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DESCRIPCION
Dispositivo optico de deteccién quimica con transductor piroeléctrico o piezoeléctrico
La presente invencion se refiere a un dispositivo de deteccién quimica que usa un transductor.

El control de analitos en solucion, tales como compuestos biolégicamente importantes en bioensayos, tiene una
amplia aplicabilidad. En consecuencia, una amplia diversidad de dispositivos analiticos y para diagnostico esta
disponible. Muchos dispositivos usan un reactivo que experimenta un cambio de color detectable por el ojo en
presencia de las especies que se estan detectando. El reactivo se lleva a menudo a una tira reactiva y se puede
proporcionar la 6ptica para ayudar en la medida del cambio de color.

El documento WO 90/13017 desvela un elemento transductor termoeléctrico piroeléctrico o de otro tipo en forma de
tira. Se proporcionan electrodos de pelicula delgada y uno o més reactivos se depositan sobre la superficie del
transductor. El reactivo experimenta un cambio colorimétrico selectivo cuando se pone en contacto con las especies
que se estan detectando. A continuacion, el dispositivo se inserta tipicamente en un detector en el que el transductor
se ilumina normalmente desde abajo mediante una fuente de luz LED y la absorcién de luz por el reactivo se detecta
como calefacciéon microscopica en la superficie del transductor. La salida de sefial eléctrica desde el transductor se
procesa para derivar la concentracion de las especies que se estan detectando.

El sistema del documento WO 90/13017 proporciona el analisis de especies que producen un cambio de color en el
reactivo en la reaccion o combinacién con el reactivo. Por ejemplo, los reactivos incluyen el pH y colorantes
indicadores de metales pesados, reactivos (por ejemplo, o-cresol en solucién de cobre amoniacal) para la deteccion
de aminofenol en un ensayo de paracetamol, y un colorante de tetrazolio para la deteccién de una enzima
oxidorreductasa en un ensayo inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA). Sin embargo, mientras que este sistema
es util en determinadas aplicaciones, se ha considerado adecuado solamente para analisis donde la especies que se
esta analizando genera un cambio de color en el reactivo ya que es el reactivo que esta situado en la superficie del
transductor. Por lo tanto, este sistema no se puede aplicar al analisis de especies que no causan un cambio de color
en el reactivo o cuando el cambio de color no esta en la superficie del transductor. En el campo de bioensayos, ésto
le da al sistema una aplicabilidad limitada.

J.D. Wright et al, Sensors and Actuators B 51 (1998) 121-130 desvela un sistema de control quimico medioambiental
y ocupacional basado en una placa de pelicula polimérica piezoeléctrica. Los cambios de color en los puntos
reactivos sobre la pelicula de polimero se miden por iluminaciéon con un LED intermitente. La desintegracion no
radiativa es transducida por la pelicula polimérica piezoeléctrica hasta una carga que se mide usando un
amplificador sincrono. El estudio adicional de los factores genéticos en este sistema de control se establece en C.A.
Gibson et al, Sensors and Actuators B 51 (1998) 238-243.

El documento FR 2 715 226 desvela una disposicidn para el andlisis fototérmico de un material con una estructura
en capas para determinar un parametro fisico de una de estas capas. La disposicion incluye un sensor piroeléctrico
en contacto térmico con las capas.

En consecuencia, la presente invencion proporciona un dispositivo para detectar la energia generada por la
desintegracion no radiativa en un analito o un complejo o derivado del analito al irradiar con radiaciéon
electromagnética que comprende una fuente de radiacién adaptada para generar una serie de pulsos de radiacion
electromagnética, un transductor que tiene un elemento piroeléctrico o piezoeléctrico y electrodos que es capaz de
transducir la energia generada por el analito o complejo o derivado del analito en una sefial eléctrica,

al menos un reactivo proximal a la superficie del transductor, reactivo que tiene un sitio de uniéon que es capaz de
unirse al analito o al complejo o derivado del analito, un pocillo para contener un liquido que tiene el analito o un
complejo o derivado del analito disuelto o suspendido en el mismo en contacto con el transductor,

un detector que es capaz de detectar la sefial eléctrica generada por el transductor, y

un controlador para controlar la fuente de luz y el detector,

donde el detector esta adaptado para determinar el tiempo de retardo entre cada pulso de radiacién
electromagnética desde la fuente de radiacion y la generacion de la sefial eléctrica y donde el detector esta colocado
para detectar solamente la sefial eléctrica generada por el transductor hasta un tiempo de retardo seleccionado para
distinguir la concentracion del analito o de un complejo o derivado del analito a diferentes distancias desde la
superficie del transductor.

La presente invencion se basa en el descubrimiento por el solicitante de que la energia, tipicamente calor, generada
por la desintegracion no radiativa en una sustancia al irradiar con radiacion electromagnética, denominada en el
presente documento "luz", se puede detectar con un transductor incluso cuando la sustancia no esta en contacto con
el transductor y ademas, que el tiempo de retardo entre la irradiacién con radiacion electromagnética y la sefial
eléctrica producida por el transductor es una funcion de la distancia de la sustancia desde la superficie de la pelicula.
Este hallazgo tiene una amplia aplicabilidad en los campos de los ensayos y el control.
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La presente invencién también proporciona un método para detectar un analito o un complejo o derivado del analito
disuelto o suspendido en una muestra liquida, que comprende las etapas de exponer la muestra liquida a un
transductor que tiene un elemento piroeléctrico o piezoeléctrico y electrodos que es capaz de transducir un cambio
en la energia a una sefial eléctrica, transductor que tiene al menos un reactivo proximal al mismo, reactivo que tiene
un sitio de unién que es capaz de unirse al analito o al complejo o derivado del analito, siendo capaces el analito o el
complejo o derivado del analito de absorber la radiacién electromagnética generada por una fuente de radiacién para
generar energia mediante desintegracion no radiativa;

irradiar el reactivo con una serie de pulsos de radiacion electromagnética,

transducir la energia generada en una sefial eléctrica;

detectar la sefial eléctrica y el tiempo de retardo entre cada pulso de radiacion electromagnética desde la fuente de
radiacion y la generacion de la sefial eléctrica, donde el tiempo de retardo entre cada uno de los pulsos de radiacion
electromagnética y la generacion de la sefial eléctrica corresponde a la posicion del analito o de un complejo o
derivado del analito en una cualquiera o0 mas posiciones a diferentes distancias desde la superficie del transductor y
donde el tiempo de retardo se selecciona para distinguir la concentracion del analito o de un complejo o derivado del
analito a diferentes distancias desde la superficie del transductor.

