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DESCRIPCION
Dispositivo de sensor microelectrénico para detectar particulas de marcador.

La invencion se refiere a un dispositivo de sensor microelectronico y a un método para la deteccion de componentes
diana, por ejemplo moléculas bioldgicas, que comprenden particulas de marcador. Ademas, se refiere a un portador
y una placa de pocillos que son particularmente adecuados para un dispositivo de sensor de este tipo.

El documento US 2005/0048599 Al da a conocer un método para la investigacion de microorganismos que se
marcan con etiqueta con particulas de tal manera que puede ejercerse una fuerza (por ejemplo magnética) sobre
ellos. En una realizacion de este método, se dirige un haz luminoso a través de un material transparente a una
superficie en la que se refleja internamente de manera total. La luz de este haz que abandona el material
transparente como una onda evanescente se dispersa mediante los microorganismos y/u otros componentes en la
superficie y entonces se detecta mediante un fotodetector o se usa para iluminar los microorganismos para
observacion visual.

El documento GB-A-2065298 da a conocer un método y un aparato para detectar particulas biolégicas mediante una
sefial inducida. Por tanto, se proporcionan tres particulas biolégicas, de las que la tercera es un marcador
fluorescente. El aparato tiene una fuente de luz que se usa para inducir emisién fluorescente a partir del sustrato que
va a detectarse.

El documento W09931486 da a conocer un biosensor de difraccion dptico en el que se une un analito diana que
puede dispersar luz en areas seleccionadas de una pelicula de plastico sobre la que se imprime un receptor. La
difraccién de la luz transmitida y/o reflejada se produce por medio de las dimensiones fisicas, el indice de refraccion
y la colocacién precisa, definida del analito.

La invencion sélo se limita por sus reivindicaciones.

Basandose en esta situacion, un objeto de la presente invencion era proporcionar medios para una deteccion
mejorada de componentes diana que comprenden particulas de marcador. En particular, se desea que el método
sea sencillo y que su sensibilidad y/o precision se mejore con respecto al estado de la técnica.

Este objeto se consigue mediante un dispositivo de sensor microelectronico segun la reivindicacién 1, un portador
segun la reivindicacion 11, una placa de pocillos segun la reivindicacion 12, y un método segun la reivindicacién 14.
Se dan a conocer realizaciones preferidas en las reivindicaciones dependientes.

El dispositivo de sensor microelectrénico segun la presente invencion sirve para la deteccion cualitativa o
cuantitativa de componentes diana que comprenden particulas de marcador, en el que los componentes diana
pueden ser por ejemplo sustancias biolégicas tales como biomoléculas, complejos, fracciones celulares o células. El
término “particula de marcador” debe indicar una particula (4tomo, molécula, complejo, nanoparticula,
microparticula, etc.) que tiene alguna propiedad (por ejemplo densidad O6ptica, susceptibilidad magnética, carga
eléctrica, fluorescencia, radioactividad, etc.) que puede detectarse, revelando asi indirectamente la presencia del
componente diana asociado. El dispositivo de sensor microelectronico comprende los siguientes componentes:

a) un portador con una superficie de unién en la que pueden recogerse componentes diana. El término “superficie de
unién” se elige en este caso principalmente como una Unica referencia a una parte particular de la superficie del
portador, y aunque los componentes diana se uniran realmente en muchas aplicaciones a dicha superficie, este no
tiene por qué ser necesariamente el caso. Todo lo que se requiere es que los componentes diana puedan alcanzar
la superficie de unién para recogerlos alli (normalmente en concentraciones determinadas por parametros asociados
a los componentes diana, a su interaccion con la superficie de unién, a su movilidad y similares). El portador debe
tener una alta transparencia para la luz de un intervalo espectral dado, particularmente la luz emitida por la fuente de
luz que se definira a continuacion. El portador puede producirse por ejemplo a partir de vidrio o algun plastico
transparente.

b) Una fuente de luz para emitir un haz luminoso, denominado “haz luminoso de entrada” a continuacion, al interior
del portador mencionado anteriormente de tal manera que se refleja internamente de manera total en una zona de
investigacion en la superficie de unién del portador. La fuente de luz puede ser por ejemplo un laser o un diodo
emisor de luz (LED), dotado opcionalmente de alguna Optica para conformar y dirigir el haz luminoso de entrada. La
“zona de investigacion” puede ser una subzona de la superficie de unién o comprender la superficie de union
completa; tendra normalmente la forma de un punto sustancialmente circular que se ilumina mediante el haz
luminoso de entrada. Ademas, debe observarse que la aparicion de reflexién interna total requiere que el indice de
refraccion del portador sea mayor que el indice de refraccion del material adyacente a la superficie de union. Este es
el caso por ejemplo si el portador se fabrica de vidrio (n = 1,6) y el material adyacente es agua (n = 1,3). Debe
observarse ademas que el término “reflexion interna total” debe incluir el caso denominado “reflexién interna total
frustrada”, en el que se pierde algo de la luz incidente (se absorbe, se dispersa, etc.) durante el procedimiento de
reflexion.
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¢) un detector de luz para determinar la cantidad de luz en un “haz luminoso de salida”, que comprende la luz que
proviene de la reflexion interna total mencionada anteriormente del haz luminoso de entrada. No es necesario que el
haz luminoso de salida comprenda toda la luz reflejada internamente de manera total (aunque este sera
preferiblemente el caso), ya que algo de esta luz puede usarse por ejemplo para otros fines o simplemente perderse,
0 que consista completamente en luz reflejada internamente de manera total, ya que puede también comprender por
ejemplo luz dispersada o luz de fluorescencia.

El detector puede comprender cualquier sensor o pluralidad de sensores adecuados mediante los que puede
detectarse luz de un espectro dado, por ejemplo un fotodiodo, un fotorresistor, una fotocélula, un chip CCD o un tubo
fotomultiplicador.

El dispositivo de sensor microelectrénico descrito permite una detecciéon cuantitativa o cualitativa sensible y precisa
de componentes diana en una zona de investigacion en la superficie de union. Esto es debido al hecho de que el
haz luminoso de entrada reflejado internamente de manera total genera una onda evanescente que se extiende
desde la superficie de portador una corta distancia hasta el interior del material adyacente. Si la luz de esta onda
evanescente se dispersa o absorbe mediante las particulas de marcador unidas a los componentes diana presentes
en la superficie de union, faltara en el haz luminoso de salida. La cantidad de luz en el haz luminoso de salida (mas
precisamente la cantidad de luz que falta en el haz luminoso de salida cuando se compara con el haz luminoso de
entrada) es por tanto una indicacion de la presencia y la cantidad de particulas de marcador en la superficie de
union. Una ventaja del procedimiento de deteccidon optica descrito comprende su precision ya que las ondas
evanescentes exploran sélo un volumen pequefio de normalmente 10 a 300 nm de espesor directamente por encima
de la superficie de unién, evitando asi alteraciones del material a granel detras de este volumen. Se logra una alta
sensibilidad cuando se mide la luz reflejada ya que se detectan todos los efectos que reducen la cantidad de luz
reflejada internamente de manera total. Ademas, la deteccién 6ptica puede realizarse opcionalmente desde una
distancia, es decir sin contacto mecanico entre el portador y la fuente de luz o detector de luz.

El dispositivo de sensor microelectronico puede disefiarse particularmente de tal manera que se frustra el haz
luminoso reflejado internamente de manera total dando como resultado una disminucion de la intensidad de luz
reflejada internamente de manera total cuando las particulas de marcador que estan unidas a los componentes
diana son particulas de dispersion y/o absorcién macroscopicas.

En una realizacion preferida de la invencion, el dispositivo de sensor microelectronico comprende un generador de
campo para generar un campo magneético y/o eléctrico que puede afectar a las particulas de marcador. El generador
de campo puede realizarse por ejemplo mediante un iman permanente, un alambre, un par de electrodos o una
bobina. El campo generado puede afectar a las particulas de marcador por ejemplo induciendo una magnetizacion o
una polarizacién y/o ejerciendo fuerzas sobre ellas. Un dispositivo de sensor microelectronico de este tipo permite
una manipulacion versatil de componentes diana por medio de campos, que pueden usarse por ejemplo para
acelerar la recogida de componentes diana en la superficie de unién y/o para retirar componentes (desprendidos o,
en una prueba de rigurosidad, unidos débilmente) no deseados de la superficie de unién.

En el caso general, el espacio préximo al portador en el lado de la superficie de union puede disefarse
arbitrariamente. Es posible por ejemplo que este espacio sea exterior al dispositivo de sensor microelectrénico y que
se apliquen componentes diana a la superficie de union mediante pulverizacion o pintando; el espacio puede abrirse
también al entorno para detectar componentes diana por ejemplo en la atmésfera ambiental. Ademas, es posible
gue los componentes diana alcancen la superficie de union a través del portador, por ejemplo mediante difusion. En
realizaciones preferidas de la invencion, el dispositivo de sensor microelectrénico comprende sin embargo una
camara de muestra que se ubica adyacente a la superficie de unién y en la que puede proporcionarse una muestra
con componentes diana. La camara de muestra es normalmente una cavidad vacia o una cavidad llena con alguna
sustancia como un gel que puede absorber una sustancia de muestra; puede ser una cavidad abierta, una cavidad
cerrada o una cavidad conectada a otras cavidades mediante canales de conexion de fluido.

Tal como ya se ha mencionado, el dispositivo de sensor microelectrénico puede usarse para una deteccion
cualitativa de componentes diana, produciendo por ejemplo una respuesta binaria simple con respecto a una
molécula diana particular (“presente” o “no presente”). Preferiblemente el dispositivo de sensor comprende sin
embargo un modulo de evaluacion para determinar cuantitativamente la cantidad de componentes diana en la zona
de investigacion a partir del haz luminoso de salida detectado. Esto puede basarse por ejemplo en el hecho de que
la cantidad de luz en una onda de luz evanescente, que se absorbe o dispersa mediante las particulas de marcador,
es proporcional a la concentracién de los componentes diana unidos a las particulas de marcador en la zona de
investigacion. La cantidad de componentes diana en la zona de investigacion puede ser indicativa a su vez de la
concentracion de estos componentes en un fluido de muestra adyacente segln la cinética de los procedimientos de
union relacionados.

En un desarrollo adicional de la realizacién mencionada anteriormente, el dispositivo de sensor microelectrénico
comprende un modulo de registro para monitorizar la cantidad determinada de luz en el haz luminoso de salida a lo
largo de un periodo de observacion. Por tanto sera posible monitorizar la cinética con la que se recogen o se apartan
componentes diana de la superficie de unién. Esto puede revelar informacion valiosa sobre los componentes diana
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y/o las condiciones ambientales reinantes. El médulo de evaluacién y/o el mddulo de registro estan acoplados
normalmente al detector de luz y pueden realizarse mediante algun hardware de procesamiento de datos, por
ejemplo un microordenador, junto con el software asociado.

