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DESCRIPCION

Procedimiento y sistema para detectar y/o cuantificar bacteriéfagos, uso de un dispositivo microelectrénico sensor
para detectar dichos bacteriéfagos y dispositivo microelectrénico sensor para llevar a cabo dicho procedimiento.

La presente invencidn se refiere a un procedimiento y sistema para detectar y/o cuantificar bacteriéfagos suscep-
tibles de infectar una cepa huésped bacteriana predeterminada, que estd basado en la técnica de la resonancia del
plasmén superficial que tiene lugar sobre la superficie de material conductor de un dispositivo sensor 6ptico.

También se refiere a un dispositivo micro-electrénico sensor para llevar a cabo dicho procedimiento y al uso de
dicho dispositivo micro-electrénico sensor para detectar y/o cuantificar dichos bacteri6fagos.

Antecedentes de la invencion

Los bacteridfagos son virus que infectan bacterias, que estdn formados por dcidos nucleicos (ADN o ARN) envuel-
tos por una cdpside proteica. Estos virus presentan una elevada especificad por las bacterias que infectan de manera que
se puede detectar un determinado bacteriéfago o grupo de bacteriéfagos en funcién de la cepa huésped seleccionada.

De manera resumida, el ciclo de los bacteriéfagos consta de 4 fases: en un primer paso se produce el reconocimiento
bacteriéfago-bacteria y la inyeccién de los dcidos nucleicos fiagicos que contienen la informacién genética necesaria
para la formacién de nuevos bacteriéfagos. A continuacién, el material genético de los bacteridéfagos se integra en
forma de ADN en el cromosoma bacteriano. Una vez integrado, la infeccion de la célula huésped puede provocar dos
tipos de respuesta en funcién del tipo de bacteriéfago que la infecta. Asi, se distinguen los bacteriéfagos atemperados,
que pueden integrarse en el genoma de la célula huésped indefinidamente o hasta que se induce la lisis por diversos
factores, y los bacteriéfagos liticos, los cuales tras un periodo de incubacién y gracias a la maquinaria biosintética de
la célula huésped, replican el material necesario para la creacién de nuevos viriones y salen al exterior mediante la
lisis de la célula huésped.

La deteccién y/o cuantificacién de bacteriéfagos de bacterias entéricas resulta de particular importancia en el
control microbiolégico de aguas y en la determinacién del origen de la contaminacién fecal. Dichos bacteriéfagos han
sido propuestos como microorganismos indicadores de la presencia de virus ya que tienen un comportamiento similar
a éstos. Existen tres grupos de bacteri6fagos de bacterias entéricas que se emplean como indicadores de contaminacién
fecal de origen virico: los colifagos somaticos, fagos RNA F-especificos, y fagos que infectan bacterias Bacteroides

Spp-

Otro grupo de bacteriéfagos cuya deteccién y/o cuantificacion resulta de particular interés, es el formado por los
bacteriéfagos que infectan bacterias lacticas del tipo de las que se emplean para la produccién de quesos u otros
productos fermentados de tipo lactico. Dichos bacteriéfagos afectan seriamente a la produccion de acido lactico lo que
conlleva cuantiosas pérdidas econdmicas en las industrias l4cticas.

Los métodos clasicos para la deteccion de bacteriéfagos se basan en la deteccion de sus efectos sobre sus bacterias
huéspedes. Tradicionalmente para la enumeracién de los bacteriéfagos se utiliza el ensayo de la doble capa de agar, en
el que se deposita una capa de agar semi-sélido que contiene una cepa huésped determinada (en funcién del bacterio-
fago que se quiera cuantificar) y la muestra a analizar, sobre una capa de agar. La cuantificacién de los bacteriéfagos
se realiza mediante la deteccion de zonas o placas de lisis originadas por la infeccién y lisis de la bacteria huésped
por un bacteriéfago o grupos de bacteri6fagos presentes en la muestra, tras un periodo de incubacién de dicha cepa
huésped.

Los métodos basados en la siembra en placas presentan el inconveniente de que son muy lentos, puesto que re-
quieren como minimo 24 de incubacién.

Otros métodos mds recientemente descritos para la deteccion de bacteriéfagos se basan en la detecciéon de dichos
bacteri6fagos mediante la técnica PCR. Sin embargo, estos métodos son caros y, ademads, muy laboriosos.