Las realizaciones preferentes de la presente invenciéon se describirdn a continuacién con referencia a los dibujos, en
los que

la Figura 1 muestra una representacion esquematica del dispositivo de deteccién quimica de la presente
invencion;

la Figura 2 muestra un inmunoensayo de tipo sandwich que usa el dispositivo de la presente invencion;

la Figura 3 muestra un gréfico del valor lector frente al tiempo para (a) un anticuerpo marcado en una pelicula
piezoeléctrica y (b) un anticuerpo marcado en solucién, siendo ambos reforzados por deposicion catalitica de
plata metalica;

la Figura 4 muestra los resultados del ensayo de tipo sandwich que usa un anticuerpo marcado con oro coloidal
gue esta potenciado por deposicion catalitica de plata metalica sobre la superficie de la pelicula piezoeléctrica;
la Figura 5 muestra los resultados de un ensayo de tipo sdndwich que usa un anticuerpo marcado con oro
seguido de la deposicién de plata metalica sobre la superficie de la pelicula piezoeléctrica usando cinco
concentraciones de analito diferentes;

la Figura 6 muestra un gréafico de los recuentos frente al espesor de la pelicula que demuestran transferencia
de energia a través de una capa de color por encima de una capa incolora que transfiere energia a una pelicula
piezoeléctrica; y

la Figura 7 muestra un grafico de los recuentos frente al retardo de correlacion que demuestran transferencia
de energia a través de la capa de color y de una capa sin colorear que transfiere energia a la pelicula
piezoeléctrica.

La Figura 1 muestra una parte de un dispositivo de deteccién quimica | de acuerdo con la presente invencion que se
basa en la generacién de calor en una sustancia 2, un analito o un complejo o derivado del analito (véase también la
Figura 2), por irradiacion de la sustancia 2 con radiacion electromagnética. La Figura 1 muestra el dispositivo de
deteccion quimica 1 en presencia de una sustancia 2. El dispositivo 1 comprende un transductor piroeléctrico o
piezoeléctrico 3 que tiene revestimientos de los electrodos 4, 5. El transductor 3 es preferentemente una pelicula de
fluoruro de polivinilideno polarizado. Los revestimientos de los electrodos 4,5 se forman preferentemente a partir de
Oxido de indio y estafio que tiene un espesor de aproximadamente 35 nm, aunque es posible casi cualquier espesor
a partir un limite inferior de 1 nm por debajo del cual la conductividad es demasiado baja y un limite superior de 100
nm por encima del cual la transmisién Optica es demasiado baja (no deberia ser inferior a un 95% de T). Una
sustancia 2 se mantiene proximal al transductor piezoeléctrico 3, que se muestra aqui unida al revestimiento del
electrodo superior 4. Se pueden depositar una pluralidad de sustancias. Preferentemente, la sustancia 2 es
adsorbida en el electrodo superior, por ejemplo, acoplada covalentemente o unida mediante fuerzas
intermoleculares tales como enlaces ionicos, puentes de hidrégeno o fuerzas de Van der Waals. Una caracteristica
clave de la presente invencion es que la sustancia 2 genera calor cuando se irradia mediante una fuente de
radiacion electromagnética 6, tal como luz, preferentemente luz visible. La fuente de luz puede ser, por ejemplo, un
LED. La fuente de luz 6 ilumina la sustancia 2 con luz de la longitud de onda apropiada (por ejemplo, un color
complementario). Aunque no se desea quedar ligado por la teoria, se cree que la sustancia 2 absorbe la luz para
generar un estado excitado que después experimenta desintegracion no radiativa generando por lo tanto energia,
indicada por las lineas curvas en la Figura 1. Esta energia esta principalmente en forma de calor (es decir,
movimiento térmico en el medio ambiente) aunque también se pueden generar otras formas de energia, por ejemplo,
una onda de choque. La energia, sin embargo, es detectada por el transductor y se convierte en una sefial eléctrica.
El dispositivo de la presente invencion se calibra para la sustancia en particular que se esta midiendo y por lo tanto
no es necesario determinar la forma precisa de la energia generada por la desintegracion no radiativa. A menos que
se especifique de otro modo, el término "calor" se usa en el presente documento para hacer referencia a la energia
generada por la desintegracién no radiativa. La fuente de luz 6 se coloca de modo que ilumine la sustancia 2.
Preferentemente, la fuente de luz 6 se coloca por debajo del transductor 3 y los electrodos 4, 5 y la sustancia 2 se
ilumina través del transductor 3 y los electrodos 4, 5. La fuente de luz puede ser una fuente de luz interna dentro del
transductor en el que la fuente de luz es un sistema de ondas guiadas. La guia de las ondas puede ser el
transductor en si mismo o la guia de las ondas puede ser una capa adicional unida al transductor.
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La energia generada por la sustancia 2 es detectada por el transductor 3 y se convierte en una sefial eléctrica. La
sefial eléctrica es detectada por un detector 7. Tanto la fuente de luz 6 como el detector 7 estan controlados por el
controlador 8. La fuente de luz 6 genera una serie de pulsos de luz (el término "luz" usado en el presente documento
se refiere a cualquier forma de radiacién electromagnética a menos que se mencione una longitud de onda
especifica) que se denomina "luz picada". En principio, un Unico destello de luz, es decir, un pulso de radiacion
electromagnética, seria suficiente para generar una sefial desde el transductor 3. Sin embargo, para obtener una
sefial reproducible, se usa una pluralidad de destellos de luz que en la practica requieren luz picada. La frecuencia a
la que se aplican los pulsos de radiacion electromagnética se puede variar. En el limite inferior, el tiempo de retardo
entre los pulsos debe ser suficiente para el tiempo de retardo entre cada pulso y la generacién de una sefial eléctrica
a determinar. En el limite superior, el tiempo de retardo entre cada pulso no debe ser tan grande como para que el
periodo necesario para registrar los datos se convierta en excesivamente prolongado. Preferentemente, la
frecuencia de los pulsos es de 2-50 Hz, méas preferentemente 5-15 Hz y lo mas preferentemente 10 Hz. Esto
corresponde a un tiempo de retardo entre pulsos de 20-500 ms, 66-200 ms y 100 ms, respectivamente. Ademas, la
llamada relaciéon de "marca-espacio”, es decir, la relaciéon de la sefial de encendido a la sefial de apagado es
preferentemente uno aunque se puede usar otras relaciones sin efecto perjudicial. Las fuentes de radiacion
electromagnética que producen luz picada con diferentes frecuencias de picado o diferentes relaciones de marca-
espacio son conocidas en la técnica. El detector 7 determina el tiempo de retardo (o "retardo de correlacion™) entre
cada pulso de luz a partir de la fuente de luz 6 y la correspondiente sefial eléctrica detectada por el detector 7 desde
el transductor 3. El solicitante ha encontrado que este tiempo de retardo es una funcién de la distancia, d.