Hasta ahora la descripcion del dispositivo de sensor microelectronico incluia el caso en el que sélo una Unica zona
de investigacion esta presente sobre la superficie de union. A continuacion, se consideraran diversas realizaciones
del dispositivo de sensor microelectronico en las que el portador comprende una pluralidad de zonas de
investigacion en las que pueden reflejarse internamente de manera total haces luminosos de entrada diferentes. Un
portador permite entonces el procesamiento de diversas zonas de investigacién y por tanto por ejemplo la busqueda
de componentes diana diferentes, la observacién de los mismos componentes diana en condiciones diferentes y/o la
toma de muestras de diversas mediciones para fines estadisticos. Los “haces luminosos de entrada diferentes”
pueden ser opcionalmente componentes de un haz luminoso ancho que se genera de manera homogénea mediante
la fuente de luz.

Los haces luminosos de entrada diferentes que se usan en la realizacion mencionada anteriormente pueden ser
diferentes con respecto al tiempo. Este es el caso por ejemplo si el dispositivo de sensor microelectrénico
comprende un moédulo de barrido para acoplar secuencialmente la fuente de luz a zonas de investigacion diferentes.
Alternativa o adicionalmente, puede comprender un médulo de barrido para acoplar épticamente el detector de luz a
zonas de investigacion diferentes sobre la superficie de unién. Los moédulos de barrido pueden comprender por
ejemplo componentes 6pticos tales como lentes o espejos para dirigir el haz luminoso incidente o de salida de una
manera adecuada. Los mdédulos de barrido también pueden comprender medios para mover el portador con
respecto a la fuente de luz y/o detector de luz.

En otra realizacion del dispositivo de sensor microelectronico con una pluralidad de zonas de investigacion, esta
presente una pluralidad de fuentes de luz y/o una pluralidad de detectores de luz que se dirigen a zonas de
investigacion diferentes en la superficie de unién. En este caso es posible procesar una pluralidad de zonas de
investigacion simultdneamente, acelerando asi en consecuencia el procedimiento de mediciéon asociado. Esta
realizacion puede evidentemente combinarse con la anterior, es decir puede haber por ejemplo un médulo de barrido
para barrer los haces luminosos de entrada de una pluralidad de fuentes de luz en redes diferentes de zonas de
investigacion y/o un mddulo de barrido para dirigir los haces luminosos de salida desde redes diferentes de zonas de
investigacion hasta una pluralidad de detectores de Iluz. Usando mddulos de barrido, el nimero de
fuentes/detectores de luz puede mantenerse menor que el nimero de zonas de investigacion.

En otra realizacion con una pluralidad de zonas de investigacién, el dispositivo de sensor microelectrénico
comprende una pluralidad de generadores de campo (magnético o eléctrico) controlables individualmente que estan
asociados a zonas de investigacion diferentes. En este caso es posible manipular las particulas de marcador en
cada zona de investigacion individualmente segun los requisitos de las pruebas particulares que deben realizarse
ahi.

El dispositivo de sensor microelectrénico puede usarse en principio con cualquier tipo de particulas de marcador. Sin
embargo estd dotado preferiblemente de particulas de marcador que se ajustan especificamente a los otros
componentes del dispositivo. El dispositivo de sensor puede comprender especialmente particulas de marcador con
un manto de un material transparente, en el que este manto normalmente cubre (completa o parcialmente) uno o
mas granos de otro material, por ejemplo granos de 6xido de hierro. En este caso la luz de una onda de luz
evanescente en la superficie de union puede entrar facilmente en las particulas de marcador en las que se absorbe
y/o dispersa y por tanto se pierde para el haz luminoso de salida. El material transparente del manto puede ser
particularmente un material con un indice de refraccion similar al del material del portador, porque esto optimiza la
transicion de luz desde el portador hasta las particulas de marcador. El manto puede consistir por ejemplo en el
mismo material que el portador.

El dispositivo de sensor microelectronico puede comprender opcionalmente un “segundo detector de luz” para
determinar (cualitativa o cuantitativamente) luz de fluorescencia emitida por los componentes diana en la superficie
de union. La fluorescencia puede estimularse mediante la onda evanescente del haz luminoso de entrada en un
volumen pequefio adyacente a la superficie de union y entonces detectarse, indicando por tanto la presencia (y la
cantidad) de componentes diana fluorescentes.

En otra realizacion de la invencion, el dispositivo de sensor microelectrénico comprende un sensor de monitorizacion
de luz de entrada para determinar la cantidad de luz en el haz luminoso de entrada. Esto permite tener en cuenta
dicha cantidad durante una evaluacion (cuantitativa) de las mediciones del haz luminoso de salida y/o controlar el
haz luminoso de entrada en un lazo de retroalimentacion.

El sensor de monitorizaciéon de luz de entrada puede integrarse en la fuente de luz, lo que proporciona un disefio
robusto y compacto y que es favorable para una integracion en un lazo de control de retroalimentacion.
Alternativamente, el sensor de monitorizacion de luz de entrada (o al menos una parte del mismo) puede disponerse
fuera de la fuente de luz como un componente independiente. La Ultima disposicion tiene la ventaja de que la
medicion de este sensor puede centrarse mejor en el haz luminoso de entrada real a medida que entra en el
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portador porque la medicion de monitorizacion tiene lugar detrds de elementos Opticos como lentes o agujeros
puntuales que estan presentes normalmente en la trayectoria de luz de la fuente de luz.

Ya se ha mencionado que la medicion que resulta del sensor de monitorizacién de luz de entrada puede estar
relacionada con la cantidad de luz en el haz luminoso de salida que se determina mediante el detector de luz. El
dispositivo de sensor microelectrénico puede comprender por tanto un moédulo de evaluacion que esta adaptado
para ejecutar una relacion de este tipo. Con este fin, el médulo de evaluacion esta dotado normalmente de sefiales a
partir del sensor de monitorizacién de luz de entrada y el detector de luz que representan las cantidades
determinadas de luz. El médulo de evaluacion puede preprocesar opcionalmente estas sefiales, por ejemplo
someterlas a filtrado (de paso bajo). En una realizacién preferida, la cantidad de luz en el haz luminoso de salida se
normaliza mediante la cantidad de luz en el haz luminoso de entrada, haciendo que el resultado sea independiente
de variaciones en la potencia de la fuente de luz.

Segun oftra realizacion de la invencion, la fuente de luz estd4 adaptada para generar un haz luminoso de entrada
polarizado, particularmente un haz luminoso de entrada polarizado linealmente. En un haz luminoso polarizado, los
vectores del campo eléctrico (y por tanto también del campo magnético asociado) no estan orientados
aleatoriamente en el plano perpendicular a la direcciébn de propagacion del haz luminoso sino que tienen una
orientacion regular. Esta orientacion es constante en el espacio para un haz luminoso polarizado linealmente y gira
de una manera regular para un haz luminoso polarizado de manera circular o de manera eliptica. Generar un haz
luminoso de entrada con una polarizacion le proporciona un rasgo interno caracteristico que afecta a la interaccion
de este haz con otras entidades, por ejemplo con componentes Opticos en la trayectoria de luz o con particulas
diana que van a detectarse. Esto abre muchas posibilidades que pueden aprovecharse favorablemente, por ejemplo
la posibilidad de distinguir la luz en el haz luminoso de salida que procede del haz luminoso de entrada de luz de
otras fuentes, por ejemplo el entorno.

En una realizacién preferida de la realizacién mencionada anteriormente, el haz luminoso de entrada tiene una
polarizacion lineal en el plano de incidencia con respecto a una ventana de entrada del portador en la que el haz
luminoso de entrada entra en el portador. Adicional o alternativamente, el haz luminoso de salida puede tener una
polarizacion lineal en el plano de incidencia con respecto a una ventana de salida del portador en la que el haz
luminoso de salida abandona el portador. Como es habitual, el “plano de incidencia” de un haz luminoso se refiere al
plano que comprende dicho haz luminoso y que es perpendicular a la superficie sobre la que incide dicho haz
luminoso. Cuando un haz luminoso incide sobre una superficie del portador, una fraccion (pequefia) de su luz se
reflejar4 habitualmente. Ademas del hecho de que esta luz se pierda para otros fines, una desventaja particular de
una reflexién de este tipo es que puede perturbar a otros componentes, por ejemplo el detector de luz o un laser en
la fuente de luz. Por tanto es deseable reducir la cantidad de luz que se refleja en la ventana de entrada o de salida
del portador. Es posible una reduccion de este tipo con la configuracién propuesta en la que el haz luminoso de
entrada y/o el haz luminoso de salida tienen la polarizacién explicada.

En una realizacion preferida de la invencion, la ventana de entrada a través de la cual el haz luminoso de entrada
entra en el portador se coloca a un angulo de Brewster con respecto al haz luminoso de entrada y/o la ventana de
salida a través de la cual el haz luminoso de salida abandona el portador se coloca a un angulo de Brewster con
respecto al haz luminoso de salida. Tal como se conoce bien a partir de la 6ptica, un haz reflejado desaparece si un
haz luminoso incidente con una polarizacion lineal en el plano de incidencia incide sobre una superficie a un angulo
de Brewster correspondiente. Si esta realizacion se combina con la mencionada anteriormente (que tiene un haz
luminoso de entrada polarizado linealmente), las reflexiones en la ventana de entrada o de salida del portador
pueden suprimirse completamente. El angulo de Brewster para una configuracion particular puede calcularse a partir
del hecho de que, al angulo de Brewster de incidencia, hay un angulo de 90° entre el haz luminoso refractado y la
direccion del haz luminoso reflejado (suprimido).

La invencion se refiere ademas a un portador para proporcionar una muestra que va a investigarse, siendo dicho
portador adecuado como un portador para un dispositivo de sensor microelectrénico del tipo descrito anteriormente.
El portador comprende una cadmara de muestra en la que puede proporcionarse una muestra y que tiene una pared
de inspeccién transparente. La pared de inspeccion tiene en su lado interior una superficie de unién en la que
pueden recogerse componentes de una muestra. En su lado exterior, la pared de inspeccion tiene al menos una
estructura 6ptica que esta disefiada de tal manera que

(i) un haz luminoso de entrada que se dirige desde fuera del portador sobre la estructura éptica entra en la pared de
inspeccion,

(ii) dicho haz luminoso de entrada se refleja internamente de manera total (al menos una vez) en una zona de
investigacion en la superficie de union,

(iii) el haz luminoso reflejado internamente de manera total se frustra dando como resultado una disminucion de la
intensidad de luz reflejada internamente de manera total cuando las particulas de marcador son particulas de
dispersion y/o absorcion macroscopicas, y
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(iv) un haz luminoso de salida que comprende al menos algo de la luz reflejada internamente de manera total y/o luz
de fluorescencia emitida por los componentes diana en la superficie de unién abandona la pared de inspeccién a
través de la estructura oOptica, preferiblemente en una direccién alejandose del portador.

