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Inventia se referd la o metoda de detectie si de determinare a concentratiei unor
analiti de interes intr-un fluid (de exemplu, lichid), fiind destinatd unor aplicatii in controlul
calitatii mediului, industria alimentard, farmaceutica, biotehnologie sau medicina.

Sunt cunoscute metode analitice optice (de exemplu, Rezonanta Plasmonilor de
Suprafatd -SPR) sau electrice (bazate pe masuratori de impedantd) de detectare a prezentei
sau determinare a concentratiei unor compugi intr-o solutie de interes care se bazeazg pe
principiile de recunoastere specifica de tipul ligand - receptor. Desi raspund partial cerintelor
de sensibilitate, aceste metode se bucurd de un interes deosebit, pentru faptul cad se
preteaza la automatizare si permit detectia specificd a analiilor dintr-o gama diversa de
domenii aplicative, de la industria alimentara la medicina.

in categoria analitilor tint3, se inscriu compusi cu dimensiuni, compozitie si structuré
diferite, de la molecule cu masa moleculard mica, pana la celule patogene. Fiecare tip de
analit impune abordari diferite.

Astfel, brevetul US 7718355 prezintd o metoda de detectie, in timp real, a micro-
organismelor patogene, utilizand un biosenzor SPR, modificat in flux, care consta din

a. o etapd volumica (in sarjd) de reactie imund, realizata intre microorganismul
patogen $i un anticorp specific, urmata de

b. separarea selectivd a microorganismelor patogene, legate de anticorp;

c. legarea in flux de suprafata senzorului SPR a microorganismelor patogene.

O altd metoda de detectie a microorganismelor patogene, folosind determinari de
impedantd, prin utilizarea de anticorpi, este prezentata in brevetul US 2002/0076690 A1.
Brevetul respectiv descrie 0 metoda de detectie a prezentei patogenilor atasati de particule
acoperite cu anticorpi, prin masurdtori de impedantd, care constd in injectia probei
(susceptibild sa contind patogeni) intr-un sistem cu (micro)fluidicd. Circuland in imediata
vecinatate a unor electrozi interdigitati, pe susprafata carora au fost imobilizati anticorpi,
patogenii se pot lega de anticorpii respectivi, caz in care se modificd impedanta electrozilor,
modificare utilizatd pentru detectarea prezentei patogenilor. Pentru a amplifica semnalul,
dupd introducerea probei, se injecteazd o suspensie cu particule acoperite cu aceiasi
anticorpi, care se vor lega de patogenii captati specific pe senzor, determinand o modificare
suplimentard a impedantei mésurate intre electrozi aldturati.

Pentru analiza compugilor de masa moleculard micd, amintim:

- brevetul US 5641640, care prezintd o metodd de determinare a prezentei analitului
intr-o proba lichida prin SPR, respectiv, prin analiza modificarilor datorate variatiei indicelui
de refractie de la nivelul unei suprafete optice, solide, in contact cu proba. Schimbarea este
cauzatd de legarea specificd a analitului. Variatia indicelui de refractie este dependenta atat
de cantitatea de analit legat la suprafata senzorului, cat si de lungimea de unda. Conform
inventiei, metoda constd in determinarea variatiei cu lungimea de undad a indicelui de
refractie rezultat, datorita legarii sau dezlegarii compusului la nivelul suprafetei senzorului.
Aceasta variatie este reprezentativa pentru cantitatea de analit din proba.

- brevetul US 7678256, care prezintd o metodad de determinare a prezentei a cel putin
unei specii de analit, folosind masuratori de impedantad in microcanale. Determinarea de
analiti in probe lichide se bazeaza pe concentrarea analitului in zona de masura, folosind
dielectroforeza si detectarea analitului prin masuratori de impedanta.

Dezavantajul major al solutiilor prezentate consta in sensibilitatea limitatd a acestor
abordari, care se bazeaza exclusiv pe diferenta semnalelor (SPR sau de impedantd) dintre
nivelul corespunzator analitului legat de senzor si cel premergator injectiei probei, semnal
inerent mic. Sensibilitatea scdzuta face necesara apelarea la o etapa preliminard de concen-
trare, care de reguld este costisitoare (presupune reactivi si echipamente specializate) si
este de duratd; in cazul microorganismelor patogene, etapa de cultivare depaseste de cele
mai multe ori 24 h.
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Problema tehnicd, pe care o rezolvd inventia, consta in cresterea sensibilitatii i
obtinerea unei limite de detectie corespunzatoare unor concentratii mici ale analitilor tinta,
fard sd fie nevoie de etape suplimentare de preconcentrare/cultivare microbiologica, prin
actionarea periodicd asupra unor compusi aflati in compartimentul de masura, prevazut cu
senzori pentru analize optice (de exemplu, SPR) sau/si electrochimice (de exemplu,
impedantd).