Dentro del alcance de las reivindicaciones 1 y 14, se puede usar cualquier método para determinar el tiempo de
retardo entre cada pulso de luz y la correspondiente sefial eléctrica que proporciona resultados reproducibles.
Preferentemente, al tiempo de retardo se mide desde el comienzo de cada pulso de luz hasta el punto en el que un
maximo en la sefial eléctrica que corresponde a la absorcién de calor es detectado por el detector 7.

El hallazgo de que la sustancia 2 se puede separar de la superficie del transductor y de que una sefial aun se puede
detectar es sorprendente ya que el experto en la materia habria esperado que el calor se dispersara en el medio
circundante y por lo tanto que no fuera detectable por el transductor 3 o al menos que ninguna sefial significativa
fuera recibida por el transductor. El solicitante ha encontrado, sorprendentemente, que no solamente la sefial se
puede detectar a través de un medio de intervencién capaz de transmitir energia al transductor 3, sino que se
pueden distinguir diferentes distancias, d (ésto se ha denominado "perfil de profundidad") y que la intensidad de la
sefial recibida es proporcional a la concentracion de la sustancia 2 a la distancia en particular, d, desde la superficie
del transductor 3. Ademas, el solicitante ha encontrado que la naturaleza del medio en si misma influye en el tiempo
de retardo y en la magnitud de la sefial en un tiempo de retardo dado. Estos hallazgos proporcionan un gran ndmero
de nuevas aplicaciones para dispositivos de deteccion quimica que usan un transductor.

En una realizacion, la presente invencion proporciona un dispositivo como se define en la reivindicacion 1 donde la
sustancia es un analito o un complejo o derivado del analito, dispositivo que se usa para detectar el analito en una
muestra, dispositivo que comprende adicionalmente al menos un reactivo proximal al transductor, reactivo que tiene
un sitio de unién que es capaz de unirse al analito o al complejo o derivado del analito, donde el analito o el complejo
o el derivado del analito es capaz de absorber la radiaciéon electromagnética generada por la fuente de radiacion
para generar energia, tipicamente calor, donde, en uso, la energia, tipicamente calor, generada se transduce en una
sefial eléctrica por el transductor y es detectada por el detector, y el tiempo de retardo entre cada uno de los pulsos
de radiacién electromagnética y la generacion de la sefal eléctrica corresponde a la posicion del analito en
cualquiera de una o mas posiciones a diferentes distancias de la superficie del transductor. La presente invencion
también proporciona un método que se define en la reivindicacién 14 para detectar un analito en una muestra, que
comprende las etapas de exponer la muestra a un transductor que tiene un elemento piroeléctrico o piezoeléctrico y
electrodos que es capaz de transducir un cambio en la energia, tipicamente calor, a una sefial eléctrica, transductor
gue tiene al menos un reactivo proximal al mismo, reactivo que tiene un sitio de uniéon que es capaz de unirse al
analito o al complejo o derivado del analito, siendo capaces el analito o el complejo o el derivado del analito de
absorber la radiacion electromagnética generada por la fuente de radiacion para generar energia, tipicamente calor;
irradiar el reactivo con una serie de pulsos de radiacion electromagnética, transducir la energia, tipicamente calor,
generada en una sefal eléctrica; detectar la sefial eléctrica y el tiempo de retardo entre cada pulso de radiacion
electromagnética desde la fuente de radiacién y la generacion de la sefial eléctrica, donde el tiempo de retardo entre
cada uno de los pulsos de radiacidn electromagnética y la generacién de la sefial eléctrica corresponde a la posicién
del analito en cualquiera de una o mas posiciones a diferentes distancias de la superficie del transductor. Dicho
dispositivo y método tienen aplicabilidad, por ejemplo, en inmunoensayos y en ensayos basados en acidos
nucleicos. En un ejemplo preferente de un inmunoensayo, el reactivo es un anticuerpo y el analito es un antigeno.

En un inmunoensayo tipico, un anticuerpo especifico para un antigeno de interés se une a un soporte polimérico tal
como una lamina de cloruro de polivinilo o poliestireno. Una gota de extracto celular o una muestra de suero o de
orina se coloca en la lamina, que se lava después de la formacién del complejo anticuerpo-antigeno. A continuacién
se afiade anticuerpo especifico para un sitio diferente en el antigeno, y la lamina se lava de nuevo. Este segundo
anticuerpo lleva una marca de modo que se puede detectar con alta sensibilidad. La cantidad del segundo
anticuerpo unido a la lamina es proporcional a la cantidad de antigeno en la muestra. Este ensayo y otras
variaciones en este tipo de ensayo son bien conocidos, véase, por ejemplo, "The Immunoassay Handbook, 2nd Ed."
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David Wild, Ed., Nature Publishing Group, 2001. El dispositivo de la presente invencion se puede usar en cualquiera
de estos ensayos.