La pared de inspeccion tendra normalmente la forma béasica de una placa con una superficie interior y exterior
sustancialmente paralelas, en la que la superficie interior comprende la superficie de unién y en la que la estructura
Optica sobresale hacia fuera de la superficie exterior. Ademas, la pared de inspeccion puede ser en principio
cualquier parte de la pared de la cAmara de muestra, por ejemplo una pared lateral o la parte superior. Sin embargo,
preferiblemente, la pared de inspeccion es una parte del fondo del portador (o todo el fondo), lo que tiene dos
ventajas: en primer lugar, los componentes de muestra que experimentan sedimentacién se concentraran en la
superficie de unién del fondo. En segundo lugar, los componentes de un instrumento asociado pueden disponerse
por debajo de dicho fondo, dejando por tanto espacio en los lados del portador para una posible disposicion de
portadores adicionales.

El portador descrito tiene la ventaja de que una muestra de dentro de su camara de muestra puede investigarse de
manera optica con un haz luminoso de entrada que se refleja internamente de manera total, proporcionando asi un
campo evanescente en un volumen pequefio en la superficie de unién. Efectos tales como la absorciéon o la
dispersidn que tienen lugar en este volumen pequefio afectaran al haz luminoso de salida que abandona el portador.
Adicionalmente, puede estimularse fluorescencia mediante la onda evanescente en componentes diana
fluorescentes y proporcionar asi un indicador adicional para la diana. Dado que tanto el haz luminoso de entrada
como el haz luminoso de salida se dirigen desde el exterior hacia el portador o viceversa, la fuente de luz y el
detector de luz correspondientes pueden disponerse a una distancia alejada y separada del portador.

La invencion se refiere ademas a una placa de pocillos que comprende una pluralidad de portadores del tipo descrito
anteriormente, es decir una pluralidad de camaras de muestras con paredes de inspeccion transparentes que tienen
en su lado interior una superficie de unién y en su lado exterior al menos una estructura éptica, en la que dicha
estructura éptica permite que un haz luminoso de entrada que viene desde fuera del portador entre en la pared de
inspeccion, se refleje internamente de manera total en la superficie de unién y después abandone la pared de
inspeccion como un haz luminoso de salida que se dirige alejandose del portador.

La placa de pocillos combina una pluralidad de los portadores descritos anteriormente en una red y por tanto permite
una investigacion paralela de una multitud de muestras y/o de una muestra en una multitud de ensayos de
investigacion. Como la placa de pocillos se basa en el portador descrito, se hace referencia a la descripcidon anterior
para mas detalles sobre las ventajas, rasgos y mejoras de dicha placa de pocillos.

A continuacioén se describiran diversas realizaciones de la invencion que pueden aplicarse a un dispositivo de sensor
microelectronico, un portador y una placa de pocillos del tipo descrito anteriormente.

Aunque es posible en principio que el portador tenga alguna estructura dedicada con multiples componentes de
materiales diferentes, se prefiere que el portador se fabrique homogéneamente a partir de un material transparente,
por ejemplo un plastico transparente. El portador puede producirse por tanto facilmente por ejemplo mediante
moldeo por inyeccion.

La zona de investigacion del portador tiene preferiblemente una rugosidad baja con el fin de minimizar influencias no
deseadas sobre la reflexién interna total (frustrada). Siendo A una longitud de onda caracteristica (por ejemplo
maxima o promedio) de la luz que constituye el haz luminoso de entrada, la rugosidad de la zona de investigacion es
preferiblemente inferior a 0,5 A, mas preferiblemente inferior a 0,1 A (lo que significa que la diferencia de altura entre
“valles” y “puntas” microscopicos de la superficie de portador en la zona de investigacion es menor que estos
valores).

La zona de investigacion del portador puede cubrirse opcionalmente con al menos un tipo de elemento de captura
gue puede unirse a uno o mas componentes diana. Un ejemplo tipico de un elemento de captura de este tipo es un
anticuerpo al que pueden unirse especificamente los antigenos correspondientes. Dotando la zona de investigacion
de elementos de captura que son especificos para ciertos componentes diana, es posible enriquecer selectivamente
estos componentes diana en la zona de investigacion. Ademas, pueden retirarse componentes diana no deseados
de la superficie de union mediante fuerzas de repulsion (por ejemplo magnéticas) adecuadas (que no rompen las
uniones entre elementos de captura y componentes diana deseados). La superficie de union puede estar dotada
preferiblemente de diversos tipos de elementos de captura que son especificos para componentes diana diferentes.
En un dispositivo de sensor microelectrénico con una pluralidad de zonas de investigacion, hay preferiblemente al
menos dos zonas de investigacion que tienen elementos de captura diferentes de tal manera que estas zonas son
especificas para componentes diana diferentes.

Segun otra realizacién de la invencién, la superficie del portador es sustancialmente perpendicular al haz luminoso
de entrada y/o al haz luminoso de salida en la ventana de entrada o ventana de salida en la que este haz entra o
abandona el portador, respectivamente, es decir el angulo de incidencia se encuentra en un intervalo de
aproximadamente +5° alrededor de 90°. En este caso la direccion del haz luminoso de entrada y/o el haz luminoso
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de salida no cambiara o s6lo cambiard minimamente durante la transicion desde un medio circundante al interior del
portador o viceversa. Ademas, se minimizara la reflexion. Adicional o alternativamente, las zonas correspondientes
también pueden tener un recubrimiento anti-reflexion. Para evitar la retroalimentacion éptica al interior de la fuente
de luz (por ejemplo un laser), puede ser preferible tener el haz incidente desviado (como méaximo) algunos grados de
la perpendicular.

El portador puede comprender particularmente al menos una superficie con una forma similar o idéntica a un
hemisferio o una pirdmide truncada. Tal como se tratara en méas detalle con referencia a las figuras, estas formas
funcionan como lentes y/o prismas y por tanto proporcionan una guia favorable del haz luminoso incidente y de
salida.

El portador puede comprender ademéas opcionalmente una cavidad en la que puede disponerse al menos
parcialmente un generador de campo (magnético o eléctrico). La fuente del campo puede ubicarse por tanto tan
cerca como sea posible de la superficie de union, permitiendo generar altas fuerzas de campo en la zona de
investigacion con el minimo esfuerzo (por ejemplo corrientes eléctricas) y con alteraciones minimas para otras zonas
(por ejemplo zonas de investigacion circundantes). Ademas, una cavidad de este tipo puede usarse para centrar el
portador con respecto al generador de campo, la fuente de luz y el detector de luz.

Aunque el dispositivo de sensor microelectrénico puede construirse en principio como una unidad de “una pieza” de
componentes montados sélidamente, se prefiere que el portador esté disefiado como un componente intercambiable
del dispositivo, por ejemplo una placa de pocillos. Por tanto puede usarse como una pieza desechable de bajo coste,
lo que es particularmente (til si entra en contacto con muestras bioldgicas y/o si su recubrimiento (por ejemplo con
anticuerpos) se agota durante un procedimiento de medicion.

La invencion se refiere ademas a un método para la deteccion de componentes diana que comprenden particulas de
marcador, comprendiendo dicho método las siguientes etapas:

a) Recoger componentes diana en la superficie de union de un portador.

b) Dirigir un haz luminoso de entrada al interior del portador de tal manera que se refleja internamente de manera
total en una zona de investigacion en la superficie de unién.

¢) Determinar la cantidad de luz en un haz luminoso de salida que comprende al menos algo de la luz reflejada
internamente de manera total del haz luminoso de entrada; preferiblemente el haz luminoso de salida comprende
sélo tal luz reflejada internamente de manera total.

El método comprende de forma general las etapas que pueden ejecutarse con un dispositivo de sensor
microelectronico del tipo descrito anteriormente. Por tanto, se hace referencia a la descripcién anterior para mas
informacion sobre los detalles, ventajas y mejoras de ese método.

En una realizacion del método, las particulas de marcador se manipulan mediante un campo magnético y/o eléctrico,
en el que esta manipulacion puede comprender particularmente la atraccion de las particulas a, o su repulsién de, la
zona de investigacion.

En otra realizacion del método, la cantidad de luz en el haz luminoso de entrada se mide y se relaciona con la
cantidad medida de luz en el haz luminoso de salida. Por tanto pueden detectarse variaciones en la intensidad del
haz luminoso de entrada y usarse para corregir por ejemplo la cantidad medida de luz en el haz luminoso de salida,
haciendo que el resultado sea independiente de las fluctuaciones de luz de entrada.

Estos y otros aspectos de la invencion resultaran evidentes a partir de, y se aclararan con referencia a, la(s)
realizacién/realizaciones descrita(s) a continuacion en el presente documento. Estas realizaciones se describirdn a
modo de ejemplo con la ayuda de los dibujos adjuntos en los que:

la figura 1 muestra esquematicamente la configuracion general de un dispositivo de sensor microelectrénico segin la
presente invencion;

la figura 2 muestra los angulos de incidencia cuando el haz luminoso de entrada y el haz luminoso de salida estan
orientados a un angulo de Brewster;

la figura 3 muestra un dispositivo de sensor microelectronico con un pocillo que tiene un fondo esférico;
la figura 4 muestra el disefio de la figura 3 con medios adicionales para enfocar un haz de luz;
la figura 5 muestra un pocillo que tiene una pluralidad de hemisferios en el fondo;

la figura 6 muestra un pocillo que tiene un fondo en forma de una pirdmide truncada;
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la figura 7 muestra el disefio de la figura 6 con una cavidad para un electroiman;

la figura 8 es un diagrama que muestra una sefial s de medicién normalizada a lo largo del tiempo t para
disoluciones con concentraciones diferentes de morfina marcadas con particulas magnéticas;

la figura 9 es un diagrama que muestra una sefial s de medicion normalizada a lo largo del tiempo t para
disoluciones que contienen morfina marcada con particulas magnéticas y concentraciones diferentes de morfina
libre;

la figura 10 ilustra la formacion de pilares de perlas magnéticas en un campo magnético;

la figura 11 es un diagrama que muestra una sefial s de medicién normalizada a lo largo del tiempo t para
disoluciones con concentraciones diferentes de morfina marcadas con particulas magnéticas cuando sélo se aplica
una etapa de atraccién magnética;

la figura 12 es un diagrama que muestra una sefial s de medicién normalizada a lo largo del tiempo t para
disoluciones que contienen saliva y morfina marcada con particulas magnéticas;

la figura 13 es un diagrama que muestra una sefial s de medicion normalizada a lo largo del tiempo t para un ensayo
PTH de dos etapas en comparacion con una disolucién que no contiene PTH;

la figura 14 muestra una curva de respuesta a la dosis para PTH en tampdn para la deteccion Optica;

la figura 15 es un diagrama como el de la figura 13 para concentraciones diferentes de PTH;

la figura 16 muestra una curva de respuesta a la dosis para PTH en tamp6n y en sangre para la deteccion 6ptica;
la figura 17 muestra una curva respuesta a la perla para la deteccion con un sensor GMR;

la figura 18 muestra una curva de respuesta a la perla para la deteccion 6ptica.

