactitud de quin
material paramagneétic estaven fetes. Tot i aixi, van respondre que creien que en la
seva totalitat eren de hematites (Fe203). Si realment estiguessin formades d'aquest
material, aquest fet ja significaria una avantatja respecte de les usades ja que

aquest és un tipus d'oxid de ferro no conductor.

No obstant, s'hauria de tornar a caracteritzar tot el condicionament i les condicions
de flux, i comprovar que per aquest cas, el comportament no és el de ferrofluid i no

forma cadenetes seguint les linies de camp magnetic.

B) Es podria optar per optimitzar les mesures de monitoritzacio del

metabolisme bacteria.

Aquesta opci6 seria la més senzilla i, tot i que no s'ajusta al plantejament inicial

d'aquest treball, ja d'un inici es poden preveure els bons resultats.

Per aconseguir aquesta optimitzacid es podria redissenyar tant lI'encapsulat com el
xip. Per comencar, seria més optim col-locar I'imant sobre del canal i no sota el xip.
D'aquesta manera, els bacteris i les particules magnetiques no es trobarien en
contacte amb els IDEs i aquests es mantindrien en tot moment nets i s'evitaria
qualsevol possible dany. A més, les mides de les particules magnetiques no haurien
de ser necessariament tan reduides i, per tant, es podrien utilitzar particules
magnetiques comercials que s'usen com a metode estandard per fer
preconcentracions de mostres microbianes i ja es troben condicionades
directament amb els anticossos especifics. Fins i tot, es podria acoblar el nostre
dispositiu a sistemes de preconcentracio que utilitzen particules magnetiques pero
que actualment, després d'aquesta procediment, els microbiolegs realitzen cultius
en plaques i, per tant, tot i que els serveix per augmentar |'eficiéncia, per obtenir

resultats han d'esperar hores.

Finalment, es podria canviar la geometria dels eléctrodes interdigitats i augmentar

la seva mida, una bona opcié seria realitzar-los de 6 x 6 pm. Amb una geometria
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Conclusions i treball futur

major, la zona plana del |Z| del diagrama de Bode s'amplia, és a dir, que la Rs
predomina en un rang de freqiiencies més ampli. Com que l'inic parametre
important en aquest tipus de mesures és la conductivitat de la solucié, o el que és
equivalent, la Rs, el més optim és allargar el rang de freqiiencies de deteccid
d'aquest parametre. A més, el fet de tenir un sistema microfluidic incorporat, ens
permet controlar el medi que s'utilitza per fer la mesura i, en conseqiiéncia, tenir
ben controlada la conductivitat inicial d'aquest medi. D'aquesta manera, es pot
coneixer per quina freqiiencia es donen els canvis majors en Z i limitar les mesures
a una sola freqiiencia. Aixi es podria utilitzar un sistema de mesura senzill en lloc

d'un analitzador d'impedancies complex.

165



	Títol de la tesi: Dispositius impedimètrics per a la detecció
directa de microorganismes
	Nom autor/a: MARIA MALLÉN ALBERDI


