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本发明的名称是用于检测微生物的电抗和

电容型传感平台。一种对微生物生长具有增加的

灵敏度的系统和方法。所述系统包括信号处理电

路，该信号处理电路通过两个或更多个电极连接

到耗材或容器，所述电极完全刺入所述容器并与

液体内容物接触。所述电路被配置以检测样品的

总阻抗的组分，尤其是“异相”或虚拟电抗组分，

该组分以频率依赖的方式对微生物生长具有灵

敏响应。基于监测样品这些述参数的变化，所述

系统检测液体基质中带电分子的组成以及微生

物的数量二者的变化。这使得检出时间(TTD)减

少5‑70％。所述系统和方法检测多种容器形状、

体积和基质(或介质)形式中的微生物。所述电极

完全浸入液体样品的连续主体之中。电极之间的

距离可以被调整或调节以满足容器的需要。电压

输入也能够被调整以允许容器内的内容物的恰

当检测。
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1.一种对微生物生长敏感的系统，所述系统包括：

信号处理电路，所述信号处理电路连接到适于接收生物样品的容器；

两个或更多个电极，所述两个或更多个电极刺入所述容器并且与所述生物样品接触，

与第一电极连接的压控振荡器(“VCO”)；

与第二电极连接的相敏感信号检测器；和

积分器，其配置为接收来自所述相敏感信号检测器的异相输出信号，从而将所述VCO的

频率调整为第一频率，此时由所述相敏感信号检测器测量到的异相信号振幅达到零；

其中基于观察到频率增加到超过所述第一频率指示出现微生物生长。

2.根据权利要求1所述的系统，进一步包括用于调整所述频率的平行于锁定放大器的

电容输入级的一个或更多个可变电阻器。

3.根据权利要求1所述的系统，进一步包括用于调整所述频率的桥式电阻器‑电容器调

节电路。

4.根据权利要求3所述的系统，其中所述信号处理电路在高频操作模式和低频操作模

式之间可转换，其中高频在约40kHz到约80kHz的范围内，而低频在约1kHz到约10kHz的范围

内。

5.根据权利要求4所述的系统，进一步包括与所述桥式电阻器串联的开关，其中当所述

开关打开时，所述系统以低频模式运行，而当所述开关闭合时，所述系统以高频模式运行。
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用于检测微生物的电抗和电容型传感平台

[0001] 本申请是申请日为2015年10月14日、申请号为2015800551755、题为“用于检测微

生物的电抗和电容型传感平台”的专利申请的分案申请。

[0002] 相关申请的交叉引用

[0003] 本申请要求2014年10月14日申请的美国临时申请号62/063,602的权利，该申请的

公开内容在此以引用方式被并入本文。

背景技术

[0004] 本发明涉及临床样品的微生物检测领域。本发明尤其涉及实现对于生物样品中细

菌存在与否的更快速的检测。

[0005] 检测复制微生物(细菌、真菌、病毒)的能力在很多临床微生物应用中是一项基本

的要求。在这方面，已经开发了很多用于检测微生物生长的直接和/或间接方法。

[0006] 例如，间接检测方法可以评估副产物、分子、复合物或化学反应物对微生物生长/

复制的影响。即，微生物的生长/复制是否导致副产物、分子、复合物或化学反应物共同和累

积式的增加、减少或显著的变化。例如，可以通过荧光变化或通过弹性传感器的比色变化观

察生长中的微生物群的代谢需求的变化。虽然这类检测的机制已经众所周知，但当微生物

浓度达到每瓶约109集落形成单位(CFU)时即超过检测阈值。这导致许多临床相关的血液病

原体的检出时间(TTD)通常在8到24小时的范围内。在一些情况下，某些微生物的检测可能

需要超过72小时。

[0007] 此外，用以检测溶液中活体微生物的电子检测系统已经被开发。通常，这类平台利

用阻抗测量作为微生物生长的间接指示符。2013年2月14日提交的并且名称为“基于阻抗的

细菌检测系统(Impendence‑Based  Bacterial  Detection  System)”的WO2013/123189中描

述了一种这样的系统，其一般地与本申请相关并且在此通过引用被并入。

[0008] 当微生物进行生长时，通过排出或摄入带电荷的产物(如离子、磷酸盐、硫酸盐、硝

酸盐)或者产生带电荷的代谢中间产物(如乳酸)使样品中的总离子组成发生改变。微生物

的生长影响介质的总电导率(或电阻率)。电导(或电阻)的这种变化通过溶液中随时间变化

的总电阻抗变化来证明。通过向溶液中浸渍多个电极并测量电压(如AC或DC)和/或电流响

应来测量阻抗。这些系统通常使用数据模型以使得原始阻抗数据适应理论框架从而提取与

微生物生长相关的信息。

[0009] 例如，一些众所周知的系统使用充满特化液体培养基(specialized  broth)的

10ml反应室。工业微生物样品被接种在该反应室中并孵育高达24小时。向管内供应固定频

率(10kHz)的输入波形并监测阻抗。由于响应于微生物随着时间生长介质的离子组成变化，

介质电导的小变化开始累积。当电导率已增加到特定的阈值之上时，微生物生长的样品测

试阳性的信号被返回。但是，这类系统有一些主要的技术限制，使得它们的应用的范围主要

被限制在工业微生物应用。

[0010] 在这方面，电学检测系统由于其依赖微生物生长形成和积累副产物而造成生长介

质的电导或电阻变化而产生技术限制。随之而来的是，对于高离子强度的介质，只有在微生
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物浓度达到非常高的水平时，由微生物复制产生的任何信号才能被有效标记(mask)。此外，