A modo de ejemplo, la Figura 2 muestra un ensayo tipico de anticuerpo de captura que usa el dispositivo de la
presente invencién. Un dispositivo incluye un transductor 3 y un pocillo 9 para contener un liquido 10 que contiene
un analito 11 disuelto o suspendido en el mismo. El transductor 3 tiene un nimero de reactivos, es decir, €l
anticuerpo 12, unido al mismo. El anticuerpo 12 se muestra unido a la pelicula en la Figura 2 y esta unién puede ser
a través de un enlace covalente o mediante adsorcidon no covalente sobre la superficie, tal como por puentes de
hidrégeno. El anticuerpo se muestra como unido al transductor.

Por ejemplo, una capa adicional puede separar el anticuerpo 12 y el transductor 3, tal como una capa de polimero
de silicona, o el anticuerpo se podria unir a las particulas inertes y las particulas inertes se unen a continuacion al
transductor 3. Como alternativa, el anticuerpo 12 podria ser atrapado dentro de una capa de gel que esta revestida
sobre la superficie del transductor 3.

En uso, el pocillo se llena con un liquido 10 (o cualquier fluido) que contiene un antigeno 11. El antigeno 11 se une a
continuacién al anticuerpo 12. El anticuerpo marcado adicional 13 se afiade al liquido y se forma un complejo
denominado "de tipo sandwich" entre el anticuerpo unido 12, el antigeno 11 y el anticuerpo marcado 13. Se afade
un exceso de anticuerpo marcado 13 de modo que todo el antigeno unido 11 forma un complejo de tipo sandwich.
Por lo tanto, la muestra contiene el antigeno marcado unido 13ay el antigeno marcado sin unir 13b libre en solucion.

Durante o después de la formacion del complejo de tipo sandwich, la muestra se irradia usando una serie de pulsos
de radiacion electromagnética, tal como luz. El tiempo de retardo entre cada pulso y la generacion de una sefial
eléctrica por el transductor 3 es detectada por un detector. El tiempo de retardo apropiado se selecciona para medir
solamente la energia (calor) generada por el antigeno marcado unido 13a. Ya que el tiempo de retardo es una
funcién de la distancia de la marca desde el transductor 3, el anticuerpo marcado unido 13a se puede distinguir del
antigeno marcado unido 13b. Esto proporciona una ventaja significativa sobre el inmunoensayo de tipo sandwich
convencional por que se elimina la necesidad de etapas de lavado. En un inmunoensayo de tipo sandwich
convencional, el anticuerpo marcado sin unir se debe separar del anticuerpo marcado unido antes de tomar
cualquier medida ya que el antigeno marcado sin unir interfiere con la sefial generada por el antigeno marcado
unido. Sin embargo, a causa del "perfil de profundidad" proporcionado por la presente invencién, se puede distinguir
el antigeno marcado unido y sin unir. En efecto, la capacidad para distinguir entre sustancias proximales al
transductor y las sustancias en la solucion a granel es una ventaja particular de la presente invencion.

El anticuerpo marcado se marca preferentemente con una marca seleccionada entre una molécula de colorante, una
particula de oro, una particula de polimero coloreado (por ejemplo, una particula de latex coloreado), una molécula
fluorescente, una enzima, un glébulo rojo, una molécula de hemoglobina, una particula magnética y una particula de
carbono. Sin embargo, cualquier marca capaz de interactuar con la radiacion electromagnética para generar calor
seria aceptable. En el caso de una particula magnética, la radiacién electromagnética es radiacion de
radiofrecuencia. Todas las otras marcas que se han mencionado anteriormente en el presente documento usan luz.
En el caso de una particula de oro, la marca se mejora usando una solucion de iones de plata y un agente reductor.
El oro cataliza/activa la reduccion de los iones de plata a plata metalica y es la plata metdlica la que absorbe la luz.
Todas estas marcas son convencionales.

El anticuerpo marcado, o de hecho uno cualquiera 0 méas reactivos adicionales se almacenan preferentemente en
una camara incorporada en el dispositivo de la presente invencion.

El antigeno es tipicamente una proteina, tal como una hormona a base de proteinas, aunque se pueden detectar
moléculas mas pequefias, tales como farmacos. El antigeno también puede formar parte de una particula mas
grande, tal como un virus, una bacteria, una célula (por ejemplo un glébulo rojo) o un prién.

Como un ejemplo adicional de los inmunoensayos conocidos, la presente invencion se puede aplicar a ensayos
competitivos en los que la sefial eléctrica detectada por el detector es inversamente proporcional a la presencia de
un antigeno sin marcar en la muestra. En este caso, lo que es de interés es la cantidad de antigeno sin marcar en la
muestra.

En un inmunoensayo competitivo, un anticuerpo se une al transductor como se muestra en la Figura 2. A
continuacion se afiade una muestra que contiene el antigeno. Sin embargo, en lugar de afiadir un anticuerpo
marcado, se afiade a la solucion una cantidad conocida de antigeno marcado. Los antigenos marcados y sin marcar
después compiten por la unién a los anticuerpos unidos al transductor 3. La concentracion del antigeno marcado
unido después es inversamente proporcional a la concentracion de antigeno sin marcar unido y por lo tanto, ya que
se conoce la cantidad de antigeno marcado, se puede calcular la cantidad de antigeno sin marcar en la solucion
inicial. También se pueden usar con los antigenos los mismos niveles especificados con referencia a los
anticuerpos.
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En una realizacion de la presente invencion, el analito que se esta detectando esta presente en una muestra de
sangre entera. En muchos ensayos convencionales, la presencia de otros componentes de la sangre en solucién o
en suspension, tal como glébulos rojos, interfiere con la deteccién del analito de interés en particular. Sin embargo,
en el dispositivo de la presente invencion, ya que la sefial solamente se determina a una distancia conocida desde el
transductor 3, los otros componentes de la sangre que estan libres en solucion o en suspension no interfieren con la
deteccion. Esto simplifica el analisis de una muestra de sangre ya que no es necesaria una etapa de separacion
separada. Un aparato para medir los niveles de analito en una muestra de sangre comprende preferentemente un
lector portatil transportable y un dispositivo desechable que contiene la pelicula piezoeléctrica. Se obtiene una
pequefia muestra de sangre (aproximadamente 10 microlitros) y se transfiere a una cadmara dentro del dispositivo
desechable. Un lado de la camara esta fabricado con la pelicula piezoeléctrica revestida con un anticuerpo capaz de
unirse al analito de interés. A continuacion se puede afadir una solucién adicional que contiene, por ejemplo,
anticuerpo marcado o una concentracidon conocida de antigeno marcado como se ha descrito anteriormente. Se
permite que la reaccion transcurra y el dispositivo desechable se inserta a continuacion en el lector que activa el
proceso de medida. Los resultados del ensayo se indican a continuacién en una pantalla en el lector. El dispositivo
desechable que contiene la pelicula piezoeléctrica se retira a continuacion y se desecha.

