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DESCRIPCION
Método y aparato para la deteccién de dianas usando virus unidos a electrodos

Campo de la invencién

[0001] EI campo de la invencion generalmente se refiere a sensores. Mas particularmente, el campo de la
invencion trata sobre un biosensor electroquimico que detecta la unién de analitos a virus que estan adheridos o
unidos a la superficie de un electrodo.

Antecedentes

[0002] Hay una creciente necesidad de dispositivos y métodos que puedan detectar marcadores bioldgicos y
otras sustancias quimicas o especies organicas dentro de una muestra. Por ejemplo, se pueden diagnosticar
muchos estados de enfermedad o monitorizar su progresion mediante la deteccion de uno o méas marcadores
bioldgicos. Por ejemplo, una prueba de cancer de prostata puede depender de la cantidad de antigeno prostéatico
especifico (PSA) presente en una muestra. En otros contextos, tales como guerra biolégica y aplicaciones de
biodefensa, hay una creciente necesidad de dispositivos sensibles relativamente pequefios que sean capaces de
detectar rdpidamente la presencia de cantidades pequefias de agentes nocivos en el entorno.

[0003] Las bibliotecas de péptidos expresados en fagos han sido investigadas como una herramienta potencial
gue podria proporcionar la capacidad para analizar o cribar un gran nimero de moléculas diana. Por ejemplo, las
bibliotecas de péptidos expresados en fagos con unos 10' elementos Unicos ofrecen la promesa de
reconocimiento biolégico universal. Desafortunadamente, esta tecnologia solo ha encontrado aplicacion limitada
en biosensores. En trabajos previos, la deteccion del reconocimiento molecular entre fago y diana se ha centrado
en un esquema de "ensayo sandwich" que implica la deteccion de la union del fago a una diana inmovilizada
utilizando equipos de ensayo mas bien complicados y costosos tales como microbalanzas de cristal de cuarzo,
matrices de microelectrodos, transistores de efecto de campo de nanohilos, inmunoensayos electroquimicos con
esferas, chips eléctricos de ADN y fluoroinmunoensayos. Otras técnicas se han propuesto para la deteccion
rapida de, por ejemplo, bacterias utilizando un sistema de ensayo electroquimico con fagémidos. Otros también
han propuesto el uso de un bacteri6fago filamentoso seleccionado por afinidad que se inmoviliza en
transductores piezoeléctricos. En este Ultimo esquema, la union especifica a la bacteria produce supuestamente
cambios en la frecuencia de resonancia.

[0004] Goldman et al. han mostrado el desarrollo potencial de reactivos para sensores basados en fagos en J.
Mol. Recognit. 2000;13:382-387.

[0005] Se ha demostrado que es posible caracterizar interacciones intermoleculares especificas entre proteinas
y fagos aislados de bibliotecas de expresion en fagos grandes mediante microbalanza de cristal de cuarzo
(QCM) por Decker et al. en J. Inmuno. Met. 233 (2000) 159-165.

[0006] La solicitud de patente US 2005/0059105 Al divulga un método y dispositivo para la deteccion de
microorganismos mediante deteccion de un cambio de impedancia como resultado de la unién del
microorganismo a un anticuerpo entre electrodos interdigitados. Divulga un biosensor conforme al preambulo de
la reivindicacion 1.

[0007] La solicitud de patente US 2004/0005540 Al divulga un dispositivo sensor de ligando de fagos (PLSD)
que incluye un sensor de onda acustica acoplado a un elemento de union de interés.

[0008] Asi, existe una necesidad de un dispositivo y método que evite los problemas asociados a los ensayos
sandwich previos. Tal sistema deberia poderse miniaturizar y tener un tiempo de respuesta rapido.

Resumen

[0009] La presente invencion esta definida por las caracteristicas de las reivindicaciones independientes anexas
1y 10y las reivindicaciones dependientes subsiguientes 2-9y 11.
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Breve descripcién de los dibujos
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La FIG. 1 ilustra una vista esquematica de un sistema para medir la presencia o la concentraciéon de una
diana o analito que no es parte de la invencion.

La FIG. 2 ilustra un disefio basado en sonda de un sensor que usa un electrodo unido a virus del tipo descrito
en la presente.

La FIG. 3 ilustra un sistema microfluidico que incorpora una pluralidad de electrodos de medida. El sistema
microfluidico incluye un circuito de conmutacion para el muestreo de la pluralidad de electrodos.

La FIG. 4 es una vista en perspectiva de un electrodo dispuesto encima de un sensor QCM que no es parte
de la invencion.

La FIG. 5 ilustra un proceso de formacién de un sensor que no es parte de la invencion.

La FIG. 6A ilustra una vista en perspectiva de un sensor segun una forma de realizacién. En esta forma de
realizacion, los hilos o las lineas del electrodo se forman encima de un sustrato. Los hilos del electrodo estan
revestidos por una capa aislante que incluye una via de acceso a la region del sustrato entre los hilos del
electrodo adyacente.

La FIG. 6B ilustra un analizador de impedancia acoplado al sensor del tipo ilustrado en la FIG. 6A.

La FIG. 7 es una imagen de arriba abajo de un sensor con una pluralidad de hilos de electrodo formados en
la superficie. También se ilustran dos capas de revestimiento fotosensible de los hilos de los electrodos
adyacentes. Se ilustra también una vista agrandada de la linea o hilo del electrodo.

La FIG. 8 ilustra un proceso de fabricacion de un sensor con una pluralidad de lineas de electrodo dispuestas
en una superficie de un sustrato.

La FIG. 9 ilustra un proceso, que no es parte de la invencion, de carga del sensor de las figuras 6A, 6By 7-8
con unas particulas de virus y posteriormente la exposicion del mismo a una diana o analito que se une a las
particulas de virus.

La FIG. 10A ilustra una imagen de microscopio de fuerza atémica (AFM) de la superficie de oro recocido a la
llama en cuarzo.

La FIG. 10B ilustra una imagen de AFM de un electrodo de oro similar después de la unién covalente de
particulas de fago.

La FIG. 10C es un grafico de la resistencia del electrodo Zge en funcion de la frecuencia. Los gréficos se
muestran para un electrodo de oro desnudo asi como para el electrodo después de la unién covalente del
fago M13 y exposicién de la superficie a albumina de suero bovino (BSA). También se muestra en este
gréafico el aumento en la resistencia medida relativa al electrodo de oro "limpio" que resulta de las particulas
de fago unidas y el BSA.

La FIG. 10D ilustra diferentes voltamogramas ciclicos a 20 mV s*t para un electrodo desnudo o "limpio" de
oro en fluoruro tamponado con fosfato (PBF). También se ilustra el voltamograma ciclico del electrodo
revestido de fago tras la exposicion a n-Ab y p-Ab de > 8-10 horas de duracion en la solucion tamponada en
circulacion. Las reacciones caracteristicas del electrodo de oro expuesto o "limpio" se inhibieron por las
particulas de virus unidas covalentemente. Como se muestra en la FIG. 10D mediante las flechas opuestas
en el trazo mas bajo, esta capa podria quitarse gradualmente barriendo el potencial del electrodo a + 1,0 V
frente al electrodo de calomelanos saturado (SCE) revelando las caracteristicas voltamétricas de la superficie
de oro subyacente.

La FIG. 11A ilustra un dispositivo de electrodo de célula de flujo radial que utilizé mediciones de masa de
QCM frente al tiempo mostrando la exposicion del electrodo con virus a n-Ab, PSMA y p-Ab.

La FIG. 11B ilustra una microfotografia de electrodos de oro estampados en silicio después de la formacion
de una superficie de virus covalente.