监测高度复杂的介质(如血液)中微生物生长和检测的许多应用不能使用标准的基于阻抗

的检测技术。

[0011] 利用阻抗检测系统针对具有这类问题的已提出的一种解决方案是使用总阻抗的

子集以增加对于测量——其指示微生物生长——的敏感性。Sengupta等人在“A  micro‑

scale  multi‑frequency  reactance  measurement  technique  to  detect  bacterial 

growth  at  low  bio‑particle  concentrations(在低生物粒子浓度下检测细菌生长的微

尺度多频电抗测量技术)(Lab  Chip,第6卷，第682‑692页，2006)”(以下称为“Sengupta”)中

使用100μL容积的微流体腔作为监测响应的腔，该响应能够指示细菌的存在。Sengupta等人

指出通过提供长的(厘米级别)且非常细(小于250微米)的含有样品的管道状腔，并且在其

两端处定位非常小的电极能够改善与简单的电介质电导率测量有关的感测响应。通过使用

非常高的频率(从100KHz到100MHz)，液体样品的电容贡献被测量。根据Sengupta，液体样品

的电容对于放置在腔中的样品里的细菌的存在和/或生长引起的变化是敏感的。

[0012] 然而，Sengupta指出利用针对使用电介质电导率测量来测试样品中细菌存在的微

流体环境的方法，最显著的挑战是温度的波动。此外，Sengupta对每个分析时间点获取并测

量了新的样品。即，Sengupta在继续测量前需要填充新的微流体腔(或者用新鲜的样品替换

微流体腔内的液体样品)。由于每一份在先的样品部分被丢弃，所以每小时需要消耗约100‑

200μL样品，因此这一方法被认为是破坏性的。随着时间消耗掉的样品的体积将是一个非常

严峻的挑战，尤其是对于生长缓慢或代谢缓慢的微生物的样品。此外，随时间获取样品必须

关注固有的生物危害废物处理及灭菌。

[0013] Sengupta中所描述的技术另一缺点在于需要在微升的体积级别进行实验。这限制

了这一技术在没有合适的准备或获取子样本步骤的情况下感测临床上相关的样品的使用。

此外，这一技术利用来自宽频率范围(几百至几千kHz)的原始光谱数据来通过计算拟合溶

液的“电容”的电路模型。因此，围绕该数据的处理存在数学上的复杂性，这可能导致每个耗

材的后处理时间长达一分钟。

[0014] 最后，Sengupta并没有克服所述的阻抗技术对于高离子介质(如血液)固有的不相

容性。相反，Sengputa通过减少检测腔的总体积限制了总离子数量从而规避了该问题。因

此，即使体积上仅有轻微的超量也会导致检测敏感性的大幅损失。

[0015] 因此，需要对使用电介质测量以检测液体中微生物存在与否的方法进行改进。

发明内容

[0016] 本申请描述基于阻抗的方法和系统，其使用总阻抗的子组分，即虚拟(电抗)组分，

以测定介质中的总离子组成。在这方面，电抗子组分对于由于微生物生长(间接检测)造成

的介质的离子组分变化以及微生物的带电的细胞量(直接检测)二者都具有极高的灵敏度。

这为处理微生物的宽且多样的光谱提供了广阔的检测方法。

[0017] 当前申请还描述调节方法，以允许跨度从微升级别到毫升级别范围的液体体积内

的电抗检测。在这方面，在一个实施例中，系统的频率敏感度可以通过调节平行于锁定放大

器检测器的电容输入级的电阻的物理值而从1kHz改变到几百kHz。这导致了针对离子组成

(操作频率在1‑20kHz之间)和微生物生物量(操作频率大大高于20kHz)的变化的增加的灵
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敏度。