Las patentes europeas EP0149383 y EP0714450 describen otros métodos para detectar bacteriéfagos, en concreto
para la deteccion de bacteriéfagos de bacterias lacticas.

La patente EP0714450 se refiere a la deteccion de algin componente interno de la bacteria tras su lisis mediante
la emisién de bioluminiscencia, en reacciones enzimaticas catalizadas por enzimas como la luciferaza, mientras que
la patente EP0149383, se refiere a la deteccion de la inhibicién del crecimiento mediante el uso de indicadores de pH
para detectar la actividad microbiana.

Los métodos descritos en las citadas patentes presentan el inconveniente de que no permiten la deteccién de los
bacteriéfagos en estado activo, por lo que resultan en la practica muy poco fiables.

Por otro lado, se trata de métodos muy complejos y caros, puesto que conllevan el uso de un gran nimero de
reactivos.
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Descripcion de la invencion

Un primer objetivo de la presente invencién es el de desarrollar un procedimiento y sistema alternativo para detectar
y/o cuantificar bacteriéfagos, que estd basado en el uso de un dispositivo sensor 6ptico que emplea la técnica de la
Resonancia de Plasmén Superficial, en adelante técnica SPR.

De acuerdo con este objetivo, segliin un primer aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento pa-
ra detectar y/o cuantificar bacteriéfagos susceptibles de infectar una cepa huésped bacteriana predeterminada, que
comprende las etapas de;

a) adherir bacterias procedentes de por lo menos una de dichas cepas huésped, a la superficie de material conductor
de un dispositivo micro-electrénico sensor éptico basado en la técnica de la resonancia de plasmén superficial,

b) exponer las bacterias adheridas a dicha superficie, a una solucién del material a analizar susceptible de contener
bacteriéfagos,

¢) incubar la solucién procedente de la etapa b) en condiciones predeterminadas al objeto de que, si las bacterias
adheridas a la superficie de material conductor del sensor son infectadas por bacteriéfagos, se lleve a cabo la lisis de
dichas bacterias,

d) medir el dngulo de resonancia de la luz incidente sobre el sensor, mientras se lleva a cabo la incubacién de la
etapa c), al objeto de detectar el cambio en el dngulo de resonancia producido por la lisis bacteriana.

Atendiendo al mismo objetivo, segliin un segundo aspecto, la presente invencién proporciona un sistema para
detectar y/o cuantificar bacteri6fagos susceptibles de infectar una cepa huésped bacteriana predeterminada, que com-
prende un dispositivo micro-electronico sensor Optico basado en la técnica de la resonancia de plasmoén superficial,
bacterias de dicha cepa huésped, adheridas a la superficie de material conductor de dicho dispositivo, y medios de
procesamiento y control para detectar el cambio en el dngulo de resonancia de la luz incidente sobre el sensor, sien-
do producido dicho cambio por efecto de la lisis, al ser dichas bacterias infectadas y lisadas por dichos bacterié-
fagos.

Un segundo objetivo de la presente invencion es el de proporcionar un dispositivo micro-electrénico sensor 6p-
tico basado en la técnica de la resonancia de plasmén superficial, que comprende bacterias adheridas a la superficie
de material conductor del sensor, perteneciendo dichas bacterias a por lo menos una cepa huésped predeterminada,
seleccionada para ser infectada por bacteri6fagos de especificidad predeterminada a dicha cepa.

Por ultimo, un tercer objetivo de la presente invencién es la utilizacién de un dispositivo micro-electrénico sensor
optico para detectar y/o cuantificar bacteridéfagos susceptibles de infectar una cepa huésped bacteriana predeterminada,
mediante resonancia de plasmoén superficial.

En la presente invencién, por dispositivo micro-electrénico se entenderd un componente sensor plano, preferente-
mente fabricado con tecnologias microelectrénicas de capa delgada.

Por material conductor se entendera cualquier material conductor, preferentemente, metales, pero también, 6xidos
conductores dopados.

De igual modo, por técnica de resonancia de plasmoén superficial se entenderd la técnica que se basa en la deteccién
del cambio en el indice de refraccién que tiene lugar en una solucién dispuesta préxima a la superficie de material
conductor de un dispositivo sensor 6ptico.