La FIG. 11C ilustra una micrografia de fluorescencia de electrodos de oro estampados expuestos a éster de
tiooctil NHS seguido de incubacion consecutiva en tampon, BSA y, por ultimo, p-Ab marcado con fluorescina.
Aqui, se omitié el fago M13 y, como resultado, no se observa ninguna union al electrodo.

La FIG. 11D ilustra una micrografia de fluorescencia tras la fijacion del fago M13 a la monocapa
autoensamblada de tiooctilo y la unién de p-Ab marcado con fluorescina.

La FIG. 12A ilustra un grafico del cambio de la impedancia capacitiva AZ;n, como funcion de la frecuencia
aplicada para un sensor de electrodo de oro de 3 mm de diametro unido a fagos. Los gréficos se ilustran
durante las condiciones cuando el electrodo se expuso a n-Ab, PSMA y p-Ab. También se muestra una vista
expandida de la regién entre aproximadamente 100 Hz a 10° Hz con las barras de error correspondientes.
Las FIG. 12B ilustra un grafico del cambio de la impedancia resistiva AZre como funcién de la frecuencia
aplicada para un sensor de electrodo de oro de 3 mm de didmetro unido a fagos. Los gréaficos se ilustran
durante las condiciones cuando el electrodo fue expuesto a n-Ab, PSMA, y p-Ab. También se muestra una
vista expandida de la regidon entre aproximadamente 100 Hz a 10° Hz con las barras de error
correspondientes.

La FIG. 12C ilustra un gréafico de la proporcion de sefial a ruido AZw/c,z para el cambio en la impedancia
capacitiva AZ, del electrodo de oro.
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La FIG. 12D ilustra un grafico de la proporcion de sefial a ruido AZge/c,z para el cambio en la impendancia
resistiva AZge del electrodo de oro. Ademas, la FIG. 12D destaca la region entre 2 kHz y 500 kHz donde se
observa una relacion de sefial a ruido relativamente alta tanto para PSMA como para p-Ab.

La FIG. 13A ilustra un gréfico de la impendancia resistiva Zge del electrodo de oro después de la exposicion a
0,24 uM de PSMA vy el aclarado posterior con 100 mM de glicina acuosa a pH 2,0. Las mediciones se
muestran a cuatro frecuencias, 100 Hz, 1kHz, 10 kHz y 100 kHz.

La FIG. 13B ilustra una curva de calibracion para la deteccion de PSMA utilizando un electrodo de disco de
oro. Cada dato representa el cambio promedio de la impendancia resistiva AZge para cuatro electrodos
separados expuestos a varias concentraciones de PSMA.

La FIG. 14 ilustra el AZre medido obtenido utilizando un sensor del tipo ilustrado en las figuras 6A y 6B que
fue cargado con 133 nM de n-Ab y 133 nM de p-Ab. Las mediciones se realizaron sobre un intervalo de
frecuencias de 10 kHz a 100 kHz.

Descripcion detallada

[0011] La FIG. 1 ilustra un sistema 10 para la deteccién y/o medicion de la concentracion de un analito o diana
50 contenido en una solucidon de muestra 12 utilizando un sensor 14. Como se utiliza en la presente, el analito o
la diana se refiere a cualquier numero de materiales que se puedan unir al sensor 14. Esto incluye, a modo de
ejemplo, acidos nucleicos (por ejemplo, ADN, ARN), moléculas pequefas, péptidos, polipéptidos, proteinas,
enzimas, organismos unicelulares (por ejemplo, bacterias, algas, virus), muestras de tejido y similares. La
solucion de muestra 12 puede incluir una solucidon acuosa con una 0 mas especies idnicas en la misma. La
solucién 12 puede incluir una solucién o componente biolégico (por ejemplo, sangre u orina) o se puede obtener
del entorno o de un proceso de fabricacion. La solucién 12 puede contenerse dentro de un recipiente 16 tal como
un frasco, cubeta u otro soporte tal como se ilustra en la FIG. 1. A este respecto, las mediciones hechas
utilizando el sistema 10 se realizan en un proceso discontinuo. Alternativamente, como se ilustra en la FIG. 3, el
sistema 10 también se puede usar en sistemas de flujo. Por ejemplo, la solucién de muestra 12 puede rebosar el
sensor 14 permitiendo asi la deteccién y/o la medicién de la concentracién de un analito o diana en una
operacion de flujo continua o semicontinua. Por ejemplo, el sensor 14 puede integrarse en una corriente de
proceso de una operacion de fabricacidn para detectar la presencia de un contaminante o una toxina.

[0012] Haciendo referencia de nuevo a la FIG. 1, el sensor 14 incluye un electrodo de trabajo 18, un electrodo de
referencia 20 y un contraelectrodo 22. Durante la operacion del sistema 10, como se describe con mas detalle
mas adelante, los electrones fluyen entre el electrodo de trabajo 18 y el contraelectrodo 22. En algunas formas
de realizacion, el electrodo de referencia 20 se puede omitir totalmente. El electrodo de trabajo 18 esta formado
por un metal electroconductor tal como, por ejemplo, oro. La(s) parte(s) del electrodo de trabajo 18 que estaran
en contacto con la solucién 12 estan recubiertas con una monocapa autoensamblada (SAM) 30. Por ejemplo, en
el contexto de un electrodo de trabajo de oro 18, la SAM 30 se puede formar exponiendo el electrodo de trabajo
de oro desnudo 18 a éster tidctico de N-hidroxisuccinimida. El electrodo de trabajo 18 incluye ademas una
pluralidad de virus o particulas de virus 34 que estan quimicamente unidos a la SAM 30. En otra configuracion,
las medidas de la impendancia eléctrica pueden realizarse usando una configuracién de dos electrodos donde el
electrodo de trabajo 18 y el electrodo de deteccion 24 se combinan en un electrodo y el electrodo de referencia
20 y el contraelectrodo 22 se combinan en el segundo electrodo. La FIG. 6B ilustra esta configuracién con un
sensor 90, pero también se puede usar en conexion con el sensor 14.

[0013] Las particulas de virus 34 comprenden particulas de fago Unico 34 que son seleccionadas de bibliotecas
de exposicion en fago. A este respecto, el sensor 14 se puede confeccionar de manera que las particulas de
virus 34 se unen selectivamente a la(s) diana(s) 50 de interés. Mediante la seleccién del virus apropiado 34, el
sensor 14 se puede confeccionar para la aplicacion particular. Por ejemplo, las particulas de virus 34 se pueden
seleccionar para que se unan a una proteina o polipéptido particular que sea indicativo de la presencia de un
agente infeccioso. Por ejemplo, la diana 50 puede incluir un factor letal del carbunco, vaccinia (vacuna de la
viruela), francisella tularemia, toxina del cdlera, toxina botulinica, proteina S del SARS, y similares. A este
respecto, el sensor 14 puede ser particularmente adecuado para aplicaciones de biodefensa.

[0014] La diana 50 también puede incluir una proteina o marcador bioldgico indicativo de un estado de
enfermedad. Por ejemplo, como se describe en la presente, la diana 50 puede incluir el antigeno prostatico
especifico de membrana (PSMA), que es un marcador indicativo de cancer de préstata. La diana 50 también
puede incluir cualquier niumero de proteinas de sefializacion celular que se puedan utilizar para detectar y
controlar cualquier niumero de enfermedades. La diana 50 también puede incluir un farmaco (por ejemplo, factor
de crecimiento humano) o metabolito farmacolégico de manera que el sensor 14 se pueda emplear en las
aplicaciones de deteccion farmacoldgica.