[0018] 根据可替代的实施方式，当前申请描述了通过使用桥式电阻器‑电容器调节电路

调节目标样品的频率灵敏度的方法。通过调节桥式电阻器‑电容器调节电路的值，在高频光

谱(远大于20kHz)下检测变得对于离子组分变化和带电微生物量变化二者均很敏感。因此，

桥式电阻器‑电容器调节电路可以提供更快的检出时间(TTD)。

[0019] 更进一步地，调节消耗性试验内的频率响应允许在相对大的样品体积(如大于

10mL)中检测微生物生长。这消除了现有技术对于恒定地子样品的需求。由于不再需要每一

次采样后进行复杂的数学计算，因此通过利用处理原始电抗数据实现附加的益处。将降低

的计算复杂性结合至更窄的频率范围的利用允许更快的扫描时间(由秒到分钟级别变为毫

秒到秒级)。

[0020] 当前申请还描述对于微生物生长具有增加的灵敏度的系统。所述系统包括信号处

理电路，该信号处理电路通过完全穿过测试室并与液体内容物接触的两个或更多电极连接

到测试室(即消耗性的)。所述电路被配置用来检测总阻抗的一组分，尤其是“异相”或虚拟

电抗组分，所述组分以频率依赖方式对微生物生长具有敏感响应。阻抗中的电抗组分对本

领域技术人员而言是公知的，并且在本文中不详细描述。在这方面，该系统可以基于监测样

品中该参数的变化来检测液体基质中带电分子的组成以及微生物的数量二者的变化。这使

检出时间(TTD)减少5％‑70％。

[0021] 由本文所述的系统和方法实现的另一优势是能够在多种消耗性形状、体积或者基

质(或介质)形式下检测微生物。在这方面，电极应应当完全浸渍在连续的液体样品主体中。

电极间的距离可以被调整或者调节以满足耗材的需要。更进一步地，输入电压也能被调节

以便允许在耗材内对内容物进行适宜的检测。

[0022] 在这方面，当前系统能够感测由于微生物细胞壁的高度带电的特性而将另外被认

为是“脏(dirty)”的样品中微生物的存在与否以及其在液体基质的离子组分中的各自变

化。即，当前系统可以监测有血液污染的抗微生物敏感性测试情况中微生物的生长以及其

他将以其它方式破坏光学检测策略的样品的组分。

附图说明

[0023] 图1图示说明装置的示例，其用于测量液体样品的电介质电容以确定其中是否存

在微生物；

[0024] 图2图示说明装置的另一种实施方式，其用于测量液体样品的电介质电容以确定

其中是否存在微生物，由此信号发生器的测量频率被自动调节并保持在零交点频率。

[0025] 图3图示说明装置的示例，其用于测量液体样品的电抗以确定其中是否存在微生

物；

[0026] 图4A和图4B图示说明用以测量液体样品的电抗的装置的框图；

[0027] 图5图示说明线形图，该线形图示出在不同频率下检测大肠杆菌(E.coli)的时间；

[0028] 图6图示说明由本文描述的实施例实现的缩短的检出时间；

[0029] 图7展示实验结果，该结果表明使用更高的频率可以改善检出时间；

[0030] 图8图示说明线形图，该线形图示出在高频率下洛菲不动杆菌(A.lwoffii)的检出

时间；
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[0031] 图9图示说明说明线形图，该线形图示出在高频率下藤黄微球菌(M.luteus)的检

出时间。

具体实施方式

[0032] 根据本文描述的示例，使用阻抗子组分测量确定微生物生长存在与否。电极的配

置方式和频率可以按照本文描述进行配置，以确保即使是测试环境中离子电荷的微小变化

也是可检测的，以确定微生物生长的存在与否。

[0033] 阻抗是当施加电压时电路对于电流呈现的电对抗作用的度量。当在交流(AC，f>0)

电路中操作时，阻抗由电阻和电抗组成。相反，在直流(DC，f＝0)电路中，阻抗仅有电阻组

成。因此，阻抗可以以下式表示：

[0034] Z＝Zo+j*Zr(f)