El fenémeno de la resonancia de plasmén superficial se produce cuando un haz de luz ilumina la interfase entre dos
medios con distinto indice de refraccién, entre los que se ha insertado una capa fina de material conductor, como por
ejemplo, un metal. La onda evanescente creada por la reflexion total interna interacciona con los electrones oscilantes
o plasmones del metal, causando una disminucién en la intensidad de luz reflejada. El d4ngulo de resonancia al que se
da este fendmeno es sensible al indice de refraccién de la solucién proxima al metal o material conductor. Como la
longitud de onda de la luz incidente y el indice de refraccion del metal y del sustrato sobre el que se deposita dicho
metal, se mantienen constantes, el angulo de resonancia varia solamente con los cambios en el indice de refraccién de
la solucién préxima al metal. Por este motivo, en base a éste fendmeno, las interacciones macromoleculares que tienen
Iugar en la solucién préxima al metal o material conductor, pueden monitorizarse mediante los cambios en el dngulo
de resonancia.

En la actualidad, los sensores 6pticos basados en la técnica SPR, se utilizan para detectar una gran variedad de
interacciones biomoleculares, como por ejemplo, interacciones antigeno-anticuerpo. Sin embargo, no se ha descrito el
uso de dichos sensores Opticos para la deteccidn de actividad féagica.

La presente invencion proporciona un procedimiento y sistema para detectar bacteriéfagos que emplea un disposi-
tivo sensor 6ptico basado en la técnica SPR.
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El procedimiento y sistema reivindicado presenta la ventaja de que es muy sencillo, fiable y altamente sensible.

Tal y como se ha comentado, el procedimiento y sistema reivindicado estd basado en la deteccion del cambio del
indice de refraccién, o cambio en el dngulo de resonancia, que tiene lugar en una solucién susceptible de contener
bacteridfagos, dispuesta préxima a la superficie de material conductor de un dispositivo sensor dptico al que se han
adherido bacterias.

Los experimentos efectuados han permitido observar que el cambio en el dngulo de resonancia de la luz incidente
sobre el sensor Optico tiene su origen en la actividad fagica de los bacteriéfagos sobre las bacterias adheridas a la
superficie de material conductor del sensor.

En concreto, se ha observado que la replicacion fagica de los bacteriéfagos genera un incremento en el dngulo
de resonancia que es debido a la tisis bacteriana, y a la adsorcién de los restos de proteinas bacterianas y restos de
particulas fagicas, sobre la superficie de material conductor del dispositivo sensor. La lectura del cambio en el dngulo
de resonancia que se obtiene mediante la técnica SPR, posibilita la deteccién y cuantificacién de bacteridfagos de la
solucién de material a analizar.

Segtin una realizacion preferida, la concentracién de bacteriéfagos se determina en funcién del tiempo transcurrido
para detectar el cambio en el 4ngulo de resonancia, mediante la correspondiente curva de calibracién que correlaciona
el tiempo de deteccion del cambio con la concentracion de bacteri6fagos.

El sistema y procedimiento de la presente invencion presenta la ventaja de que es altamente fiable, puesto que
detecta los bacteridfagos en estado activo. Ademads, se trata de un método muy sensible y rapido que permite detectar
hasta 10> PFU/ml (Unidades Formadoras de Placas) en menos de 2 horas. Por otro lado, se trata también de un método
y sistema muy sencillo, facilmente reproducible y automatizable, que permite la monitorizacién en tiempo real de la
concentracion de bacteridfagos de una muestra. Ademads, puede aplicarse para la deteccidon de bacteriéfagos presentes
en cualquier tipo de matriz (aguas residuales, lodos de depuradora, leche, biosélidos, etc...).

Tal y como se ha comentado, tanto el sistema como el procedimiento reivindicados requieren de la adhesién a la su-
perficie de material conductor del dispositivo sensor, de la cepa huésped para el bacteridéfago o grupo de bacteriéfagos
que se pretenden detectar. Dicha adhesion bacteriana puede llevarse a cabo mediante técnicas distintas.

Segtin una realizacién, la adhesion se lleva a cabo mediante la adsorcién previa sobre la superficie de material
conductor del sensor, de material quimico o bioldgico destinado a inmovilizar las bacterias.

