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DESCRIPCION
Resonador acustico de volumen de pelicula delgada con mejora de sefial
Campo

Esta divulgacion se refiere a la mejora de sefales de los resonadores acusticos de volumen de pelicula delgada
(TFBAR) a través de una carga de masa mediada por un elemento de amplificacion.

Antecedentes

Los dispositivos piezoeléctricos tal como los resonadores acusticos de volumen de pelicula delgada (TFBAR) y las
tecnologias similares como las de microbalanzas de cristal de cuarzo (QCM) se han empleado como detectores de
masa desde hace algun tiempo. Una aplicacion de los resonadores piezoeléctricos es la deteccion de cantidades
muy pequefas de materiales. Los resonadores piezoeléctricos usados como sensores en tales aplicaciones a veces
se denominan "microbalanzas". Un resonador piezoeléctrico normalmente se construye como una capa plana,
delgada de material piezoeléctrico cristalino o policristalino intercalado entre dos capas de electrodos. Cuando se
usa como sensor, el resonador se expone al material que esta siendo detectado para permitir que el material se una
a una superficie del resonador.

Una forma convencional de detectar la cantidad de material unido en la superficie de un resonador sensor es operar
el resonador como un oscilador en su frecuencia resonante. A medida que el material que esta siendo detectado se
une a la superficie del resonador, se reduce la frecuencia de oscilacion del resonador. El cambio en la frecuencia de
oscilacion del resonador, presumiblemente, provocado por la unién del material a la superficie del resonador, se
mide y se usa para calcular la cantidad de material unido en el resonador o la velocidad a la que el material se
acumula sobre la superficie del resonador.

La sensibilidad de un resonador piezoeléctrico al aire como sensor de material es teéricamente proporcional al
cuadrado de la frecuencia de resonancia. De este modo, las sensibilidades de los sensores de material basados en
los populares resonadores de cristal de cuarzo estan limitadas por sus frecuencias de oscilacién relativamente bajas,
que normalmente varian de varios MHz a aproximadamente 100 MHz. El desarrollo de la tecnologia de resonador de
pelicula delgada (TFR) puede producir potencialmente sensores cuyas sensibilidades mejoran significativamente. Un
resonador de pelicula delgada se forma depositando una pelicula delgada de material piezoeléctrico, tal como AIN o
ZnO, sobre un sustrato. Debido al escaso grosor espesor de la capa piezoeléctrica en un resonador de pelicula
delgada, que es del orden de varios micrones, la frecuencia de resonancia del resonador de pelicula delgada es del
orden de 1 GHz. Las altas frecuencias de resonancia y las correspondientes altas sensibilidades hacen que los
resonadores de pelicula delgada sean utiles para aplicaciones de deteccién de materiales. Sin embargo, la
sensibilidad de masa incluso de los resonadores de pelicula delgada puede estar limitada para la deteccion de
ciertos analitos, tales como analitos biolégicos.

El uso de sensores de resonador piezoeléctrico en inmunoensayos se ha descrito previamente. En general, los
inmunoensayos basados en piezoeléctricos, en los que el cambio de masa es atribuible a la reaccion inmunolégica
entre un antigeno y un anticuerpo, en ocasiones, puede adolecer de poca sensibilidad y de un limite de deteccién
deficiente. En consecuencia, en la técnica existe la necesidad de un ensayo de unién especifico basado en
piezoeléctricos en el que la reaccién entre un componente de reconocimiento molecular y su analito diana pueda
amplificarse para proporcionar un ensayo mas sensible.

Un ejemplo de este tipo se presenta en la patente de EE. UU. n.° 4.999.284 expedida a Ward el 12 de marzo de
1991, que divulga un método que usa un ensayo de microbalanza de cristal de cuarzo, en el que la unién del analito
a una superficie en o cerca de una microbalanza de cristal de cuarzo (QCM) es detectada por un conjugado que
incluye una enzima. La enzima es capaz de catalizar la conversion de un sustrato en un producto capaz de
acumularse sobre o de reaccionar con una superficie de la QCM dando lugar a un cambio de masa y, por ende, un
cambio en la frecuencia de resonancia. Hay sensores piezoeléctricos alternativos para su uso en ensayos para
detectar un analito que estédn bien documentados, por ejemplo, sensores acusticos de volumen (CN 1.566.933),
resonadores acusticos de volumen de pelicula delgada (documento US 2006/0125489) y sensores de ondas
acusticas de superficie (documento WO 2008/019693). Los resonadores acusticos de volumen de pelicula delgada
pueden utilizar métodos de mejora de la sefal, tal como la carga de masa mediada por un elemento de
amplificaciéon, como se presenta en el documento WO 2014/143680. El documento WO 2014/143680 toma el 15 de
marzo de 2013 como fecha de prioridad y se publicé el 18 de septiembre de 2014. Por lo tanto, se considera parte
del estado de la técnica de conformidad con el articulo 54, apartado 3, del CPE.

Sumario

Esta divulgacion describe la amplificacion de una sefial para mejorar la sensibilidad de un TFBAR que opera a alta
frecuencia.
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La presente invencion proporciona un método y un sistema para detectar un analito en una muestra. EI método
comprende:

entrar en contacto con un analito y, opcionalmente, un analito ligado a una etiqueta, un primer componente de
reconocimiento, y un segundo componente de reconocimiento ligado a un elemento de amplificacion para
generar un complejo que comprenda el primer componente de reconocimiento y el segundo componente de
reconocimiento ligado al elemento de amplificacion,

en donde el primer componente de reconocimiento estda inmovilizado en una superficie de un resonador
acustico de volumen de pelicula delgada (TFBAR) que tiene una frecuencia de resonancia de 1,8 GHz o mas
y esta configurado para unir selectivamente uno o mas analitos y, opcionalmente, un analito ligado a una
etiqueta unido al segundo componente de reconocimiento,

en donde el segundo componente de reconocimiento ligado al elemento de amplificacion estd configurado
para unirse selectivamente al analito y, opcionalmente, al analito ligado a una etiqueta unido al primer
componente de reconocimiento; y

en donde el segundo componente de reconocimiento se conjuga con un primer compafero de unién, el
elemento de amplificacion se conjuga con un segundo compariero de unién configurado para unirse
selectivamente al primer compafiero de unién, y en donde el elemento de amplificacion esta ligado al
segundo componente de reconocimiento mediante la unidn entre el primer y segundo compafieros de union;

entrar en contacto con el elemento de amplificacion ligado a un precursor de amplificacion en condiciones que
permitan convertir el precursor de amplificacién en una molécula que afiade masa en una superficie del TFBAR;

y

medir la masa afiadida en la superficie del TFBAR.

La masa afiadida puede ser el resultado de la deposicion de la molécula de amplificacion en la superficie; la union de
la molécula de amplificacion a uno o mas analitos, la molécula de analito ligado a una etiqueta, el primer
componente de reconocimiento o el segundo componente de reconocimiento ligado a un elemento de amplificacion;
o similares.

El sistema comprende:

un resonador acustico de volumen de pelicula delgada (TFBAR) que comprende una superficie en la que se
inmoviliza un primer componente de reconocimiento,

estando configurado el primer componente de reconocimiento para unirse selectivamente al analito v,
opcionalmente, a un analito ligado a una etiqueta al que se une un segundo componente de reconocimiento,
teniendo el TFBAR una frecuencia de resonancia de 1,8 GHz o mas;

uno o mas recipientes que alojan: un precursor de amplificacidn; opcionalmente, uno o mas de la etiqueta y el
analito; y el segundo componente de reconocimiento y un elemento de amplificaciéon, estando el segundo
componente de reconocimiento opcionalmente ligado al elemento de amplificacién, en donde el segundo
componente de reconocimiento opcionalmente ligado al elemento de amplificacion comprende el segundo
componente de reconocimiento conjugado con un primer compafiero de unién y el elemento de amplificacion
conjugado con un segundo compafiero de union que esta configurado para unirse selectivamente al primer
companiero de unién, en donde, en uso, el elemento de amplificaciéon esta ligado al segundo componente de
reconocimiento a través de la union del primer y segundo compafieros de union;

una trayectoria de fluido desde el uno o mas recipientes hasta la superficie del TFBAR a la que esta unido el
primer componente de reconocimiento;

circuitos de actuacion configurados para accionar el TFBAR en un movimiento oscilatorio;

circuitos de medicion dispuestos para acoplarse al TFBAR y configurados para medir una o mas sefales de
salida del resonador que representan caracteristicas de resonancia del movimiento oscilatorio del resonador
sensor; y

un controlador acoplado operativamente a los circuitos de actuacion y medicion.