[0035] 其中Z＝阻抗，Zo＝电阻，j＝√‑1，Zr＝电抗，且f＝频率。因此，阻抗是包含两个子

组分——电阻和电抗——的物质的电学特征。

[0036] 电阻是电流通过电导体(如金属线、盐水溶液等)时的对抗作用。电阻是标量值并

且与频率不相关。因此，电阻与给定样品中所包含的静态(非演化)带电物质(即离子、质子、

氨基酸、肽、小分子等)的总数量呈现逆相关的关系。带电物质的增加导致更低的电阻，而相

反地，带电物质的减少导致更高的电阻。在微生物复制(通常称作微生物生长)期间，带电颗

粒的总数量将以微生物依赖的方式不断变化。例如，随着新细胞分裂，离子从介质中获得并

且被参入子细胞中。因此，细胞分裂导致带电物质的数量减少。与此同时，微生物在介质中

对营养物质进行代谢并且产生带电产物，该带电产物导致带电物质的数量的增加。

[0037] 另一方面，电抗是电路元件对于电流或电压变化产生的对抗作用，这是由于元件

的电感或电容。电抗与电阻类似，不同之处在于电抗对于操作频率是敏感的。因此，电抗与

给定样品内所包含的电容性组分的总数量呈现逆相关的关系。在这方面，生物样品内的电

容通过两种方式显现。第一，带电物质(通常是分子，非微生物细胞等)由于感测电压(或电

势)的施加而聚集在电极界面的部位处。这是由于当电压(如，正或负)被施加到电极时具有

相反极性的带电分子被吸引到电极以试图中和表面电极上的电荷。具有相反电荷的另一层

分子在那些分子上产生“涂层效应(coating  effect)”，导致在电极界面处几乎没有净电荷

存在。这种涂层效应导致具有中和的电荷的电双层或双层电容器(如电介质双层电容器)，

就像绝缘体。因此，这绝缘体状的涂层导致电容效应(即绝缘体侧壁与导电介质和电极金属

相连)，这被称作界面电容。

[0038] 当该系统在低频(小于15kHz)下运行时界面电容(Ci)最大。对于检测微生物生长，

当由于微生物细胞量以及相关代谢物增加导致介质中离子组分变化时，界面电容随之变

化。因此，界面电容是微生物生长的间接指示符。

[0039] 对电抗产生影响的另一个生物学因素是细胞的电容。在这方面，人类和非人类细

胞具有带电的外层细胞膜，随之是绝缘的膜核，且最后是高离子的内部细胞组分(如离子)。

这与之前讨论的界面电容相似，并且被称为细胞电容或膜电容(Cm)。

[0040] 与阻抗相反，电导率是与细菌代谢副产物(如气体，如CO2)存在与否相关的测量。

在这方面，之前讨论的电容组分(以及那些随时间的变化的组分)更加直接地反应样品容器

中微生物(如细菌)的存在与否。
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[0041] 本文所述的系统和方法检测通过使用外部频率调节电路而改变的电抗显示的界

面电容(Ci)和/或细胞电容(Cm)。这导致了对于微生物生物量的增加以及由微生物相关的

代谢活动而诱发的样品环境的变化二者均具有高度的检测敏感性。该外部频率调节电路与

从微升到超过毫升的体积范围的多种介质体积是相容的。更进一步地，外部频率调节电路

允许持续监测而不需要对于正在使用的样品进行周期性的二次采样以及更新。

[0042] 图1是示出用于基于组分的电容阻抗的测量而检测微生物生长的装置的详细图

示。锁定放大器被示为具有输出级210和输入级235。输出级210包括内部信号发生器，所述

内部信号发生器可以用于向电介质阻抗测量腔220(未示出)的一个电极211发送正弦的RF

信号。所述腔的第二电极212与所述锁定放大器的信号输入级235相连。虽然锁定放大器在

图中被示出并且在本文的示例中进行了描述，但是本领域的一个普通技术人员将认识到其

他测量设备，如LCR仪或者网络分析器，可以代替锁定放大器而被使用。

[0043] 根据该实施方式，在所述腔220(未示出)内的样品液体直接接触两个电极并且可

以通过虚框225中所示的电路图进行描述。在这方面，Ci代表金属电极和液体之间的界面电

容；Ri代表金属电极和液体之间的界面电阻；Rb是液体的本体电阻；Rm是微生物的膜电阻；

并且Cm是膜电容。

[0044] 假定锁定放大器的输出级210的内部信号发生器具有50Ω的通常内部电阻，并且

锁定放大器的输入级235具有15pF的通常电容(Cp)以及10MΩ的通常输入电阻(Rp)。

[0045] 图1中示出的检测微生物生长的装置包括源匹配电阻Rs(215)和测量负载电阻Rv

(216)。根据图1，源匹配电阻215和测量负载电阻216可以根据给定的电介质测量腔和液体

被选定，使得测量信号的异相组分的频谱示出零交叉特征，该零交叉特征(i)依赖于Cm的

值，并且(ii)在合宜低频率处被设定。在特定的实施例中，频率被设定在约100kHz的值或该

值以下。这允许使用标准的锁定放大器。例如，当Rs＝500Ω且Rv＝500Ω时，在液体样品介

质是常规的血液培养生长介质的情况下，产生在约30kHz至约100kHz的范围内的零交叉频

率。这种血液培养生长介质的一个示例是购自马里兰州斯帕克斯的Becton  Dickinson 

Diagnositics的Standard  Aerobic/F介质。

[0046] 根据图1，锁定放大器的输出级210的异相信号振幅与异相阻抗值成反比。换言之，

在测量时异相阻抗值(如电抗值)在异相信号振幅的零交叉频率处处于其最大值。值的注意

的是，改变阻抗检测腔的尺寸(由于改变样品体积、样品的高/宽比或二者)，或用另一液体

样品替换生长介质将很可能改变选定的Rs和Rm值。如图所示，锁定放大器输入级235提供参

考电势。如所图示的参考是浮动接地。本领域普通技术人员将意识到，存在输入级能够以多

种不同方式提供参考电势，而图1的参考仅是示例性说明的并且不是限制的方式。

[0047] 图2图示说明用于通过使用测量频率的自动调节来测量液体样品的电介质电容和

电抗以测定测试环境的离子电荷变化的装置的可替代实施方式。在这方面，相敏感信号检

测器330的异相信号输出端332与电子积分器340的输入端335相连。积分器340的输出端345

与压控振荡器310的频率控制输入端305相连，所述压控振荡器310与图1中所示的装置中的

信号发生器作用相同。此外，Ci代表金属电极和液体之间的界面电容；Ri代表金属电极和液

体之间的界面电阻；Rb是液体的本体电阻；且Cm是本体电容。此外，本体电容(Cb)可以用于

检测微生物生长，该本体电容如WO  2013/123189中所述，该申请已经通过引入被并入。

[0048] 在此实施例中，压控振荡器(“VCO”)310产生正弦电信号，并且该正弦电信号电偶
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合到与样品接触的电极311。而且，与样品接触的第二电极312电连接到相敏感信号检测器