Una fuente potencial de interferencias de fondo es la sedimentacién de particulas suspendidas sobre la superficie
del transductor piroeléctrico o piezoeléctrico. Por ejemplo, ésto podria ocurrir en algunos dispositivos que usan la
generacion de particulas de plata. Esta fuente de interferencia se puede evitar mediante la colocacion del
transductor por encima de la solucién a granel, por ejemplo, en la superficie superior de la camara de reaccién. Por
lo tanto, si se produce alguna sedimentacion, no interferirda con el transductor. Como alternativa, las particulas
podrian ser menos densas que el medio y por lo tanto flotar a la superficie de la solucién a granel en lugar de
sedimentar sobre la superficie del transductor. Esta y otras modificaciones estan incluidas en el alcance de la
presente invencion.

El dispositivo de la presente invencién no esta limitado solamente a la deteccién de un analito en solucion. Ya que el
dispositivo proporciona "perfil de profundidad", se pueden detectar diferentes analitos usando reactivos que se unen
selectivamente a cada analito que se esta detectando donde los reactivos estédn a diferentes distancias desde la
superficie del transductor 3. Por ejemplo, se pueden detectar dos analitos usando dos reactivos, estando el primer
reactivo colocado a una primera distancia desde la pelicula y estando el segundo reactivo colocado a una segunda
distancia desde la pelicula. El tiempo de retardo entre cada pulso de radiacion electromagnética y la generacion de
sefial eléctrica seran diferentes para los dos analitos unidos al primer y el segundo reactivos.

Ademas de proporcionar diferentes profundidades, se pueden realizar ensayos multiples usando diferentes tipos de
reactivos, por ejemplo, diferentes anticuerpos, en partes diferentes del transductor. Como alternativa, o ademas, se
pueden realizar ensayos multiples usando reactivos/analitos que responden a diferentes longitudes de onda de la
radiacion electromagnética.

La sustancia que genera la energia, tipicamente calor, puede estar en la superficie de la pelicula, sin embargo, la
sustancia esté preferentemente a al menos 5 nm de la superficie de la pelicula y, preferentemente, la sustancia no
esta a mas de 500 um de la superficie de la pelicula.

Como alternativas a las reacciones anticuerpo-antigeno, el reactivo y el analito pueden ser un primer y segundo
acido nucleico donde el primer y el segundo &cidos nucleicos son complementarios, 0 un reactivo que contiene
avidina o derivados de la misma y un analito que contiene biotina o derivados de la misma, o viceversa. El sistema
tampoco esta limitado a ensayos biolégicos y se puede aplicar, por ejemplo, a la detecciéon de metales pesados en
agua.

Como se ha descrito anteriormente en el presente documento, el solicitante ha encontrado que el tiempo de retardo
entre cada pulso de radiacion electromagnética en la generacion de una sefial eléctrica en el transductor es
proporcional a la distancia de la sustancia desde la pelicula. Ademas, el solicitante ha encontrado que el tiempo de
retardo depende de la naturaleza del medio en si mismo. Inicialmente, era sorprendente que un medio liquido no
amortiguara totalmente la sefial. Sin embargo, el solicitante ha encontrado que los cambios en la naturaleza del
medio pueden alterar el tiempo de retardo (es decir, hasta que se alcanza la sefial maxima), la magnitud de la sefial
y de la forma de la onda de la sefial, (es decir, la variacién de la respuesta con el tiempo).

Estos cambios en la naturaleza se pueden deber, entre otras cosas, a variaciones en el espesor del medio, la
elasticidad del medio, la dureza del medio, la densidad del medio, la deformabilidad del medio, la capacidad de calor
del medio o la velocidad a la que las ondas del sonido/choque se pueden propagar a través del medio.

Ejemplos

Un fluoruro de polivinilideno polarizado bimorfo, revestido en éxido de indio y estafio, se us6 como el dispositivo de
deteccion en los ejemplos que siguen a continuacion.
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En los Ejemplos 1-4 y en los Ejemplos Comparativos 1-3, el dispositivo de deteccién se revistié por inmersion en una
solucion de poliestireno para dar una capa de poliestireno en la parte superior del 6xido de indio y estafo.
"Arandelas" circulares de poliestireno con un diametro interno de 5 mm y una altura de 5 mm se unieron a la
superficie de poliestireno (usando un adhesivo sensible a la presion) para formar pocillos de reaccion, que podrian
contener los liquidos eficazmente por encima de la superficie del dispositivo de deteccién. Los pocillos presentan un
volumen total de hasta 100 pl de liquido. Las arandelas de poliestireno se habian tratado con una soluciéon de
albumina de suero bovino (BSA) y Tween (RTM) 20 (monolaurato de sorbitan polioxietilenado) para evitar la unién
no especifica de moléculas de proteina a las paredes del pocillo de reaccién.