Los nimeros de referencia similares o nimeros que difieren en miltiplos enteros de 100 se refieren en las figuras a
componentes idénticos o similares.

La figura 1 muestra la configuracion general de un dispositivo de sensor microelectrénico seguin la presente
invencién. Un componente central de este dispositivo es el portador 11 que puede fabricarse por ejemplo de vidrio o
plastico transparente tal como poliestireno. El portador 11 estad ubicado préximo a una camara 2 de muestra en la
que puede proporcionarse un fluido de muestra con componentes diana que van a detectarse (por ejemplo drogas,
anticuerpos, ADN, etc.). La muestra comprende ademdas particulas 1 magnéticas, por ejemplo perlas
superparamagnéticas, en la que estas particulas 1 se unen habitualmente como marcadores a los componentes
diana mencionados anteriormente (por simplicidad s6lo se muestran las particulas 1 magnéticas en la figura).

La superficie de contacto entre el portador 11 y la camara 2 de muestra esta formada por una superficie denominada
“superficie 12 de unién”. Esta superficie 12 de unidon puede recubrirse opcionalmente con elementos de captura, por
ejemplo anticuerpos, que pueden unirse especificamente a los componentes diana.

El dispositivo de sensor comprende un generador 41 de campo magnético, por ejemplo un electroiman con una
bobina y un ndcleo, para generar de manera controlada un campo B magnético en la superficie 12 de unién y en el
espacio adyacente de la camara 2 de muestra. Con la ayuda de este campo B magnético, las particulas 1
magnéticas pueden manipularse, es decir magnetizarse y moverse particularmente (si se usan campos magnéticos
con gradientes). Por tanto es posible por ejemplo atraer particulas 1 magnéticas a la superficie 12 de unién para
acelerar la unién del componente diana asociado a dicha superficie.

El dispositivo de sensor comprende ademas una fuente 21 de luz, por ejemplo un laser o un LED, que genera un haz
L1 de luz de entrada que se transmite al interior del portador 11. El haz L1 de luz de entrada llega a la superficie 12
de union con un angulo mayor que el angulo 6. critico de reflexion interna total (TIR) y por tanto se refleja
internamente de manera total como un “haz L2 de luz de salida”. El haz L2 de luz de salida abandona el portador 11
a través de otra superficie y se detecta mediante un detector 31 de luz, por ejemplo un fotodiodo. El detector 31 de
luz determina la cantidad de luz del haz L2 de luz de salida (por ejemplo expresado mediante la intensidad de luz de
este haz de luz en todo el espectro 0 una cierta parte del espectro). Los resultados de la medicion se evallan y se
monitorizan opcionalmente a lo largo de un periodo de observacion mediante un médulo 32 de evaluacion y registro
que esta acoplado al detector 31.

En la fuente 21 de luz, puede usarse un diodo laser DVD comercial (A = 658 nm). Puede usarse una lente
colimadora para hacer que el haz L1 de luz de entrada sea paralelo, y puede usarse un agujero 23 puntual de por
ejemplo 0,5 mm para reducir el diametro de haz. Para mediciones con precision, se requiere una fuente de luz
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altamente estable. Sin embargo, incluso con una fuente de alimentacion perfectamente estable, los cambios de
temperatura en el laser pueden provocar desviacion y cambios aleatorios en la salida.

Para tratar este problema, la fuente de luz puede tener opcionalmente un diodo 22 de monitorizacion de luz de
entrada integrado para medir el nivel de salida del laser. La salida (sometida a filtro de paso bajo) del sensor 22 de
monitorizacién puede entonces acoplarse al modulo 32 de evaluacion que puede dividir la sefial éptica (sometida a
filtro de paso bajo) del detector 31 entre la salida del sensor 22 de monitorizacién. Para una relacion sefial a ruido
mejorada, puede calcularse el promedio de la sefial resultante en el tiempo. La division elimina el efecto de
fluctuaciones de salida de laser debido a variaciones de potencia (no se necesita una fuente de alimentacion
estabilizada) asi como desviacion de temperatura (no se necesitan precauciones como los elementos Peltier).

Puede conseguirse una mejora adicional si no (o no solo) se mide la propia salida de laser, sino la salida final de la
fuente 21 de luz. Tal como ilustra toscamente la figura 1, s6lo una fraccién de la salida del laser sale del agujero 23
puntual. Sélo se usara esta fraccion para la medicion real en el portador 11, y es por tanto la sefial de fuente méas
directa. Obviamente esta fraccion esta relacionada con la salida del laser, tal como se determina mediante por
ejemplo el diodo 22 monitor integrado, pero se vera afectada por cualquier cambio o inestabilidad mecanico en la
trayectoria de luz (un perfil de haz de laser es aproximadamente eliptico con un perfil gaussiano, es decir bastante
no uniforme). Por tanto, es ventajoso medir la cantidad de luz del haz L1 luminoso de entrada después del agujero
23 puntual y/o después de otros componentes 6pticos eventuales de la fuente 21 de luz. Esto puede hacerse de
varias maneras, por ejemplo:

- puede colocarse una placa 24 de vidrio paralela a 45° o puede insertarse un cubo divisor de haz (por ejemplo
transmision del 90%, reflexion del 10%) en la trayectoria de luz detras del agujero 23 puntual para desviar una
pequefia fraccion del haz luminoso hacia un sensor 22’ de monitorizacion de luz de entrada separado;

- puede usarse un espejo pequefio en el borde del agujero 23 puntual o del haz L1 luminoso de entrada para desviar
una parte pequefia del haz hacia un detector.

La figura muestra un “segundo detector 31’ de luz” que puede usarse alternativa o adicionalmente para detectar luz
de fluorescencia emitida por particulas 1 fluorescentes que se estimularon mediante la onda evanescente del haz L1
luminoso de entrada. Dado que esta luz de fluorescencia se emite habitualmente de manera isotropica a todos los
lados, el segundo detector 31’ puede disponerse en principio en cualquier lugar, por ejemplo también por encima de
la superficie 12 de union. Ademas, evidentemente es posible usar también el detector 31 para la toma de muestras
de luz de fluorescencia, en el que estas Ultimas pueden discriminarse por ejemplo espectralmente de la luz L2
reflejada.

El dispositivo de sensor microelectrénico descrito aplica medios Opticos para la deteccion de particulas 1 magnéticas
y los componentes diana para los que la deteccion es realmente de interés. Para eliminar o al menos minimizar la
influencia del fondo (por ejemplo del fluido de muestra, tal como saliva, sangre, etc.), la técnica de deteccion debera
ser especifica para la superficie. Esto se consigue usando el principio de reflexion interna total frustrada que se
explica a continuacién.

Segun la ley de Snell de la refraccion, los angulos 64 y 6g con respecto a la normal de una superficie de contacto
entre dos medios A y B satisface la ecuacion

Na S€nba = ng Sendg

siendo np, ng los indices de refraccion en los medios A y B, respectivamente. Un rayo de luz en un medio A con alto
indice de refraccion (por ejemplo vidrio con na = 2) se refractara por ejemplo alejandose de la normal a un angulo 6g
en la superficie de contacto con un medio B con indice de refraccién inferior tal como el aire (ng = 1) o el agua (ng ~
1,3). Una parte de la luz incidente se reflejara en la superficie de contacto, con el mismo angulo que el angulo 6, de
incidencia. Cuando el angulo 6 de incidencia se aumenta gradualmente, el &ngulo 6g de refracciébn aumentara hasta
que alcanza 90°. El &ngulo de incidencia correspondiente se denomina el angulo critico, 6, y viene dado por senf. =
ne/na. A angulos de incidencia mayores, toda la luz se reflejara dentro del medio A (vidrio), de ahi el nombre
“reflexién interna total”. Sin embargo, muy cerca de la superficie de contacto entre el medio A (vidrio) y el medio B
(aire 0 agua), se forma una onda evanescente en el medio B, que disminuye exponencialmente alejandose de la
superficie. La amplitud de campo como funcién de la distancia z desde la superficie puede expresarse como:

exp(-ky/n,’sen’(6,) - ng2 - 2)

con k = 2n/A, siendo 04 el angulo incidente del haz reflejado totalmente, y na y ng los indices de refracciéon de los
medios asociados respectivos.

Para un valor tipico de la longitud A de onda, por ejemplo A = 650 nm, y na=1,53 y ng=1,33, la amplitud de campo ha
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disminuido a exp(-1) ~ 0,37 de su valor original después de una distancia z de aproximadamente 228 nm. Cuando
esta onda evanescente interacciona con otro medio como las particulas 1 magnéticas en la configuracion de la figura
1, se acoplara parte de la luz incidente en el fluido de muestra (esto se denomina “reflexion interna total frustrada”), y
se reducird la intensidad reflejada (mientras que la intensidad reflejada sera del 100% para una superficie de
contacto limpia y sin interaccién). Dependiendo de la cantidad de alteraciones, es decir la cantidad de perlas
magnéticas sobre o muy cerca (dentro de aproximadamente 200 nm) de la superficie 12 de unién (no en el resto de
la camara 2 de muestra), la intensidad reflejada disminuird en consecuencia. La disminucion de intensidad es una
medida directa para la cantidad de perlas 1 magnéticas unidas, y por tanto para la concentracion de moléculas
diana. Cuando la distancia de interaccion mencionada de la onda evanescente de aproximadamente 200 nm se
compara con las dimensiones tipicas de anticuerpos, moléculas diana y perlas magnéticas, queda claro que la
influencia del fondo sera minima. Las longitudes de onda A mayores aumentaran la distancia de interaccion, pero la
influencia del liquido de fondo ser& todavia muy pequefia.

El procedimiento descrito es independiente de los campos magnéticos aplicados. Esto permite la monitorizacion
Optica en tiempo real de las etapas de preparacion, medicién y lavado. Las sefiales monitorizadas también pueden
usarse para controlar la medicion o las etapas de procedimiento individuales.