330。如前所述，相敏感信号检测器的异相输出信号与积分器340偶合。由于积分器340的输

出端与VCO  310的频率控制输入端耦合，所以只有当被相敏感信号检测器测量到的异相信

号振幅为零时，VCO  310的频率才被调整。久而久之，在零异相信号振幅处被调节的频率的

增加表明样品内微生物生长。

[0049] 在操作中，积分器340输出电压影响压控振荡器的频率。例如，如果起初频率低于

60kHz，那么异相信号振幅是正的。这导致积分器输出端345处为正输出电压，并且相应地导

致压控振荡器310的频率增加。频率将持续增加直到达到零交叉频率(此处异相信号振幅为

零)。此时，当异相振幅变为零时，不会再有进一步的积分发生。因此，压控振荡器的频率停

留在零交叉频率处，根据此实施例该零交叉频率为60.723kHz。如果起始频率过高，则实际

的零交叉频率将从该过高的频率自动接近。通过记录随时间的零交叉频率可以检测细菌的

存在并且检测由微生物生长导致的频率增加。

[0050] 图2中所示的装置的优势在于能够以极高的精度测定零交叉频率。由于“零点信

号”在相敏感信号检测器的输出端发生，所以信号发生器振幅或者相敏感信号检测器的内

部增益的任何漂移都将不会影响代表系统输出信息的自动调节的零交叉频率。

[0051] 转至图3，其示出利用桥式电阻器(Rp)‑电容器调节电路405测量阻抗的系统400的

实施方式。图3的系统包括具有内部信号发生器的锁定放大器的输出级410，一系列可变的

可调节元件415(即可变电位计)，包含液体样品的耗材420，桥式电阻器‑电容器调节电路

(如串联连接的第二可变电位计405以及开关425)，以及锁定放大器的输入级435。在所示的

实施例中，当开关开启时，系统在低频率下运行，而当开关关闭时，系统在较高频率下运行。

[0052] 如上所述，具有内部信号发生器的锁定放大器具有50Ω的通常内部电阻。此外，锁

定放大器的输入级435具有15pF的通常电容(Cis)和10MΩ的通常输入电阻(Ris)。在这方

面，锁定放大器可以产生施加至液体样品的电压和频率。进一步地，本领域的普通技术人员

将意识到，在不脱离本文描述的示例的范围的情况下，诸如LCR仪或者网络分析器的测量设

备可以被使用。

[0053] 可变桥式可调节元件(Rs)(如可变电位计)405的功能如之前描述的源匹配电阻器

一样。因此，可变桥式可调节元件(Rs)405可以针对给定的耗材420(如检测腔)和液体样品

被调节到一电阻(0‑10,000Ω)，由此，测量信号的异相组分的频谱显示出零交叉特征，该零

交叉特征(i)依赖于Cm的值，并且(ii)被设置在低于100kHz的合宜低频率处。这允许使用标

准的锁定放大器。

[0054] 耗材420很大程度上依据设计需要选择。在此描述的实施例中，耗材是在侧面具有

两条间隔约10mm到约40mm缝隙的塑料瓶或相似的塑料耗材(未示出)。每一缝隙中放置一金

属电极(如用金电镀的黄铜圆柱件)，并且环氧树脂(如胶水)涂布在塑料/金属界面外侧周

围以将电极固定到位。重要的是，环氧树脂仅在外表面发现且不渗入含有样品的瓶的内部

区域。即，环氧化合物不接触样品。

[0055] 本领域普通技术人员将意识到，该耗材可以是多种几何形状的，并具有将样品无

菌转移进出所述耗材的适配接口。在这方面，可以基于病人样本的类型、待测试样品的体积

等因素使用不同的耗材。

[0056] 金属化电极411、412可以使用任何标准的(如低成本的)金属(如铜、黄铜、钢等)制
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造，该金属电极具有带有施加到其上的抗腐蚀金属(如铂、金、银)的共形涂层(即厚度从亚