Inventia descrie o metoda de detectie si de determinare a concentratiei unor analiti
intr-un fluid (de exemplu, mediu lichid), respectiv, a unor compusi, de exemplu, celule,
proteine, antibiotice, catene ADN, pentru care exista parteneri afini (anticorpi, aptameri etc.).

Metoda are la baza analiza amplitudinii, sau/si fazei cu care variazd un parametru
electric, de exemplu, partea reald sau imaginara (sau o functie din acestea) a impedantei la
o anumitd frecventa si/sau un parametru optic (de exemplu, unghiul pentru care apare
minimul reflectivitatii, pentru analize SPR), la aplicarea unei actionari periodice, respectiv,
la aplicarea unor campuri.

Prezenta unui analit tintd influenteaza oscilatia rezultatd in urma aplicarii campului,
analiza parametrilor caracteristici oscilatiei permitand determinarea concentratiei analitului
tintd. Compusi cu relevantd pentru metoda analitica prezentata pot fi:

- analitii tintd (de care pot fi legate particule cu rol fie in actiunea campului, fie in
cresterea diferentei de semnal corespunzatoare celor doud niveluri extreme ale oscilatiei),
in cazul celulelor (microorganismelor) patogene;

- particule indicatoare, legate de suprafata senzorului in zone complementare celor
in care s-a legat in prealabil analitul tintd (de exemplu, pentru determinarea concentratiei
analitilor cu masa moleculara redusd);

- particule indicatoare, legate de catena complementard, in cazul in care analitul finta
il reprezintd o anume catena de ADN.

Semnalele utile se obtin prin monitorizarea modificarilor proprietatilor, de exemplu,
electrice, sau/si optice, aferente variatiilor datorate modificarilor unor parametri (de exemplu,
electrici, optici, de pozitie, de deformare, sau/si de legare specificd), cauzate de aplicarea
unui cadmp asupra compusilor din compartimentul analitic. Masuratorile se fac prin inter-
mediul unor senzori (de exemplu, electrozi modificati), care trebuie sa fie compatibili cu
metodele analitice respective. Astfel, pentru masuratorile de impedanta (electrice), este
necesard cel putin o pereche de electrozi a caror configuratie (formd, dimensiune,
pozitionare) sa permitd obtinerea unui semnal cat mai sensibil. Electrozii corespunzatori
masuratorii de impedanta pot fi distincti sau unul dintre acestia poate fi comun cu suprafata
cu proprietati plasmonice, utilizatd pentru analize SPR.

Cunoasterea parametrilor cAmpului care se aplicd, permite amplificarea selectiva a
semnalului util (aferent deplasarii, sau/si deformarii analitilor tintd, de exemplu, celulele) cu
multe ordine de marime. De remarcat ca astfel pot fi evidentiate semnale relativ mici, chiar
sub nivelul de zgomot, corespunzatoare variatiei proprietadtilor electrice si optice, aferente
pozitiilor extreme, determinate de aplicarea campului.

Metoda conform inventiei consta in prepararea (functionalizarea) senzorului sau a
elementelor de recunoastere specificd, prepararea probei pentru a fi introdusd (in stare
lichidd) in compartimentul analitic, injectarea in compartimentul analitic a probei sau/si, dupd
caz, asuspensiei concentrate care contine particule indicatoare, alegerea parametrilor optimi
ai campului si aplicarea campului care s conduca la modificari periodice ale unor parametri
(de exemplu, electrici, optici, de pozitie, de deformare sau/si de legare specificd) ai consti-
tuentilor din compartimentul analitic, monitorizarea efectului cAmpului asupra constituentilor
din compartimentul analitic, prin intermediul unor parametri, de exemplu, electrici
(impedantd) si/sau optici (SPR), cu determinarea parametrilor utili, detectia analitului si
determinarea concentratiei de analit in baza curbelor de calibrare aferente aceloragi analize
aplicate unor probe cu concentratii cunoscute de analiti. Constituentii din compartimentul
analitic pot fi analitii {intd sau structuri alcatuite din analiti si compusi legati afin de acestia.
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Avantajele principale al metodei constau in:

- sensibilitate crescutd, ceea ce permite determinarea unor concentratii minime foarte
mici ale analitului tintd, fara sa fie nevoie de etape suplimentare de preconcentrare/cultivare
microbiologica;

- timp scurt de analiza, rezultatul se obtine in una-douad ore;

- modulele de aplicare a campului si de analiza pot fi aceleasi pentru intrega plaja de
analiti, de la celule la compusi cu masd moleculard micd sau catene ADN,;

- sistemele implicate in realizarea determinarilor (pregatire a probei, microfluidica,
aplicarea campului si analizd) nu sunt costisitoare si nu presupun personal specializat.

Se prezintd, in continuare, trei posibile exemple de aplicare a acestei metode (care
nu limiteazd domeniul de aplicare al acesteia) si in legdtura cu fig. 1...3, care reprezinta:

- fig. 1, schema de detectie si de determinare a concentratiei unor microorganisme
(celule) patogene;

- fig. 2, schema de detectie si de determinare a concentratiei unor analiti cu masa
moleculard mica (de exemplu, toxine);

- fig. 3, schema de detectie si de determinare a concentratiei unor catene ADN prin
monitorizarea reactiei de hibridare.

