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Abstract- In this paper is reported the optical parallel
analysis of Cy5 fluorophore micro-arrays over
polycarbonate and polyethylene metacrilate substrates as
those found in standard digital recording media. The
sequential printing of biochemical samples, CCD detection,
enhanced analysis by signal processing and assay results
recording as digital data on a consolidated substrate is
implemented. The developed equipment finds its application
in low-cost ultra high throughput screening of massive
chemical, biochemical or cellular agents.

I. INTRODUCCION

Las técnicas de andlisis paralelo de alto rendimiento
(HTS “High Throughput Screening”) aprovechan la
miniaturizacion y el tratamiento en paralelo de los analisis.
La deposicion y el analisis de micro-matrices (didmetro de
muestra entre 100 y 200 pum), integrado en un mismo equipo
es la solucion al volumen de analisis requerido en campos
como la gendémica y la protedmica. Estas micro-matrices son
utilizadas principalmente en medicina y biologia molecular,
su aplicacion abarca alimentacion, medioambiente 'y
aplicaciones de seguridad y defensa. Hasta la fecha
principalmente se utilizan dos técnicas para el analisis
paralelo de estas micro-matrices: (i) El barrido con laser y
deteccion con tubo fotomultiplicador (PMT ‘“Photo-
Multiplier Tube”), y (ii) Excitacion mediante una fuente de
luz blanca y deteccion con un sistema CCD.

El uso de CCDs de camaras digitales comerciales en la
deteccion directa de fluorescencia es una solucion de bajo
coste para aplicaciones con requerimientos de analisis
medios [1], otra ventaja de los equipos basados en CCD es la
posibilidad de  detectar  simultdneamente  sefiales
fluorescentes y bioluminiscentes [2]. Este esquema ha sido
aplicado con éxito en inmunoensayos o métodos basados en
hibridacion de acidos nucleicos [3][4] pero se requieren
tiempos de integracion largos. Los continuos avances en los
marcadores fluorescentes y en la sensibilidad de los CCDs
reducen este tiempo y permiten su uso en aplicaciones HTS.

El nivel de reaccion de cada elemento de la matriz se
evalua mediante la deteccion directa de la intensidad de
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fluorescencia. Hasta la fecha se han descrito otras técnicas
de deteccion de fluorescencia tales como: (1) Espectroscopia
de correlacion de fluorescencia [5][6], (2) Microscopio
confocal de fluorescencia, (3) Muestreo de fluorescencia
basado en la duracion de la emision [7] y (4) Microscopio de
reflexion total interna. Todas estas técnicas requieren de
fuentes de luz monocromaticas de alta intensidad
(comunmente laseres de onda continua o pulsados) y
detectores PMT los cuales son equipos costosos. Asimismo,
los periodos de exposicion largos a una intensa iluminacion
limitan su viabilidad en células y tejidos e introducen un
fenémeno de fotodecaimiento (“photo-bleaching”). Las
camaras CCD de alta eficiencia cudntica son la solucion para
sustituir a los detectores PMT.

En este trabajo de longitud de onda de excitacién se
consigue mediante un econémico conjunto de matrices de
LEDs (“Light Emitting Diodes™) y filtros si es necesario
optimizar al méximo posible la respuesta del sistema, los
cuales pueden configurarse de manera que permitan el
analisis de diferentes fluoroforos de manera sencilla y
econdmica. La excitacion limitada en ancho de banda de los
LEDs es mas eficiente que la excitacion de las fuentes de luz
blanca. Ademas, los resultados demuestran un
funcionamiento equivalente al de los microscopios basados
en laser. Por otra parte, el esquema basado en LED/CCD que
proponemos tiene las ventajas de permitir multideteccion
(ensayos en paralelo), portabilidad, rapidez y sencillo ajuste
para diferentes fluoroforos.