纳米到微米)。这种抗腐蚀金属的共形涂层对于高盐生长/介质基体(如血液、尿液、痰液)的

相容性是必须的。共形涂层技术的示例包括电镀、溅射和蒸发处理。这些处理方式对于本领

域技术人员是熟知的并且在本文中不再详细描述。本领域普通技术人员将从常规的共形涂

层技术中选择以形成本文所述的电极。

[0057] 电极配置可以适用于在耗材(即测试设备)中使用的几乎任何尺寸、形状以及材

料。电极(2个或更多个)可以被配置为任何已经被提供了合适尺寸特性来接收电极的耗材

形式。在可替代的实施例中，该耗材可以通过在电极周围吹塑耗材而形成。在另一些示例

中，电极可以通过耗材的盖子而延伸进入耗材内。这种设计不再需要直接将电极塑模或粘

合在耗材的材料中。在上述实施例中，电极可以被配置以形成外界和耗材的内容物(即液

体)之间的导电路径。

[0058] 耗材的示例包括传统的小瓶、管式配置、微流体盒等。对于本领域技术人员而言合

适的耗材是熟知的，并且在本文中不再详细描述。

[0059] 用于电极的合适金属的示例包括但不限于，银、金、锌、铁、镍、铝等。更进一步地，

对于电极可以使用不同的金属涂层。此外，电极间距、导线配置和电极尺寸很大程度上根据

设计需要选择。电极设计与多种因素相关，该因数如介质、耗材、样品等。本领域普通技术人

员将意识到，基于本文描述的示例可以使用多种配置。

[0060] 在那些其中电极被放置在耗材内的实施例中的操作中，电极必须被浸入样品液体

内，使得在电极之间存在导电路径。换言之，覆盖一个电极的同一液体主体也必须覆盖另一

个。更进一步地，瓶子内存在的非生物性对象(如环氧树脂、树脂)必须不覆盖电极达到可以

妨碍电极之间的导电路径的程度，从而造成高度可变性和不可靠的数据。

[0061] 该系统被配置为接收所述耗材(如图3中示意性示出的)，使得其将被电整合入系

统400。根据一些实施例，可以在耗材中形成非对称特性，使得使用者能够仅在一个预定的

取向上将耗材插入设备中。这将保证耗材“模块”与系统中其他组分之间的合适的相互连

接。

[0062] 转至图4A和图4B，示出了用于测量多种耗材中的阻抗的系统400的不同实施方式。

图4A和图4B的系统包括锁定放大器的输出级410、多路器440、可变系列电阻器415、具有第

一电极411和第二电极412的耗材420、搅拌器450、支架470、可变桥式电阻器405、第二多路

器460、锁定放大器的输入级435和计算机500。在图4A中，开关425与可变桥式电阻器405串

联。开关425和桥式电阻器405的这种关系也在图3中被图示说明。图4B是可替代的配置，其

中开关425与可变桥式电阻器405并联。

[0063] 根据该实施例，耗材420可以被存放在基于支架的模块化平台470中。每一个支架

470可以包括能够处理多至20个耗材的多路器元件。相应地，每一个支架有至少一个专用的

数字信号处理(DSP)锁定放大器模块，该模块将负责信号获取。因此，本发明设想耗材阵列

和将准许从阵列中的每个耗材获取信号的开关。

[0064] 多路器电路440和460可以允许计算机(如500)、信号检测板或设备来扫描多个耗

材或者单一耗材的子组分。在那些实施例中，其中一个耗材具有多个腔，多个腔中的每个腔

中均具有样品，多路器进行动作以“切换”检测设备/电路连接(1+输入和1+输出)至单个耗

材或耗材的子组分。多路器电路将允许相对少的硬件组分来监测多个耗材。根据多路程度
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以及耗材配置，多路器电路可以具有多种操作变化。