Metoda se bazeaza pe monitorizarea variatiilor datorate modificarilor unor parametri
(de exemplu, electrici, optici, de pozitie, de deformare, sau/si de legare specificd), cauzate
de aplicarea unui camp (electric, magnetic, mecanic, optic etc.) asupra compusgilor din
compartimentul analitic. Aceste variatii pot corespunde unor pararametri optici (de exemplu,
corespunzatori Rezonantei Plasmonilor de Suprafatda, SPR), sau/si electrici (de exemplu,
corespunzatori impedantei la o frecventa specifica).

Monitorizarea semnalelor (de exemplu, optice §i electrice) cauzate de aplicarea
campului se realizeaza la nivelul unui compartiment (platforma) analitic, unic, in care este
integrat un sistem de microfluidicd care, de exemplu, cuprinde o cuva prevazutd cu un
senzor, de exemplu, SPR, si cel putin o pereche de senzori (electrozi) pentru analize
electrice, electrochimice (de exemplu, de impedantd).

Modulul de aplicare a campului poate fi acelasi, indiferent de tipul analitului care se
doreste sa fie determinat. Tipul cadmpului aplicat (de exemplu, magnetic, electric, optic,
mecanic), precum $i parametrii acestuia: frecventa, profilul evolutiei intensitatii, pozitiile
limitd, sunt intotdeauna cunoscute si controlate.

in vederea detectiei si determin&rii concentratiei unor analiti, metoda prevede
parcurgerea urmatoarelor etape, in ordine cronologica:

1. Se prepara (functionalizeaza) senzorul sau elementele de recunoastere specifica,
respectiv:

a. se imobilizeazad elemente de recunoastere afind pe suprafata unor particule
indicatoare;

b. se prepara (functionalizeazd) suprafata senzorilor din compartimentul analitic,
realizédndu-se, dupa caz:

i. imobilizarea unor compusi care contin elemente afine care, in functie de
tipul de analit tintd, pot avea legate particule indicatoare (la capatul opus
senzorului);

ii. pasivarea acestora (pentru impiedicarea oricdrei adsorbtii), in cazul in care
recunoasterea specifica a analitului se face prin incubarea probei cu particule
indicatoare, in etapa de preparare a probei.

2. Se prepara proba pentru a fi introdusa, in stare lichidd, in compartimentul analitic,
dupa caz, direct sau dupa incubare cu particule indicatoare.

4
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3. Se injecteazd, in compartimentul analitic, proba sau/si, dupd caz, o suspensie
concentratd care contine particule indicatoare.

4. Se stabilesc conditiile de actionare, respectiv: tipul cdmpului care va fi aplicat (de
exemplu, magnetic, electric, optic, mecanic etc.), precum si parametrii acestuia, de exemplu,
frecventa, profilul evolutiei intensitétii, pozitiile limitd, si se aplicd campul care sa conduca la
modificdri masurabile, de reguld, periodice, ale unor parametri (de exemplu, electrici, optici,
de pozitie, de deformare) sau/si, dupd caz, la eficientizarea legarii afine, cauzatd de
aplicarea actudrii asupra constituentilor din compartimentul analitic: analiti sau structuri
alcatuite din analiti si compusi legati afin de acestia, sau compusi cu rol indicator, legati afin
de senzor.

5. Se monitorizeazd semnalele (de exemplu, optice si electrice) cauzate de aplicarea
campului asupra constituentilor din compartimentul analitic prin intermediul unor parametri
ce pot fi electrici (impedanta) si/sau optici (SPR), determinandu-se parametrii utili (de
exemplu, amplitudine si defazaj fatd variatia campului).

6. Se determind concentratia de analit, utilizadnd curbe de calibrare, determinate, in
prealabil, din analiza unor probe cu concentratii cunoscute de analiti. Detectia, respectiv,
semnalarea prezentei analitului, indica faptul cd analitul se gaseste in proba la o concentratie
cel putin egald cu concentratia minima (ce corespunde limitei de detectie a metodei).

in cele ce urmeaz, se prezinti trei posibile exemple de aplicare ale acestei metode,
care nu sunt limitative, dupa cum urmeaza:

A. Pentru detectia si determinarea concentratiei unor analiti cu masa moleculard
mare, de tipul: agregate, particule sau microorganisme, asa cum este reprezentat in fig. 1,
se parcurg urmatoarele etape:

1. se functionalizeazd (prepard) particule indicatoare (de exemplu, particule
superparamagnetice), imobilizadndu-se, pe suprafata acestora, compusi afini (de exemplu,
anticorpi sau aptameri), specifici analitului tintd (care se doreste sa fie detectat);