Preferiblemente, dicha adsorcién previa se lleva a cabo mediante una solucién de avidina destinada a acoplar
las bacterias previamente biotiniladas. Sin embargo, segin otra realizacion, dicha adsorcién previa se lleva a cabo
mediante anticuerpos capaces de reconocer las bacterias a inmovilizar.

Segtin otra realizacion, la adhesién se realiza mediante la formacién de monocapas autoensambladas (SAMs)
sobre la superficie de material conductor del sensor, en las que se inmoviliza la avidina de manera especifica. Para la
formacién de las monocapas autoensambladas se utiliza preferentemente compuestos tiolados con grupos funcionales
epoxi o aldehido.

En cualquier caso, la presente invencién proporciona un dispositivo micro-electronico sensor para detectar bacte-
ri6fagos que constituye, por sf mismo, una valiosa herramienta de diagnéstico que permite la monitorizacién en tiempo
real de la lisis bacteriana, sin necesidad de utilizar reactivos marcados.

Preferiblemente, dicho dispositivo micro-electrénico es un chip sensor o dispositivo micro-electrénico miniaturi-
zado plano, preferentemente fabricado con tecnologias litograficas de capa delgada. El chip constituye un sensor muy
sensible, el cual, gracias a su reducido tamafio, permite realizar medidas en volimenes de muestra muy pequefios y en
tiempos muy cortos.

También preferiblemente, el material conductor de dicho dispositivo micro-electrénico es oro. Sin embargo, tal y
como se ha comentado, pueden emplearse también otros metales, como por ejemplo, plata.

El procedimiento y sistema reivindicados pueden aplicarse a la deteccion de cualquier tipo de bacteriéfagos siem-
pre que se disponga de la cepa huésped para la que dicho bacteriéfago presenta una especificidad predeterminada.
Dichos bacteriéfagos pueden proceder de muestras de materiales muy diversos; por ejemplo de aguas, lodos de depu-
radoras, leche, u otro tipo de materiales sélidos o liquidos para los que la deteccioén de bacteriéfagos resulte intere-
sante.

En el caso concreto de muestras procedentes de aguas, la deteccién de bacteriéfagos resulta especialmente inte-
resante, puesto que éstos han sido propuestos como microorganismos indicadores de la presencia de contaminacién
fecal de tipo virico.

Segin una realizacidn preferida, la presente invencién se refiere a la deteccion de bacteri6fagos de importancia
en el control microbiolégico de aguas y/o en la determinacién de contaminacion fecal, entre los que se incluyen,
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por ejemplo, los colifagos somaticos, los bacteri6fagos F-RNA especificos, y bacteriéfagos que infectan Bacteroides
fragilis.

Seglin otras realizaciones, los bacteriéfagos de la presente invencién son bacteriéfagos que infectan bacterias ldc-
ticas, como por ejemplo: Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus plan-
tarum, y Streptococcus thermophilus.

Breve descripcion de los dibujos

Para mayor comprension de cuanto se ha expuesto se acompaiian unos dibujos en los que, esquemdticamente y
sélo a titulo de ejemplo no limitativo, se representa un caso practico de realizacién para la deteccion y cuantificacién
de colifagos somaticos presentes en muestras procedentes de aguas residuales.

En dichos dibujos:

la figura 1 es una vista esquematica de la estructura de un dispositivo micro-electrénico sensor, en concreto, un
chip sensor 6ptico, empleado para detectar bacteri6fagos mediante la técnica de resonancia de plasmén superficial,

la figura 2 muestra una representacion grafica en el tiempo de medidas del dngulo de resonancia tomadas en una
muestra control y en una muestra de agua residual que contiene el colifago somatico ®X174 susceptible de infectar la
cepa bacteriana de Escherichia coli ATCC 700078,

la figura 3 muestra una representacién grafica en el tiempo de medidas normalizadas del angulo de resonancia
tomadas en una serie de disoluciones que contienen distintas concentraciones del colifago somatico ®X174. Las
medidas representadas son las tomadas durante la fase de incubacién de las disoluciones, en la que se produce el
incremento del dngulo de resonancia debido a la lisis y

la figura 4 es una representacién grifica que muestra las medidas normalizadas del dngulo de resonancia de tres
muestras de agua residual analizadas, de referencia GA2007, HM 1402 y HM2100. Las medidas representadas son las
tomadas durante la fase de incubacion de las muestras, en la que se produce el incremento del dngulo de resonancia
debido a la lisis.