[0015] Todavia en referencia a la FIG. 1, la SAM 30 recubre preferiblemente toda la parte(s) del electrodo de
trabajo 18 que contactara con la solucién de muestra 12. Si hay cualquier agujero o abertura en la SAM 30, esto
llevara a la pérdida o saturacion de la sefial cuando la diana de interés 50 se una a las particulas de virus 34.
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Debido a esto, durante la formacién del sensor completo 14, es deseable afiadir una macromolécula 38 (como se
muestra en la FIG. 5) para llenar cualquier agujero o espacio en la SAM 30. Por supuesto, puede haber otras
SAM 30 donde el uso de una 0 mas macromoléculas 38 sea innecesario.

[0016] Como se observa en la FIG. 1, el sensor 14 incluye un contraelectrodo 22. El contraelectrodo 22 puede
incluir, por ejemplo, un metal electroconductor tal como platino. La FIG. 1 también ilustra un sensor 14 que
incluye un electrodo de referencia 20. El electrodo de referencia 20 puede incluir, por ejemplo, un electrodo de
calomelanos saturado (SCE). Por supuesto, el electrodo de referencia 20 se puede omitir totalmente. En la FIG.
1, el electrodo de trabajo 18, electrodo de referencia 20 y contraelectrodo 22 se acoplan a través de las
respectivas lineas o conductores de sefial 24, 26, 28 a un analizador de impedancia 40. El analizador de
impedancia 40 también puede incluir una configuracion de cuatro electrodos que incluye un electrodo de trabajo
18, un electrodo de referencia 20, un contraelectrodo 22 y un electrodo de deteccion 24 (como se muestra en la
FIG. 6B).

[0017] EIl analizador de impedancia 40 incluye la capacidad para aplicar una corriente alterna al electrodo de
trabajo 18 con una variedad de frecuencias. Ademas, la amplitud de la corriente eléctrica aplicada puede
ajustarse. El analizador de impedancia 40 puede incluir cualquier nimero de analizadores de respuesta en
frecuencia, potenciostatos y galvanostatos. Por ejemplo, el PARSTAT 2263 disponible de Princeton Applied
Research, Oak Ridge, TN se puede usar en conexién con el sensor 14. El PARSTAT 2263 es capaz de realizar
mediciones de impedancia en el intervalo de frecuencias de 10 pHz a 1 MHz. El analizador de impedancia 40,
bien solo o bien en combinacion con software cargado en un PC asociado (discutido mas adelante), es capaz de
medir la impedancia resistiva Zge del electrodo de trabajo 18. Ademas, el analizador de impedancia 40 (o
software asociado) también es capaz de calcular el cambio en la impedancia resistiva AZgre del electrodo de
trabajo 18. Por ejemplo, AZge se puede calcular como una diferencia entre la impedancia resistiva medida Zge
cuando las dianas 50 se unen a las particulas de virus 34 en el electrodo de trabajo 18 en comparacion con la
impedancia resistiva Zgre medida del electrodo de trabajo 18 en la solucion 12 (por ejemplo, solucion tamponada)
sin la presencia de las dianas 50. En otra alternativa, el analizador de impedancia 40 junto con el software (por
ejemplo, algoritmos computacionales) para determinar la impedancia resistiva Zgre del electrodo de trabajo 18 y
los cambios en la impedancia resistiva AZge se pueden integrar en uno o mas procesadores construidos a
medida tal como ASIC(s). Esto disminuiria el tamafio total del sistema y también reduciria el coste del dispositivo.

[0018] Como se observa en la FIG. 1, el analizador de impedancia 40 puede conectarse con un ordenador 42 a
través de una interfaz de comunicacion 44. La interfaz 44 puede incluir, por ejemplo, un cable USB o similar. El
ordenador 42 puede incluir tipicamente un ordenador personal o PC que puede incluir uno o mas dispositivos de
entrada 46 como el teclado ilustrado junto con un monitor 48 que puede usarse, por ejemplo, para mostrar
resultados. Por supuesto, otros dispositivos de entrada 46 tales como un ratdon o similar también pueden
conectarse al ordenador 42. Asimismo, el ordenador 42 puede incluir varios dispositivos periféricos tales como
una impresora (no mostrada) o similar. Preferiblemente, el ordenador 42 operativamente acoplado al analizador
de impedancia 40 contiene software para controlar el analizador de impedancia 40 ademas de procesar y
analizar los datos producidos durante el uso. Por ejemplo, para el sistema PARSTAT 2263 mencionado
anteriormente, el software PowerSINE disponible de Princeton Applied Research se puede utilizar para medidas
de impedancia electroquimica.

[0019] La FIG. 2 ilustra un sensor 14 que se fabrica en forma de una sonda 60. La sonda 60 ilustrada en la FIG.
2 se puede dimensionar de manera que pueda manipularse a mano o mediante un robot e insertarse
manualmente en una solucion de ensayo o muestra 12. Por ejemplo, la sonda 60 puede incluir un cuerpo
alargado 62 que esté hecho de un material aislante tal como plastico o poliolefina. Un extremo de la sonda 60
incluye el electrodo de trabajo 18 que puede comprender, por ejemplo, un electrodo de oro con forma de disco o
similar (por ejemplo, de 3 mm de didmetro). El contraelectrodo 22 puede estar hecho por hilo de platino que se
envuelve alrededor de una superficie externa del cuerpo alargado 62. Tanto el electrodo de trabajo 18 como el
contraelectrodo 22 estan eléctricamente conectados a hilos o conductores 24,28 que se adaptan para
conectarlos al analizador de impedancia 40.

[0020] La FIG. 3 ilustra un sensor 14 que se integra en un dispositivo microfluidico 70. En este ejemplo, una
pluralidad de electrodos de trabajo 18a, 18b, 18c, 18d, 18e, 18f junto con un contraelectrodo 22 se posicionan
dentro de un canal 72 del dispositivo microfluidico 70. El fluido de muestra 12 fluye por el canal 72 en la direccion
de las flechas A. Cada electrodo 18a-18f y 22 se acopla eléctricamente al analizador de impedancia 40 a través
de un circuito de conmutacion 74. El circuito de conmutacién 74 permite que el analizador de impedancia 40
registre cada uno de los electrodos de trabajo 18a-18f. Cada electrodo de trabajo 18a-18f incluye un virus
diferente 34 que es capaz de unirse a una diana especifica 50. Por ejemplo, el electrodo de trabajo 18a puede
unirse con el factor letal del carbunco mientras que el electrodo de trabajo 18b puede unirse a la toxina
botulinica. A este respecto, se puede crear un dispositivo de deteccién microfluidico pequefio que puede cribar
cualquier nimero de analitos o dianas potenciales 50. A diferencia del dispositivo de sonda de la FIG. 2, este es
particularmente adecuado para procesos en flujo o no discontinuos donde una corriente de fluido se monitoriza
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para detectar la presencia de uno o varios analitos 50. También, mientras que el dispositivo de la figura 3 ha sido
descrito en términos de un dispositivo microfluidico, el mismo sensor 14 se puede integrar en dispositivos de flujo
no microfluidicos mas grandes.

[0021] La FIG. 4 ilustra un electrodo de trabajo 18 que esta situado encima de un sensor de microbalanza de
cristal de cuarzo (QCM) 80. El sensor QCM 80 permite al sensor 14 recoger medidas de masa ademas de
medidas de la impedancia resistiva Zre como se describe en la presente. Por ejemplo, el QCM 80 y el electrodo
de trabajo 18 se pueden situar al final de la sonda 60 ilustrada en la FIG. 2. EI QCM 80 es particularmente util en
los ejemplos de sensores donde el electrodo 18 es reutilizable. Por ejemplo, una solucién de lavado junto con
una corriente alterna aplicada puede ser capaz de eliminar selectivamente las dianas unidas 50 al electrodo de
trabajo 18, volviendo al mismo reutilizable. EI sensor QCM 80 puede permitir el control de la acumulacién y
eliminacion de las dianas unidas 50 durante este proceso.