II. DEMOSTRADOR HTS

En la Figura 1 se muestra un esquema del
funcionamiento del demostrador HTS implementado. Como
puede observarse, integra todos los pasos de un analisis: (a)
deposicion de las micro-matrices, (b) deteccion de la
reaccion de marcado, (c) software de andlisis y (d)
almacenamiento digital de los datos resultantes del analisis.
Los objetivos del disefio son alcanzar un coste global de
sistema reducido y mantener una arquitectura abierta para
favorecer migraciones a nuevos escenarios de analisis
(diferentes marcadores o sustratos). La estrategia del sistema
se basa en usar como sustrato medios de grabacion digitales



disponibles comercialmente, tales como CD-R, CD-RW,
DVD-R o DVD-RW, compuestos de policarbonato y
polietileno metacrilato en sus dos caras respectivamente. De
esta manera nos beneficiamos de la capacidad de
almacenamiento de los mismos, permitiendo grabar
informacion administrativa en el mismo sustrato en el que se
encuentran las muestras bioquimicas. Asi pues, el sustrato se
convierte en un método compacto de almacenamiento
simultaneo adecuado tanto para las muestras como para los
resultados, permitiendo posteriores analisis.
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Fig. 1. Demostrador HTS para la deteccion de fluorescencia
mediante LED/CCD .

El proceso, tal y como se muestra en la Figura 1, es el
siguiente: un cabezal de impresiéon de tinta deposita las
micro-matrices en la superficie del CD-RW, el sistema de
deteccion compuesto por LED/CCD evalua el nivel de
reaccion de todas las muestras, y finalmente los resultados
del analisis se graban en el CD-RW junto con las
condiciones del analisis y otros datos que puedan resultar de
interés.

La intensidad de fluorescencia detectada por el CCD se
usa para evaluar el nivel de hibridacion de la muestra. La
Figura 2(A) muestra el esquema de deteccion de
fluorescencia del sistema LED/CCD propuesto. El uso de
detectores de bajo coste tiene la desventaja de producir ruido
de fondo relativamente alto. El ruido de fondo se reduce
mediante el uso de filtros de emision y excitacion, (F1) y
(F2) en la Figura 2(A). Podemos comparar este esquema con
el de la Figura 2(B), que muestra un esquema de deteccion
convencional basado en detector CCD y fuente de luz
blanca.
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Fig. 2.- (A) Esquema de deteccion de fluorescencia basado en
LED/CCD. (B) Esquema convencional de deteccion basado en
CCD.

A continuacion se describiran las diferentes partes que
componen el sistema

A. Sistema Piezoeléctrico de Deposicion

La deposicion del analito se realiza mediante un sistema
de inyeccion piezoeléctrico compuesto por un cabezal de
inyeccion de tinta con seis depoésitos independientes para las
muestras, etiquetas, y soluciones necesarias en el proceso
quimico. El sistema trabaja con tamaifios de gota inferiores a
100um de diametro (con un volumen minimo de 4
picolitros). Esto nos proporciona un gran ntmero de
muestras por centimetro cuadrado, de manera que sobre un
mismo CD pueden realizarse multitud de analisis. El proceso
quimico fija la muestra sobre la superficie de un CD-RW
convencional en la capa de policarboato o en la de
metacrilato. Ademas pueden afiadirse métodos que aumenten
la sensibilidad de la deteccion, tales como adherir una
membrana a la superficie que mejore la respuesta del
marcador, obteniendo mejor SNR, y por tanto mas
sensibilidad. La eleccion dependera de los requerimientos
particulares del analisis a realizar.