Descripcion de una realizacion preferida

A continuacién se describe un ejemplo de realizacién del procedimiento y sistema de la presente invencién para la
deteccion del bacteriéfago ®X174 que infecta la cepa huésped de Escherichia coli ATCC 700078, también conocida
como cepa WGS segun descrito en la norma internacional ISO 10705-2.

En la realizacion que se describe, el dispositivo micro-electrénico empleado es un chip sensor optico 1 como el
representado en la figura 1, que comprende una capa la de oro de 50 nm, depositado sobre un sustrato de silice 1b.

Tal y como se ha comentado en la descripcion detallada de la invencidn, el procedimiento y sistema reivindicados
estdn basados en el fendmeno de resonancia de plasmoén superficial que tiene lugar en un chip sensor 1, al que previa-
mente se han adherido bacterias 2 de una cepa huésped predeterminada para el bacteriéfago o grupo de bacteriéfagos
que se pretende detectar.

En la realizacion que se describe, las bacterias 2 son adheridas a la superficie 1a de oro del chip 1 mediante uniones
avidina-biotina. Para ello, en primer lugar se realiza una funcionalizacién de la superficie de oro del chip 1 mediante
la adsorcién directa de 50 ul de una solucién de avidina (0,5 mg/ml), durante 10 minutos. A continuacion, se lava
la superficie 1a del chip 1 con tampdn fosfato y se procede a la inmovilizacién bacteriana propiamente dicha de las
bacterias 2 previamente biotiniladas segtin procesos estandares.

Para llevar a cabo la inmovilizacién de la cepa bacteriana de Escherichia coli ATCC 700078 sobre la superficie
activa del chip 1, se procede a incubar las bacterias 2 biotiniladas durante 1 hora y a 37°C, en tamp6n fosfato. La
incubacién posibilita el acoplamiento de las bacterias 2 con la avidina adsorbida y, por lo tanto, la adhesién de dichas
bacterias 2 mediante uniones avidina-biotina, a la superficie 1a del chip 1.

Una vez adheridas las bacterias 2 a la superficie la del chip, se lleva a cabo la deteccién de bacteriéfagos pro-
piamente dicha. Para ello, el chip 1, en particular la superficie metdlica 1a sobre la que se encuentran adheridas las
bacterias 2, se expone a un medio de cultivo para el enriquecimiento de los bacteri6fagos, en el que previamente se
inocula una muestra de la solucién de material a analizar. A continuacidn, se procede a incubar la solucién en contacto
con el chip 1 hasta la deteccion de la sefial de resonancia.

Una vez realizado todo el proceso de deteccion, el chip 1 empleado se lava con etanol y agua, y es sometido a un
tratamiento de ozonizacién de treinta minutos antes de volver a ser reutilizado.

En el ejemplo de realizacién que se describe, se analizaron tres muestras diferentes de aguas residuales de origen
urbano que contenian concentraciones distintas de bacteriéfagos colifagos somaticos ®X174. Para preparar las mues-
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tras, en cada caso se procedié a inocular 10 p1 de la muestra correspondiente en 90 ul de medio de cultivo MSB para el
enriquecimiento de los colifagos somadticos. El medio de cultivo MSB empleado para el enriquecimiento de colifagos
somaticos se prepard segtn lo descrito en la norma internacional ISO 10705-2.

El procesado de las muestras, antes de su inoculo, consistié en una centrifugacién de 10 minutos a 1000 r.p.m., y
en una filtracién en filtro de 0,22 um de baja adsorcién proteica.

Las medidas del angulo de resonancia se efectuaron mientras se llevaba a cabo la incubacién a 37°C de la solucién
de material a analizar en contacto con el chip 1, al objeto de que si las bacterias 2 eran infectadas por bacteriéfagos,
fuera detectado el cambio en el dngulo de resonancia producido por la lisis bacteriana.