El analito o el analito y la molécula de analito ligado a una etiqueta, el primer componente de reconocimiento y el
segundo componente de reconocimiento ligados al elemento de amplificacion pueden entrar en contacto en
cualquier orden adecuado. Por ejemplo, el analito o el analito y la molécula de analito ligado a una etiqueta pueden
entrar en contacto con el segundo componente de reconocimiento ligado al elemento de amplificacion antes de
entrar en contacto con el primer componente de reconocimiento inmovilizado en la superficie del TFBAR. A modo de
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ejemplo adicional, el analito o el analito y la molécula de analito ligado a una etiqueta pueden entrar en contacto con
el primer componente de reconocimiento antes de entrar en contacto con el segundo componente de reconocimiento
ligado al elemento de amplificacion. A modo de otro ejemplo adicional, el analito o la molécula de analito ligado a
una etiqueta, el primer componente de reconocimiento y el segundo componente de reconocimiento ligados al
elemento de amplificacién pueden entrar en contacto simultdneamente.

El elemento de amplificacion puede ligarse al segundo componente de reconocimiento en cualquier momento
adecuado. En algunas realizaciones, el elemento de amplificacion esta ligado al segundo componente de
reconocimiento antes de entrar en contacto con el analito o la molécula de analito ligado a una etiqueta. En algunas
realizaciones, el elemento de amplificacion se liga al componente de reconocimiento secundario después de que el
segundo componente de reconocimiento entre en contacto con el analito o el analito ligado a una etiqueta. En
algunas realizaciones, el elemento de amplificacion se liga al segundo componente de reconocimiento mediante un
enlace covalente. En algunas realizaciones, el elemento de amplificacion y el segundo componente de
reconocimiento incluyen restos que se unen con gran afinidad. A modo de ejemplo, el componente de
reconocimiento secundario puede estar biotinilado y el elemento de amplificacion puede conjugarse con avidina o
estreptavidina; o viceversa.

La masa anadida o unida a la superficie del TFBAR puede medirse mediante cualquier proceso adecuado. En las
realizaciones preferidas, la masa se mide: (i) acoplando una sefal eléctrica de entrada al TFBAR, teniendo la sefial
eléctrica de entrada una frecuencia dentro de una banda de resonancia del resonador piezoeléctrico, en donde la
frecuencia es de 1,8 GHz o mas (tal como aproximadamente de 2 GHz o mas, aproximadamente de 2,2 GHz o mas,
aproximadamente de 2,4 GHz o mas, aproximadamente de 2,5 GHz o mas, o desde aproximadamente 2 GHz hasta
aproximadamente 2,5 GHz); (ii) transmitiendo la sefial eléctrica de entrada a través o por medio del TFBAR para
generar una sefial eléctrica de salida con una frecuencia; (iii) recibiendo la sefial eléctrica de salida del TFBAR; y (iv)
determinando un cambio en el desplazamiento de fase de la sefial eléctrica de salida provocado por la deposicién
del precipitado en la superficie del TFBAR, en donde el cambio de desplazamiento de fase sirve como medida de la
masa afiadida en la superficie del TFBAR

Una o mas realizaciones de los sistemas o métodos descritos en el presente documento proporcionan una o mas
ventajas sobre los sistemas o métodos anteriores para detectar pequefias cantidades de un analito. Como se ha
descrito en el presente documento, a frecuencias mas altas, sorprendentemente, se observé una amplificacion de la
sefial TFBAR mayor con una carga de masa mediada por un elemento de amplificacion, que a frecuencias mas
bajas. Por consiguiente, las ventajas de las frecuencias mas altas parecen potenciarse aiin mas cuando se emplean
en combinacion con la amplificacion de la sefial. Los expertos en la técnica comprenderan facilmente esta y otras
ventajas a partir de la siguiente descripcién detallada.

Breve descripcion de los dibujos

Las FIGS. 1A-1C son diagramas esquematicos que ilustran los principios operativos de las realizaciones de los
dispositivos de deteccion de resonador acustico de volumen de pelicula delgada (TFBAR).

La FIG. 2 es un diagrama esquematico que muestra los componentes de un sistema TFBAR para detectar un
analito.

Las FIGS. 3A-D son dibujos esquematicos que ilustran una realizacion de una amplificacién de sefial en una
superficie de un resonador de pelicula delgada (TFR).

Las FIGS. 4A-D son dibujos esquematicos que ilustran una realizacion de una amplificacion de sefial en una
superficie de un TFR.

Las FIGS. 5A-B son diagramas esquematicos de una realizacion de un primer compafiero de unién unido a una
superficie de un TFR (5A) y un componente de reconocimiento unido a un segundo compafiero de unién, que
esta unido al primer compafriero de unién (5B).

La FIG. 6A es un gréfico de la respuesta a lo largo del tiempo de la unién directa del analito y la unién del analito
amplificado con enzima en una realizacion de un TFBAR.

La FIG. 6B es un grafico que muestra detalles de una parte del diagrama presentado en la FIG. 4A.

La FIG. 7 es un dibujo esquematico que ilustra una realizacién de diversos componentes polinucleétidos unidos a
una superficie de un TFR como se describe en el EJEMPLO 2.

Los dibujos esquematicos no estan necesariamente a escala. Los numeros similares usados en las figuras se
refieren a componentes, etapas y similares analogos. Sin embargo, se entendera que el uso de un numero para
referirse a un componente en una figura dada no pretende limitar el componente en otra figura etiquetada con el
mismo numero. Ademas, el uso de numeros diferentes para referirse a componentes no pretende indicar que los
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componentes numerados de manera diferente no puedan ser iguales o similares.
Descripcion detallada

Esta divulgaciéon se refiere, en general, a métodos y sistemas para detectar un analito, asi como a sensores y
dispositivos adecuados para su uso en dichos métodos y sistemas. Los métodos, dispositivos, sensores y sistemas
usan un resonador acustico de volumen de pelicula delgada (TFBAR) que mide un cambio de frecuencia o fase del
resonador provocado por la unién del analito en una superficie del resonador. La sefial de unién se potencia a través
de la carga de masa mediada por un elemento de amplificaciéon. Una sefial eléctrica de entrada que tiene una fase y
tiene una frecuencia dentro de una banda de resonancia del resonador piezoeléctrico, que es de 1,8 GHz o mas se
acopla y se transmite a través del resonador para generar una sefial eléctrica de salida que se desplaza en
frecuencia o en fase con respecto a la sefial de entrada debido a la union, deposicion, etc. del material que esta
siendo detectando en la superficie del resonador y amplificacion debido a la carga de masa mediada por el elemento
de amplificaciéon. La sefal eléctrica de salida recibida del resonador piezoeléctrico se analiza para determinar el
cambio de frecuencia o fase provocado por la unién del analito y la deposicion de masa mediada por un elemento de
amplificacion sobre la superficie del resonador. El cambio de frecuencia o fase medido proporciona informacion
cuantitativa con respecto al analito (0 molécula de analito ligado a una etiqueta) unido a la superficie del resonador.

Sensores, dispositivos y sistemas

Los sensores divulgados en el presente documento incluyen al menos un sensor basado en un resonador de
pelicula delgada, tal como un sensor basado en un resonador acustico de volumen de pelicula delgada (TFBAR). Un
sensor TFBAR incluye una capa piezoeléctrica o sustrato piezoeléctrico y un transductor de entrada y salida. Los
sensores TFBAR son pequefios sensores que hacen que la tecnologia sea adecuada para su uso en dispositivos
portatiles. Por consiguiente, se contempla un dispositivo portatil para detectar analitos diana que comprende un
sensor descrito en el presente documento.

Volviendo ahora a los dibujos con referencia a las FIGS. 1A y 1B, se muestran los principios operativos generales de
una realizacién de un resonador piezoeléctrico de ondas acusticas de volumen 20 usado como sensor para detectar
un analito. El resonador 20 normalmente incluye una capa plana de material piezoeléctrico delimitada en lados
opuestos por dos capas metalicas respectivas que forman los electrodos del resonador. Las dos superficies del
resonador son libres de sufrir un movimiento vibratorio cuando el resonador es accionado por una sefial dentro de la
banda de resonancia del resonador. Cuando el resonador se usa como sensor, al menos una de sus superficies esta
adaptada para proporcionar sitios de unién para el material que esta siendo detectado. La union del material a la
superficie del resonador altera las caracteristicas resonantes del resonador, y los cambios en las caracteristicas
resonantes se detectan e interpretan para proporcionar informacién cuantitativa relativa al material que esta siendo
detectado.