[0022] La FIG. 5 ilustra un proceso de fabricacion de un sensor 14. Inicialmente, como se ha visto en el paso
200, se proporciona un electrodo de trabajo de metal 18. El electrodo de trabajo de metal 18 comprende un
electrodo de oro. El electrodo de trabajo de oro 18 se puede pulir y activar mediante deposicion electroquimica
de una pequefia capa de oro. Otras modalidades no quimicas también se pueden usar para depositar una capa
fina de oro activado en el electrodo 18 (por ejemplo, bombardeo i6nico). A continuacién, como se observa en el
paso 210, se genera una monocapa autoensamblada (SAM) 30 en el electrodo de trabajo 18. La SAM 30 se
puede formar por enjuagado del sensor 14 en agua Nanopure, secado del sensor 14 con nitrdgeno e incubado
del electrodo de trabajo 18 en una solucién con éster tidctico de N-hidroxisuccinimida disuelto en dimetilforamida
(DMF). El electrodo 18 deberia incubarse durante varias horas (por ejemplo, al menos dieciocho horas).
Generalmente, la SAM 30 tiene un espesor del orden de varios nandémetros, pero el espesor podria ser menor o
mayor dependiendo del constituyente de la SAM 30. A continuacion, con referencia al paso 220 en la FIG. 5, las
particulas de virus 34 se unen entonces a la SAM 30 mediante incubacion del electrodo de trabajo 18 modificado
con NHS-TE en la solucion de fago. La solucion se puede agitar para ayudar en el proceso. A continuacion, en el
paso 230, los electrodos cargados de virus 18 se pueden lavar con solucién tamponada y luego con fluoruro
tamponado con fosfato (PBF). Para llenar cualquier espacio o agujero en la SAM 30, el electrodo 18 se puede
sumergir en una solucién que contenga una macromolécula 38. La macromolécula 38 puede incluir BSA,
ovoalbumina, caseina u otras macromoléculas grandes. Después de la exposicion a la macromolécula 38, el
electrodo modificado con virus/macromolécula 18 se puede enjuagar en una solucién de enjuagado (por ejemplo,
Tween-20/tampdn PBF) y luego lavado con un bufer de lavado. El paso 240 ilustra el electrodo de trabajo 18
después de unirse a varias dianas 50.

[0023] Las figuras 6A y 6B ilustran una forma de realizacion de la presente invencion de un sensor 90. En esta
forma de realizacion, una pluralidad de electrodos alargados 92, 94 se forman encima de un sustrato 96. El
sustrato 96 esta hecho preferiblemente de un material aislante tal como vidrio o silicio oxidado. La pluralidad de
electrodos alargados 92, 94 pueden comprender hilos o lineas de dimensiones micrométricas o incluso
nanométricas que se forman a lo largo de una superficie superior del sustrato 96. Como se observa en la FIG.
6A, los electrodos alargados 92, 94 se sitian adyacentes a una capa de niquel 95 y estdn hechos de oro.
Durante la aplicacién de la corriente alterna, el campo eléctrico esta confinado en gran medida a la regién 110
localizada justo sobre la superficie del sustrato 96. Cada electrodo alargado 92,94 esta localizado bajo una capa
aislante 98. Por ejemplo, la capa aislante 98 puede comprender un material fotosensible. En la capa aislante 98
se aisla o focaliza el campo eléctrico a la regién de superficie justo sobre el sustrato 96. De manera importante,
esto elimina la resistencia de la solucién a granel de las medidas de impedancia resistiva, aumentando asi
significativamente la sensibilidad del sensor 90. En un aspecto preferido, los electrodos alargados 92,94 se
localizan bajo un rebajo 100 de cada capa aislante 98. Esto ayuda ademas a la focalizacion del campo eléctrico
entre los dos electrodos 92, 94 en la superficie del sustrato 96. Como se observa en las FIGS. 6A y 6B, hay una
abertura 102 en la capa aislante 98 que permite el acceso a la region de la superficie 300 localizada entre los dos
electrodos 92, 94. La abertura 102 crea un canal o valle 104 entre electrodos adyacentes 92, 94. Los electrodos
alargados 92,94 pueden tener una altura (H) en el intervalo de aproximadamente 5-80 nm. Ademas, los
electrodos 92, 94 pueden estar separados por una anchura (W) de aproximadamente 10 um a aproximadamente
15 mm.

[0024] La FIG. 6B ilustra un analizador de impedancia 40 operativamente acoplado a los electrodos 92, 94 del
sensor 90. En esta forma de realizacion, el electrodo de trabajo 18 y el electrodo de deteccion 24 estan
eléctricamente conectados a un electrodo 92 mientras que el electrodo de referencia 20 y el contraelectrodo 22
estan conectados al segundo electrodo 94. Los contactos eléctricos 106 pueden formarse en la superficie de la
capa aislante para proporcionar contacto eléctrico a los electrodos alargados subyacentes 92, 94. Por ejemplo,
los contactos eléctricos 106 pueden estar hechos de una pintura metdlica que se aplica a una superficie marcada
o cortada de la capa aislante 98 que proporciona contacto eléctrico para cada electrodo 92, 94.

[0025] La FIG. 7 es una imagen micrografica de arriba abajo de una pluralidad de electrodos 92, 94 formados en
un sustrato. Se ilustra una imagen magnificada de uno de la pluralidad de electrodos 92, 94 y tiene una anchura



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2691647 T3

de 46 nm. Como se observa en la FIG. 7, la ubicacion de las capas aislantes 98 (por ejemplo, material
fotosensible) se muestra sobre un par de electrodos adyacentes 92, 94. La capa fotosensible 98 cubre el
electrodo adyacente no acoplado. A este respecto, se forma un canal 104 entre cada par de electrodos 92, 94.

[0026] La FIG. 8 ilustra un proceso de formacion de un sensor 90 del tipo ilustrado en las FIGS. 6A, 6B y 7.
Inicialmente, en el paso 300, se proporciona un sustrato 96. Por ejemplo, el sustrato 96 puede incluir un
portaobjetos de vidrio que se limpia en NOCHROMIX durante al menos dos dias. A continuacion, con referencia
al paso 310, una capa de niquel 95 se deposita en una superficie del sustrato 96. La capa de niquel 95 se puede
depositar mediante, por ejemplo, evaporacion térmica de metal de niquel. El espesor de la capa de niquel 95 se
usara para determinar la altura (H) de los electrodos 92, 94 descritos en la presente. En el paso 320 de la FIG. 8,
una capa aislante 98 se forma encima de la capa de niquel 95. La capa aislante 320 puede incluir, por ejemplo,
un material fotosensible. ElI material fotosensible puede incluir SU-8 10 fotosensible de tono negativo disponible
de MICROCHEM de Newton, MA. El SU-8 10 fotosensible puede ser depositado por rotacion (spin coating) sobre
la capa de niquel 95 en un proceso de rampa en dos etapas. Primero, el material fotosensible se deposita por
rotacion sobre la capa de niquel 95 durante cinco segundos con una velocidad de rampa de 100 rpm/s (la
velocidad final es 500 rpm). A continuacion, el material fotosensible se deposita por rotacion durante treinta
segundos con una velocidad de rampa de 300 rpm/s (la velocidad final es 2000 rpm).