2. se prepara proba susceptibild sa contind analiti tintd, prin aducere in stare lichida
Si se incubeazad, impreund cu o suspensie cu concentratie optima de particule indicatoare,
care au imobilizate, pe suprafata lor, compusi care se pot lega specific de analitul {inta;

3. se extrage, din compartimentul de incubare, se concentreaza si se injecteaza, in
compartimentul analitic, suspensiain care se afld clustere de analiti si particulele indicatoare,
precum $i (dupd caz) o cantitate reziduald de particule indicatoare, nelegate de analiti; se
poate considera o etapd de separare care sa elimine din volumul care va fi analizat
cantitatea de particule indicatoare, nelegate de analiti;

4. se stabilesc conditile de actionare, respectiv: campul aplicat (de exemplu,
magnetic, electric, optic, mecanic etc.), precum si parametrii acestuia, de exemplu, frecventa,
profilul evolutiei intensitatii, pozitiile limitd si se aplicd campul (cu ajutorul modulului cu acest
rol) care conduce la modificari masurabile ale unor parametri (de exemplu, electrici, optici,
de pozitie, de deformare), cauzate de aplicarea cdmpului asupra constituentilor din comparti-
mentul analitic: analiti sau conglomerate analiti - compusi legati afin de acestea. intr-un
exemplu de aplicare, campul poate fi aplicat direct sau indirec, de exempilu, prin intermediul
unor campuri magnetice a caror configuratie se modificd periodic, caz in care analitul tintd
este legat specific cu un set de particule magnetice (indicatoare) care determina deplasarea
sau/si deformarea respectiva a clusterelor si, dupa caz, a particulelor indicatoare, nelegate
de analiti;

5. se monitorizeazad semnalele (de exemplu, optice, electrice, de pozitie) cauzate de
aplicarea campului asupra constituentilor din compartimentul analitic prin intermediul
parametrilor electrici (impedanta) si/sau optici (SPR), determinandu-se parametrii utili
precum amplitudinea si defazajul fatd de variatia campului;
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6. se detecteazd prezenta sau se determind concentratia de analiti, utilizand curbe
de calibrare.

in cele ce urmeazi, prezentdm un exemplu concret de realizare, respectiv, de
determinare a concentratiei unui analit cu masa moleculard mare, Escherichia Coli. Au fost
parcurse urmatoarele etape:

- se prepara o suspensie de particule indicatoare, PI, la suprafata cédrora se imobi-
lizeazd elementele de recunoastere afing, astfel:

- se prepard o suspensie de Pl super paramagnetice Masterbeads (Adembeads,
Franta) cu diametrul de 500 nm, in ap4 deionizati (A.D.) cu concentratia de 10° particule/mL;

- suspensiade Pl se spala cu solutie tampon acid 2-(N-morfolino) etansulfonic (MES)
50 mM, pH 5,4;

- se prepard un amestec de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC)/
N-hidroxisuccinimida (NHS) 4:1 in MES;

- se inlocuieste solutia de MES cu cea de EDC/NHS;

- suspensia de Pl se agitd 10 min, la 37°C si 1500 rpm, etapa de activare a gruparilor
carboxilice;

- suspensia de Pl se spald cu A. D. si apoi cu solutie tampon PBS, pH 7,4;

- se inlocuiegte solutia de PBS cu solutia de PBS in care se gaseste proteina de
imobilizat (1 mg/mL,) respectiv, anticorpul Anti-Escherichia Coli;

- suspensia de PI se agitd 2 h la 37°C, 1500 rpm, etapa de imobilizare a proteinei
suspensia de PI se spalad de 2 ori cu PBS, pH 7,4;

- se Inlocuieste solutia de PBS cu solutia de etanolaming, pH 8,5, etapa de blocare
a situsurilor active de care nu s-a legat Anti-Escherichia Colj,

- suspensia de Pl se spald de 2 oricu PB S, pH 7,4.

Incubarea probei cu Pl imobilizat4 cu elemente de recunoastere specifica

- Suspensia de Pl imobilizatd se ultrasoneazd 10 min;

- la un volum de 100 L de proba, se adaugd 1 uL de suspensie de Pl imobilizata.
Raportul de PI : celule (Escherichia Coli) este de 1:100, fiind optimizat pentru o concentratie
de 10° celule/mL;

- proba cu Pl se agitd 1 h la 7°C, 1500 rpm;

- suspensia se spala cu solutie tampon de masurd PBS si se injecteaza imediat.

Alegerea configurafiei de aplicare a campului

- Se aplicd un cdmp magnetic, cu ajutorul a doi magneti permnanenti, unul fix,
pozitionat dedesubtul senzorului, iar celdlalt se deplaseaza in plan vertical, pe o distantd de
22 mm, cu frecventd de 0,3 Hz.

Injectarea probei

- Cu magnetul fix dedesubtul senzorului, iar cu cel mobil aflat la distanta maxima, se
injecteaza suspensia 5 min, la 25 yL/min si apoi se asteaptd 5 min, pentru stabilizarea
semnalului.