A modo de ejemplo, tal informacion cuantitativa puede obtenerse detectando un cambio en el desplazamiento de
fase del coeficiente de insercion o reflexion del resonador provocado por la uniéon del material que esta siendo
detectado en la superficie del resonador. Tales sensores difieren de los que operan el resonador como un oscilador y
monitorizan los cambios de la frecuencia de oscilaciéon. En su lugar, tales sensores insertan el resonador en la
trayectoria de una sefal de una frecuencia preseleccionada y monitorizan la variacién del desplazamiento de fase
del coeficiente de insercion o reflexion provocado por la unién del material que esta siendo detectado en la superficie
del resonador. Por supuesto, también se pueden emplear sensores que monitorizan los cambios en la frecuencia de
oscilacién de conformidad con la amplificacion de sefal descrita en el presente documento.

Para mas detalles, la FIG. 1A muestra el resonador 20 antes de que el material que esta siendo detectado se una a
su superficie 26. El resonador ilustrado 20 esta acoplado eléctricamente a una fuente de sefiales 22, que
proporciona una sefal eléctrica de entrada 21 que tiene una frecuencia f dentro de la banda de resonancia del
resonador. La sefal eléctrica de entrada se acopla al resonador. 20 y se transmite a través del resonador para
proporcionar una sefal eléctrica de salida 23. En la realizacion ilustrada, la sefial eléctrica de salida 23 esta a la
misma frecuencia que la sefal de entrada 21, pero difiere en fase de la sefal de entrada en un desplazamiento de
fase A®1, que depende de las propiedades piezoeléctricas y de las dimensiones fisicas del resonador. La sefial de
salida 23 se acopla a un detector de fase 24 que proporciona una sefial de fase relacionada con el desplazamiento
de fase de insercion.

La FIG. 1B muestra el resonador sensor 20 con el material que esta siendo detectado unido en su superficie 26. La
misma sefial de entrada esta acoplada al resonador. 20. Debido a que las caracteristicas de resonancia del
resonador estan alteradas por la uniéon del material como una perturbacién, el desplazamiento de fase de insercion
de la sefial de salida 25 cambia a A®». El cambio de desplazamiento de fase de insercién provocando por la unién
del material es detectado por el detector de fase 24. El cambio de desplazamiento de fase medido esta relacionado
con la cantidad de material unido en la superficie del resonador.

La FIG. 1C muestra una alternativa a la medicion de la fase de insercion del resonador. Se afiade un acoplador
direccional 27 entre la fuente de sefiales 22 y el resonador 20 con el electrodo opuesto conectado a tierra. Un
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detector de fase 28 esta configurado para medir el desplazamiento de fase del coeficiente de reflexion como
resultado de la unién del material a la superficie del resonador.

Otros sensores de desplazamiento de fase TFBAR que pueden emplearse con la amplificacion de sefial descrita en
el presente documento incluyen los descritos, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos n.° 8.409.875 titulada
"RESONATOR OPERATING FREQUENCY OPTIMIZATION FOR PHASE-SHIFT DETECTION SENSORS". Por
ejemplo, los aparatos sensores pueden incluir (i) un resonador sensor que comprende sitios de unién para un
analito; (i) circuitos de actuacion configurados para accionar el resonador sensor en un movimiento oscilatorio; (iii)
circuitos de medicién dispuestos para acoplarse al resonador sensor y configurados para medir una o mas sefiales
de salida del resonador que representan caracteristicas de resonancia del movimiento oscilatorio del resonador de
deteccion; y (iv) un controlador acoplado operativamente a los circuitos de actuacidon y medicién. El controlador
puede interactuar con el almacenamiento de datos que contiene instrucciones que, cuando se ejecutan, hacen que
el controlador ajuste la frecuencia a la que los circuitos de actuacion accionan el resonador sensor para mantener un
punto de resonancia del resonador sensor. Por consiguiente, la deteccion se puede obtener accionando el TFBAR
en un movimiento oscilatorio; midiendo una o mas sefales de salida del resonador que representan caracteristicas
de resonancia del movimiento oscilatorio del TFBAR; y ajustando la frecuencia de actuacion del resonador sensor
para mantener un punto de resonancia del TFBAR. La frecuencia a la que los circuitos de actuacién accionan el
resonador sensor puede ser una frecuencia de retardo de grupo maximo.

Tales planteamientos de deteccion de fase se pueden usar ventajosamente con resonadores piezoeléctricos de
diferentes frecuencias de resonancia.

Los TFBAR para su uso con los métodos y el sistema descritos en el presente documento tienen frecuencias de
resonancia de 1,8 GHz o mas, tal como de aproximadamente 2 GHz o mas, 2,2 GHz o mas, 2,5 GHz o mas, de
aproximadamente 3 GHZ o mas o de aproximadamente 5 GHZ o mas. Dichos TFBAR pueden proporcionar una
mayor sensibilidad cuando se usan con carga de masa mediada por un elemento de amplificaciéon, como se describe
con mas detalle a continuacién. Los TFBAR pueden tener frecuencias de resonancia de 2 GHz a aproximadamente
2,5 GHz. Algunas de estas frecuencias son sustancialmente mas altas que las frecuencias de los resonadores
piezoeléctricos descritos anteriormente.

Los resonadores sensores descritos en el presente documento son resonadores de pelicula delgada. Los
resonadores de pelicula delgada comprenden una capa delgada de material piezoeléctrico depositada sobre un
sustrato, en lugar de usar, por ejemplo, cuarzo de corte AT. Las peliculas piezoeléctricas normalmente tienen un
grosor menor que aproximadamente 5 micrometros, tal como menos de aproximadamente 2 micrometros, y puede
tener grosores de menos de aproximadamente 100 nanémetros. Generalmente se prefieren los resonadores de
pelicula delgada debido a sus altas frecuencias de resonancia y las sensibilidades tedricamente mas altas.
Dependiendo de las aplicaciones, se puede formar un resonador de pelicula delgada usado como elemento sensor
para soportar modos de resonancia de onda acustica de volumen, longitudinales o bien de cizallamiento.
Preferentemente, el elemento sensor estd formado para soportar modos de resonancia de ondas acusticas de
cizallamiento de volumen, ya que son mas adecuados para su uso en una muestra liquida.

Los detalles adicionales relativos a los dispositivos y sistemas sensores que pueden emplear TFR se describen, por
ejemplo, en la patente de Estados Unidos n.° 5.932.953 expedida el 3 de agosto de 1999 a Drees et al.

Los sensores TFR se pueden fabricar de cualquier manera adecuada y con cualquier material adecuado. A modo de
ejemplo, un resonador puede incluir un sustrato tal como una oblea de silicio o zafiro, una capa de espejo de Bragg u
otro medio de aislamiento acustico adecuado, un electrodo inferior, un material piezoeléctrico y un electrodo
superior.

Se puede usar cualquier material piezoeléctrico adecuado en un TFR. Entre los ejemplos de sustratos
piezoeléctricos adecuados se incluyen tantalato de litio (LiTaOs), niobato de litio (LiNbOs), éxido de zinc (ZnO),
nitruro de aluminio (AIN), titanato de circonato de plomo (PZT) y similares.

Los electrodos pueden formarse con cualquier material adecuado, tal como aluminio, tungsteno, oro, titanio,
molibdeno o similares. Los electrodos pueden depositarse por deposicion de vapor o pueden formarse mediante
cualquier otro proceso adecuado.

Cualquier sistema adecuado de la invenciéon puede emplear un resonador de pelicula delgada y una amplificacién
como se describe en el presente documento. A modo de ejemplo y con referencia a la FIG. 2, un sistema para
detectar un analito puede incluir un recipiente 10 (o0 mas de un recipiente), el resonador de pelicula delgada 20,
circuitos de actuacion 22, circuitos de medicion 29 y electrénica de control 30. Una trayectoria de fluido acopla el uno
0 mas recipientes 10 al resonador 20. La electronica de control 30 esta operativamente acoplada a los circuitos de
actuacién y a los circuitos de medicion. En unas realizaciones, la electronica de control 30 estd configurada para
modificar la frecuencia a la que los circuitos de actuacion 22 hacen oscilar el resonador 20 basandose en la entrada
de los circuitos de medicion 29.
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Todavia con referencia a la FIG. 2, el recipiente 10 (0 mas de un recipiente) puede albergar una molécula de
amplificacion, un segundo componente de reconocimiento ligado a un elemento de amplificacion o componentes del
mismo Yy, opcionalmente, uno o mas de una etiqueta, una molécula de analito y un primer componente de
reconocimiento. Cada uno de estos reactivos se describe con mas detalle mas adelante. La electrénica de control 30
puede controlar el flujo de tales reactivos desde el recipiente 10 al resonador 20; por ejemplo, por medio de una
bomba, vacio o similar.