B. Fuente de excitacion basada en LEDs

Para excitacion de la fluorescencia usamos iluminacion
lateral (con un angulo de 55° respecto a la superficie del
sustrato) mediante matrices de LEDs de alta intensidad, con
una potencia de iluminacion total de 150mW. Esta
configuracion esta optimizada para eliminar el ruido de
fondo, que puede llegar a ser muy intenso debido a la gran
reflectividad de la superficie del CD-RW. El modelo de
LED seleccionado (Toshiba TLOHI157P) se ajusta a la
longitud de onda de excitacion del Cy5, fluoroforo elegido
para la realizacion de todas las pruebas. Sin embargo el
espectro de emision del LED no esta localizado exactamente
en el pico de absorcion del CyS, como puede verse en la
Figura 3 (eficiencia de absorcion de 35% a la frecuencia de
emision del LED), de esta manera tratamos de separar la
respuesta espectral del LED del espectro de emision del
fluoréforo, la finalidad de este hecho es reducir el ruido de
fondo producido por el solape entre excitacion/emision y por
lo tanto aumentar la SNR. Es posible mejorar la respuesta
del sistema usando un filtro Optico para eliminar los
armonicos producidos por el LED que pueden interferir en la
banda de emision del CyS5.

Normalmente la excitacion de la fluorescencia se realiza
mediante ldmparas de xenon, mercurio o argdén con
potencias entre 50 y 200 W [8]. Todas estas lamparas son
voluminosas y requieren del uso de fuentes de alta tension.
En el esquema propuesto, la excitacion se produce mediante
dos matrices de econdémicos LEDs. La eficiencia de
iluminacion del proceso total es del 32.4%, valor calculado a
partir del area de solape entre la respuesta espectral del LED
y la banda de paso del filtro de excitacion (Figura 3). En el
caso de las fuentes de luz blanca, la eficiencia de
iluminacion es mucho menor debido a que la luz que pasa a
través del filtro es tan s6lo un pequefio porcentaje de la
potencia oOptica total. La iluminacion mediante LED ademas
de ser mas eficiente, es mas duradera, no tiene problemas de
calentamiento, y permite el disefio de sistemas mas
compactos y econdmicos
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Fig. 3.- Respuesta de la matriz de LEDs, Respuesta del filtro de
excitacion, Respuesta espectral de emision/excitacion del fluoréforo
(Cy5) y Respuesta del filtro de emision.

C. Detector CCD

Las especificaciones necesarias para realizar analisis de
micro-matrices son principalmente: (a) una SNR > 3’6
definido por (1), y (b) un rango dinamicos no inferior a
50dB (dos 6rdenes y media de magnitud).

SNR = Nivel de seiial — Nivel de fondo (1)

Desviacion Tipica del Fondo

Destacar que en aplicaciones practicas, el proceso
quimico es el que marcara el limite inferior de deteccion. El
componente CCD no limitara las aplicaciones practicas ya
que se ajusta perfectamente a los requerimientos de los
ensayos con fluorescencia.

El factor limitante en un mecanismo de deteccion CCD
es el ruido. Existen dos principales fuentes de ruido: (1) la
corriente de oscuridad, generada por calor, y que por tanto
puede ser eliminada/reducida mediante dispositivos de
enfriamiento (Peltier — -20°C, Nitrégeno — -40°C), esto
permitird aumentar drasticamente los tiempos de integracion,
y (2) el ruido eléctrico, los CCDs actuales alcanzan valores
<10 electrones por celda [9]. Asi pues el voltaje de salida de
cada pixel del CCD (V,) viene dado por:
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La camara CCD tendra un ruido de fondo minimo
compuesto por el error de lectura y el error de corriente de
oscuridad. La ecuacion (2) incluye el error total medido en
cada pixel, donde g es la ganancia de conversion, QOr
equivale a la carga total del pixel, Q es la carga debida a la
fotocorriente, O, la carga debida a la corriente de
oscuridad, Q. la carga de error de lectura del pixel y #(4) es
la respuesta espectral del detector a la longitud de onda de
trabajo. En esta ecuacion, la mayor contribucion al error es
la corriente de oscuridad, la cual incrementa con el tiempo
de exposicion (T;,).