Aplicarea cdmpului periodic

- Se oscileazd pozitia magnetului mobil la frecventd de 0,3 Hz, deplasarea
facandu-se pe o distantd de 22 mm.

Mdasura -incircuitul electric care cuprinde electrozii, se aplica, cu ajutorul unui
generator de curent, un semnal electric alternativ, cu frecventa de 500 kHz;

- seinregistreaza semnalul electric (tensiunea) cules de la electrozii de masura i se
determind evolutia, in urma aplicérii cdmpului periodic, a valorii absolute a impedantei, |Z|,
la frecventa de 500 kHz;
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- semnalul electric se prelucreazd astfel: se calculeazd spectrul de putere pentru
fiecare interval de 4200 de achizitii (intervalul este ales pentru o rezolutie in frecventd ~
0,01Hz) si se determind amplitudinea semnalului periodic cu frecventa de 0,3 Hz, care
depinde de concentratia celulelor din proba.

Pentru referintd, respectiv, pentru cazul concentratiei zero, semnalul provine exclusiv
din aplicarea campului periodic asupra Pl (nelegate de celule) se obtine amplitudinea
Ag= 8,8+3,5 mV. Prin reprezentarea variatiei relative a amplitudinilor oscilatiilor la frecventa
de oscilatie a cdmpului fatd de amplitudinea referintei, in functie de concentratiile cunoscute
ale celulelor (Escherichia Coli), se determind curba de calibrare. Prin raportarea semnalului
masurat pe proba la curba de calibrare, se determind concentratia de Escherichia Coli din
proba.

Astfel, un semnal cu amplitudinea A, =123,6 23,4 mV, respectiv, amplitudinea
relativd definitd prin: AJ/Ax -1 = 13 corespunde concentratiei de 10° celule/mL.

Alegerea tipului si a dimensiunii particulelor indicatoare se face astfel incat: incubarea
sd conduca la legarea unui numar cat mai mare de analiti, sa nu se lege intre ele, semnalul
aferent oscilatiei particulelor nelegate de celule s fie cat mai mic (neglijabil) si oscilatia
fiecarui cluster sa conduca la un semnal cat mai mare.

Pentru particulele indicatoare paramagnetice, etapele de separare si concentrare de
dupa incubare, cat si cea de aplicare campului, se realizeaza cu ajutorul unor magneti.

Ca alternativa, existd posibilitatea separdrii particulelor indicatoare de analiti, de
exemplu, microorganismele legate afin de suprafata de masurd, pentru ca aplicarea
campului periodic sa se realizeze exclusiv asupra analitilor tinta.

Metoda prezintd, pentru acest exemplu de aplicare, avantajul ca acelasi set de
senzori poate fi utilizat pentru detectia oricarui tip de analit, de exemplu, microorganisme,
specificitatea nefiind datd de tipul suprafetei senzorului (care este pasivatd, pentru a
impiedica orice adsorbtie), ci de legarea afind a particulelor indicatoare de analii tintd (in
faza de incubare).

B. Pentru detectia si determinarea concentratiei unor analiti cu masd moleculard mica
(de exemplu, toxine, antibiotice etc.), metoda presupune exclusiv utilizarea de particule
indicatoare.

Pentru ca, de reguld (pentru analitii cu masa moleculard mica), semnalul datorat
legarii directe de suprafata senzorului este extrem de mic, pentru obtinerea unui semnal
semnificativ, metoda propune utilizarea particulelor indicatoare. Aceste particule trebuie sa
permitd, de exemplu, prin intermediul unor ancore, imobilizarea, pe suprafata lor, a unor
structuri afine similare celor continute de analitul tintd si prin care acesta se leagd de
partenerul afin, imobilizat pe suprafata senzorului. Proprietdtile (modificate prin aplicarea
campului), dimensiunea si forma particulelor indicatoare, precum si tipul $i numarul
ancorelor, trebuie sa fie alese, astfel incat s nu ramana situsuri active ascunse, iar oscilatia
s& corespundi unei variatii a semnalului util (de exemplu, electric, optic) cat mai mare. in
cazul in care asupra particulelor indicatoare se aplicd campuri magnetice, particulele
indicatoare trebuie s aiba proprietati (super) paramagnetice.

Metoda pentru detectia si determinarea concentratiei unor analiti cu masa moleculard
mica este ilustratd in fig. 2 si implicd o secventd de etape precum:

1. Se prepara:

a. suprafata senzorilor astfel incat s se imobilizeze compusii ce corespund unui
partener afin (specific) la analitul tinta;

b. suprafata particulelor indicatoare astfel incat s se imobilizeze linkeri (ancore) care
sd aiba la celdlalt capat structuri afine i. e. specifice, similare celor continute de analitul {inta
si care determind legarea analitului tintd de partenerul afin, imobilizat pe suprafata
senzorului.
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Legarea de zonele active de pe suprafata senzorului prin intermediul unor linkeri are
rolul de a permite particulelor indicatoare sa se deplaseze, de exemplu, s& oscileze fard
afectarea legaturii afine; in cazul in care semnalul util nu este datorat deplasarii periodice a
particulelor indicatoare, ci este determinat de modificarea, in urma aplicarii campului, a unor
proprietati (de exemplu, electrice, optice etc.) ale particulelor indicatoare sau a unor compusi
de care acestea sunt legate afin, lungimea linkerilor trebuie aleasa, astfel incat sd permita
o legare afind cat mai eficienta.