Cualquier electronica de control adecuada 30 puede emplearse. Por ejemplo, la electrénica de control puede incluir
un procesador, un controlador, una memoria o similares. La memoria puede incluir instrucciones legibles por
ordenador que, cuando son ejecutadas por el procesador o el controlador, hacen que el dispositivo y la electronica
de control realicen diversas funciones atribuidas al dispositivo y a la electrénica de control descritas en el presente
documento. La memoria puede incluir cualquier medio volatil, no volatil, magnético, ptico o eléctrico, tal como una
memoria de acceso aleatorio (RAM), una memoria de solo lectura (ROM), una memoria RAM no volatil (NVRAM),
una ROM programable eléctricamente borrable (EEPROM), una memoria flash o cualquier otro medio digital. La
electronica de control 30 puede incluir uno 0 mas de un microprocesador, un controlador, un procesador de sefial
digital (DSP), un circuito integrado de aplicacion especifica (ASIC), una matriz de puertas légicas programables en
campo (FPGA) o circuitos logicos discretos o integrados equivalentes. En algunos ejemplos, la electronica de control
30 puede incluir multiples componentes, tal como cualquier combinaciéon de uno o mas microprocesadores, uno o
mas controladores, uno o mas DSP, uno o mas ASIC o uno o mas FPGA, asi como otros circuitos légicos discretos o
integrados. Las funciones atribuidas a la electronica de control en el presente documento pueden incorporarse como
software, firmware, hardware o cualquier combinacién de los mismos.

Reconocimiento molecular y amplificacion de sefiales

El reconocimiento molecular de una muestra que comprende una sefial de fondo significativa puede facilitarse
mediante la amplificacion de la sefal. Los sistemas y métodos descritos en el presente documento emplean un
segundo componente de reconocimiento que comprende un elemento de amplificacion tal como una enzima ligada.
Los sensores TFBAR, en los intervalos de frecuencia mas altos descritos en el presente documento, respondieron
de manera muy eficiente al aumento de masa de la superficie del sensor debido a la precipitacion de un sustrato
escindido por una enzima.

Con referencia ahora a la FIGS. 3A-D, se muestran dibujos esquematicos que ilustran la amplificacion enzimatica en
un TFBAR. Como se ilustra en la FIG. 3A, un componente de reconocimiento molecular 100 configurado para unirse
a un analito se ha inmovilizado en una superficie 26 de un resonador 20. El resonador 20, que tiene un componente
de reconocimiento molecular inmovilizado 100, puede entrar en contacto con una composicién que comprende un
analito 110, que puede unirse al componente de reconocimiento molecular 100 (véase la FIG. 3B). El resonador 20,
que tiene un componente de reconocimiento molecular inmovilizado 100 al que estd unido el analito 110, puede
entrar en contacto con una composicion que comprende un segundo componente de reconocimiento molecular 120
ligado a un elemento de amplificacion 130 tal como una enzima. El segundo componente de reconocimiento
molecular 120 esta configurado para unirse al analito 110 tal como el segundo componente de reconocimiento
molecular 120 y el elemento de amplificacion ligado 130 estan inmovilizados con respecto a la superficie 26 (véase
la FIG. 3C). En las realizaciones ilustradas, un elemento de amplificacion 130 puede convertir un sustrato soluble
140 en un producto insoluble 150, que se precipita y acumula en la superficie 26 del resonador 20, amplificando asi
la sefial de masa en funcion de la cantidad o concentracion del analito unido 110 (véase la FIG. 3D).

Se debe entender que la serie de acontecimientos descritos en las FIGS. 3A-3D se muestran con fines ilustrativos y
que se puede emplear cualquier otra secuencia adecuada de acontecimientos. Por ejemplo, el analito 110 puede
entrar en contacto con el segundo componente de reconocimiento molecular 120 (y un elemento de amplificacion
unido 130) antes de que el analito (con el segundo componente de reconocimiento molecular unido) entre en
contacto con la superficie 26 del resonador 20 con respecto al cual el componente de reconocimiento molecular 100
esta inmovilizado. El sustrato 140 puede estar presente en el momento en el que el segundo componente de
reconocimiento molecular 120 - elemento de amplificacion 130 se afade o se puede afiadir mas tarde. En cualquier
caso, el lavado se puede realizar antes de la amplificacion.

Entre los ejemplos no limitantes de analitos diana se incluyen acidos nucleicos, proteinas, péptidos, anticuerpos,
enzimas, carbohidratos, compuestos quimicos o especies infecciosas como bacterias, hongos, protozoos, virus y
similares. En determinadas aplicaciones, el analito diana es capaz de unirse a mas de un componente de
reconocimiento molecular.

Cualquier componente de reconocimiento molecular adecuado (p. €j., 100 en la FIG. 3) puede estar unido a la
superficie de un resonador. EI componente de reconocimiento molecular se une preferentemente de manera
selectiva al analito de interés. A modo de ejemplo, el componente de reconocimiento molecular puede seleccionarse
del grupo que consiste en acidos nucleicos, nucleétidos, nucledsidos, analogos de acidos nucleicos, tales como
moléculas de PNA y LNA, proteinas, péptidos, anticuerpos incluyendo IgA, 1gG, IgM, IgE, lectinas, enzimas,
cofactores de enzimas, sustratos de enzimas, inhibidores de enzimas, receptores, ligandos, quinasas, Proteina A,
Poli U, Poli A, Palilisina, tinte de triazina, acido borénico, tiol, heparina, polisacaridos, azul de Coomassie, azur A,
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péptidos de unidon a metales, azucar, hidratos de carbono, agentes quelantes, células procariotas y células
eucariotas.

Se puede usar cualquier método adecuado para inmovilizar un componente de reconocimiento molecular en una
superficie de un TFBAR. A modo de ejemplo, se puede depositar un revestimiento uniforme de epoxisilano sobre la
superficie del sensor usando un proceso de deposicion por vapor. Los componentes de reconocimiento molecular,
de ensayo y referencia, tales como unos anticuerpos, se pueden depositar a continuacion, sobre los resonadores de
ensayo y referencia usando, por ejemplo, una nano-dispensacion basada en piezotecnologia. Las aminas primarias
de los anticuerpos reaccionan con los grupos epoxido que unen covalentemente el anticuerpo a la superficie del
sensor. A modo de ejemplo adicional, un grupo tiol, si estuviera presente, en el componente de reconocimiento
molecular puede unirse a una superficie del TFBAR. La superficie del TFBAR se puede modificar, segin resulte
apropiado o necesario, para permitir la uniéon del componente de reconocimiento molecular.

Cualquier componente de reconocimiento molecular adecuado, como los descritos anteriormente, se puede usar
como segundo componente de reconocimiento molecular (p. ej., 120 en la FIG. 3). El segundo componente de
reconocimiento molecular puede estar ligado a cualquier elemento de amplificacion adecuado, tal como una enzima.
Preferentemente, el segundo componente de reconocimiento molecular es un anticuerpo y el elemento de
amplificacion es una enzima.

Cualquier elemento de amplificacion adecuado puede ligarse al segundo componente de reconocimiento molecular.
El elemento de amplificacién puede ser un iniciador de polimerizacién activable, tal como un fotoiniciador, un
iniciador quimico o un termoiniciador. El iniciador de polimerizacion puede activarse en presencia de uno o mas
monomeros para hacer que un polimero se injerte desde el segundo componente de reconocimiento molecular. El
elemento de amplificacion puede ser una enzima. La enzima puede ser capaz de convertir un sustrato que es
soluble en el entorno del ensayo en un producto insoluble que se precipita sobre la superficie del sensor. Ejemplos
de enzimas adecuadas incluyen fosfatasa alcalina (ALP), peroxidasa de rabano picante (HRP), beta galactosidasa y
glucosa oxidasa.