Ejemplo 1

La Figura 4 muestra los resultados de dos experimentos de prueba de principio que detectan la presencia de (a) un
anticuerpo marcado unido a una pelicula piezoeléctrica y (b) un anticuerpo marcado en solucién. Los dos
experimentos se realizaron en pocillos de reacciéon sobre la superficie de la pelicula piezoeléctrica revestida con
poliestireno. En el primer experimento (a) se afiadieron al pocillo de reaccién 50 pl de solucién de antiperoxidasa de
rabano picante marcada con oro (HRP) (5 pg / ml, 250 ng en total) en tampon de fosfato (pH 7,2, 100 mM) y se
incub6 durante 1 hora, después se enjuago y se sec0. En el segundo experimento (b) la superficie de la pelicula de
poliestireno se bloqued por incubacion con una solucion de albumina de suero bovino (1%) y Tween (RTM) 20
(0,5%), después se enjuago y se seco.

Se afiadieron 50 pl de soluciéon de potenciador de plata mezclada previamente (Sigma SE-100) al primer pocillo de
reaccion para iniciar la reaccion de potenciacion. Se afiadieron 50 pl de solucioén de potenciador de plata mezclada
previamente que contenia 250 ng de anti-HRP marcado con oro al segundo pocillo para iniciar la reaccion de
potenciacion.

Los pocillos se irradiaron a continuacién con luz picada de longitud de onda de 654 nm con una frecuencia de
conmutaciéon de 10 Hz. Se midié la magnitud de la sefial maxima detectada por la pelicula piezoeléctrica a una
correlacion de retardo de alrededor de 10-15 ms. La sefial se mostré en un convertidor analdgico a digital. La Figura
4 muestra los resultados de estas reacciones de potenciacion. El eje y muestra la sefial recibida por el detector,
denominada "Valor de la lectura (recuentos de ADC)" y el eje x muestra el tiempo en segundos.

En el primer experimento (a), la anti-HRP marcada con oro unida a la superficie media la reaccion entre los iones de
plata y el agente reductor en la superficie de la pelicula, lo que lleva a la deposicion de plata metélica sobre la
superficie del transductor. En el segundo experimento (b), la anti-HRP marcada con oro en solucion media la
reaccion entre los iones de plata y el agente reductor en solucién, lo que lleva a la precipitacion de particulas de
plata. El perfil cinético de estas reacciones se puede controlar con el tiempo, con medidas tomadas cada 10
segundos. Ya que la solucidn a granel esta a una distancia mayor desde la pelicula piezoeléctrica que la marca
unida, se detecta poca o ninguna sefial a una correlacién de retardo de alrededor 10-15 ms. Las cantidades de anti-
HRP usada garantizan que la cantidad de anti-HRP sobre la superficie en el primer experimento (a) debe ser igual a
o inferior a la cantidad de anti-HRP en solucién en el segundo experimento (b).

Por otro lado, si se detecta una sefial a una correlacion de retardo de aproximadamente 50-60 ms, la sefial para el
anticuerpo en la solucion a granel se mediria en lugar del anticuerpo unido sobre la superficie del transductor,
aunque debido a la amortiguacion de la sefial por el medio, la fuerza de la sefial se puede reducir.

Ejemplo 2

30 pl de una dilucién a 1:30 en tampdn de fosfato 100 mM, de inmunoglobulina G de conejo conjugada con
antiperoxidasa de rabano picante (HRP) a pH 7,2 (Sigma, N° de cat. P7899) (IgG) se incubaron en el pocillo de
reaccion durante una hora a temperatura ambiente para permitir la adsorcion de anticuerpos sobre la superficie del
poliestireno. La solucién después se aclaro y se traté con albumina de suero bovino (1%) y Tween (RTM) 20 (0,05%)
en un tampoén de fosfato (30 pl) para bloquear cualquier sitio de adsorcion restante en la superficie de poliestireno. El
pocillo se aclaré con agua desionizada y se secd. A continuacion se afiadieron al pocillo de reaccién 30 pl de
solucién de peroxidasa de rdbano picante (125 pg/ml en tampén de fosfato 100 mM) y se incubd durante 1 hora y
después se aclaré. Se afadieron 30 pl de antiperoxidasa de rébano picante de cabra marcada con oro (Fab'),
(British Biocell) (dilucion a 1:10 en tampdn de fosfato 100 mM) durante una hora a temperatura ambiente. El pocillo
se aclar6 a continuacion con agua desionizada. A continuacion se afiadid al pocillo de reaccién solucion de
potenciador de plata (Sigma SE-100, que consistia en 20 pl de solucion A 'y 20 ul de solucién B, que se mezclaron
previamente, inmediatamente antes de su uso) y se control6 el desarrollo de la mancha de plata metalica sobre la
superficie del sensor por iluminacion de la pelicula del sensor usando luz picada (10 Hz) a partir de un LED de luz
azul de alta energia (que emite a 470 nm). Se genera un voltaje a través del sensor que se mide usando un
amplificador sincrono, que después se convierte en una sefial digital arbitraria y se almacena en un PC.
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Ejemplo comparativo 1

La reaccion se realizé exactamente como se ha descrito en el Ejemplo 2 anterior, excepto en que se omitié la etapa
inicial de adsorcién de anti-HRP de conejo sobre la superficie del sensor.

Ejemplo comparativo 2

La reaccion se realizd exactamente como se ha descrito en el Ejemplo 2 anterior, excepto en que se omitio la etapa
de incubacién con peroxidasa de rabano picante.

Ejemplo comparativo 3

La reaccion se realizé exactamente como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 2, excepto en que se omitié la
etapa de incubacioén con el anticuerpo antiperoxidasa de rdbano picante de cabra (Fab'), marcado con oro.

La Figura 5 muestra los resultados del Ejemplo 2 y de los Ejemplos Comparativos 1 a 3 (4 ejecuciones de cada uno).
Las cuatro series de datos que dan lugar a una rapida sefial se deben al sandwich de anti-HRP de conejo/HRP/anti-
HRP de cabra marcado con oro sobre la superficie del sensor (Ejemplo 2). Todas las demas series de datos se
deben a reacciones de control (Ejemplos Comparativos 1 a 3).