[0065] 在操作中，耗材的测量可以连续地进行。即，阵列中的每个耗材每次被扫描一个。

每一耗材的扫描时间可以为大约几十秒。因此，每一个支架(如果完全使用)会花费约2‑3分

钟进行扫描。计算装置500可以每10‑15分钟重复扫描活动。当阵列未被扫描时，可以通过使

用搅拌器450对耗材进行搅拌以对液体进行充分混合并通气。搅拌可以通过竖直移位、环形

震荡或者通过在耗材内使用搅拌棒来执行。搅拌机构(如果需要)可以具有多种设置，包括

使样品混合最大化的水平震荡机构。本领域普通技术人员将意识到，根据本文描述的示例，

可以使用不同的搅拌器的示例，并且因此不更详细地讨论。

[0066] 可变桥式电阻器405(如桥式电阻器‑电容器调节电路)可以是外部调节电路，该外

部调节电路将耗材420与检测设备(即锁定放大器的输入级435)物理连接。可变桥式电阻器

405可以包括一系列并联的可变电阻(数字电位计)，其允许频率灵敏度的“实时的频率调节

和计算”。在这方面，来自耗材的信号的频率可以在约1kHz到约200MHz之间进行调节。调节

参数(即选定的频率范围以及峰与峰的电压)可以通过耗材的总体积、电极的金属化性质

(如金、银或铂)、包含的液体类型等进行测定。通过在低频和高频二者处调节耗材信号，该

系统能够独立地在低频下检测代谢副产物并在较高频率下检测微生物生物量。

[0067] 根据一些实施方式，如图4A中所示，开关425可以与一系列可变桥式电阻器405用

电线串联。在可替代示例中，如图4B所示，开关425可以与可变桥式电阻器405用电线并联。

当开关打开时，系统可以在低频(即1到20kHz)下运行。如上所指示的，这将能够检测耗材中

组成的变化。当开关关闭时，系统可以通过向信号发生器提供反馈而在较高频率(即远大于

20kHz)下运行。如之前所讨论的，通过在较高频率下运行，系统对于液体中离子组分的变化

和生物量自身的变化二者均是敏感的。由于具有在高频和低频二者下调节频率以测试的能

力，该系统对于较少体积的样品可以具备更快的检出时间(TTD)。

[0068] 锁定放大器的输入级435是能够从相当大的噪声环境内提取具有已知频率的信号

的专用装置。更进一步地，锁定放大器可以将特别关注的信号解压成基本的子组分。例如，

总阻抗的组分，尤其是“异相”电抗组分可以根据下式使用：

[0069] Z＝电阻+j*电抗

[0070] 总阻抗|Z|＝√(电阻2+电抗2)。

[0071] 在另一示例中，电容组分(即界面电容和细胞电容)对总的电抗子组分有贡献。因

此，使用信号的子组分可以1)允许连续几天(如5天的方案)以特定间隔(如约10分钟)持续

监测每每个耗材或者耗材中的子组分，并且2)检测带电分子组成的变化以及生物细胞或样

品组分的数目。

[0072] 在这方面，一旦有信号输入锁定放大器的输入级435，可以执行数据分析。根据一

些实施例，数据分析分两步进行以确定微生物生长。第一步，在每一个时间点下分析原始光

谱数据(即检测到的电抗信号vs频率)(如斜率、曲线下的面积、X截距、Y截距等)以得到单独

的数据点。第二步，从每一个耗材或耗材的子组分获得多个数据点后，使用通用算法以确定

表明微生物存在的与已知对照值有显著统计学偏差的数据点。由于对微生物生长的灵敏度

加强，本文所描述的示例提供微生物生长的更快的检测时间。

[0073] 在可替代实施例中，来自原始“电抗”数据的信号提取的数据值可以用来确定微生

物生长与否。在这方面，提取的数据可以利用数学函数确定截距或曲线下的面积。这些数学
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函数的结果可以与阈值对比。因此，在阈值之上的累积变化可以用来区别包含微生物的耗

材。因此，测量信号的异相组分的频谱示出零交叉特征，该零交叉特征(i)依赖于Cm值，并且

(ii)在适宜低频率下进行设定。在某些实施例中，频率被设定在约100kHz或其下的值。这允

许使用标准测量设备，该标准测量设备如本文描述的锁定放大器、LCR仪和/或网络分析器。

[0074] 与标准光学方法相比，上述实施例改善检出时间(TTD)达5‑70％。如下所述，当在

与传统光学方法相比时，数据示出当在低频率调节下检测时对于大量微生物的检测能够以

更快的TTD发生。更进一步地，数据表明通过使用高频调节可以进一步加强检测灵敏度，由

此导致甚至更快的TTD。

[0075] 在这方面，如图5中所示，在较小的聚碳酸酯管中进行实验，其包括：10mL  BACTEC

标准需氧介质、3mL袋装血液、17CFU(集落形成单位)的大肠杆菌(A25922)，以及镀金金属电

极(黄铜主体)，所述电极延伸入耗材内部并浸入介质/样品混合物中。耗材中的电极与锁定

放大器的其他组分相互连接。该设备的桥式电阻器被设置为187欧姆，这造成在40到80kHz

频段的光谱灵敏度。

[0076] 当与进行平行扫描的对照(无微生物)管进行比较时，如图6中所示，多数微生物和

介质的TTD均显著改善。这样可以表明微生物的灵敏度为104‑105CFU，比在约109CFU下检测

微生物的当前光学检测系统的灵敏度高至少2到4个数量级。这些结果代表减少了70％的检

出时间，更具体的细节将关于附图5在下面进行讨论。这些水平的检测从未被报道过，并且

完全是出乎意料的。对于图示，示出大肠杆菌的频率随时间的变化(相对于对照)。在低频率

下，TTD约为10小时，这加快了多达5‑10％。在高频率下，TTD改善至约4小时，这几乎加快了

70％。

[0077] 再次参考图6，针对图6中报告的各种样品重复上述实验，其中上述实验的结果在

图5中被图示说明。例如，其中3mL袋装血液和17CFU的金黄色葡萄球菌(S.aureus)(A25923)

生长在7‑8小时内被检测。相比于检测集落生长的标准光学检测技术在约12‑14小时的时

间，这表示检出时间减少42％。

[0078] 图6图示说明进行不同实验的结果，这些实验包括下述条件：7mL袋装血液和17CFU

大肠杆菌微生物(A25922)；7mL袋装血液和17CFU金黄色葡萄球菌(A25923)；7mL袋装血液和

17CFU流感嗜血杆菌(H .influenzae) (A19418)；7mL袋装血液和17CFU粪肠球菌

(H.faecalis)(A29212)；以及7mL袋装血液和17CFU念珠菌(C.glabrata)(A66032)。

[0079] 因此，在7mL溶真菌的介质中大肠杆菌的生长在约8.5到9小时内被检测到，这相比

于标准光学检测技术在溶真菌的介质中对于大肠杆菌的检测(10‑11小时)，改善TTD。金黄

色葡萄球菌在溶真菌的介质中的生长在约10小时内被检测到，相比于标准光学检测技术有

23％的提高。流感嗜血杆菌在溶真菌的介质中的生长在约16小时内被检测到。其TTD相比于

使用标准光学检测技术对于流感嗜血杆菌的TTD(16小时)改进16％。对于溶真菌的介质中

的粪肠球菌集落，其TTD为11小时，代表相对于使用标准光学检测技术11‑12小时TTD的8％

的改进。溶真菌的介质中的念珠菌的TTD在约17小时内被检测，这代表了使用标准光学检测

技术检测念珠菌TTD(20‑42小时)的45％的改进。图5和图6中还报告了在标准需氧介质中的

样品相对于标准光学检测技术TTD的改善。

[0080] 图7图示说明在上述较小体积中实现的检出时间的改进同样在较大体积的样品/

介质中实现。具体地，在BACTEC瓶中组合40ml标准BACTEC介质和10ml血液。样品被接种有
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50‑60CFU的大肠杆菌。在低频率下，使用本文描述的装置及方法，TTD为10.5‑11小时，这加