Para los materiales de una aplicacion tipica, el medio A del portador 11 puede ser vidrio y/o algin plastico
transparente con un indice de refraccion tipico de 1,52. El medio B en la camara 2 de muestra serd a base de agua y
tiene un indice de refraccion proximo a 1,3. Esto corresponde con un &ngulo 6. critico de 60°. Un angulo de
incidencia de 70° es por tanto una eleccion practica para permitir medios fluidos con un indice de refraccion algo
superior (suponiendo na = 1,52, se permite ng hasta un maximo de 1,43). Valores superiores de ng requerirdn un na
mayor y/o angulos de incidencia mayores.

Las ventajas de la lectura Optica descrita combinada con perlas magnéticas para el accionamiento son las
siguientes:

- Cartucho barato: el cartucho 11 portador puede consistir en una pieza relativamente sencilla, moldeada por
inyeccion, de material de polimero que también puede contener canales de fluido.

- Grandes posibilidades de multiplexado para someter a prueba mdaltiples analitos: la superficie 12 de unién en un
cartucho desechable puede barrerse Opticamente a lo largo de un area grande. Alternativamente, es posible una
obtencién de imagenes de gran area permitiendo una gran red de deteccion. Una red de este tipo (situada sobre una
superficie transparente 6ptica) puede fabricarse por ejemplo imprimiendo por chorro de tinta diferentes moléculas de
unién sobre la superficie dptica. El método también permite pruebas de alto rendimiento en placas de pocillos
usando multiples haces y mdltiples detectores y miiltiples imanes de accionamiento (o bien movidos mecanicamente
o bien accionados electromagnéticamente).

- El accionamiento y la detecciébn son ortogonales: el accionamiento magnético de las particulas magnéticas
(mediante grandes campos magnéticos y gradientes de campo magnético) no influye sobre el procedimiento de
deteccién. El método éptico permite por tanto una monitorizacién continua de la sefial durante el accionamiento.
Esto proporciona mucho conocimiento sobre el procedimiento de ensayo y permite métodos de deteccion cinética
faciles basados en pendientes de sefial.

- El sistema es realmente sensible a la superficie debido al campo evanescente que disminuye exponencialmente.

- Interfaz facil: no se necesita interconexion eléctrica entre el cartucho y el lector. Una ventana Optica es el Unico
requisito para analizar con sonda el cartucho. Por tanto puede realizarse una lectura sin contacto.

- Es posible una lectura con poco ruido.

La figura 2 ilustra con mas detalle los angulos de incidencia del haz L1 luminoso de entrada y el haz L2 luminoso de
salida en la ventana 14 de entrada, la superficie 12 de union y la ventana 15 de salida de un portador 11. Cuando las
ventanas 14, 15 de entrada y de salida son ortogonales al haz incidente, normalmente una parte de la luz
(normalmente de alrededor del 4%) se refleja de vuelta, provocando por ejemplo en la fuente 21 de luz fluctuaciones
de salida no deseables de un laser (denominadas “retroalimentacion de laser”). Esto distorsiona la medicién.

Ademas, también pueden producirse efectos de interferencia en el detector de luz en el lado de deteccién, ya que
normalmente también se usa una orientacion perpendicular en este caso, y se usa una fuente de luz coherente
(laser).

Debido al calentamiento no deseado del cartucho de medicion, que se produce por ejemplo debido al calentamiento
de los imanes 41 de accionamiento durante el funcionamiento o debido a otros factores externos, un ligero
desplazamiento de las posiciones de las caras del portador puede conducir a lentas variaciones de la intensidad,
tanto sobre la ramificacion de la fuente de luz como la de la deteccion de la instalacion, que son dificiles de eliminar
de la medicion. Colocando el detector de luz a un angulo (en vez de perpendicular) con respecto al haz L2 luminoso
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de salida incidente, ya pueden eliminarse eficazmente algunos de los problemas que se producen en el lado de
deteccién de la instalacién. Sin embargo, en el lado de la fuente de luz no es posible.

Por tanto es deseable realizar las ventanas 14, 15 de entrada y de salida del portador 11 de tal manera que se
eliminen las reflexiones sin el uso de recubrimientos anti-reflexién opticos caros.

Para solucionar este problema, se propone colocar las ventanas 14, 15 de entrada y de salida a un angulo de
Brewster con respecto al haz luminoso incidente, y proporcionar a este haz una polarizacion lineal en el plano de
incidencia (denominada “polarizacion p”). Tal como se sabe por la 6ptica (véase por ejemplo Pedrotti & Pedrotti,
Introduction to Optics, Prentice Hall), un haz reflejado se desvanece si el haz incidente con polarizacion p incide
sobre la superficie de un medio (transparente) a un angulo de Brewster.

Puede lograrse un haz L1 luminoso de entrada con polarizacion p eligiendo la orientacion correcta de un laser
semiconductor en la fuente de luz, o usando una placa de semionda para girar la polarizacion a la orientacion
correcta.

La propagacion del haz L1 luminoso de entrada dentro del portador 11 se fija debido al hecho de que debe incidir
sobre la superficie 12 de union con un angulo 83 mayor que el angulo 6. critico de TIR. Esto también fija la
orientacion de las caras o ventanas de entrada y de salida del portador 11, si su angulo 6, o 0s, respectivamente,
con el haz refractado debe corresponder con el angulo de Brewster. Esto a su vez fija la direccion del haz L1
luminoso de entrada y el haz L2 luminoso de salida.

El &ngulo 6; de incidencia del haz L1 luminoso de entrada es igual al angulo de Brewster cuando la suma de este
angulo y el angulo 6, de refraccion es 90°. Esta condicion en combinacion con la ley de Snell conduce a la siguiente
férmula para el angulo de incidencia a un angulo de Brewster:

tan(01) = na/ny,

donde n; es el indice de refraccion del medio en el que se propaga el haz L1 luminoso de entrada antes de la
refraccion, normalmente el aire, y n, del medio en el que se propaga el rayo refractado, normalmente el plastico del
portador (por ejemplo policarbonato, Zeonex o poliestireno).

Para el angulo 0, del haz refractado, se encuentra
tan(62) = ni/ny,

Otra condicion que se necesita satisfacer es que el haz L1 luminoso de entrada debe incidir a un &ngulo 63 préximo
pero superior al angulo 8 critico de reflexion interna total en la superficie 12 de union, es decir

03 > 0. con sen(6c) = na/ny,

donde n3 es el indice de refraccidon del medio por encima de la superficie 12 de unién. Ademas, los angulos en el
lado del haz L2 luminoso de salida se reflejan con respecto al lado de entrada, es decir

64=93,65=62y66=61.

Para valores tipicos de n; = 1 (aire), n, = 1,5 (plastico transparente) y nz = 1,3 (de tipo agua), pueden derivarse las
siguientes cifras: 63 = 64 > 60°, 01 = 6 = 56°, 0, = 05 = 34°.

Colocando las ventanas de entrada y de salida del portador a un angulo de Brewster, se evitan las reflexiones no
deseadas de vuelta hacia el laser sin necesidad de un recubrimiento anti-reflexion caro. Ademas, colocando el
detector a un angulo, en vez de perpendicular, también pueden evitarse efectos de interferencia en el lado del
detector. Haciendo esto, la expansién o contraccion del portador/cartucho durante una medicion, por ejemplo debido
a efectos térmicos, no influirdn sobre el resultado de la medicion.

En el entorno de un laboratorio, normalmente se usan placas de pocillos que comprenden una red de muchas
camaras de muestras (“pocillos”) en las que pueden tener lugar diferentes pruebas en paralelo. Las figuras 3-7
muestran diferentes realizaciones posibles de un pocillo de una placa de pocillos de este tipo que son
particularmente adecuadas para una aplicacion del principio de medicion explicado. La produccion de estos pocillos
(desechables) es muy sencilla y barata ya que una etapa individual de moldeo por inyeccion es suficiente.

La fuente 121 de luz mostrada en la figura 3 se dispone para producir un haz L1 luminoso paralelo, incidente en la
superficie de fondo del pocillo a un dngulo mayor que el angulo 6. critico. Para evitar un exceso de reflexién de este
haz L1 luminoso de entrada en la primera superficie de contacto desde el aire hacia el portador 111 (por ejemplo
vidrio o material de plastico), la parte inferior del pocillo comprende una forma 114 hemisférica de radio R,

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2388 110 T3

coincidiendo su centro con la superficie 112 de deteccion. El haz L1 luminoso de entrada se dirige hacia este mismo
centro. En el lado de reflexidn, se coloca un fotodetector tal como un fotodiodo 131 para detectar la intensidad del
haz L2 luminoso de salida. Un diametro D tipico del pocillo 102 oscila entre 1 y 8 mm. La figura indica ademas un
iman 141 para generar campos de accionamiento magnéticos dentro del pocillo 102 (este iman no se muestra en las
figuras siguientes por motivos de simplicidad).

La figura 4 muestra una realizacion alternativa en la que la fuente de luz comprende algin elemento 6ptico tal como
una lente 222 para producir un haz L1 luminoso de entrada que se enfoca sustancialmente en el centro del
hemisferio 214. En el lado de deteccién, puede usarse un elemento 232 6ptico similar para recoger y detectar la
intensidad de luz del haz L2 luminoso de salida.

En un desarrollo adicional del procedimiento de medicion, pueden usarse haces luminosos de entrada y haces
luminosos de salida para detectar simultaneamente la presencia de diferentes moléculas diana en diferentes
ubicaciones en el mismo pocillo. La figura 5 muestra con respecto a esto un pocillo con multiples hemisferios 314a,
314b en el fondo del pocillo que pueden usarse para acoplar la luz de miltiples haces Lla, L1b luminosos de
entrada con respectivas zonas 313a, 313b de investigacion en la parte inferior del pocillo. Pueden usarse mdltiples
fotodetectores (no mostrados) en este caso para medir los multiples haces L2a, L2b luminosos de salida.

La figura 6 muestra una realizacion alternativa en la que se usa una estructura 414 de piramide truncada o de prisma
para acoplar la luz del haz L1 luminoso de entrada y el haz L2 luminoso de salida. Los bordes inclinados de la
piramide deben ser sustancialmente perpendiculares a esos rayos de luz. Las ventajas de este disefio son que es
facil de producir y no bloguea haces de areas circundantes. Los pocillos circundantes se indican en esta figura
mediante lineas discontinuas.