Ejemplos de sistemas de enzima/sustrato que son capaces de producir un producto insoluble que es capaz de
acumularse sobre la superficie de un TFBAR incluyen fosfatasa alcalina y 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato/cloruro de
nitroazul de tetrazolio (BCIP/NBT). La hidrolisis catalizada enzimaticamente de BCIP produce un dimero insoluble,
que puede precipitarse sobre la superficie de los sensores. Se pueden usar otros sustratos analogos en los que se
ha sustituido el resto de fosfato por tales funcionalidades hidroliticamente escindibles como galactosa, glucosa,
acidos grasos, ésteres de acidos grasos y aminoacidos con sus enzimas complementarias. Otros sistemas de
enzimas/sustratos incluyen enzimas peroxidasa, por ejemplo, peroxidasa de rabano picante (HRP) o
mieloperoxidasa, y uno de los siguientes: bencideno, diclorhidrato de bencideno, diaminobencidina, o-tolideno, o-
dianisidina y tetrametilbencideno, carbazoles, en particular, 3-amino-9-etilcarbazol y varios compuestos fendlicos, de
todos los cuales se ha informado que forman precipitados al reaccionar con peroxidasas. También, se pueden usar
oxidasas tales como alfa-hidroxiacido oxidasa, aldehido oxidasa, glucosa oxidasa, L-aminoacido oxidasa y xantina
oxidasa con sistemas de sustrato oxidables tales como una mezcla de metosulfato de fenazina-nitroazul de
tetrazolio.

Se debe entender que puede emplearse cualquier tipo de ensayo competitivo. Se debe entender, ademas, que el
analito puede modificarse para incluir una etiqueta reconocible por el primer o segundo complejo de reconocimiento,
tal como una etiqueta de estreptavidina; etiqueta de biotina; una etiqueta de proteina de unién a quitina; una etiqueta
de proteina de unién a maltosa; una etiqueta de glutation-S-transferasa; una etiqueta de poli(His); una etiqueta de
epitopo tal como un marcador MYC, una etiqueta HA o una etiqueta V5; o similares. Se debe entender, ademas, que
el analito ligado a una etiqueta puede incluir una variante o derivado del analito. La variante o derivado es una
variante o derivado que es reconocible selectivamente por el primer o segundo componente de reconocimiento
molecular que esta configurado para reconocer el analito. En algunas situaciones, podria ser deseable que la
variante o el derivado de analito tenga afinidad por el primer o segundo componente de reconocimiento molecular
que sea diferente de la afinidad del analito no ligado a una etiqueta. La variante o derivado del analito puede ser una
variante o derivado que permita facilitar la fabricacion del analito ligado a una etiqueta. Por ejemplo, el analito ligado
a una etiqueta puede comprender un polipéptido recombinante, etc.

Cuando se realizan ensayos competitivos que emplean moléculas de analito ligadas a una etiqueta, la molécula de
analito ligado a una etiqueta, en lugar de o ademas del analito, puede unirse a un primer componente de
reconocimiento molecular inmovilizado en una superficie de un resonador.

Ahora con referencia a la FIG. 4, se ilustra una realizacion de un ensayo de amplificacion de sefial. Muchos de los
componentes de la FIG. 4 son iguales o similares a los componentes ilustrados en la FIG. 3. Si un elemento en
particular no se expone especificamente con respecto a la FIG. 4, se hace referencia al elemento numerado en la
FIG. 3 anterior. Un elemento de amplificacion de sefal. 130 puede ligarse al segundo componente de
reconocimiento 120 en cualquier momento adecuado. En algunas realizaciones (no ilustradas en la FIG. 4), el
elemento de amplificacion de sefial 130 esta ligado al segundo componente de reconocimiento 120 antes de entrar
en contacto con el analito 110 o la molécula de analito ligada a una etiqueta. En algunas de estas realizaciones, el
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elemento de amplificacién de sefal 130 esta unido covalentemente al segundo componente de reconocimiento 120.

En algunas realizaciones (p. ej., como se muestra en las FIGS. 4C-D), el elemento de amplificacion de sefial 130
esta ligado al componente de reconocimiento secundario 120 después de que el segundo componente de
reconocimiento 120 entre en contacto con el analito 110 o el analito ligado a una etiqueta. A modo de ejemplo, el
segundo componente de reconocimiento 120 puede incluir un primer compafero de unién 123 configurado para
unirse selectivamente al segundo compariero de union del elemento de amplificacion de sefal 130. Preferentemente,
el primer comparfero de uniéon 123 esta unido covalentemente al segundo componente de reconocimiento 120.
Preferentemente, el segundo companero de uniéon 135 esta unido covalentemente al elemento de amplificacion de
sefal 130. Preferentemente, el primer 123 y el segundo 135 compafieros de unién se unen con alta afinidad.

Se puede emplear cualquier combinacion adecuada del primer 123 y segundo 135 comparieros de uniéon. A modo de
ejemplo, un componente de reconocimiento secundario 120 puede ser biotinilado, y el elemento de amplificacion de
sefial 130 puede conjugarse con estreptavidina; o viceversa. A modo de ejemplo adicional, uno del primer y segundo
companieros de unidon puede ser una etiqueta de polihistidina (His), y el otro del primer y segundo comparieros de
union puede ser, por ejemplo, un quelante del niquel o del cobre, tales como acido iminodiacético (Ni-IDA) y acido
nitrilotriacético (Ni-NTA) para el niquel y carboxilmetilaspartato (Co-CMA) para el cobalto, al que la etiqueta de poli
(His) puede unirse con afinidad micromolar. Generalmente, las resinas a base de niquel tienen una mayor capacidad
de unién, mientras que las resinas a base de cobalto ofrecen la mayor pureza. A modo de otro ejemplo adicional,
uno del primer y segundo comparieros de unidn puede ser una etiqueta de glutation-S-transferasa (GST) y el otro del
primer y segundo comparieros de unién puede ser glutation. En otro ejemplo adicional, uno del primer y segundo
compafieros de union puede ser una etiqueta de proteina de union a maltosa y el otro del primer y segundo
comparnieros de union puede ser amilosa o maltosa. A modo de otro ejemplo, uno del primer y segundo compaferos
de unioén puede ser una etiqueta de proteina de unioén a quitina y el otro del primer y segundo compaferos de unién
puede ser quitina. Se debe entender que los comparieros de unién presentados anteriormente son meros ejemplos
de comparieros de unioén de alta afinidad que pueden conjugarse con un segundo componente de reconocimiento o
un elemento de amplificacion de sefial y que se contemplan otros compafieros de unién en el presente documento.

Los compafieros de unidon se pueden conjugar con un segundo componente de reconocimiento o un elemento de
amplificacion de sefial mediante cualquier técnica adecuada. Por ejemplo, se pueden emplear técnicas de
conjugacion quimica o recombinantes para ligar un compafero de unién al segundo componente de reconocimiento
o elemento de amplificacion de sefal, segun resulte apropiado. Tales técnicas resultan bien conocidas para los
expertos en la técnica. Por ejemplo, se puede emplear un reticulante heterobifuncional que utiliza grupos funcionales
éster de NHS y maleimida, como los que conocen los expertos en la técnica.

Se debe entender que, si el elemento de amplificacién de sefial y el segundo componente de reconocimiento
incluyen compafieros de unién complementarios, el elemento de amplificacion de sefal puede ligarse al segundo
componente de reconocimiento a través de compafieros de unioén en cualquier momento adecuado. Por ejemplo y
como se muestra en las FIGS. 4C-D, el elemento de amplificacion de sefal 130 puede ligarse al segundo
componente de reconocimiento 120 después de que el segundo componente de reconocimiento 120 entre en
contacto con el analito 110 o analito ligado a una etiqueta. En algunas realizaciones, el elemento de amplificacion de
sefial 130 que contiene un segundo comparfero de unién 135 entra en contacto con el segundo componente de
reconocimiento 120 que contiene el primer compafiero de unién 123 antes de que el segundo componente de
reconocimiento 120 entre en contacto con el analito 110 o analito ligado a una etiqueta o al mismo tiempo que el
segundo componente de reconocimiento 120 se introduce en el resonador.

Con referencia ahora a las FIGS. 5A-B, un primer componente de reconocimiento molecular 100 puede estar unido a
una superficie 26 de un TFBAR 20 a través de uno o mas intermediarios. Por ejemplo, un primer compafiero de
union 99 puede unirse a la superficie 26 y el primer componente de reconocimiento molecular 100 puede incluir un
segundo compafero de unién 101 configurado para unirse selectivamente al primer compariero de unién 99. Los
comparnieros de unién 99, 101 pueden ser comparieros de union como los que se han descrito anteriormente (p. €j.,
con respecto a la FIG. 4). El primer componente de reconocimiento 100 puede unirse a la superficie 26 a través de
unos companferos de union 99, 101 en cualquier momento adecuado, tal como antes de que se incorpore el sensor
20 en un sistema o después de que el sensor 20 se incorpore al sistema. Por ejemplo, el primer componente de
reconocimiento 100 puede unirse a la superficie 26 a través de unos comparfieros de unién 99, 101 a modo de
primera etapa de, o durante, un ensayo de deteccién de analitos.