En nuestro caso, para la deteccion usamos un sistema
basado en una camara CCD de alta sensibilidad [9]
refrigerada por Peltier con una resolucion de 1392x1040
pixels cuya sefial es muestreada a la salida con 12bits, y una
Eficiencia Cuantica (QE “Quantum Efficiency”) a 670nm de
cerca del 70%. De (2) podemos calcular que el fondo de

ruido que vamos a tener en nuestro sistema con tiempos de
integracion de 30s es de 12e-. Esto nos proporciona un rango
dinamico maximo de 63dB.

En comparaciéon con el CCD, la deteccion con tubo
fotomultiplicador (PMT) puede generar hasta un millon de
electrones por cada foton incidente, sin embargo tiene una
baja Eficiencia Cuantica (10%). Por otro lado el PMT tiene
un mayor rango dinadmico, tipicamente de 4 ordenes de
magnitud. Por el contrario las camaras CCD normalmente
tienen un rango dinamico aproximadamente de 3 6rdenes de
magnitud, valor que, como ya hemos dicho antes, es
suficiente para el analisis de micro-matrices. Destacar que
los PMT son caros y requieren fuentes de alto voltaje
(1000VDC), no siendo adecuados para un equipo portatil.
Finalmente, el muestreo de las matrices e el caso del PMT
debe hacerse mediante un barrido laser de la superficie del
sustrato a través de espejos electromecanicos, lo que limita
la velocidad de trabajo [10]. Asi pues la arquitectura mas
usada en el rango visible para la deteccion de fluorescencia
esta basada en matrices de fotosensores de CCD o CMOS.

En nuestro montaje, la camara se coloca en posicion
vertical sobre la grabadora de CDs (Figura 2(A)), la cual ha
sido modificada para dejar a la visa la parte superior del CD,
lugar donde se depositan las muestras. La distancia de
trabajo y el zoom de las opticas pueden modificarse para
variar el area de captura, de manera que podemos ajustar
estos parametros dependiendo del numero de muestras
presentes en el sustrato. Esta cdmara permite controlar el
tiempo de exposicion desde milisegundos a minutos con el
fin de incrementar la sensibilidad del sistema. Para aislar la
sefial emitida por el Cy5 de la sefial de excitacion es
necesario incorporar un filtro 6ptico (paso banda) centrado a
la longitud de onda de emision del fluoréforo (maximo a
670nm), por tanto a la optica de la camara hemos afiadido un
filtro interferométrico (modelo XF3030 de Omega Optics).
La Figura 3 muestra su respuesta espectral (respuesta del
filtro F2).

D. Andlisis y Almacenamiento de los Datos

Los resultados del analisis son evaluados tras la captura
de la imagen. La imagen es procesada para compensar, tanto
como sea posible, el ruido de fondo, la no uniformidad de la
iluminacion y otros defectos en la captura tales como motas
de polvo. Se realiza una ecualizaciéon convencional de la
imagen, y un filtrado bidireccional para aumentar la SNR.
Puede conseguirse un mejora en el rango dinamico y en la
SNR haciendo varias capturas de una misma imagen [11]
con diferentes tiempos de exposicion, donde las capturas con
tiempos de exposicion pequefios definiran las areas mads
brillantes de la imagen final, mientras que las capturas con
tiempos de exposicion largos definiran las areas mas oscuras
de la imagen. De esta manera se sintetiza un mayor rango
dindmico.

Una vez ha sido filtrada la sefial, se aplica un algoritmo
de reconocimiento de formas para identificar la posicion de
los diferentes niveles de sefial de las muestras. Se evalia el
valor medio, la desviacion tipica y el nivel de fondo. Esta
informacidn, junto con la imagen original y procesada, las
condiciones de captura (tiempo de exposicion, intensidad de
iluminacion, longitud de onda, temperatura, etc.) y la
informacion  administrativa  relacionada se  graba
digitalmente en el mismo CD que se ha utilizado como



sustrato para las muestras. De esta manera conseguimos un
soporte combinado de datos bioquimicos y digitales,
permitiendo el almacenamiento a largo plazo y la realizacion
de posteriores andlisis sobre las mismas muestras.