Tal como se indica en la figura 6, es posible usar un Unico haz L1 luminoso de entrada paralelo con un didmetro que
cubre todas las areas de deteccion en el fondo del pocillo. Como detector, pueden usarse mdltiples fotodiodos,
alineados con cada area de deteccién individual. Alternativamente, puede usarse un chip CCD o CMOS (no
mostrado) tal como se usa en una camara digital para obtener imagenes de la respuesta de intensidad reflejada de
todo el fondo del pocillo, incluyendo todas las areas de deteccion. Usando un procesamiento de sefial apropiado,
pueden derivarse todas las sefiales como con los detectores separados, pero sin necesidad de una alineacion
previa.

La figura 7 muestra una realizacién adicional en la que el fondo 511 del pocillo comprende una cavidad 515 abierta
con su centro fuera de la trayectoria Optica del/de los haz/haces L1 luminoso(s) de entrada y del/de los haz/haces L2
luminoso(s) de salida. Esto permite los siguientes rasgos ventajosos:

- Puede colocarse un nucleo 542 de ferrita (en forma de T) de una bobina 541 magnética para obtener una mejora
de la intensidad de campo y concentracion cerca de la superficie 512 de unién, permitiendo un disefio compacto y de
bajo consumo.

- Se consigue una estructura de autoalineacion: si se fijan la Optica y el generador 541 de campo magnético, tiene
lugar una autoalineacidn del pocillo con el nacleo 542 de ferrita.

Las perlas 1 magnéticas que se usan en las realizaciones descritas de la invencién son normalmente esferas de
poliestireno rellenas con pequefios granos magnéticos (por ejemplo de 6xido de hierro). Esto provoca que las perlas
sean superparamagnéticas. El indice de refraccion de poliestireno corresponde adecuadamente con el indice de
refraccion de un material de sustrato tipico de placas de pocillos. De esta manera se potencia el acoplamiento
externo optico de luz.

Resultados experimentales A

A continuacién, se describiran algunos resultados experimentales que se obtuvieron en una instalacion con una
placa de pocillos tal como la de la figura 3. Se usaron placas de titulacion de poliestireno de 96 pocillos
convencionales con un fondo plano (6 mm de diametro, aproximadamente 1 mm de espesor de fondo). Para
conseguir el fondo hemisférico, se fijaron lentes de vidrio a la parte inferior usando aceite de inmersion con indice de
refraccion correspondiente (n = 1,55). Se pulieron las lentes de vidrio a partir de una forma hemisférica (6 mm de
diametro) a un espesor de 2 mm. El ensayo de modelo elegido para el conjunto de experimentos es drogas en la
saliva. Las drogas son generalmente moléculas pequefias que sOlo presentan un epitopo y por ese motivo no
pueden detectarse mediante un ensayo de tipo sandwich. Un ensayo competitivo o de inhibicion es el método para
detectar estas moléculas. Una instalacion de ensayo competitivo bien conocida es acoplar las moléculas diana de
interés sobre una superficie, y unir anticuerpos a una etiqueta de detecciéon (por ejemplo enzima, fluoréforo o
particula magnética). Este sistema se us6 para realizar un ensayo competitivo entre las moléculas diana de la
muestra y las moléculas diana sobre la superficie, usando los anticuerpos marcados con etiqueta. La etiqueta en
estos experimentos fue una particula magnética. Tras el accionamiento, se colocé un iman permanente bajo el
pocillo mediante movimiento mecanico. La distancia entre la parte inferior del pocillo y el iman fue de
aproximadamente 2 mm. Se usé un iman permanente en el pocillo para el lavado magnético.
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La figura 8 muestra la sefial s de medicion normalizada a lo largo del tiempo t para una primera prueba de
sensibilidad. Para ello, se prepar6 la parte inferior de un pocillo para la deteccion de las moléculas diana. La diana
que estaba investigandose era morfina. La morfina es una molécula pequefia, con tan sélo un epitopo, de modo que
tiene que realizarse un ensayo competitivo para indicar la cantidad de morfina en una muestra. Se recubrié una
superficie de poliestireno transparente (placa de titulacion de 96 pocillos) durante 2 h con un intervalo de
concentraciones de BSA-morfina de desde 1 pg/ml hasta 1 pg/ml. Entonces se insertaron nanoparticulas
superparamagnéticas funcionalizadas “MP” (Carboxyl-Adembeads de 300 nm funcionalizadas con anticuerpos
monoclonales anti-morfina) disueltas en PBS + BSA 10 mg/ml + Tween-20 al 0,65% en los pocillos (dilucién de MP
de 1:20, la cantidad total de disolucién fue de 50 ul). Se atrajeron las MP hacia la superficie mediante aplicacion
alternada de fuerzas magnéticas (del orden de 10 fN) tal como se indica mediante el simbolo A en la figura 8. Al
final, se eliminaron particulas no unidas de la superficie mediante una etapa de lavado, indicada mediante el simbolo
W en la figura 8. La figura muestra que la menor concentracion de BSA-morfina (10 pg/ml) proporciona el mayor
intervalo de medicién dinamica. Ademas, la pendiente de la curva tras el accionamiento es la mas grande,
permitiendo una rapida respuesta/tiempo de medicion corto y la mayor sensibilidad.

Para someter a prueba la sensibilidad del ensayo, se sometio a prueba la capacidad de morfina libre para competir
con la union de MP funcionalizadas a la superficie. La figura 9 muestra la sefial s normalizada resultante recogida
por el detector como funcién del tiempo t. Se recubri6 una superficie de poliestireno transparente (placa de
microtitulacion de 96 pocillos) durante 2 h con BSA-morfina 10 pg/ml. Se insertaron MP funcionalizadas con
anticuerpos anti-morfina mezclados previamente con una cantidad definida de morfina libre disuelta en PBS + BSA
10 mg/ml + Tween-20 al 0,65% en los pocillos (dilucion de MP de 1:20, la cantidad total de disolucion fue de 40 pl).
Tal como se describi6 anteriormente y se indica en la figura, se accionaron las MP cuatro veces at=30s, t = 140 s,
t =210 s, t = 290 s durante 15 seg. (véase el simbolo A). At = 390 s se retiraron las MP no unidas del pocillo por
medio de lavado magnético W, es decir se eliminan las MP no unidas aplicando una fuerza magnética usando un
iman permanente en el fluido por encima de la superficie de union.

Puede observarse a partir de la figura que para las mayores concentraciones de morfina libre, la reduccién de sefial
(tras el lavado magnético W) es baja, mientras que para una baja concentraciéon de morfina libre la reduccién de
sefial es alta (conduciendo una alta concentracion de MP sobre la superficie a una clara reduccion de la sefial tras el
lavado magnético W).

La reducciéon de sefial durante el accionamiento y la relajacion magnética tal como se encuentra en estos
experimentos, junto con informacion ya recopilada de investigaciones microscopicas, propone la siguiente
interpretacion de los resultados: tras el accionamiento magnético, las MP se concentran en la superficie, sin mostrar
un aumento en la unién a la superficie (ninguna disminucion de sefial). Tras retirarlas del campo magnético, la sefial
disminuye indicando unién de las MP a la superficie. La aplicacién de un campo magnético induce entonces
formacion de pilares: las MP se magnetizan y las que pueden moverse libremente (MP unidas de manera no
especifica y MP libres en disolucién) se uniran a las MP unidas especificamente en la direccion de las lineas del
campo magnético, que son perpendiculares a la superficie de union. Este estado se ilustra en la figura 10, que
también indica el campo evanescente EF. Dado que el sistema de deteccién de evanescencia sélo detectara MP en
la superficie, la formacién de pilares durante el accionamiento magnético dara como resultado una reduccién del
cambio de sefal. Tras retirarse del campo magnético, las MP perderan su propiedad magnética, y caeran de nuevo
a la superficie en la que puede tener lugar la unién.

Para obtener un ensayo rapido, el esquema de accionamiento puede optimizarse usando los resultados anteriores.
La figura 11 muestra una curva de respuesta a la dosis con pocillos de poliestireno recubiertos con BSA-morfina 10
pg/ml. Se insertaron MP funcionalizadas con anticuerpos anti-morfina previamente mezclados con una cantidad
definida de morfina libre disuelta en PBS + BSA 10 mg/ml + Tween-20 al 0,65% en los pocillos (dilucién de MP de
1:20, la cantidad total de disolucion fue de 40 ul, concentraciones de morfina finales de entre 1 y 1000 ng/ml). Se
accionaron las MP en A usando un iman permanente por debajo del pocillo durante 15 segundos, para aumentar la
concentracion de las MP cerca de la superficie. A continuacion, se dejo que las MP se unieran a la superficie durante
60 segundos. Los datos muestran que ya tras 20 segundos la tasa de unién de particulas magnéticas a la superficie
es una medida directa de la concentracion de morfina libre en disolucién. Esto significa que el procedimiento de
medicién puede simplificarse y ser mas rapido, ya que no se necesita ninguna etapa de lavado. Para que esto se
produzca rapidamente, se necesita la etapa A de aumento de la concentracion magnética.

A continuacion, se sometié a prueba la sefial de fondo de la saliva. Se introdujo saliva filtrada en un pocillo y se
realiz6 un seguimiento de la sefial durante 120 segundos. El fondo es despreciable tal como puede observarse en la
figura 12. Como comparacién, también se incluye la sefial de MP en PBS + BSA 10 mg/ml + Tween-20 al 0,65%
mezclado con morfina 0,1 ng/ml. En t = 13 s, se inyectaron tanto la saliva (SL) como la disolucion de morfina + MP.
Puede observarse que la sefial de fondo de la saliva es < 1% y puede despreciarse.

Resultados experimentales B

Para verificar la sensibilidad del método de deteccion se llevd a cabo un ensayo de PTH (PTH = hormona
paratiroidea) de dos etapas en las placas de pocillos descritas con un sustrato éptico. En la figura 13 se representan
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los transitorios de sefial s (unidades arbitrarias) como funcién del tiempo t tanto para un blanco (0 nM, curva
superior) como para una concentracion relativamente alta (4 nM). Se observa una clara diferencia en el régimen de
union cinética y también permanece una clara diferencia de sefial tras el lavado W.

Con el fin de comparar la lectura magnética (mediante sensores de magnetorresistencia gigante (GMR) tal como se
describen por ejemplo en los documentos WO 2005/010543 Al o WO 2005/010542 A2) con la lectura Optica
(mediante el principio de la reflexién interna total frustrada explicado anteriormente), se traza la curva de respuesta a
la dosis de PTH en la figura 14.

Las curvas transitorias correspondientes para el ensayo de PTH dpticamente se facilitan en la figura 15. La curva de
respuesta a la dosis en la figura 14 se mide en una matriz de tampon. La curva muestra la sefial s 6ptica como
porcentaje de la sefial provocada por la reflexion a partir de un sustrato vacio. Resulta interesante indicar que la
curva es lineal en una escala log-log (de manera similar a la curva detectada magnéticamente). Ademas, pueden
calcularse limites de deteccion segun “blanco+2*desviacion estandar del patron” (donde “blanco” indica el nivel de
sefial cuando se somete a prueba una muestra con una concentracion diana nula).