快了多达5％。在高频率下，TTD改善至9.5‑10小时，这加快了多达14％。

[0081] 图5图示说明不同频率下大肠杆菌的检出时间。以同样的方式准备所有的耗材，唯

一的不同在于是否有微生物存在和外部电路的电参数。在这方面，用四个16mL耗材进行实

验，每一耗材中准备有10mL标准需氧介质和3mL血液。两个耗材还加入大肠杆菌的17个集落

形成单位(一个用于低频模式，而一个用于高频模式)。耗材的电极是30mm金电极。在实验过

程中，对耗材施加500mV的峰与峰电压，并且经由每分钟120转的速率震荡来搅拌耗材。

[0082] 在低频模式(如1‑10kHz)下，对于含介质和血液的耗材施加的信号没有产生偏差。

相比之下，对于在低频模式下加入具有大肠杆菌的耗材，频率的偏差大约10小时——如图5

中所描述的在信号偏差点510处——被检测到。这代表了相对于标准光学检测技术在检出

时间上5‑10％的改善。对于大肠杆菌，经典的BACTED  TDD为约11小时。

[0083] 在高频模式(如40‑80kHz)下，可变桥式电阻器(如图4A和图4B中的405)被调节至

500Ω。因此，在4小时标志附近——如图5中所描述的在信号偏差点520处)，检测到带有大

肠杆菌的耗材中的施加的信号的偏差。这代表了相对于标准光学检测技术在检出时间上

70％的改善。在之前的大肠杆菌实验中，从来没有在这些检测水平和这一时间框架下的检

测被报道，是完全出乎意料的。而本发明人并不意在坚持某一特定理论，在信号偏差点520

处的该早期检测特征被确信主要归因于细胞电容，或者与微生物细胞的膜电势相关的电

荷。当这些细胞持续复制并产生代谢副产物时，介质的离子浓度达到临界点，在该临界点处

发生第二特征，如图5中信号偏差点525处所描述的。两个信号都代表了对生长中的微生物

初步鉴定可能性的独特特征。因此，目前的应用描述了通过使用高和低频检测二者来加强

检测灵敏度从而产生更低的检出时间。

[0084] 图8示出了在高频模式下通过测量根据时间的变化速率，对于洛菲不动杆菌

(A.lowffii)的检出时间。可变桥式电阻器(如图4A和图4B中的405)被调节至200Ω。频段为

50‑60kHz。准备两个1mL耗材(如一个对照，而一个具有样品)，其中加入0.9mL标准需氧介质

和0mL血液。根据此实验，向其中一个耗材加入洛菲不动杆菌的28个集落形成单位。耗材具

有两个15mm电极。在实验过程中，向耗材施加250mV的峰与峰电压，并且经由每分钟100转的

速率的震荡来搅拌耗材。当施加高频率时，检测到正常频率的变化速率约11小时，如图8中

信号偏差点810处所描述的。这代表了传统光学检测系统的50％的减少。对于洛菲不动杆

菌，经典的BACTED  TDD为约20小时。

[0085] 图9代表在高频模式下检测藤黄微球菌(M.luteus)的实验结果。可变桥式电阻器

(如图4A和图4B中的405)被调节至200Ω。频段为60‑70kHz。准备两个1mL耗材(如一个对照，

而一个具有样品)，其中加入0.9mL标准需氧介质和0mL血液。向上述其中一个耗材加入藤黄

微球菌的21个集落形成单位。耗材具有两个15mm电极。在实验过程中，向耗材施加250mV的

峰与峰电压，并且经由每分钟100转的速率的震荡来搅拌耗材。如图9中信号偏差点910处所

示的，检测到正常频率的变化速率约28‑30小时，其代表了相比于传统光学检测系统的30％

的减少。对于藤黄微球菌，经典的BACTED  TDD为约42小时。

[0086] 上述检测时间之前从未被报道过，且是完全出乎意料的。因此，目前的应用描述了

对于微生物生长通过使用高和低频二者加强检测灵敏度可以产生更低的检出时间。

[0087] 尽管本文参考具体实施例已经描述了本发明，但应当明确，这些实施例仅是本发
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明的原理和应用的图示说明。因此，应当明确可以对所示实施例做出多种修改，并且在不脱

离本发明的如随附权利要求所要求保护的精神和范围的情况下，可以设想其他设置。
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图3
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图4A
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图4B
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图5
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图7
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图8
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图9
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