[0027] El material fotosensible depositado se somete entonces a un proceso de precoccion en el cual el
dispositivo se calienta a 65°C durante dos minutos que luego se incrementa lentamente hasta 95 °C. El
dispositivo se somete luego a una "coccion suave" a 95°C durante cinco minutos. Después del proceso de
coccion suave, el dispositivo se enfria lentamente a temperatura del entorno o ambiental. A continuacion, con
referencia al paso 320 de la FIG. 8, una méascara de contacto 108 se coloca en el dispositivo con un portaobjetos
de cuarzo y se expone a luz ultravioleta (UV) durante tres minutos. La luz UV expone las partes descubiertas del
SU-8 10 fotosensible. Tras la exposicion a la luz UV, el dispositivo ahora expuesto se coloca en una solucién de
revelado de SU-8 10 durante aproximadamente tres minutos en el paso 330. La solucién de revelado puede
incluir, por ejemplo, REMOVER PG disponible de MICROCHEM. El dispositivo se enjuaga entonces con alcohol
isopropilico (IPA) y se seca con nitrégeno.

[0028] La capa aislante 98 se compacta luego a 150°C durante aproximadamente una hora. Este proceso se
realiza aumentando lentamente la temperatura desde temperatura ambiente hasta 150°C y después
disminuyéndola lentamente otra vez hasta temperatura ambiente. A continuacidn, con referencia al paso 340, la
capa de niquel 95 se graba luego quimicamente en 0,785 M de acido nitrico durante aproximadamente cinco
minutos. El dispositivo se enjuaga después con agua Millipore (18,2 MOhm) y se seca con nitrdgeno. Durante
este proceso, el grabado de la capa de niquel 95 bajo las capas de material fotosensible 98 crea las partes
rebajadas 100 provocadas por el saliente de material fotosensible que no ha reaccionado. Como se observa en
el paso 340, partes de la capa aislante 98 se pueden marcar o cortar con una herramienta tal como una hoja de
afeitar para proporcionar una via conductiva para la electrodeposicion posterior. El paso 340 ilustra varios de
tales contactos eléctricos 106 formados en la capa fotosensible restante 98. Las regiones o aberturas marcadas
pueden luego rellenarse de una pasta o pintura electroconductora (por ejemplo, pasta de plata disponible en Ted
Pella, Inc.) y dejar secar para el contacto eléctrico 106 anterior.

[0029] A continuacion, con referencia al paso 350 de la FIG. 8, los electrodos de oro 92, 94 se electrodepositan
aplicando una corriente eléctrica a la capa de niquel 95 a través de los contactos eléctricos 106. La parte de
canal 104 del sensor 90 se carga con una solucion de electrodeposicion de oro sin cianuro (Clean Earth
Solutions Cyanide Free Gold Plating solution N.° 45.216 de New Braunfels, TX). El oro se deposita entonces en
la capa de niquel 95 bajo el material fotosensible 98 por aplicacion de alrededor de -950 mV (frente a un
electrodo SCE) durante aproximadamente cien segundos. La cantidad de tiempo durante el cual se deposita el
oro determinara la anchura de los electrodos de oro 92, 94. En una forma de realizacion preferida, la deposicion
de oro deberia parar de manera que un reborde o saliente de material fotosensible permanezca sobre los
electrodos recién formados 92, 94. Esto minimizara cualquier posible fuga del campo eléctrico a la solucion a
granel (cuando se haya cargado).

[0030] La FIG. 9 ilustra un proceso, que no forma parte de la invencién, de carga del sensor de la FIG. 8 con
particulas de virus 34 seguida de la unién de las mismas a la(s) diana(s) 50. El paso 400 comprende la provision
de un sensor 90 como se ha descrito anteriormente. En este estado, el sensor 90 no incluye ninguna particula de
virus adherida 34. Para que el sensor 90 detecte y/o mida la concentracion de la diana 50, las particulas de virus
correspondientes 34 que se unen a la diana(s) 50 de interés deben cargarse en el dispositivo. Como se observa
en el paso 410 de la FIG. 8 la superficie del sustrato 96 localizada entre los electrodos 92, 94 se modifica
quimicamente para unirse electroestaticamente a particulas de virus 34. Para hacer esto, el dispositivo del paso
400 se calienta primero a alrededor de 100°C en un horno durante aproximadamente veinte minutos. El
calentamiento se realiza para eliminar toda humedad. El dispositivo se aparta entonces del calor, se enfria 'y se
coloca en una solucién que contiene un 2% (en volumen) de 3-aminopropiltrietoxisilano (APES) en tolueno seco
durante aproximadamente treinta minutos. El tratamiento con APES causa que la superficie del sustrato 96
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localizada entre los electrodos 92, 94 se carguen positivamente. El dispositivo se lava o se enjuaga a
continuacién con tolueno. El dispositivo puede volver a lavarse con un alcohol tal como etanol seguido de un
enjuagado con agua Nanopure.

[0031] Ahora en referencia al paso 420 de la FIG. 9, las particulas de virus 34 (en la FIG. 9 ilustradas como fago
M13) se ponen entonces en contacto con la superficie del sustrato 96 cargada positivamente. Por ejemplo, una
parte del dispositivo se puede bafiar 0, de otro modo, sumergir en una solucién con las particulas de fago 34. Un
agitador orbital o similar se puede utilizar para facilitar la mezcla de la soluciéon. Después de unir las particulas de
fago 34 a la superficie del sustrato 96, el dispositivo se puede enjuagar con una solucién tamponada tal como
PBF. Preferiblemente, el dispositivo se mantiene en un estado hiumedo hasta su uso para conservar la integridad
de las particulas de fago 34. Otros tipos de particulas de virus 34, no obstante, pueden ser almacenadas en un
estado seco durante algun tiempo. En este caso, el dispositivo podria almacenarse en un estado seco antes del
uso. Haciendo referencia ahora al paso 430 de la FIG. 9, una soluciéon de muestra 12 que contenga diana(s) 50
puede colocarse después en contacto con el sensor 90. Por ejemplo, la solucion de muestra 12 se puede hacer
fluir o gotear en el canal 104. Las dianas 50 contenidas en la solucién de muestra 12 pueden luego unirse a
particulas de virus complementarias 34 que estan unidas a la superficie del sustrato 96.

[0032] Después de que la solucion de muestra 12 haya entrado en contacto con el sensor 90, el sensor 90 se
puede lavar o enjuagar con un agente de enjuagado (por ejemplo, Tween-20/tampdén PBF) para eliminar
cualquier material no unido de la superficie cargada con fagos 96. La impedancia resistiva Zge del sensor 90
puede medirse luego utilizando el analizador de impedancia 40 como se describe en la presente. En un aspecto
de la invencion, la impedancia resistiva medida Zge puede ser suficiente para identificar la presencia o ausencia
de una diana particular 50. A este respecto, puede que no haya ninguna necesidad de sustraer un valor de linea
base de la impedancia resistiva medida cuando no hay ninguna diana 50 presente (por ejemplo, medidas
realizadas en tampon solo). Por supuesto, en otras formas de realizacién, el cambio en la impedancia resistiva
Zge Se puede calcular y usar para detectar tanto la presencia de una diana 50 como la concentracion de la diana
50 en la soluciéon de muestra 12.

Experimento n.° 1

[0033] En un primer experimento, se desarrollé y evalud un sensor del tipo ilustrado en la FIG. 1, mediante el
uso del bacteriéfago M13 unido de manera covalente a la superficie de un electrodo de oro. El bacteriéfago M13
puede unirse selectiva y simultdneamente a dos biomoléculas: un anticuerpo (positivo o p-Ab con un peso
molecular de 150 kDa) y un antigeno prostatico especifico de membrana (PSMA con un peso molecular de 91,5
kDa). El bacteriéfago M13 incluye un péptido expresado en fago con la secuencia aminoacidica CALCEFLG. El
péptido se fusiona con P8 (g8p), la principal proteina de revestimiento, y se expresa en la superficie del M13. Un
anticuerpo de control negativo (n-Ab con un peso molecular de 150 kDa) se usG para evaluar la union
inespecifica y la selectividad del biosensor.