Debido a la gran densidad de gotas por centimetro
cuadrado y la gran superficie disponible, pueden depositarse
sobre el mismo sustrato micro-matrices de diferentes
analisis, permitiendo la reserva de espacio para ensayos
futuros que permitan realizar un seguimiento temporal de los
analisis.

III. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Para comprobar el funcionamiento del demostrado, se ha
realizado un estudio comparativo mediante los resultados
obtenidos con equipo comercial de lectura de micro-matrices
basado en laser y PMT [12]. A fin de obtener resultados
comparativos, el ensayo se analiza inicialmente con el
demostrador implementado (HTS) y acto seguido se analiza
con el equipo de referencia.

A fin de realizar el analisis, la superficie del CD-RW se
recubre con avidita en una disolucién de 100mg/l con un
tampon, pH=9’6. Tras la incubacioén a 4°C durante toda la
noche, se lava la superficie del CD con agua destilada
durante un minuto. Después de esto, se depositan
oligonucleotidos biotinilados con diferentes
concentraciones, desde 1uM a 10 uM. Tras otro periodo de
incubacion (una o dos horas), el CD se lava sumergiéndolo
en agua destilada antes de comenzar la fase de hibridacion.
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Fig. 4.- (A) SUPERIOR: Ensayo realizado sobre un CD-RW y
medido con el demostrador HTS, INFERIOR: Medida realizada con
el equipo comercial de referencia (B) Comparacion entre
distribuciones de frecuencia de SNR. Las concentraciones siguen el
mismo orden que en (A).

La Figura 4 muestra los resultados obtenidos. La imagen
superior de la Figura 4(A) muestra la imagen detectada con
el sistema LED/CCD desarrollado, para micro-matrices
hibridadas con concentraciones de 10uM, SuM, 2uM y 1uM
(Cy5 a 100nM). Como puede apreciarse existe un gradiente
en el nivel de sefial detectada, lo cual indica la interaccion
especifica entre el analito marcado con Cy5 y la sonda
biotinilada. La matriz de la esquina superior izquierda
presenta menor intensidad debido a un excesivo lavado. La
imagen inferior de la Figura 4(A) muestra el resultado
obtenido sobre el mismo ensayo pero medido con el equipo
comercial de referencia. En todas las pruebas realizadas el
sistema LED/CCD proporciona resultados comparables a los
obtenidos con el equipo de referencia.

Finalmente, en la Figura 4(B) podemos ver una
distribucion de frecuencia de los niveles de SNR detectados

para las diferentes concentraciones de muestras, siguiendo el
mismo orden que las matrices que aparece en la Figura 4(A).
Los resultados comparativos demuestran el buen
funcionamiento de nuestro sistema, demostrando en este
caso incluso una mayor sensibilidad.

IV. CONCLUSIONES

En este articulo describimos el analisis de alto
rendimiento y bajo coste, de micro-matrices con
fluorescencia (Cy5), usando como soporte medios de
grabacion digital convencionales .La matriz se forma
mediante la impresion secuencial de muestras bioquimicas
mediante inyectores de tinta convencionales cobre la
superficie del CD-R/CD-RW. El sistema incluye una fuente
de excitacion basada en diodos emisores de lu y un detector
CCD. El analisis instantaneo mediante procesado de la senal
permite una rapida evaluacion de los resultados del ensayo.
Los resultados del analisis y toda la informacion relevante
relacionada con el ensayo realizado se graba digitalmente en
el mismo soporte fisico en el que se han depositado los
ensayos bioquimicos para su almacenamiento conjunto. El
coste reducido se consigue mediante la utilizacion de
componentes tales como LEDs (para la excitacion) y una
camara CCD (para la deteccion) y utilizando un econdmico
grabador de CDs comercial para el almacenamiento de los
datos en la superficie del CD-R.
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