Carga de masa mediada por un elemento de amplificacién/amplificaciéon de sefial con TFBAR

Se ha observado que, a medida que aumenta la frecuencia de resonancia, también deberia aumentar la sensibilidad
en cuanto a la deteccién de masas. Sin embargo, esto no siempre se observa en la practica. En teoria, un TFBAR
que tiene una frecuencia de resonancia de aproximadamente 2,2 GHz deberia proporcionar suficiente sensibilidad
como para detectar concentraciones bajas de analitos sin el uso de una amplificacion de sefial/carga de masa como
se describe en el presente documento. Sin embargo, los inventores han descubierto que incluso con frecuencias de
resonancia tan altas, los sensores TFBAR no eran lo suficientemente sensibles como para detectar niveles bajos de
analito. Sin embargo, utilizando las técnicas de amplificacion/carga de masa descritas en el presente documento, se
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pueden obtener ganancias de sensibilidad mas altas que las tedricas ofrecidas operando a frecuencias mas altas.

La susceptibilidad al ruido esta relacionada con la propagacion de la sefial expuesta teéricamente mas arriba. A
frecuencias mas altas, la sefial se propaga a distancias mas cortas, creando asi un filtro de proximidad. Es decir,
solo se mide lo que estéd préximo a la superficie. Sin embargo, lo que constituye una proximidad cambiara con la
frecuencia y puede tener importantes ramificaciones practicas con respecto a la susceptibilidad al ruido de fondo. La
operacion a frecuencias mas altas con la carga de masa no solo da como resultado una mayor sensibilidad de la
sefial, también resulta en una menor susceptibilidad al ruido. Eso se puede traducir funcionalmente en, por ejemplo,
requisitos de lavado menos estrictos ya que el segundo componente de reconocimiento molecular ligado al elemento
de amplificacion, que no esta unido a la superficie del resonador (p. €j., via analito unido al primer componente de
reconocimiento molecular), no deberia afiadir una masa significativa en las proximidades de la superficie del
resonador. Asimismo, se ha descubierto que los requisitos de lavado para obtener una lectura de referencia estable
en una muestra negativa eran mucho menos estrictos con unos TFBAR de mayor frecuencia, lo que también puede
deberse a la distancia mas corta de propagacion de una sefal a una frecuencia mas alta.

Sorprendentemente, se ha descubierto que se observa una mayor amplificacion de la sefial a frecuencias mas altas
que a frecuencias mas bajas. Véase, p.ej. la Tabla 2 de los siguientes EJEMPLOS, donde se observé una mayor
amplificacion de la sefial con una carga de masa mediada por enzimas (en relacion con la unién directa) a 2250 MHz
en comparacion con los resonadores de 900 MHz. El que se pudieran obtener mayores niveles de amplificacion de
sefal a frecuencias mas altas fue inesperado porque los diferentes resonadores (900 MHz y 2250 MHz) fueron
construidos para contener la misma concentracién o cantidad del primer componente de reconocimiento, los
ensayos usaron la misma concentracion y cantidad de analito, y se usd la misma concentracion y cantidad de
segundo componente de reconocimiento molecular ligado a enzima y sustrato. De este modo, en teoria, se esperaria
que la cantidad de amplificacion que realmente tiene lugar sea la misma (se esperaria que la cantidad de producto
precipitado sobre la superficie fuera la misma). Sin embargo, se observd una mayor cantidad de amplificacion de la
sefal a frecuencias mas altas.

Uso

Los sensores, dispositivos y sistemas descritos en el presente documento se pueden emplear para detectar un
analito en una muestra. Los sensores pueden ser de utilidad en numerosas aplicaciones quimicas,
medioambientales, de seguridad alimentaria o médicas. A modo de ejemplo, una muestra que se quiera analizar
puede ser o puede derivarse de sangre, suero, plasma, liquido cefalorraquideo, saliva, orina y similares. Otras
composiciones de ensayo que no son composiciones fluidas pueden disolverse o suspenderse en una solucién o
disolvente apropiado para su analisis.

Definiciones

Todos los términos cientificos y técnicos usados en el presente documento tienen los significados cominmente
usados en la técnica a menos que se especifique lo contrario. Las definiciones proporcionadas en el presente
documento son para facilitar la comprensién de determinados términos usados con frecuencia en el presente
documento y no pretenden limitar el alcance de la presente divulgacion.

Tal y como se utilizan en la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular
"un", "una" y "el/la" abarcan realizaciones que tienen referencias plurales, a menos que el contenido indique
claramente lo contrario.

Tal y como se utilizan en la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, el término "o"
generalmente se emplea en un sentido que incluye "y/0" a menos que el contenido indique claramente lo contrario.
El término "y/0" significa uno o todos los elementos enumerados o una combinacion cualquiera de dos o mas de los
elementos enumerados.

Tal y como se usa en el presente documento, "tiene", "que tiene", "incluye", "que incluye", "comprende", "que
comprende" o similares se usan en su sentido mas amplio y generalmente significan "que incluye, pero no se limita
a". Se entendera que las expresiones "consiste esencialmente en", "que consiste en" y similares estan incluidas en
las expresiones "que comprende" y similares. Tal y como se usa en el presente documento, "que consiste
esencialmente en", en lo que respecta a una composicion, producto, método o similar, significa que los componentes
de la composicién, producto, método o similares se limitan a los componentes enumerados y a cualquier otro
componente que no afecte materialmente a la caracteristica o caracteristicas basicas y novedosas de la

composicion, producto, método o similar.

Los términos "preferido" y "preferentemente" se refieren a realizaciones de la invencidon que pueden aportar ciertos
beneficios, en determinadas circunstancias. Sin embargo, también se pueden preferir otras realizaciones, en las
mismas o en otras circunstancias. Asimismo, la enumeraciéon de una o mas realizaciones preferidas no implica que
otras realizaciones no sean Utiles y no se pretende excluir otras realizaciones del ambito de la divulgacion,
incluyendo las reivindicaciones.
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También en el presente documento, las enumeraciones de intervalos numéricos entre puntos finales incluyen todos
los numeros incluidos dentro de ese intervalo (p. €j., 1 a 5 incluye 1, 1,5, 2, 2,75, 3, 3,80, 4, 5, etc. 0 10 o0 menos
incluye 10, 9,4, 7,6, 5, 4,3, 2,9, 1,62, 0,3, etc.). Cuando un intervalo de valores sea "hasta" un valor particular, ese
valor esta incluido dentro del intervalo.

Cualquier direccion a la que se haga referencia en el presente documento, como "arriba", "abajo", "izquierda",
"derecha", "superior", "inferior", y otras direcciones y orientaciones se han descrito en el presente documento para
una mayor claridad con referencia a las figuras y no deben limitar un dispositivo o sistema real o el uso del
dispositivo o sistema. Los dispositivos o sistemas descritos en el presente documento pueden usarse en una serie

de direcciones y orientaciones.

La expresion "evento de union" tal y como se usa en el presente documento, significa la unién de un analito diana a
un componente de reconocimiento molecular inmovilizado en la superficie de un sensor.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos no limitantes sirven para describir de manera mas exhaustiva la forma de usar los sensores,
métodos y sistemas descritos anteriormente. Se debe entender que estos ejemplos sirven en modo alguno para
limitar el alcance de esta divulgacion, sino que se presentan con fines ilustrativos. Las realizaciones que queden
fuera del alcance de las reivindicaciones se incluyen Unicamente a efectos de referencia.