La lectura del cambio en el dngulo de resonancia producido por dicha lisis se lleva a cabo mediante un equipo
comercial SPR que analiza, por medio de un detector de diodos, la intensidad de la luz reflejada por el sensor 1
optico.

Para la lectura del dngulo de resonancia, el chip sensor 1, en el que tiene lugar el fendmeno de resonancia, se
dispone en contacto con un prisma 3 de acoplamiento de un sistema Optico a través del que se enfoca la luz polarizada
hacia el plano no modificado del chip sensor 1, en este caso, el plano de silice 1b. La luz incidente polarizada se
acopla al campo de electrones a través de dicho prisma 3 para crear una onda energética que se extiende a través del
material dieléctrico depositado en la superficie 1a del chip 1 (en la realizacion que se describe, medio de cultivo MSB
inoculado con la solucién de material a analizar). La interaccién de la onda evanescente con los electrones oscilantes
o plasmones de material conductor, causa una disminucion de la intensidad de la luz reflejada que es detectada y
analizada por el equipo comercial SPR. El dngulo de resonancia al que se da el fendmeno descrito es sensible al indice
de refraccién de la solucién préxima al metal 1a, por lo que los cambios en el indice de refraccién de dicha solucién
pueden monitorizarse mediante la lectura del dngulo de resonancia.

En la presente invencion, los experimentos efectuados han permitido observar que la replicacion fagica de los
colifagos somadticos presentes en la solucién de material a analizar, modifica el indice de refraccién de la solucién
proxima al metal 1a del sensor 1, lo que se traduce en un incremento en el dngulo de resonancia de la luz incidente.
Este incremento se ha atribuido a la lisis bacteriana y a la adsorcién de los restos de proteinas bacterianas y restos de
particulas fagicas sobre la superficie 1a de material conductor del sensor 1.

La figura 2 muestra una representacion grafica en el tiempo de las medidas del dngulo de resonancia tomadas en
una muestra control y en una de las muestras de agua residual analizadas, que contiene colifagos sométicos ®X174.
La representacion grafica incluye medidas del dngulo durante la fase de funcionalizacién del chip 1, la fase de inmo-
vilizacion bacteriana, y la fase de deteccién propiamente dicha de los bacteridfagos, en la que se incuba la solucién de
material a analizar en contacto con el chip 1.

Tal y como se aprecia en la figura 2, la muestra que contiene bacteriéfagos presenta un incremento en el dngulo de
resonancia de alrededor de 150 miligrados en un tiempo de deteccion no superior a dos horas (el punto de incremento
de la lectura del dngulo de resonancia viene representado mediante un asterisco). Este hecho se atribuye a la actividad
de los bacteri6fagos.

Para calibrar el sensor 1, se compard en paralelo la cantidad de bacteri6fagos detectados mediante el ensayo
tradicional de la doble capa de agar, descrito en la ISO 10705-2, con la deteccién de los mismos mediante el método
de la invencién que utiliza la técnica SPR.

Para ello, se prepar6 un stock del bacteriéfago ®X174, de 10 PFU/ml (Unidades Formadoras de Placas) y se
realizaron diluciones decimales seriadas en tampdn fosfato, las cuales fueron valoradas en paralelo mediante las dos
técnicas mencionadas.

La figura 3 muestra una representacion grafica en el tiempo de medidas normalizadas del dngulo de resonancia
para la serie de disoluciones mencionadas. La medidas representadas son las tomadas durante la fase de incubacién de
dichas disoluciones, en la que tiene lugar el incremento del dngulo de resonancia producido por la actividad fagica.

Tal y como se observa en la figura 3, la pendiente de las curvas de calibracidn representadas es mds pronunciada
para aquellas disoluciones con una concentracién mayor de bacteriéfagos, siendo el tiempo de deteccién del cambio
en el dngulo de resonancia, menor, cuanto més alta es dicha concentracién.

Los experimentos efectuados han puesto de manifiesto que el limite de deteccidn del método puede establecerse
en 10? PFU/ml (Unidades Formadoras de Placas), produciéndose un aumento del dngulo de resonancia en un tiempo
no superior a 2 h, en todos los casos.