Materiales

[0034] Todos los productos quimicos y disolventes (>99% de pureza) se adquirieron en Fisher o Merck y se
usaron tal como se recibieron, a menos que se indique. La DMF y el etanol se secaron con tamices moleculares
de 4A obtenidos de Alfa. El anticuerpo anti-M13 (p-Ab) se adquiri6 en Amersham Biosciences, y el anti-Flag® M2
(n-Ab) se adquirié en Sigma. Se usé agua Nanopure (resistencia ~18 MQ*cm, Barnstead Inc.) en todos los
experimentos.

[0035] Respecto a los tampones, el PBF (5,7 mM PO4,140 mM NaF, pH 7,2) se esterilizé con filtro a través de un
tamafo de poro de membrana de 0,22 um (Corning). Para el tampdn de lavado, se afiadieron BSA al 0,06% y
Tween-20 al 0,035% (Sigma) al PBF. Se usd BSA (0,2%) en solucion de fluoruro de sodio tamponado con fosfato
(pH 7,2) para el bloqueo.

Construccion del electrodo con virus

[0036] Se pulieron electrodos de oro circulares (3 mm de diametro) con compuesto de diamante de 1 umy 0,25
pum (Ted Pella) en microtejido (Buehler) y se sonicaron tres veces en agua Nanopure durante 3 minutos. Los
electrodos recién preparados se enjuagaron con agua Nanopure, se secaron con N2 y se incubaron durante al
menos 18 horas en una solucién de éster tioctico de N-hidroxisuccinimida (NHS-TE, 16,5 mM) disuelto en DMF.
El electrodo modificado con NHS-TE se almacené en un desecador. Se seleccionaron fagos con afinidad de
unién especifica con PSMA de bibliotecas de péptidos expresados en fagos usando técnicas conocidas por los
expertos en la técnica. La secuencia aminoacidica del péptido especifico para PSMA fue CALCEFLG. Para la
reaccion con el fago, un electrodo modificado con NHS-TE se incub6 en una solucién de fago (300 pl, 16 nM) y
agitado durante 1 h mediante agitador orbital. Los electrodos con virus se enjuagaron 5 minutos con bufer de

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2691647 T3

lavado y después 5 minutos con PBF. Los electrodos con virus se sumergieron en 300 pl de solucién de BSA al
50% y se agitaron otros 40 minutos. Los electrodos modificados con virus/BSA se enjuagaron durante 5 minutos
con tampén Tween-20/PBF y luego 5 minutos con tampén de lavado.

Medidas con electrodos con virus

[0037] Para experimentos con biosensores, se diluyeron n-Ab, p-Ab o PSMA (concentracion final de 0,583 uM o
la que se indique) en el tampdn de lavado antes de la medida. El electrodo con virus se sumergio en la solucion
de n-Ab, p-Ab o PSMA en agitacion durante 1 hora. El electrodo se enjuagé con tamp6n de lavado, antes de la
inmersion durante un minuto en el tampon de lavado durante la siguiente medicién de la impedancia. Todas las
mediciones de impedancia se efectuaron utilizando un potenciostato PARSTAT 2263 (Princeton Applied
Research, Inc.). Estas mediciones emplearon una amplitud de voltaje de CA de 10 mV en el intervalo de
frecuencias de 1 MHz a 0,1 Hz y el potencial de reposo del electrodo con virus. Todas las mediciones de
voltametria ciclica se efectuaron en PBF acuoso utilizando un electrodo de calomelanos saturado (SCE) como
electrodo de referencia y un contraelectrodo de platino a una velocidad de barrido de 20 mv™.

Mediciones con QCM

[0038] Se prepararon discos de cuarzo Au/Ti (diametro de 1 pulgada) como se describe en la presente para los
electrodos con virus excepto que una capa de oro fresca se electrodepositdé primero en el oscilador de cuarzo
revestido de oro obtenido del fabricante (Stanford Research Systems) aplicando +0,7 V frente a SCE durante 200
segundos en una solucién 10 mM de AuClz (pH 1). Después de la deposicion de oro, se empled el mismo
procedimiento para la fijacion de virus. Este electrodo se colocé en una célula de flujo (mostrada en la FIG. 11A)
que proporciona un suministro radial simétrico de la solucion a la superficie del electrodo QCM de forma circular.
Las mediciones de masa se realizaron utilizando un QCM 200 (Quartz Crystal Microbalance Digital Controller, 5
MHz Crystal Oscillator, Stanford Research Systems) con una velocidad de flujo de 10 uLmin™ obtenida de una
bomba de jeringa (Kd Scientific Inc.).

Andlisis AFM

[0039] Se obtuvieron imagenes de microscopia de fuerza atomica (AFM) en modo de contacto intermitente en
aire a presion y humedad ambiental utilizando un microscopio de sonda de barrido de Park Scientific Instruments
AutoProbe CP Research (ahora Veeco, Santa Barbara, CA). El escaner piezoeléctrico se calibré utilizando una
rejilla de 1,0 um en las direcciones xy y en la direccion z usando varios estandares de altura convencional. Las
puntas eran de silicio (Ultrasharp cantilevers, modelo n.° NSC11, MikroMasch). Los topogramas se obtuvieron de
256 x 256 pixeles y fueron aplanados linea a linea y analizados utilizando el software AutoProbe de tratamiento
de imagen suministrado por el fabricante del AFM.

Analisis de fluorescencia

[0040] Se prepararon electrodos interdigitados con espacios de 2 um por fotolitografia en una sala limpia. La
modificacién de la superficie fue similar a la preparacion de los electrodos con virus, excepto que el ensamblaje
se realizd en una célula de flujo de PDMS con un canal de 0,3 mm de ancho y 0,8 mm de largo. Los anticuerpos
anti-M13 marcados fluorescentemente se afiadieron con una bomba de jeringa a una velocidad de 10 pl/min
antes de aclarar con soluciones de PBF-Tween y PBF durante 10 minutos cada una. Para visualizar el electrodo
se utilizé un microscopio Axioskop2 MAT (Carl Zeiss Micromaging Inc.) equipado con un filtro apropiado y una
camara digital Nikon Coolpix 5000.

Resultados y discusién

[0041] En este experimento, el biosensor consistié en un electrodo de oro modificado de manera covalente con
el fago M13, que se une a un anticuerpo monoclonal anti-M13 (p-Ab). Para el reconocimiento del marcador de
cancer de prostata, el antigeno prostatico especifico de membrana (PSMA), se aislaron fagos con alta afinidad
por PSMA de selecciones de una biblioteca de péptidos de diversidad ~5 x 10", Este PSMA-fago se une a
PSMA y a p-Ab y, como el fago M13, no se une al anticuerpo de control negativo (n-Ab, Ab monoclonal anti-His).
Los fagos y anticuerpos se unieron y midieron en soluciones de PBF-Tween-BSA, con la excepcion de los
experimentos con QCM en los que se omitié el BSA para reducir el fondo. Este tampdn permite una evaluacion
realista del potencial de este dispositivo para ejecutar mediciones fisioldgicas, ya que incluye una concentracion
alta de sal (I > 140 mM) y un pH de 7,2.