EJEMPLO 1: Prueba de concepto de amplificaciéon de enzimas

Los estudios iniciales de prueba de concepto se realizaron utilizando un ensayo de IgG anti-bovino y fosfatasa
alcalina (ALP) como enzima conjugada con BCIP/NBT como sustrato de precipitacion. Brevemente, se inmovilizaron
anticuerpos de cabra anti-bovino y anti-rata en los resonadores de prueba y de referencia dispensando puntos de
350 um usando un dispensador piezoeléctrico en sensores recubiertos con epoxisilano con una frecuencia de
resonancia de 2,2 GHz. Los sensores se incubaron durante la noche en un entorno muy humedo a 4 °C. Los
sensores se bloquearon con gelatina de piel de pescado antes del ensayo. A continuacion, la sefial de referencia se
resté de la sefal de prueba y esta sefial delta se utilizé como respuesta de union. Todas las pruebas se realizaron
con los sensores sumergidos en placas de microtitulacion. La agitacion de la muestra se obtuvo usando varillas de
agitacion. La secuencia del ensayo fue como sigue, los sensores se expusieron a 1 ug/ml de IgG bovina durante 60
segundos seguido de un aclarado de 30 segundos y de una exposiciéon a un conjugado de IgG anti-bovino de conejo
con fosfatasa alcalina durante 60 segundos. Luego, los sensores se aclararon 2 veces durante 30 segundos y se
expusieron al sustrato BCIP/NBT durante 60 segundos. Los sensores se conectaron eléctricamente a un analizador
de red que se uso6 para monitorizar el desplazamiento de frecuencia de los dispositivos. En este caso, se realizé un
seguimiento de la fase resultante en el retardo de grupo maximo y se determiné el cambio en la frecuencia de
entrada para mantener la fase a medida que cambiaba la masa. Se recopilé una ventana de 50 MHz alrededor de la
frecuencia de resonancia a una frecuencia de muestreo de 2 muestras por segundo tanto para los resonadores de
prueba como para los de referencia. Estos datos se procesaron posteriormente para determinar el desplazamiento
de frecuencia en funcién del tiempo tanto para los resonadores de prueba y como para los de referencia. El
desplazamiento de frecuencia observado a partir de la unién directa al antigeno se comparé luego con la sefal
observada en el sustrato enziméatico.

Los resultados de este estudio inicial se presentan en la FIG. 4A, siendo la FIG. 4B una vista detallada de una
porcion del grafico presentado en la FIG. 4A. Tal y como se muestra, la amplificaciéon de la enzima ALP dio como
resultado una mejora significativa de la sensibilidad en relacion con la unién directa sin la adicion del sustrato. Tal y
como se muestra en la siguiente Tabla 1, en respuesta, se observé una amplificacion de mas de 100 veces y se
observé una pendiente como resultado de la amplificacidn de la enzima.

Tabla 1: Resultados de la amplificacién de la ALP

Unién directa | Amplificacion de enzimas
Respuesta (integral) -9.024 -1.094.473
Amplificacién (X) 121
Pendiente -3,24 -374,77
Amplificacién de pendiente 115,71

Se realizaron estudios similares utilizando un ensayo de IgG anti-bovino y peroxidasa de rabano picante (HRP) como
enzima conjugada. El sustrato de precipitacion en esta reaccion fue peroxido de hidrégeno y acido p-hidroxicinamico
(datos no mostrados). También se realizé un andlisis adicional sobre la mejora de la ALP con BCIP/NBT usando un
ensayo de anticuerpo IgG anti-rata (datos no mostrados). El trabajo de desarrollo posterior con el sistema de ALP y
BCIP/NBT ha incluido la evaluacion con una variedad u otra.

Los beneficios de la amplificacién de precipitados parecen depender de la frecuencia. Los dispositivos con
frecuencias de funcionamiento de 2250 MHz y 850 MHz se recubrieron con un fragmento F(ab') de cabra anti-rata.
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El grupo sulfhidrilo natural en el F(ab') reducido se usé para ligarse a la superficie de oro del resonador formando un
enlace dativo de oro y azufre. A continuacion, estos sensores se bloquearon con gelatina de piel de pescado y se
ensayaron en una muestra de tampon negativa o de IgG de rata de 1 ug/ml seguido de una incubacién con un
anticuerpo de cabra anti-rata conjugado con fosfatasa alcalina. A continuacion, los sensores se aclararon dos veces
y se expusieron al sustrato BCIP/NBT. Los datos se redujeron como se describié anteriormente tanto para el evento
de union directa como para la amplificacion del sustrato. La comparacion de los TFBAR de 2250 MHz a 900 MHz
demuestra un aumento de 2,5 veces en la amplificacion de la sefial con la frecuencia mas alta (2250 MHz) en
relacion con los dispositivos de 850 MHz. Adicionalmente, el nivel de fondo observado en la muestra negativa fue
considerablemente mas alto en los dispositivos de 850 MHz. Esto fue asi cuando los datos se analizaron como kHz/s
de respuesta, pero la diferencia se acusé aun mas cuando los resultados se convirtieron a ppm/s dividiendo la
respuesta al desplazamiento de frecuencia entre la frecuencia de operacién. La adicién de dos etapas de lavado
adicionales antes de la exposicion del sustrato redujo la cantidad de sefial de fondo en los dispositivos de 850 MHz a
niveles comparables a los observados en los dispositivos de 2250 MHz (datos no mostrados).

Tabla 2: Comparacién de amplificacién con TFBAR de 850 y 2250 MHz

Frecuencia (MHz) 2250 850
Sefial de fondo en ndmeros negativos (ppm/s) | -0,86 | -23,11
Unioén directa (kHz/s) -3,26 -0,70
Senal amplificada (kHz/s) -233,7 | -22,3
Amplificacién (X) 71,7 31,9

EJEMPLO 2: Prueba de viabilidad de ADN

Para la union del ADN a la superficie de los sensores, se disolvieron 10 yM de 27 meros marcado con 5'-amina
(complementario al extremo 3' del oligonucleétido diana) y 10 uM de 27 meros sin sentido en 3X de solucion salina
con citrato de sodio (3X SSC) y se afadieron por puntos sobre los sensores funcionalizados con epoxisilano como
ensayo y referencia respectivamente (TFBAR de 2150 MHz).

Se us6 un oligonucledtido de 125 meros como modelo diana. El oligonucleétido diana se mezclé con 6 nM de 18
meros marcado con biotina 3' complementario al extremo 5' de 125 meros en tampdn de hibridacion (5X SSC,
Formamida al 10 %, SDS al 0,1 %) y se hizo reaccionar con la superficie del sensor durante 4 minutos a 39 °C.

En la FIG. 7 se muestra un diagrama esquematico del oligdmero de 27 meros unido a la superficie del sensor y la
diana de 125 meros, que esta unida al biotinilado de 18 meros.

Luego se realizaron dos etapas de lavado (1X SSC con un 0,01 % de SDS y solucién salina tamponada con HEPES
mas detergente) y el sensor se expuso a 2 ug/ml de conjugado de estreptavidina y fosfatasa alcalina adquirido en
Jackson Immuo (nimero de referencia 016-050-084) durante 2 minutos en tampén HEPES que contiene 1 mg/ml de
gelatina de piel de pescado (FSG).

Se realizaron dos etapas de lavado adicionales con HEPES mas detergente y el sensor se expuso al sustrato de
precipitacion NBT/BCIP adquirido en Thermo (numero de referencia 34042). Los datos de desplazamiento de
frecuencia se recopilaron durante 1,5 minutos a 39 °C y se presentan a continuacion en la Tabla 3. El limite de
deteccién estimado usando la respuesta cero mas 3 desviaciones estandar arroj6 un valor de 0,6 pM.

Tabla 3: Datos de desplazamiento de frecuencia
ADN diana (pM) | Respuesta promedio (kHz/s)
0

0,93

0,8 -0,48
4 -2,93
40 -38,15
400 -111,61

EJEMPLO 3: Inmunoensayo de dos etapas de interleucina-6 (IL-6)

Reactivos:

Se colocd anticuerpo de cabra anti IL-6 purificado por afinidad (R&D Systems Numero de referencia AF-206-NA)
sobre los sensores activados con epoxisilano (TFBAR de 2175 MHz) como se expuso anteriormente en general para
el anticuerpo del EJEMPLO 1.

El anticuerpo monoclonal de ratén dirigido contra IL-6 (nimero de referencia de R&D Systems MAB206) se marco

con un exceso molar 5X de sulfo-NHS-LC-Biotina (Thermo Scientific) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El exceso de reactivo de biotina no incorporado se elimind por desalacion.
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La matriz del calibrador se prepard mezclando suero de pollo al 10 % (v/v) (Carbdn despojado, de Equitech,
inactivado por calor) con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) mas azida de sodio al 0,1 %. Los calibradores
se prepararon diluyendo IL-6 humana recombinante (nUmero de referencia 206-IL de R&D Systems) en la matriz del
calibrador.

La estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina (SA-ALP) se adquirié en Jackson Immuno (numero de referencia
016-050-084).

El tampodn de lavado es una solucion salina tamponada con Hepes mas detergente.

El sustrato es 1-Step NBT/BCIP adquirido en Thermo Scientific (nimero de referencia 34042).