Para la lectura magnética este valor es igual a 3 pM. Para el experimento éptico, que se realiz6 con una
configuracién experimental muy bésica, este valor es igual a 13 pM. Puede concluirse que ambas técnicas de
deteccién parecen tener la misma sensibilidad.

A continuacién es muy importante verificar la sefial de fondo para el método de deteccion dptica cuando se mide en
matrices complejas. Por este motivo, se llevd a cabo el mismo ensayo de PTH en una matriz de sangre. A partir de
los resultados mostrados en la figura 16 (sang. = sangre, tam. = tampdn) queda claro que la respuesta a la dosis
resultante corresponde muy bien con la curva que se midié en tampon. Ademas, la sefial de blanco es muy baja.
Esta buena propiedad se atribuye al hecho de que la reflexién interna total esta provocada por la diferencia de indice
de refraccion entre el material de sustrato éptico y la matriz. La matriz puede consistir en diferentes componentes
tales como plasma, células (glébulos rojos), etc. Sin embargo, todos estos componentes tienen un indice de
refraccion significativamente inferior al del material de sustrato. Por tanto, la reflexion interna total no se ve influida
por la matriz. S6lo cuando se unen las perlas (por ejemplo, poliestireno de alto indice con granos magnéticos) se
frustra la reflexion interna total y puede medirse una disminucion de la intensidad reflejada.

Resultados experimentales C

Una prueba importante para la tecnologia propuesta es la denominada curva de respuesta a la perla. Proporciona
una indicacién del cambio de sefial por perla unida a la superficie de sensor. De manera ideal, es posible la
deteccién de una Unica perla (en presencia de ruido, alteraciones). En esta situacién ya no se necesita una mejora
adicional de la tecnologia de deteccion. Entonces el limite de deteccion biologico sélo puede mejorarse mediante
métodos tales como aumento de la concentracién de perlas (en un ensayo de ensayo de atrapamiento), etc. La
figura 17 muestra la curva de respuesta a la perla en caso de deteccién con un sensor de tipo GMR y perlas de
300 nm (As = cambio de sefial; BD = densidad de perlas; NB = numero de perlas). Para estas perlas el limite de
deteccion fue de 3 perlas en 40 pmz para una frecuencia de muestre de 1 Hz.

Con el fin de estimar la respuesta a la perla para una deteccion 6ptica, se prepararon varias muestras (portaobjetos
de vidrio) con diversas concentraciones de perlas. Se determiné la cobertura de superficie resultante usando un
microscopio 6ptico, seguido por una medicién (del cambio) de la sefial s Optica en comparacion con una muestra de
referencia limpia sin perlas. Los datos experimentales tal como se obtuvieron con una configuraciéon sencilla se
representan en la figura 18. En esta configuracion, el nivel de ruido corresponde a un cambio de sefial a una
cobertura de superficie SC del 0,01%. Estos datos muestran que la sensibilidad de esta técnica es al menos similar
a los resultados del estado de la técnica usando sensores de GMR a las mismas concentraciones de perlas.

En resumen, la invencién se refiere a un dispositivo de sensor microelectrénico para la deteccién de componentes
diana que comprenden particulas de marcador, por ejemplo particulas 1 magnéticas. El dispositivo de sensor
comprende un portador 11 con una superficie 12 de unidn en la que pueden recogerse componentes diana y unirse
Opticamente a elementos de captura especificos. Se transmite un haz L1 luminoso de entrada al interior del portador
y se refleja internamente de manera total en la superficie 12 de unidén. Entonces se detecta la cantidad de luz en el
haz L2 luminoso de salida mediante un detector 31 de luz. La luz evanescente generada durante la reflexion interna
total interacciona con las particulas 1 de marcador unidas a particulas diana en la superficie 12 de union
conduciendo a la absorcion y/o dispersion y por tanto faltard del haz L2 luminoso de salida. Esto puede usarse para
determinar la cantidad de componentes diana en la superficie 12 de unién a partir de la cantidad de luz en el haz L2,
L2a, L2b luminoso de salida. Opcionalmente se usa un generador 41 de campo magnético para generar un campo B
magnético en la superficie 12 de union mediante lo cual pueden manipularse las particulas 1 de marcador
magnéticas, por ejemplo atraerse o repelerse.

Las particulas 1 de marcador son por ejemplo perlas magnéticas, lo que significa particulas magnéticas MP, en un

ejemplo particulas o perlas paramagnéticas, ferromagnéticas o superparamagnéticas. Estas particulas 1 de
marcador estan sujetas a la reflexién del haz L1 luminoso que incide sobre la superficie 12 de unién del portador.
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Cuantas mas particulas 1 de marcador estan unidas a la superficie 12 de union menos reflexién interna total
experimentara el haz L1 luminoso en la superficie 12 de unioén sino que se generara una onda evanescente. El haz
L2 luminoso reflejado por la superficie 12 de unién se denomina frustrado por el efecto de dispersion del haz L1
luminoso incidente por las particulas 1 de marcador. Cuantas mas particulas 1 de marcador estan unidas a la
superficie de union mas se frustra el haz L2 luminoso reflejado. El detector 31, 131 de luz mide el haz L2 luminoso
procedente de la superficie 12 de unién y usa el haz L2 luminoso reflejado para medir la cantidad de particulas 1 de
marcador unidas en la superficie 12 de unién. Cuantas mas particulas 1 de marcador estan unidas a la superficie 12
de unidon mas dispersion del haz L1 luminoso debido a las particulas 1 de marcador tiene lugar con la generacion de
la onda evanescente. Las particulas 1 de marcador que permiten el efecto descrito tienen por ejemplo las siguientes
caracteristicas. Perlas magnéticas con un ancho de aproximadamente 300 nm de particulas superparamagnéticas
uniformes que contienen una estructura de corteza y nlcleo polimérica. Estas particulas 1 de marcador o perlas
magnéticas muestran una dispersion del haz L1 luminoso que es suficiente para la deteccion del haz L2 luminoso
reflejado para determinar las particulas 1 de marcador. También son viables particulas 1 de marcador de materiales
y anchos similares, por ejemplo particulas 1 de marcador con un ancho de 200 nm. No obstante, se encuentra que la
dispersion de la luz a partir sélo de los componentes diana a los que se unen las particulas 1 de marcador no es
adecuada para la deteccion. Esto significa que no es posible la medicion directa de componentes diana mediante
reflexion interna frustrada para medir la cantidad de estos componentes diana. La deteccion y el posterior calculo de
la cantidad de particulas 1 diana se hace posible mediante la dispersion de luz en las particulas 1 de marcador. En
el presente documento, no se necesita ninguna deteccion de fluorescencia de material fluorescente, tal como se usa
en el estado de la técnica con otros sistemas de deteccion Optica. Ademas en este contexto debe destacarse que la
deteccion de luz de fluorescencia emitida por los componentes diana es una caracteristica adicional que puede
combinarse con el método y dispositivo de sensor descritos.

Aunque se ha descrito la invencion anteriormente con referencia a realizaciones particulares, diversas
modificaciones y extensiones son posibles, por ejemplo:

- Ademas de ensayos moleculares, también pueden detectarse restos mas grandes con dispositivos de sensor
segun la invencidn, por ejemplo células, virus o fracciones de células o virus, extracto tisular, etc.

- La deteccion puede producirse con o sin barrido del elemento de sensor con respecto a la superficie de sensor.

- Pueden derivarse datos de medicion como medicion de punto final, asi como registrando sefiales de manera
cinética o intermitente.

- Las particulas que sirven como marcadores pueden detectarse directamente mediante el método de deteccion.
Asimismo, las particulas pueden procesarse adicionalmente antes de la deteccion. Un ejemplo de procesamiento
adicional es que se afladen materiales o que se modifican las propiedades (bio)quimicas o fisicas del marcador para
facilitar la deteccion.

- El dispositivo y el método pueden usarse con diversos tipos de ensayos bioquimicos, por ejemplo ensayo de
union/separacion, ensayo tipo sdndwich, ensayo de competicion, ensayo de separacion, ensayo enziméatico, etc. Es
especialmente adecuado para la deteccion de ADN debido a que es facilmente posible un multiplexado a gran
escala y pueden detectarse diferentes oligémeros por medio de impresion por chorro de tinta sobre el sustrato
Optico.

- El dispositivo y el método son adecuados para el multiplexado de sensores (es decir el uso paralelo de diferentes
sensores y superficies de sensor), multiplexado de marcadores (es decir el uso paralelo de diferentes tipos de
marcadores) y el multiplexado de cdmaras (es decir el uso paralelo de diferentes camaras de reaccion).

- El dispositivo y el método pueden usarse como biosensores de punto de atencidn rapidos, robustos y faciles de
usar para volimenes de muestra pequefios. La cdmara de reaccion puede ser un elemento desechable para usarse
con un lector compacto, que contiene el uno o mas medios generadores de campo y uno 0 mas medios de
deteccién. Ademas, el dispositivo, los métodos y los sistemas de la presente invencidon pueden usarse en pruebas
de alto rendimiento automatizadas. En este caso, la camara de reaccion es por ejemplo una placa de pocillos o
cubeta, que se equipa en un instrumento automatizado.

Finalmente se indica que en la presente solicitud el término “que comprende” no excluye otros elementos o etapas,
que “un” o “una” no excluyen una pluralidad, y que un procesador individual u otra unidad puede cumplir las
funciones de diversos medios. La invencién se encuentra en todos y cada uno de los rasgos caracteristicos
novedosos y todas y cada una de las combinaciones de rasgos caracteristicos. Ademas, los signos de referencia en
las reivindicaciones no deben interpretarse como limitativos de su alcance.
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REIVINDICACIONES

Dispositivo de sensor microelectrénico para la deteccion de componentes diana que comprenden particulas
(1) de marcador, que comprende

a) un portador (11, 111, 211, 311, 411, 511) que comprende una camara (2, 102) de muestra con una pared
de inspeccidn transparente que tiene en su lado interior una superficie (12, 112, 512) de unién en la que
pueden recogerse componentes diana; y, en su lado exterior al menos una estructura (114, 214, 314a,
314b, 414) 6ptica

b) una fuente (21, 121) de luz para emitir un haz (L1, L1a, L1b) luminoso de entrada al interior del portador
de tal manera que se refleja internamente de manera total en una zona (13, 313a, 313b) de investigacion en
la superficie de unién, frustrandose el haz luminoso reflejado internamente de manera total dando como
resultado una disminucién de la intensidad de luz reflejada internamente de manera total cuando las
particulas (1) de marcador que estan unidas a los componentes diana son particulas de dispersion y/o
absorciéon macroscopicas;

¢) un detector (31, 131) de luz para determinar la cantidad de luz en un haz (L2, L2a, L2b) luminoso de
salida que comprende al menos algo de la luz reflejada internamente de manera total frustrada.