Ejemplo 3

Inmunoglobulina G de conejo conjugada con antiperoxidasa de rabano picante (HRP) (Sigma, N° de cat. P7899)
(IgG) (30 plI de una dilucion a 1:30 en tampodn de fosfato 100 mM, pH 7,2) se incub6 en dos pocillos de reaccion
durante una hora a temperatura ambiente para permitir la adsorcion de anticuerpos sobre la superficie del
poliestireno. La solucién después se aclaro y se tratd con albamina de suero bovino (1%) y Tween (RTM) 20 (0,05%)
en un tampon de fosfato (30 ul) para bloquear cualquier sitio de adsorcion restante en la superficie de poliestireno.
Los pocillos se aclararon con agua desionizada y se secaron. 10 pl de solucién de peroxidasa de rdbano picante
(125 pg/ml en tampon de fosfato 100 mM) se afiadieron a continuacion al pocillo de reaccion 1, mientras que sélo se
afadieron 10 pl de tampon de fosfato al pocillo de reaccion 2. Estos se dejaron incubar durante 15 minutos, a
continuaciéon se afiadieron 30 pl de antiperoxidasa de rdbano picante (Fab'), de cabra marcada con oro (British
Biocell) (dilucion a 1:10 en tampon de fosfato 100 mM) tanto al pocillo 1 como al 2 durante 15 minutos a temperatura
ambiente. La solucion de potenciador de plata (Sigma SE-100, que consiste en 20 pl de solucién A y 20 pl de
solucién B, que se mezclaron previamente, inmediatamente antes de su uso) se afiadié a continuacién a ambos
pocillos de reaccion y se controld el desarrollo de la mancha de plata metalica sobre la superficie del sensor usando
la técnica que se ha descrito anteriormente.

La presencia de HRP en el pocillo 1 como un modelo de analito, permite la formacién de un complejo de tipo
sandwich sobre la superficie del transductor (anti-HRP de conejo / HRP / anti-HRP de cabra marcado con oro),
localizando de este modo algunas de las marcas de oro sobre la superficie en el pocillo 1. La ausencia de HRP en el
pocillo 2 significa que el anticuerpo de cabra marcado con oro permanece en solucién en el pocillo 2.

El desarrollo de la sefial con el tiempo para los pocillos 1 y 2 fue similar a la que se presenta en la Figura 4, que
ilustra que la deteccién del analito puede tener lugar sin etapas de lavado.

Ejemplo 4

Se realizaron una serie de experimentos exactamente como se ha descrito en el Ejemplo 2, usando anti-lgG HRP de
conejo adsorbida sobre la superficie del transductor como el anticuerpo de captura, HRP como el analito diana y
anti-lgG HRP de cabra marcada con oro como el anticuerpo indicado. Se usaron cinco concentraciones diferentes
de HRP (100 ng/ml, 10 ng/ml, 1 ng/ml, 100 pg/ml y 1 pg/ml)). Estas correspondian con las cantidades totales de
HRP iguales a 3 ng, 300 pg, 30 pg, 3 pg y 30 fg. La etapa de potenciacién de plata se realizé como se ha descrito
anteriormente. La Figura 6 muestra que la sefial es dependiente de la cantidad de analito usado en la reaccion.

Ejemplo 5

En este ejemplo, que no forma parte de la invencion pero que representa la técnica 4 de fondo que es Util para la
comprension de la invencion, el transductor esta revestido con una capa de silicona. La sefial detectada por el
transductor depende tanto del espesor como de la elasticidad de la capa de silicona. Las capas de silicona se
prepararon con espesores variables, con manchas de colorante de Negro Sudan B colocadas encima las capas de
silicona mediante la adicion de una solucion de colorante (en etanol) mediante una pipeta. Se usaron tres espesores
de capa diferentes (200, 133 y 79 um) y se usaron tres cantidades totales distintas de colorante (mediante la adicién
de 0,1, 1,0 0 2,5 pl de 10 mmol dm™ de solucién de colorante), produciendo un total de nueve medidas. La Figura 7
muestra que la sefial aumenta significativamente a medida que el espesor de la capa disminuye (para las tres
cantidades de colorante) donde el retardo de correlacion es de 10 ms.
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Ademas, el espesor de la capa de silicona que interviene afecta al tiempo necesario para que la sefial alcance un
maximo (es decir, el retardo de correlacion). Esto se ilustra en la Figura 8, donde el espesor de una capa de silicona
intermedia entre una mancha de colorante y el transductor se varié entre 100 y 500 pm. El eje y proporciona los
recuentos (en miles), mientras que el eje x proporciona el retardo de correlacién (retardo de correlacién 1 =5 ms, 2 =
10 ms, 3 = 15 ms, etc). La sefial mas alta se observa para una capa de silicona de 100 um con una correlacion de
retardo de 15 ms para alcanzar este maximo. A medida que el espesor de la capa de silicona aumenta se observa
que la sefial disminuye, y al mismo tiempo, el tiempo necesario para alcanzar el maximo también aumenta, a 50 ms
con un espesor de la capa de silicona de 500 um.
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REIVINDICACIONES

1. Un dispositivo (1) para detectar la energia generada mediante la desintegracion no radiativa en un analito o un
complejo o derivado del analito (2, 11) al irradiar con radiacién electromagnética que comprende

una fuente de radiacién (6) adaptada para generar una serie de pulsos de radiacion electromagnética,

un transductor que tiene un elemento piroeléctrico o piezoeléctrico (3) y electrodos (4, 5) que es capaz de transducir
la energia generada por el analito o un complejo o derivado del analito (2, 11) en una sefial eléctrica,

al menos un reactivo (2, 12) proximal a la superficie del transductor (3); teniendo el reactivo (2, 12) un sitio de unién
que es capaz de unirse con el analito o el complejo o el derivado del analito (2, 11),

un pocillo (9) para contener un liquido (10) que tiene el analito o un complejo o derivado del analito (2, 11) disuelto o
suspendido en el mismo en contacto con el transductor (3),

un detector (7) que es capaz de detectar la sefial eléctrica generada por el transductor (3), y un controlador (8) para
controlar la fuente de luz (6) y el detector (7),

donde el detector (7) esta adaptado para determinar el tiempo de retardo entre cada pulso de radiacion
electromagnética desde la fuente de radiacién (6) y la generacion de la sefal eléctrica y donde el detector (7) esta
colocado para detectar solamente la sefial eléctrica generada por el transductor (3) hasta un tiempo de retardo
seleccionado para distinguir la concentracién del analito o de un complejo o derivado del analito (2, 11) a diferentes
distancias desde la superficie del transductor (3).