Ensayo:

Se diluyd anti IL-6 de ratdn biotinilado hasta una concentracidon de trabajo de 8,3 ug/ml en un tampén Hepes que
contenia gelatina de piel de pescado (Hepes/FSG).

Se diluyé SA-ALP hasta una concentracion de trabajo de 1 ug/ml en Hepes/FSG.

Se mezclaron 60 yl de anti IL-6 de ratén biotinilado con 40 pl de calibrador y se hicieron pasar de un lado a otro
sobre el sensor durante 16 minutos. A continuacion, se retir6 la mezcla de reaccion del canal de microfluidos y se
hizo pasar SA-ALP de un lado a otro del sensor durante 2 minutos. Después, el sensor se lavo tres veces con
tampon de lavado seguido de la adicion de sustrato BCIP/NBT. La tasa de cambio de la frecuencia de resonancia
durante la etapa del sustrato se representd graficamente con respecto a la concentracion de IL-6. Los resultados se
muestran a continuacién en la Tabla 4, incluyendo una estimacion de la sensibilidad analitica (respuesta cero mas 3
desviaciones estandar).

Tabla 4: Cambio de frecuencia para el ensayo IL-6

IL6 Respuesta (kHz/s) Calculada
(pg/ml) Prueba Promedio  Desv. estandar VC  (pg/ml) Residuos % Recuperacion
0 -2,28 -2,12 0,23 1% 0,83 0,83
-1,96 <0,83 NA NA
5 -3,53 -3,48 0,08 2% 5,83 0,83 116,6
-3,42 5,42 0,42 108,4
10 -3,75 -4,67 0,88 19 % 6,65 -3,35 66,5
-4,75 10,23 0,23 102,3
-5,51 12,87 2,87 128,7
25 -8,61 -9,24 0,89 10% 23,32 -1,68 93,28
-9,87 27,48 2,48 109,92
100 -28,49 -31,44 2,77 9% 90,05 -9,95 90,05
-33,99 109,87 9,87 109,87
-31,85 102,05 2,05 102,05
0+3SD -2,82 estimacion de sensibilidad analitica 3,11
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REIVINDICACIONES
1. Un método para detectar un analito en una muestra, que comprende:

entrar en contacto con un analito (110) y, opcionalmente, un analito ligado a una etiqueta, un primer componente
de reconocimiento (100) y un segundo componente de reconocimiento (120) ligado a un elemento de
amplificacion (130) para generar un complejo que comprende el primer componente de reconocimiento (100) y el
segundo componente de reconocimiento (120) ligado al elemento de amplificacion (130),

en donde el primer componente de reconocimiento (100) estda inmovilizado en una superficie (26) de un
resonador acustico de volumen de pelicula delgada (TFBAR) (20) con una frecuencia de resonancia de
1,8 GHz 0 mas y esta configurado para unirse selectivamente a uno o mas analitos (110) y, opcionalmente, a
un analito ligado a una etiqueta unido al segundo componente de reconocimiento (120),

en donde el segundo componente de reconocimiento (120) ligado al elemento de amplificacion (130) esta
configurado para unirse selectivamente al analito (110) y, opcionalmente, al analito ligado a una etiqueta
unido al primer componente de reconocimiento (100); y

en donde el segundo componente de reconocimiento (120) se conjuga con un primer compafero de unién
(123), el elemento de amplificacién (130) se conjuga con un segundo compafiero de unién (135) configurado
para unirse selectivamente al primer compafero de unién (123), y en donde el elemento de amplificacion
(130) esta ligado al segundo componente de reconocimiento (120) mediante la unién entre el primer y
segundo compafieros de unién (123 y 135);

entrar en contacto con el elemento de amplificacion (130) ligado a un precursor de amplificacion (140) en
condiciones que permitan convertir el precursor de amplificacion (140) en una molécula (150) que afiade masa
en una superficie (26) del TFBAR (20); y

medir la masa afadida en la superficie (26) del TFBAR (20).

2. El método de la reivindicacion 1, en donde el analito (110) o el analito y el analito ligado a una etiqueta entran en
contacto con el segundo componente de reconocimiento (120) ligado al elemento de amplificaciéon (130) antes de
entrar en contacto con el primer componente de reconocimiento (100) inmovilizado en la superficie (26) del TFBAR
(20).

3. El método de la reivindicacion 1, en donde el analito (110) o el analito y el analito ligado a una etiqueta entran en
contacto con el primer componente de reconocimiento (100) antes de entrar en contacto con el segundo componente
de reconocimiento (120) ligado al elemento de amplificacion (130).

4. El método de la reivindicacion 1, en donde el analito (110) o el analito ligado a una etiqueta, el primer componente
de reconocimiento (100) y el segundo componente de reconocimiento (120) ligado al elemento de amplificacién
(130) entran en contacto simultaneamente.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde medir la masa afiadida o unida a la superficie
(26) del TFBAR (20) comprende:

acoplar una sefial eléctrica de entrada al TFBAR (20), teniendo la sefial eléctrica de entrada una frecuencia
dentro de una banda de resonancia del resonador piezoeléctrico, en donde la frecuencia es de 1,8 GHz o0 mas;
transmitir la sefal eléctrica de entrada a través o por medio del TFBAR (20) para generar una sefial eléctrica de
salida que tiene una frecuencia;

recibir la sefial eléctrica de salida del TFBAR (20); y

determinar un cambio de desplazamiento fase de la sefial eléctrica de salida provocado por la deposicién del
precipitado en la superficie (26) del TFBAR (20).

6. El método de la reivindicacion 5, en donde el cambio de desplazamiento de fase es un cambio en el
desplazamiento de fase del coeficiente de insercion o reflexion.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde medir la masa afiadida o unida a la superficie
(26) del TFBAR (20) comprende:

accionar el TFBAR (20) en un movimiento oscilatorio a una frecuencia de aproximadamente 1,8 GHz o mas;
medir una o mas sefales de salida del resonador que representan caracteristicas de resonancia del movimiento
oscilatorio del TFBAR (20); y

ajustar la frecuencia de actuacion del resonador sensor para mantener un punto de resonancia del TFBAR (20).

8. El método de la reivindicacion 7, en donde el punto de resonancia del TFBAR (20) es un punto de retardo de
grupo maximo.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 5-8, en donde la frecuencia es de 2 GHz o mas.
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10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 5-8, en donde la frecuencia es de 2 GHz a 2,5 GHz.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde el elemento de amplificacién (130) es una
enzima y el precursor de amplificacion (140) es un sustrato, y en donde la enzima esta configurada para convertir el
sustrato en un precipitado.

12. Un sistema para detectar un analito en una muestra, que comprende:

un resonador acustico de volumen de pelicula delgada (TFBAR) (20) que comprende una superficie (26) en la
que se inmoviliza un primer componente de reconocimiento (100),

estando configurado el primer componente de reconocimiento (100) para unirse selectivamente al analito (110) v,
opcionalmente, a un analito ligado a una etiqueta al que se une un segundo componente de reconocimiento
(120), teniendo el TFBAR (20) una frecuencia de resonancia de 1,8 GHz o mas;

uno o mas recipientes (10) que alojan: un precursor de amplificacion (140); opcionalmente, uno o mas de la
etiqueta y el analito (110); y el segundo componente de reconocimiento (120) y un elemento de amplificacion
(130), estando el segundo componente de reconocimiento (120) opcionalmente ligado al elemento de
amplificacion (130), en donde el segundo componente de reconocimiento (120) opcionalmente ligado al elemento
de amplificacion (130) comprende el segundo componente de reconocimiento (120) conjugado con un primer
compafiero de uniéon (123) y el elemento de amplificacion (130) conjugado con un segundo compafiero de unién
(135) que esta configurado para unirse selectivamente al primer compafiero de unién (123), en donde, en uso, el
elemento de amplificacion (130) esta ligado al segundo componente de reconocimiento (120) a través de la unién
del primer y segundo compafieros de union (123 y 135);

una trayectoria de fluido desde el uno o mas recipientes (10) hasta la superficie (26) del TFBAR (20) al que esta
unido el primer componente de reconocimiento (100);

circuitos de actuacion (22) configurados para accionar el TFBAR (20) en un movimiento oscilatorio;

circuitos de medicion (29) dispuestos para acoplarse al TFBAR (20) y configurados para medir una o mas
sefiales de salida del resonador que representan caracteristicas de resonancia del movimiento oscilatorio del
resonador sensor; y

un controlador (30) acoplado operativamente a los circuitos de actuacién y medicion (22 y 29).
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