2. Se prepara proba susceptibild sd contind analitul tintd, care este adusa in stare
lichida.

3. Se injecteaza in compartimentul analitic, succesiv:

- proba, ceea ce va conduce la legarea specifica in functie de concentratia analitului
tintd din proba, inactivandu-se astfel un procent din zonele de legare prezente pe suprafata
senzorului;

- se injecteaza, in locul probei, suspensia de particule indicatoare, functionalizate;
concentratia acestora trebuie s& fie suficient de mare, astfel incat s conduca la inactivarea
tuturor zonelor aflate pe suprafata senzorului, pe care sunt imobilizati compusi parteneri
specifici de legare cu analitii tintd, inclusiv in cazul in care proba nu contine analiti tinta.

4. Se stabilesc conditiile de aplicare a cdmpului, respectiv: tipul cadmpului aplicat (de
exemplu, magnetic), precum si parametrii acestuia, de exemplu, frecventa, profilul evolutiei
intensitdtii, pozitiile limitd, si se aplicd campul (cu ajutorul modulului cu acest rol), care
conduce la modificarimasurabile, variatii periodice, ale unor parametri (de exemplu, electrici,
optici, de pozitie etc.), cauzate de aplicarea actudrii asupra constituentilor, determinate de
exercitarea actiunii cdmpului asupra particulelor indicatoare, cét si/sau la eficientizarea
legarii lor afine (specifice) de suprafata senzorului; pentru acest exemplu de utilizare a
metodei, este posibil ca legarea particulelor indicatoare s& conduca direct la obtinerea unui
semnal util pentru determinarea concentratiei analitului tintd, fard sa fie nevoie de aplicarea
campului, sau intensitatea campului periodic sa fie foarte mica.

5. Se monitorizeaza semnalele (de exemplu, optice, electrice) cauzate de aplicarea
campului asupra particulelor indicatoare din compartimentul analitic prin intermediul para-
metrilor, de exemplu, electrici (impedanta) si/sau optici (SPR), determinandu-se parametrii
utili, de exemplu, amplitudine si defazaj fatd de variatia cdmpului sau, dupa caz, aferente
legarii directe a particulelor indicatoare de zonele de pe senzor pe care sunt imobilizati
compusi parteneri specifici, ramase active dupa injectarea probei.

6. Se detecteaza prezenta sau se extrage concentratia de analiti, utilizand curbe de
calibrare. Amplitudinea oscilatiei este dependentd de numarul de particule indicatoare, legate
de zonele de pe senzor pe care sunt imobilizati compusi parteneri specifici, ramase active
dupainjectarea probei. Curba de calibrare va arata un semnal datorat oscilatiilor determinate
de actiunea campului asupra particulelor indicatoare, cu atat mai mic cu cat concentratia
analitului tint4 din proba este mai mare. in cazul in care nu este nevoie de aplicarea unui
camp (intensitatea acestuia se alege zero), curba de calibrare se determind utilizand
semnalele aferente legarii directe a particulelor indicatoare de zonele de pe senzor pe care
sunt imobilizati compusi parteneri specifici, rdmase active dupa injectarea probei.

Metoda prezintd, pentru acest exemplu de aplicare, cel putin doud avantaje majore
fatd de metodele actuale de detectie:

a. este robustd, independentd de efectul legarii nespecifice a unor alfi compusi din
prob4, diferiti de analitul tinta (semnalul util provine exclusiv de la particulele indicatoare). in
acest scop, curbele de calibrare vor fi realizate, utilizand aceleasi solutii (matrice complexe)
similare probelor reale;
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b. poate fi utilizatd cu succes chiar gi in cazul analitilor cu mas& moleculard mica (e.
g. toxine), pentru care semnalul datorat legarii specifice directe analit-senzor este prea mic
pentru a fi sesizat.

C. Pentru detectia si determinarea concentratiei unor catene ADN, ilustrata in fig. 3,
metoda presupune monitorizarea reactiei de hibridare i implica urmatoarele etape:

1. Se functionalizeaza (prepard) senzorii astfel incat, pe suprafata acestora, sa se
imobilizeze catene complementare structurii ADN tintd si care sd aiba legate de capatul liber
particule indicatoare.