2. Un dispositivo como se reivindica en la reivindicacion 1, donde el reactivo es un anticuerpo (12) y el analito es un
antigeno (11).

3. Un dispositivo como se reivindica en la reivindicacion 2, donde el complejo o derivado del analito (2, 11) es un
complejo con un anticuerpo marcado (13a).

4. Un dispositivo como se reivindica en la reivindicacién 2, donde el analito (2, 11) es un antigeno marcado y la sefial
eléctrica detectada por el detector (7) es inversamente proporcional a la presencia de un antigeno sin marcar en la
muestra.

5. Un dispositivo como se reivindica en la reivindicacion 3 o 4, donde el anticuerpo marcado (13a, 13b) o el antigeno
esta marcado con una marca seleccionada entre una molécula de colorante, una particula de oro, una particula de
polimero coloreado, una molécula fluorescente, una enzima, un glébulo rojo, una molécula de hemoglobina, una
particula magnética y una particula de carbono.

6. Un dispositivo como se reivindica en la reivindicacion 1, donde el reactivo (2, 12) es un primer acido nucleico y el
analito (2, 11) es un segundo &cido nucleico y el primer y el segundo acidos nucleicos son complementarios.

7. Un dispositivo como se reivindica en la reivindicacion 1, donde el reactivo (2,12) contiene avidina o derivados de
la misma y el analito (2,11) contiene biotina o derivados de la misma, o viceversa.

8. Un dispositivo como se reivindica en cualquier reivindicacion precedente, donde el tiempo de retardo es de al
menos 5 milisegundos, preferentemente de al menos 10 milisegundos.

9. Un dispositivo como se reivindica en cualquier reivindicacién precedente, donde la radiacion electromagnética es
luz, preferentemente luz visible.

10. Un dispositivo como se reivindica en cualquier reivindicacion precedente, donde el reactivo (2,12) es adsorbido
sobre el transductor (3).

11. Un dispositivo como se reivindica en cualquier reivindicacion precedente, que comprende adicionalmente una
camara para almacenar uno o mas reactivos adicionales.

12. Un dispositivo como se reivindica en la reivindicacion 11, donde el reactivo adicional es un anticuerpo marcado
para producir el complejo o derivado del analito formado posteriormente.

13. Un dispositivo como se reivindica en cualquier reivindicacién precedente, donde la frecuencia de los pulsos de la
radiacion electromagnética es 2-50 Hz.

14. Un método para detectar un analito o un complejo o derivado del analito (2, 11) disuelto o suspendido en una
muestra liquida, que comprende las etapas de exponer la muestra liquida a un transductor (3) que tiene un elemento
piroeléctrico o piezoeléctrico y electrodos (4, 5) que es capaz de transducir un cambio de energia a una sefial
eléctrica, teniendo la superficie del transductor (3) al menos un reactivo (2, 12) proximal al mismo, teniendo el
reactivo (2, 12) un sitio de unién que es capaz de unirse al analito o a un complejo o derivado del analito (2, 11), el
analito o el complejo o el derivado del analito (2, 11) siendo capaz de absorber la radiacion electromagnética
generada por la fuente de radiacion (6) para generar energia mediante desintegracion no radiativa;

irradiar el reactivo (2, 12) con una serie de pulsos de radiacién electromagnética,

10
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transducir la energia generada en una sefial eléctrica;

detectar la sefial eléctrica y el tiempo de retardo entre cada pulso de radiacion electromagnética desde la fuente de
radiacion (6) y la generacion de la sefial eléctrica, donde el tiempo de retardo entre cada uno de los pulsos de
radiacion electromagnética y la generacion de la sefial eléctrica corresponde a la posicién del analito o de un
complejo o derivado del analito (2, 11) en cualquiera de una o mas posiciones a distancias diferentes desde la
superficie del transductor (3) y donde el tiempo de retardo esta seleccionado para distinguir la concentracion del
analito o de un complejo o derivado del analito (2, 11) a diferentes distancias desde la superficie del transductor (3).

15. Un método como se reivindica en la reivindicacion 14, donde el reactivo es un anticuerpo (12) y el analito es un
antigeno (11).

16. Un método como se reivindica en la reivindicacion 15, donde el complejo o el derivado del analito (2, 11) es un
complejo con un anticuerpo marcado (13a).

17. Un método como se reivindica en la reivindicacién 15, donde el analito (2, 11) es un antigeno marcado y la sefial
eléctrica detectada por el detector (7) es inversamente proporcional a la presencia de un antigeno sin marcar en la
muestra.

18. Un método como se reivindica en la reivindicacion 16 o 17, donde el anticuerpo marcado (13a, 13b) o el antigeno
esta marcado con una marca seleccionada entre una molécula de colorante, una particula de oro, una particula de
polimero coloreado, una molécula fluorescente, una enzima, un glébulo rojo, una molécula de hemoglobina, una
particula magnética y una particula de carbono.

19. Un método como se reivindica en la reivindicacién 14, donde el reactivo (2, 12) es un primer acido nucleico y el
analito es un segundo acido nucleico y el primer y el segundo acidos nucleicos son complementarios.

20. Un método como se reivindica en la reivindicacién 14, donde el reactivo (2, 12) contiene avidina o derivados de
la misma y el analito contiene biotina o derivados de la misma, o viceversa.

21. Un método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 14 a 20, donde el método se realiza sin
retirar la muestra del transductor (3) entre las etapas de exponer la muestra al transductor (3) e irradiar el reactivo.

22. Un método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 14 a 20, donde la frecuencia de los pulsos
de radiacion electromagnética es 2-50 Hz.
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