En la figura 4, se han representado las medidas normalizadas del dngulo de resonancia de las tres muestras de
agua residual analizadas, de referencia GA2007, HM 1402 y HM2100. Las medidas representadas son las tomadas
durante la fase de incubacion de las muestras, en la que se produce el incremento del dngulo de resonancia debido a la
lisis.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2340 121 Bl

Tal y como puede apreciarse en la figura 4, la pendiente de la curva normalizada es superior para la muestra de
referencia GA2007, lo que indica que la concentracién de bacteriéfagos de dicha muestra es superior a la de las otras
muestras, siendo detectado el cambio en el dngulo de resonancia en un tiempo inferior.

El célculo de la concentracion de bacteriéfagos de cada una de las muestras de la figura 4, se determina en funcién
del tiempo transcurrido para la deteccién del cambio en el 4ngulo de resonancia, mediante la correspondiente curva de
calibracién que correlaciona el tiempo de deteccidn del cambio con la concentracidn de bacteriéfagos.

Sorprendentemente, la presente invencién proporciona un sistema y método para detectar bacteridéfagos que es
muy sensible y, ademds, muy fiable, puesto que se ha demostrado que los resultados obtenidos con el método SPR
presentan una elevada correlacién con los resultados obtenidos mediante el ensayo tradicional de doble capa de agar.

En la realizacion que se describe, la adhesion de bacterias 2 a la superficie del chip 1 se ha llevado a cabo mediante
la adsorcién de una solucién de avidina a la que se acoplan las bacterias 2 previamente biotiniladas. No obstante, tal y
como ya se ha comentado en la descripcion de la invencion, la adhesion de bacterias puede realizarse mediante cual-
quier otro tipo de técnica equivalente destinada a inmovilizar las bacterias 2 sobre la superficie de material conductor
1a del chip sensor 1.

Por otro lado, la realizacién descrita se refiere a la deteccion de bacteri6fagos colifagos somdticos que infectan
Escherichia coli. No obstante, tal y como ya se ha comentado, la presente invencion puede aplicarse a la deteccion y/o
cuantificacion de cualquier tipo de bacteriéfago siempre que se disponga de una cepa huésped bacteriana susceptible
de ser infectada por dicho bacteriéfago.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para detectar y/o cuantificar bacteriéfagos susceptibles de infectar una cepa huésped bacteriana
predeterminada, que comprende las etapas de;

a) adherir bacterias procedentes de por lo menos una de dichas cepas huésped, a la superficie de material conductor
(1a) de un dispositivo micro-electrénico sensor ptico (1) basado en la técnica de la resonancia de plasmon superficial,

b) exponer las bacterias (2) adheridas a dicha superficie, a una solucién del material a analizar susceptible de
contener bacteriéfagos,

¢) incubar la solucién de la etapa b) en condiciones predeterminadas al objeto de que, si las bacterias (2) adheridas
sobre la superficie de material conductor (1a) son infectadas por bacteri6fagos, se lleve a cabo la lisis de dichas
bacterias (2),

d) medir el d4ngulo de resonancia de la luz incidente sobre el sensor (1), mientras se lleva a cabo la incubacién de
la etapa c), al objeto de detectar el cambio en el dngulo de resonancia producido por la lisis bacteriana.

e) determinar la concentracién de bacteridfagos de la solucién, en funcién del tiempo transcurrido para detectar el
cambio en el dngulo de resonancia, mediante la correspondiente curva de calibracién que correlaciona el tiempo de
deteccion del cambio con la concentracién de bacteriéfagos.

2. Procedimiento segun la reivindicacién 1, donde la adhesion bacteriana de la etapa a) comprende la adsorcion
previa sobre dicha superficie de material conductor (1a), de material quimico o biolégico destinado a inmovilizar las
bacterias (2) sobre el sensor (1).

3. Procedimiento segtin la reivindicacién 1, donde el material conductor (1a) es oro.
4. Procedimiento segun la reivindicacion 1 donde las bacterias (2) son bacterias biotiniladas.

5. Procedimiento segun la reivindicacién 1 donde dichos bacteriéfagos son colifagos somaticos o bacteriéfagos
susceptibles de infectar cepas de Escherichia coli.

6. Procedimiento segtin la reivindicacién 1 donde dichos bacteri6fagos son bacteriéfagos susceptibles de infectar
cepas de bacterias lacticas.