2. Se prepara proba susceptibild sa contind catenele ADN {inta, astfel incat sa fie
adusa in stare lichida.

3. Se injecteaza proba in compartimentul analitic.

4. Se stabilesc conditiile de aplicare campului, respectiv: tipul cdmpului aplicat (de
exemplu, magnetic), precum i parametrii acestuia, de exemplu, frecventa, profilul evolutiei
intensitdtii, pozitiile limitd, si se aplicd cdmpul (cu ajutorul modulului cu acestrol, de exemplu,
utilizdnd campuri magnetice) care sa conduca la deplasarea periodica a particulelor
indicatoare, legate de senzor prin intermediul catenelor complementare structurii ADN tinta.

5. Se monitorizeazd procesul de hibridare (ce se deruleazd in compartimentul
analitic) prin analiza deplasarilor sau a oscilatiilor particulelor indicatoare, relevate de metode
electrice (impedanta) si/sau optice (SPR), determinédndu-se, pentru fiecare metoda,
parametrii relevanti ai semnalelor respective (de exemplu, amplitudine si defazaj fatd de
variatia cdmpului). Hibridarea presupune legarea specificd a unei catene ADN tintd de cea
complementara, imobilizatd la un capat pe suprafata senzorului si care are la celdlalt capat
o particuld indicatoare care poate oscila. Diferentele de rigiditate (elasticitate) intre structura
ADN-ului bicatenar si monocatenar vor conduce la modificarea amplitudinii gi fazei oscilatiei
particulei indicatoare. Evolutia procesului de hibridare este relevatd de evolutia atat a
amplitudinii oscilatiei (scazatoare), cat si a defazajului.

6. Se detecteazd prezenta sau se extrage concentratia de catene ADN tintd, prin
utilizarea curbelor de calibrare, care pot fi realizate atat pe baza parametrilor ce descriu
dinamica procesului, cat si folosind parametrii oscilatiei particulelor indicatoare, aferente
atingerii unui nivel stationar, ,final".

Metoda prezintd, pentru acest exemplu de aplicare, avantajul ca alegerea para-
metrilor cdmpului permite pozitionarea particulelor indicatoare corespunzadtoare alungirii
maxime (aferente dimensiunii catenei ADN), pe o duratd optima, cu relevanta atat pentru
masurd, dar are si un efect important la cresterea randamentului reactiei de hibridare, fara
a fi nevoie de introducerea unor structuri suport, care sunt de reguld nelipsite la metodele
senzoristice, actuale, pentru evaluarea hibriddrii ADN.
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Revendicari

1. Metoda de detectie si de determinare a concentratiei unor analiti, prin aplicarea
controlatd a unui stimul periodic, caracterizatd prin aceea c3 aceasta consta in parcurgerea
urmatoarelor etape, in ordine cronologica:

- se prepard senzorul sau elementele de recunoastere specifica, respectiv:

a. se imobilizeazd elemente de recunoastere afind pe suprafata unor particule
indicatoare;

b. se prepard suprafata senzorilor din compartimentul analitic, realizandu-se, dupa
caz:

- imobilizarea unor compusi care contin elemente afine care, in functie de tipul de
analit tintd, pot avea legate particule indicatoare la capatul opus senzorului;

- pasivarea acestora, pentru impiedicarea oricdrei adsorbtii, in cazul in care
recunoagsterea specifica a analitului se face prin incubarea probei cu particule indicatoare,
in etapa de preparare a probei;

- se prepara proba pentru a fi introdusa in stare lichidd in compartimentul analitic,
dupa caz, direct sau dupd incubare cu particule indicatoare;

- se injecteazad in compartimentul analitic proba sau/si, dupd caz, o suspensie
concentratd care contine particule indicatoare;

- se stabilesc conditiile de actionare, respectiv: alegerea cadmpului de aplicat, de
exemplu, magnetic, electric, optic, mecanic etc., si parametrii cdmpului, de exemplu, frec-
venta, profilul evolutiei intensitétii, pozitiile limitd, si se aplicd campul care sd conduca la
modificdri masurabile, de reguld, periodice, ale unor parametri, electrici, optici, de pozitie, de
deformare si, dupa caz, la eficientizarea legarii afine;

- se monitorizeazd semnalele, de exemplu, optice si electrice, cauzate de aplicarea
campului asupra constituentilor din compartimentul analitic, determinandu-se parametrii utili;

- se detecteaza prezenta si se determind concentratia de analit, utilizand curbe de
calibrare determinate in prealabil din analiza unor probe cu concentratii cunoscute de analiti.