Dispositivo de sensor microelectronico segun la reivindicacion 1,

caracterizado porque comprende generadores (41, 141, 541) de campo para generar un campo (B)
magnético y/o un campo eléctrico que puede afectar a las particulas (1) de marcador, y porque comprende
una pluralidad de generadores (41, 141, 541) de campo controlables individualmente asociados a zonas de
investigacion diferentes.

Dispositivo de sensor microelectrénico segun la reivindicacion 1,

caracterizado porque comprende una camara (2, 102) de muestra adyacente a la superficie (12, 112, 512)
de unién en la que puede proporcionarse una muestra con componentes diana y porque comprende un
madulo (32) de evaluacién para determinar la cantidad de componentes diana en la zona (13, 313a, 313b)
de investigacién a partir del haz (L2, L2a, L2b) luminoso de salida medido.

Dispositivo de sensor microelectrénico segun la reivindicacién 1,

caracterizado porque comprende un médulo (32) de registro para monitorizar la cantidad determinada de
luz reflejada a lo largo de un periodo de observacion.

Dispositivo de sensor microelectronico segun la reivindicacion 1,

caracterizado porque el portador comprende una pluralidad de zonas (313a, 313b) de investigacién en las
gue pueden reflejarse internamente de manera total haces (L1a, L1b) luminosos de entrada diferentes y
porque comprende un médulo de barrido para acoplar 6pticamente la fuente de luz y/o el detector de luz a
zonas (313a, 313b) de investigacion diferentes en la superficie de unién, y porque comprende una
pluralidad de fuentes de luz y/o una pluralidad de detectores de luz que estan épticamente acoplados a
zonas (313a, 313b) de investigacion diferentes en la superficie (12) de unién.

Dispositivo de sensor microelectronico segun la reivindicacion 1,

caracterizado porque comprende particulas (1) de marcador con un manto de un material transparente, en
particular un material con un indice de refraccién similar al del portador (11, 111, 211, 311, 411, 511).

Dispositivo de sensor microelectronico segun la reivindicacion 1,

caracterizado porque comprende un segundo detector (31') de luz para determinar luz de fluorescencia
emitida por componentes diana en la superficie de unién.

Dispositivo de sensor microelectrénico segun la reivindicacion 1,

caracterizado porque comprende un sensor (22, 22') de monitorizacién de luz de entrada para determinar la
cantidad de luz en el haz (L1) luminoso de entrada, y porque el sensor (22, 22’) de monitorizacion de luz de
entrada esta dispuesto dentro de la fuente (21) de luz o fuera de ella, y porque comprende un médulo (32)
de evaluacion para relacionar la cantidad determinada de luz en el haz (L2) luminoso de salida con la
cantidad determinada de luz en el haz (L1) luminoso de entrada.
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Dispositivo de sensor microelectrénico segun la reivindicacion 1,

caracterizado porque la fuente (21) de luz esta adaptada para generar un haz (L1) luminoso de entrada
polarizado, particularmente un haz (L1) luminoso de entrada polarizado linealmente, y porque el haz (L1)
luminoso de entrada tiene una polarizacion (p) lineal en el plano de incidencia con respecto a una ventana
(14) de entrada en la que entra en el portador (11) y/o

porque el haz (L2) luminoso de salida tiene una polarizacién lineal en el plano de incidencia con respecto a
una ventana (15) de salida en la que abandona el portador (11).

Dispositivo de sensor microelectrénico segun la reivindicacion 1,

caracterizado porque la ventana (14) de entrada en la que el haz (L1) luminoso de entrada entra en el
portador (11) esta a un angulo (61) de Brewster con respecto al haz (L1) luminoso de entrada y/o

porque la ventana (15) de salida en la que el haz (L2) luminoso de salida abandona el portador (11) esta a
un angulo (6s) de Brewster con respecto al haz (L2) luminoso de salida.

Portador (11, 111, 211, 311, 411, 511) para proporcionar una muestra que va a investigarse, para un
dispositivo de sensor microelectrénico segun la reivindicacion 1, que comprende una cdmara (2, 102) de
muestra con una pared de inspeccién transparente que tiene en su lado interior una superficie (12, 112,
512) de union y en su lado exterior al menos una estructura (114, 214, 314a, 314b, 414) o6ptica, en el que la
estructura éptica esta disefiada de tal manera que un haz (L1, L1a, L1b) luminoso de entrada dirigido desde
fuera del portador sobre la estructura optica entra en la pared de inspeccion y se refleja internamente de
manera total en una zona (13, 313a, 313b) de investigacion en la superficie de union, frustrandose el haz
luminoso reflejado internamente de manera total dando como resultado una disminucién de la intensidad de
luz reflejada internamente de manera total cuando las particulas (1) de marcador que estan unidas a los
componentes diana son particulas de dispersion y/o absorcion macroscopicas, y porque un haz (L2, L2a,
L2b) luminoso de salida y/o luz de fluorescencia emitido por los componentes diana en la superficie de
union abandona la pared de inspeccion a través de la estructura éptica.

Placa de pocillos que comprende una pluralidad de portadores segun la reivindicacion 11.

Dispositivo de sensor microelectronico segun la reivindicacion 1, portador segun la reivindicacion 11, o
placa de pocillos segun la reivindicacion 12,

caracterizado porque el portador (11, 111, 211, 311, 411, 511) consiste en un material transparente, porque
la zona (13, 313a, 313b) de investigacion tiene una rugosidad baja, preferiblemente una rugosidad de 0,5 2,
lo méas preferiblemente de 0,1 A, o menos, siendo A una longitud de onda caracteristica del haz (L1)
luminoso de entrada, porque la zona (13, 313a, 313b) de investigacion estd cubierta con al menos un
elemento de captura que puede unirse a componentes diana, porque la superficie del portador (11, 111,
211, 311, 411, 511) es sustancialmente perpendicular al haz (L1, L1a, L1b) luminoso de entrada y/o al haz
(L2, L2a, L2b) luminoso de salida en la ventana (14) de entrada o la ventana (15) de salida en las que este
haz entra en o abandona el portador, respectivamente, porque el portador (11, 111, 211, 311, 411, 511)
comprende al menos una parte de superficie con una forma como un hemisferio (114, 214, 314a, 314b) o
una piramide (414) truncada, porque el portador (511) comprende una cavidad (515) en la que puede
disponerse al menos parcialmente un generador (541) de campo, y porque el portador (11, 111, 211, 311,
411, 511) esta disefiado como un componente intercambiable.

Método para la deteccion de componentes diana que comprenden particulas (1) de marcador, que
comprende

a) recoger los componentes diana en una superficie (12, 112, 512) de unién de un portador (11, 111, 211,
311, 411, 511) que comprende una camara (2, 102) de muestra con una pared de inspeccion transparente
gue tiene en su lado interior

b) dirigir un haz (L1, Lla, L1b) luminoso de entrada al interior del portador de tal manera que se refleja
internamente de manera total en una zona (13, 313a, 313b) de investigacion en la superficie (12, 112, 512)
de unién, frustrandose el haz luminoso reflejado internamente de manera total dando como resultado una
disminucion de la intensidad de luz reflejada internamente de manera total cuando las particulas (1) de
marcador que estan unidas a los compuestos diana son particulas de dispersion y/o absorcién
macroscoépicas

c) determinar la cantidad de luz de un haz (L2, L2a, L2b) luminoso de salida que comprende al menos algo
de la luz reflejada internamente de manera total, y
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caracterizado porque las particulas (1) de marcador se manipulan mediante un campo (B) magnético o
eléctrico, particularmente se atraen o se repelen de la zona (13, 313a, 313b) de investigacion, y porque se
mide la cantidad de luz en el haz (L1) luminoso de entrada y se relaciona con la cantidad medida de luz en
el haz (L2) luminoso de salida.

18



ES 2388 110 T3

111~

102

L1

19

FIG. 1

FIG. 2

FIG. 3



ES 2388 110 T3

211~
222 L2 232

313b

A [ ] n
1 R
] 1
¥ a11 ¥
1 B 1l
] L
i !
L el } ———— d
\ y
S

N

20

313a L

v

Lia Lib 1Da L2b

FIG. 5




ES 2388 110 T3

¥

0 50 100 150 200 250 300 350 400

t(s)
A
1.0 s A 1000 ng/ml
0.9 - = —-100 ng/ml
] " 1 ng/ml
0.8- \"\‘
] 0 ng/mi
0.7 4
0.6
] N
0.5-
0'4 ’ v v ¥ ¥ T d T M )
0 100 200 300 400 500
t (s)

21



ES 2388 110 T3

(L)~mp
OO
5 | &
oliloll
FIG. 10
1.0
|
A
1000 ng/mi
0.9- 100 ng/mi
10 ng/ml
1 ng/ml
081 0 ng/ml
60 80 100 120
t (s)
FIG. 11

22



ES 2388 110 T3

1.00
0.98- — SL
0.96- A
0.94]
0.92+ 0.1 ng/ml
s 0.901
0.88-
0.86 1
0.84]
0.82-
LT I S
0 50 100
t(s)

FIG. 12

0-80 M L] v ¥ A 1 M L M | v 1
0 50 100 150 200 250 300
t [s] '

FIG. 13

23



s (opt)

ES 2388 110 T3

100.0% -

1 10 100 1000 10000
g 10.0% 7
e - Tamp6n
1.0%
L 2
0.1% } } }
10 100 1000
PTH [pM]
PTH: 0.04 I0.004 ng/ml
1.00- + 0.04 ng/m
0.95- == _ 0.4 ng/ml
] 4 ng/ml
0.90-
0.85-
1 }40 ng/mi
0.80+

0 50 100 150 200 250
t [s]

FIG. 15

24



ES 2388 110 T3

100.0% T ; . '
1 10 100 1000 10000
.
— 10.00/0 A - e
;-}. Sang. N &
N e "~ Tam
1.0% e
3 -
Blanco <.
0.1% $ 4 }
10 100 1000
PTH [pM]
BD (km™)
0 0.1 0.2
2 Y Y

ASgmr [HV]
T

0 i L 1
0 100 200 300 400
NB

FIG. 17

25



ES 2388 110 T3

0.6 -
0.5 -
0.4-

0.3 -

s (opt)

0.2 4

0.1 1

| 2
0.0 ; T T v 1 * Y T Y T
0 20 40 60 80 100

SC [%]

FIG. 18

26



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