[0042] La preparacion de una superficie covalente con virus sin poros fue critica para realizar mediciones
electroquimicas fiables. Primero se pulié la superficie de oro y luego se activd mediante la electrodeposicion
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breve de una pequefia cantidad de oro fresco. Como se muestra esquematicamente en la FIG. 5, se anclaron
particulas de fago 34 al electrodo de oro 18 a través de una monocapa autoensamblada (SAM) de éster de
tiooctil NHS. Esta SAM requirid ~18 horas para ensamblarse a partir de una disolucion de DMF seca del éster
activado con NHS y, después de la reaccién con el fago, produjo una capa densa de virus covalente
eléctricamente resistente. Se tomaron imagenes del electrodo por microscopia de fuerza atdmica sin contacto
(NC-AFM) y la superficie de oro limpio se caracterizd por una rugosidad RMS de <1 nm con granos de oro de 10
pum de didmetro delineados por bordes granulares como se ilustra en la FIG. 10A. Después de la modificacion
covalente con virus, la imagen de NC-AFM mostrada en la FIG. 10B muestra una superficie estriada con una
aspereza de 2-3 nm. Debido a que las particulas individuales de fago M13 tienen ~6-8 nm de diametro y
aproximadamente 1 um de longitud, las estrias observadas en la FIG. 10B concuerdan con la presencia de haces
alineados de particulas de fago M13 en la superficie de oro. Junto con la BSA adsorbida, esta capa covalente de
virus aumenta de manera pronunciada la resistencia de la superficie de electrodo con el aumento mas grande
observado a frecuencias menores como se muestra en la FIG. 10C.

[0043] Con referencia a la FIG. 10D, la capa superficial de virus covalente, después de la exposicién a BSA, fue
lo suficientemente densa como para inhibir completamente las caracteristicas electroquimicas de las superficies
de oro subyacentes (compérese el electrodo superior con virus con trazas de oro desnudo). El voltamograma
ciclico para un electrodo de oro desnudo en tampén PBF ilustrado en la FIG. 10D muestra tres reacciones
electroquimicas incluyendo: (1) una oxidacion reversible del oro (a 0,5 V), (2) reduccion del 6xido de oro
resultante (a 0,2 V), y (3) reduccién de H" para formar H, (a 0,0 V). Después de la modificacién covalente con
virus y el tratamiento con BSA/Ab-p, no se observa ninguna de estas tres reacciones (electrodo con virus en la
FIG. 10D), lo que indica que el electrodo de oro esta aislado del contacto directo con la disolucion de electrolito.
No obstante, si se realiza un barrido reiterado del potencial de este electrodo a +1,0 V, la SAM se desorbe
oxidativamente, liberando asi el virus y el Ab-p de la superficie de oro. A medida que la desorcion de la SAM
procede sobre el curso de diez barridos voltamétricos (mostrado por flechas opuestas en la parte inferior del
barrido en la FIG. 10D), emergen picos de corriente caracteristicos del oro desnudo. La selectividad del
biosensor para p-Ab frente a n-Ab y PSMA que demostramos a continuacién requirié superficies con virus
covalentes con esta fuerte pasivacion de la superficie de oro.

[0044] Para guiar el desarrollo del electrodo con virus, dos métodos independientes se usaron para evaluar el
funcionamiento de la superficie de virus covalente. Primero, la gravimetria con microbalanza de cristal de cuarzo
(QCM) permiti6 medir directamente cambios de masa en la superficie de virus covalente durante la exposicion de
estas superficies a p-Ab y n-Ab. Los resultados de esto se ilustran en la FIG. 11A. Las mediciones con QCM
revelaron que los electrodos con virus se unen répida e irreversiblemente a p-Ab, pero no se unen a n-Ab en
ningun grado medible. La omisién del fago, seguida de la adicion de tampdn y BSA, resulté en una superficie
incapaz de unirse a p-Ab marcado fluorescentemente. Esto se puede observar en la FIG. 11C que ilustra la
ausencia de unién. Como era de esperar, la superficie de virus covalente reconocié y se unio al p-Ab marcado
fluorescentemente, como se muestra en la FIG. 11D. El p-Ab marcado con fluorescina se ve claramente en la
FIG. 11D situado en los electrodos de oro estampados ilustrados en la FIG. 11B.

[0045] La espectroscopia de impendancia electroquimica evalué el rendimiento del electrodo con virus en
respuesta a la exposicion a n-Ab, PSMA y p-Ab. Las FIGS. 12A-12D ilustran el cambio de impendancia (tanto
capacitiva como resistiva) como funcién de la frecuencia aplicada. También se ilustran (FIGS. 12C y 12D) las
proporciones de sefial a ruido asociadas a estas mediciones particulares. Estos experimentos han explorado dos
modos de deteccion. Primero, el electrodo con virus se expuso a analito durante 1 hora, se enjuagé con tampon
de lavado y luego se transfirié a bafer de lavado para medir la impendancia. En las FIGS 12A y 12B, la sefial se
define como el cambio en la impendancia que es o bien capacitiva, AZ, (FIG. 12A), o bien resistiva, AZge (FIG.
12B), en relacion a la impendancia inicial de la superficie de virus covalente, tras tratamiento con BSA (es decir,
electrodo con virus en tampén). En el intervalo de frecuencia de 100 Hz a corriente continua (dc), tanto AZm
como AZge aumentaron exponencialmente con la reduccion de la frecuencia. Mientras que las amplitudes de
sefial relativamente grandes observadas a frecuencias muy bajas se han visto como razén para utilizar
frecuencias inferiores a 1 Hz en biosensores, estos resultados hallan que la variabilidad entre medidas de AZim y
AZge, como se mide con la desviacion tipica obtenida para mediciones replicadas, o,z (representada como barras
de error en las FIGS. 12A y 12B), aumenté en paralelo con AZ tanto para AZm como para AZge. Asi, las
frecuencias bajas proporcionan una sefial grande, pero desafortunadamente un ruido de fondo
proporcionalmente mayor. No obstante, entre 2 kHz y 500 kHz, AZ,, se vuelve pequefia, como se muestra en la
FIG. 12A, pero AZge se puede medir facilmente con una sefial positiva tanto para p-Ab como para PSMA, y con
una sefial cercana a cero para n-Ab, como se ilustra en la FIG. 12B.

[0046] EI valor positivo de AZge sobre este intervalo de frecuencias significa que cuando el electrodo con virus
esta unido al analito o la diana tiene una resistencia mayor que cuando el electrodo esta en el estado inicial
previo a la exposicién al analito. Esta mayor resistencia puede derivar de la formacién de una capa de analito
unido situada encima del electrodo con virus. Se cree que estas moléculas de analito unido pueden tanto
desplazar el electrolito, como impedir el transporte i6nico a la superficie del electrodo bloqueandolo fisicamente.
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[0047] Los datos de las FIGS. 12A y 12B sugieren que la proporcién entre AZ y o,z a cada frecuencia puede
proporcionar un mejor factor de mérito que AZ. Cuando AZ/c,z, 0 la proporcion de sefial a ruido, se representa
frente a la frecuencia tanto para los canales capacitivos como para los resistivos (FIGS. 12C y 12D,
respectivamente), es evidente que los valores mas altos (es decir, aquellos con las proporciones de sefial a ruido
mas altas) se obtienen en el canal resistivo en el intervalo de frecuencias de aproximadamente 2 kHz a
aproximadamente 500 kHz. Aqui, AZre/caz = 16 para PSMA y AZgreloaz = 20 para p-Ab (FIG. 12D). Ademas, los
valores medidos de AZgrelc,z permanecieron practicamente invariables en este intervalo de frecuencias (por
ejemplo, de aproximadamente 2 kHz a aproximadamente 500 kHz).

