BioMEMS resonants a
actionnement et detection
integres pour applications de
type Biodefense

Thomas Alava, Fabrice Mathieu, Liviu Nicu

LAAS - CNRS, Toulouse
Caroline Soyer, Denis Remiens,

IEMN - CNRS, Villeneuve d'Ascq




Contexte de biodefense

- Classification des agents biochimiques pathogenes

O Catégorie A:

Peste , Anthrax, Toxine Botulique, Variole, Tularémie, Fievre virale hémorragiques (filovirus
e.g. Ebola, Marburg; arenavirus...)

O Catégorie B :

Ricine, enterotoxine du staphylocoque, Typhus européen et tropical, brucellose,
contaminants potentiels de 'eau {choléra,...) et de la nourriture (salmonelle)

O Catégorie C:

Maladies infectieuses émergeantes telles I'Hantavirus ou le virus Nipah




Strategies actuelles de biodetection

] Systemes dit «

Liés a I'identification précoce d’une

] Systemes dit « »

Systemes d’alertes signalantla présence d’agents pathogenes sur site




Strategies actuelles de biodetection

] Systemes dit « »

O Capables d’identifier un agent biologique pathogene

O Compatibles avec un laboratoire d’analyses classiques (utilisant du personnel qualifié
pour réaliser et interpréter les analyses)

] Systemes dit «

O Capables de fournir un , a partir d’ un échantillon
« extrait d’air »

L ne doivent fournir des «

O Haute sensibilité/résolution.




Exemples - « Detect-to-treat »

] Le systeme APDS du Lawrence Livermore National Lab

Fig. 2. The LLNL/ S 2000 hybrid aerosol collector. The stack and cap
can be seen at the top of the device. The virtual impactor 1s hidden below
the s The large silver blower (back left) is the bypass fan and the small
black fan 1s the product fan. The clear plastic cyclone 1s seen beneath the
product fan
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Fig. 3. The APDS sample preparation module. Sequential injection analy-
s1s (SIA) enabled sunple, versatile, and reliable automated fluid handling.
The integrated module is capable of conducting both automated multiplexed
immunoassays and duplex flow-through PCR. The module consists of two
bi-directional syringe pumps. two holding coils, and four 14 port multi-
position selection valves. The immunoassay specific components (left side
of photograph) include several reagent reservoirs and a microsphere seques-
tering cell. The PCR specific components (right side of photograph) include
various reagent reservours, a thermal-cveler (upper night), a two-channel
(FAM/TAMERA) optical platform for real-time fluorescence detection. and a
micro-fabricated pillar chip for DNA extraction.




Systeme APDS

- Opérationnels dans le métro de New York, dans les aéroports de
San Francisco et d’Albuquerque

- Capables de cribler 100 especes différentes de bactéries et virus en
moins de 1,5 heures

Comme la plupart des systemes « detect-to-treat », le principe de
fonctionnement est base sur la détection d’ADNs spécifiques :

1. enreéalisant la lyse des microorganismes capturés;
2. en filtrant les contaminants potentiels de la phase de PCR ultérieure;

3. enréalisantla PCR et I'analyse du matériel génétique de 'ABP




Autres exemples

O Instruments du commerce « detect-to-treat»: systéme RAPTOR a détection
par fluorescence

0 Centainesde publication visant la détection « detect-to-prevent/warm »
O Living cell-based sensing - X.Zhang et al., Mat. Res. Soc. Symp. Proc., MRS, 2004
U Raman enhanced spectroscopy - |.Guicheteau et al., BIOMED, OSA, 2008
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Analytes

Detection limit

Autres exemples

Assay time

Reagent free

Real samples

Anthrax spores

Anthrax spores
BoNT

Ricin
Smallpox

~200 spores/mL

4000 spores
Sng

10ng
100000 pfu

5 pg/mL (8nM)

Smin

Few minutes

Yes

No

Surfaces

’& Wave Aacoustic Sensor.
Non-specific binding can be
blem.

Commercialised by
Response.Biomedical. a
fluorescent bead

IO H )"
commercialised as a
benchtop instrument

Bead linked to the end“ef a
cantilever using a linkage
which 1s attacked by the

endopepidase

Fluorescent dyeg lade
liposomes containing
ganglioside GT 1b as
reporters. Similar to
pregnancy tests

Liposomes with ganglioside
GMI1 act as reporters in a
sandwich assay where
formation of the sandwich
was monitored using

Hinds
directly to surface
immobilised anti-CT
antibody. Problems are
reproducibility and
non-specific binding

Bilayer with donor labelled
GMI1 and acceptor labelled
GMI1. Binding of CT brings
the donor and acceptor
labelled GMI1s closer
together and increased
Forster energy transfer

[127.128]

MEMS

Fluorescence

Electrique




MEMS pour la microgravimetrie
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Fonctionalisation biologique

Optimisation puis sélection d'un protocole adéquat a partir de deux
types de surfaces or et dioxyde de silicium : Protocole sur or retenu

\giation du protocole tenu grace a des expéri€lies de
foffCtionnalisation puis defetection microbalance a @artz (QCM-D,

Qsense®)

» « Parallel acoustic detection of biological warfare agents surrogates by means of
piezoelectric immunochips » T.Alava et al. , Sensors and actuators B, 138, 532- 538, 2009




Design et specifications des
micromembranes

Sensibilité massique:
Masse minimum détectable:

Premiere genération de membrane: 15

(C. Ayela et al,, IEEE SENSORS JOURNAL, VOL. 8, NO. 3, MARCH 2008)

Strategie classique d’augmentation de la sensibilité:

Masse effective




Design des membranes

Vibration selon le 6€™e ou le 15¢™e mode
Frequence de résonance autour de 800 kHz et 2
MHz




Fabrication
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Principe de fonctionnement de
'electronique
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Direct gain Analog to Digital
Band-pass filter Low-pass filter CoRverer

Switch

Loop gain

Analog oscillator with
numerical frequency control
and analag amplitude
conirol




Dispositif experimental complet

Interface de commande

B creurce e
Muméro erreur

Configuration | Polarisation || Oscillotion | Mesuiede@ | Graphe

Moyennage de mesures




Detection p_ezoresistive
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Merci de votre
attention









Compte rendu de la fabrication