2. Metoda conform revendicarii 1, caracterizatd prira aceea c4, in scopul detectiei
si determindrii concentratiei unor analiti cu mas& moleculard mare, de tipul: agregate,
particule sau microorganisme, se parcurg urmatoarele etape:

- se prepara particule indicatoare, imobilizandu-se, pe suprafata acestora, compusi
afini, specifici analitului tinta;

- se preparad proba susceptibild s& contind analitul tintd, prin aducere in stare lichida
Si se incubeazd impreuna cu o suspensie cu o concentratie optima de particule indicatoare,
functionalizate;

- se extrage din compartimentul de incubare, se concentreaza intr-un volum redus
Si se injecteazd, in compartimentul analitic, suspensia in care se afld clustere de analifi si
particulele indicatoare, precum si, dupa caz, o cantitate reziduald de particule indicatoare,
nelegate de analit, se poate considera o etapa de separare care sa elimine din volumul care
va fi analizat cantitatea de particule indicatoare, nelegate de analit;

- se stabilesc parametrii cdmpului si se aplicd cdmpul care conduce la modificari
masurabile, de reguld, periodice, ale unor parametri, electrici, optici, de pozitie, de deformare
a analitilor, sau a unor conglomerate analit-compusi legati specific de acestea;

- se monitorizeazd semnalele cauzate de aplicarea campului asupra constituentilor
din compartimentul analitic, determinandu-se parametrii utili, care pot fi, dupad caz,
amplitudinea sau/si defazajul fatd de variatia campului;

- se detecteazd prezenta si se determind concentratia de analiti, utilizadnd curbe de
calibrare.

10
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3. Metoda conform revendicarii 1, caracterizatdl prin aceea cd, in scopul detectiei
si determindrii concentratiei unor analiti cu masa moleculard mica, se parcurg urméatoarele
etape:

- Se prepara:

a. suprafata senzorilor astfel incat sd se imobilizeze compusii ce corespund unui
partener specific la analitul tinta;

b. suprafata particulelor indicatoare astfel incat sa se imobilizeze linkeri (ancore) care
sd aibd la celdlalt capat structuri afine i.e. specifice, similare celor continute de analitul inta
si care determind legarea analituluitintd de partenerul afin imobilizat pe suprafata senzorului,
legarea de zonele active de pe suprafata senzorului prin intermediul unor linkeri avand rolul
de a permite particulelor indicatoare sa se deplaseze, de exemplu, sd oscileze fara afectarea
legaturii afine, iar in cazul in care semnalul util nu este datorat oscilatiei particulelor
indicatoare, ci este determinat de modificarea, in urma aplicarii cdmpului, a unor proprietati
electrice, optice etc., ale particulelor indicatoare, sau a unor compusi de care acestea sunt
legate afin, lungimea linkerilor trebuie aleasd astfel incat sa permitd o legare afind cat mai
eficienta.

- Se prepard proba susceptibild sa contind analitul tintd, care este adusa in stare
lichida.

- Se injecteaza in compartimentul analitic, succesiv:

- proba, ceea ce va conduce la legarea specifica in functie de concentratia analitului
tintd din probad, inactivandu-se astfel un procent din zonele de legare prezente pe suprafata
senzorului;

- suspensia de particule indicatoare functionalizate, in locul probei;

- se stabilesc parametrii cdmpului si se aplicd cdmpul care sa conduca la variatii
periodice ale unor parametri, de pozitie, electrici, optici etc., determinate de exercitarea
actiunii cadmpului asupra particulelor indicatoare sau/si asupra analitului, cat si la
eficientizarea legarii lor specifice, afine de suprafata senzorului;

- se monitorizeazd semnalele cauzate de aplicarea campului asupra particulelor
indicatoare, determinandu-se parametrii utili. de exemplu, amplitudine si defazaj fatd de
variatia campului sau, dupa caz, aferenti legarii directe a particulelor indicatoare de suprafata
activd a senzorului;

- se detecteazd prezenta si se determind concentratia de analit, utilizadnd curbe de
calibrare.

4. Metoda conform revendicarii 1, caracterizatd prim aceea c4, in scopul detectiei
si determinarii concentratiei unor catene ADN, se parcurg urmatoarele etape:

- se prepara senzorii astfel incat, pe suprafata acestora, sa se imobilizeze catene
complementare structurii ADN {intd si care sd aibd legate de capatul liber particule
indicatoare;

- se prepara proba de analizat, care contine catenele ADN tintd, prin aducere in stare
lichid;

- se injecteaza proba in compartimentul analitic;

- se stabilesc conditiile de actionare, adicd parametrii campului atat pentru cresterea
sensibilitatii masuratorilor, dar si pentru cresterea randamentului reactiei de hibridare;

- se realizeaza actionarea, adicad se aplicad campul care sd conduca la deplasarea,
posibil periodicd, a particulelor indicatoare legate de senzor prin intermediul catenelor
complementare structurii ADN tint&;

- se monitorizeazd procesul de hibridare prin analiza deplasérilor sau oscilatiilor
particulelor indicatoare, determindndu-se parametrii relevanti ai semnalelor respective;

- se detecteazd prezenta, sau/si se determind concentratia de catene ADN {intd, prin
utilizarea curbelor de calibrare, care pot fi realizate atat pe baza parametrilor ce descriu
dinamica procesului, cat si folosind parametrii deplasarii, posibil oscilatorii ai particulelor
indicatoare, aferente atingerii unui nivel stationar, final.
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