[0048] La FIG. 13A ilustra la medicion del valor dependiente de la frecuencia de Zge cuando un electrodo con
virus se expuso primero a PSMA y posteriormente se enjuagé para liberar PSMA de la superficie del sensor.
Como se observa en la FIG. 13A, solo a 10 kHz y 100 kHz se recupera la impendancia del electrodo con virus
recién preparado después de esta operacion de enjuagado. A estas frecuencias, la elevada resistencia del
estado de Zge asociado a PSMA unido y la del estado de baja Zge asociado a una superficie de sensor limpio se
reproducen para tres ciclos sucesivos de exposicion/enjuagado antes del fallo del sensor en la cuarta exposicion
a PSMA. Usando 10 kHz, puede medirse la dependencia de AZge de la concentracion de PSMA. Por ejemplo, la
FIG. 13B ilustra una curva de calibracion de cuatro sensores separados 14 cada uno expuesto a una
concentracion diferente de PSMA. En base a la curva de calibracién de la figura 13B, estos datos permiten
estimar un limite de deteccién para PSMA de aproximadamente 120 nM utilizando el sensor 14, que es un valor
comparable a los niveles observados en el semen de hombres saludables. Durante el uso operativo de los
sensores 14, 90, los datos de la curva de calibracion se pueden cargar en el analizador de impendancia 40 y/o el
ordenador 42 para determinar la concentracion de la(s) diana(s) 50 en la muestra o la solucion de ensayo 12. Por
ejemplo, una vez se ha medido AZge, la concentracion correspondiente puede entonces determinarse en funcion
de la curva de calibracién. Esto se puede realizar a través de una tabla de consulta, base de datos o software
gue contenga la curva de calibraciéon para la diana 50 de interés particular. En un aspecto de la invencion,
cuando hay una pluralidad de electrodos 92, 94 como en el sensor 90, puede haber una curva de calibracion
separada para cada una de las dianas 50 que corresponden a las particulas de virus 34 cargadas sobre el
sensor 90.

Experimento n.° 2

[0049] En un segundo experimento segun la presente invencion, multiples sensores 90 del tipo ilustrado en las
figuras 6A, 6B y 7-9 se expusieron a 133 nM de n-Ab y 133 nM de p-Ab. Usando un analizador de impendancia
40, se calculé AZge en un intervalo de frecuencias aplicadas que varia de 10 kHz a 100 kHz.

[0050] La FIG. 14 ilustra un grafico de AZgre como funcién de la frecuencia aplicada tanto para n-Ab como para p-
Ab. Como se observa en la FIG. 14, se obtiene un valor AZg. positivo en el intervalo de frecuencias de 10 kHz a
aproximadamente 90 kHz. Consecuentemente, el sensor 90 es capaz de detectar la presencia de p-Ab en
concentraciones tan bajas como 133 nM. En este experimento particular, los electrodos 92, 94 tenian una altura
de 40 nm y estaban separados por 11 mm. Se cree que la sensibilidad del sensor 90 se puede aumentar
reduciendo la separacion entre electrodos adyacentes 92, 94, permitiendo asi la deteccién de concentraciones
incluso menores de p-Ab.

[0051] Existen numerosas aplicaciones para los sensores 14, 90 descritos en la presente. Por ejemplo, los
sensores 14, 90 se pueden utilizar para diagnéstico y cribado no invasivos de cancer. Ademas, debido a que los
sensores 14, 90 se pueden confeccionar para practicamente cualquier molécula diana, los sensores 14, 90
también pueden emplearse en otras aplicaciones diagnosticas. Ademas, debido a la naturaleza compacta y
robusta de los sensores 14, 90, pueden ser particularmente adecuados para proporcionar ensayos directos
sensibles para aplicaciones de control y deteccion medioambiental. Por ejemplo, los sensores 14, 90 son
capaces de operar durante varias horas en presencia de tampones de elevada fuerza iénica. Finalmente, los
sensores 14, 90 también se pueden usar en biodefensa y otras aplicaciones.

[0052] Si bien se han mostrado y descrito formas de realizacion de la presente invencion, se pueden realizar
varias modificaciones sin apartarse del alcance de la presente invencion. La invencion, por lo tanto, no deberia
limitarse, excepto a las reivindicaciones siguientes y sus equivalentes.
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REIVINDICACIONES
1. Ensamblaje de biosensor que comprende:

un electrodo de oro electroconductor operativamente acoplado a un analizador de impendancia para
medir el cambio en la impendancia resistiva AZge del electrodo;

una monocapa autoensamblada quimicamente unida a una superficie del electrodo de oro
electroconductor a través de un enlace tiol-oro; y

una pluralidad de particulas viricas de fago unidas de manera covalente a la monocapa autoensamblada.

2. Ensamblaje de biosensor segun la reivindicacion 1, que comprende ademas una o varias macromoléculas
dispuestas en la monocapa autoensamblada.

3. Ensamblaje de biosensor segun la reivindicaciéon 1, donde la pluralidad de particulas de fago comprende el
bacteriéfago M13.

4. Ensamblaje de biosensor segin la reivindicacion 1, donde la pluralidad de particulas de fago se une
selectivamente con el antigeno prostéatico especifico de membrana (PSMA).

5. Ensamblaje de biosensor segun la reivindicacion 1, que comprende ademas un procesador operativamente
conectado al analizador de impendancia para el célculo de una concentracién de analito basado al menos en
parte en el cambio medido de la impendancia resistiva AZge.

6. Ensamblaje de biosensor segun la reivindicacion 1, donde la monocapa autoensamblada comprende éster
tibctico de N-hidroxisuccinimida.

7. Ensamblaje de biosensor segun la reivindicacion 1, donde el electrodo electroconductor de oro comprende
electrodos separados en forma de una matriz y donde cada electrodo de la matriz se acopla al analizador de
impendancia a través de una circuiteria de conmutacion.

8. Ensamblaje de biosensor segun la reivindicacion 1, donde el analizador de impendancia esta operativamente
acoplado al electrodo electroconductor de oro para aplicar una corriente alterna en el intervalo de frecuencias de
aproximadamente 2 kHz a aproximadamente 500 kHz.

9. Ensamblaje de biosensor segun la reivindicacion 1, que comprende ademas al menos un procesador
operativamente acoplado al analizador de impendancia para la comparacion del cambio en la impendancia
resistiva medida AZgre con uno o varios valores preestablecidos, dicho al menos un procesador configurado para
emitir una sefial indicativa de la deteccion de analito basado al menos en parte en la comparacion.

10. Método de deteccion de un analito en una solucién de ensayo, que comprende:

provision de un biosensor que comprende al menos un electrodo electroconductor de oro, una monocapa
autoensamblada unida al electrodo electroconductor de oro a través de un enlace tiol-oro, y una pluralidad
de particulas viricas de fago unidas de manera covalente a la monocapa autoensamblada;

acoplamiento de al menos un electrodo de oro electroconductor a un dispositivo de medicion de
impendancia;

exposicion del biosensor a la solucién de ensayo;

medicién del cambio en la impendancia resisitiva AZgre de al menos un electrodo electroconductor de oro;
y

deteccion de la presencia del analito basada al menos en parte en el cambio medido en la impendancia
resistiva AZge de dicho al menos un electrodo electroconductor de oro, el cambio en la impendancia
resistiva AZge que comprende la obtencién de la diferencia de la impendancia resistiva medida AZge de
dicho al menos un electrodo electroconductor de oro cuando esta unido al analito y cuando no esta unido
al analito.

11. Método segun la reivindicaciéon 10, que comprende ademas la determinacion de la concentracion del analito
basada al menos en parte en una comparacion del cambio medido en la impendancia resistiva AZge de dicho al
menos un electrodo electroconductor de oro y una curva de calibracion.
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