7. Procedimiento segtn la reivindicacién 1 en el que la solucidon de material a analizar procede de una muestra de
material liquido o material solubilizado en un liquido.

8. Procedimiento segtin la reivindicacion 1 en el que la solucién de material a analizar procede de una muestra de
agua.

9. Sistema para detectar y/o cuantificar bacteriéfagos susceptibles de infectar una cepa huésped bacteriana prede-
terminada, que comprende un dispositivo micro-electrénico sensor (1) éptico basado en la técnica de la resonancia
de plasmoén superficial, bacterias (2) de dicha cepa huésped, adheridas a la superficie de material conductor (1a) de
dicho dispositivo (1), y medios de procesamiento y control para detectar el cambio en el dngulo de resonancia de la luz
incidente sobre el sensor (1), siendo producido dicho cambio por efecto de la lisis, al ser dichas bacterias (2) infectadas
y lisadas por dichos bacteriéfagos.

10. Sistema segun la reivindicacion 9 donde el material conductor (1a) es oro.
11. Sistema segtn la reivindicacién 9 donde las bacterias (2) son bacterias biotiniladas.

12. Sistema la reivindicacion 9 donde dichos bacteriéfagos son colifagos sométicos o bacteriéfagos susceptibles
de infectar cepas de Escherichia coli.

13. Sistema segtn la reivindicacién 9 donde dichos bacteriéfagos son bacteriéfagos susceptibles de infectar cepas
de bacterias lcticas.

14. Sistema segun la reivindicacién 9 en e! que la solucién de material a analizar procede de una muestra de
material liquido o material solubilizado en un liquido.

15. Sistema segun la reivindicacién 9 en el que la solucidn de material a analizar procede de una muestra de agua.

16. Dispositivo micro-electrénico sensor 6ptico basado en la técnica de la resonancia de plasmoén superficial, que
comprende bacterias (2) adheridas a la superficie de material conductor (1a) del sensor (1), perteneciendo dichas



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2340 121 Bl

bacterias (2) a por lo menos una cepa huésped predeterminada, seleccionada para ser infectada por bacteri6fagos
especificos para dicha cepa.

17. Dispositivo segiin la reivindicacién 16 donde el material conductor (1a) es oro.
18. Dispositivo segtin la reivindicacién 16 donde las bacterias (2) son bacterias biotiniladas.

19. Dispositivo segun la reivindicacién 16 donde dichos bacteriéfagos son colifagos somadticos o bacteriéfagos
susceptibles de infectar cepas de Escherichia coli.

20. Dispositivo segtin la reivindicacién 16 donde dichos bacteriéfagos son bacteri6fagos susceptibles de infectar
cepas de bacterias lacticas.

21. Dispositivo segtn la reivindicacién 16 en el que la solucién de material a analizar procede de una muestra de
material liquido o material solubilizado en un liquido.

22. Dispositivo segin la reivindicacion 16 en el que la solucién de material a analizar procede de una muestra de
agua.

23. Uso de un dispositivo micro-electrénico sensor 6ptico para detectar y/o cuantificar bacteriéfagos susceptibles
de infectar una cepa huésped bacteriana predeterminada segin la reivindicacién 16, mediante resonancia de plasmén
superficial.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200801007

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
DO1 MUNOZ-BERBEL, X. et al. Impedimetric approach for monitoring 29-03-2008
the formation of biofilms on metallic surfaces and the subsequent
application to the detection of bacteriophages. Electrochemical Ac-
ta. 01.08.2008. [disponible en linea 29.03.2008] Vol 53. N° 19, pa-

ginas 5739- 5744

D02 BALASUBRAMANIAN, S. et al. Lytic phage as a specific and selec- 2007
tive probe for detection of Staphylococcus aureus-A surface plas-
mon resonance spectroscopic study. Biosensors & Bioelectronics.
2007. Vol. 22. N°6, paginas 948 - 955

D03 GERVAIS, L. et al. Immobilization of biotinylated bacteriophages on 2007
biosensor surfaces. Sensors and Actuators B: Chemical. 2007. Vol.
125. N° 2, paginas 615 - 621

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

REIVINDICACION 1.

En el documento D01 se describe un método para la detecciéon de bacteriéfagos. El problema técnico que se plantea en el
documento D01 es el mismo que el que se plantea en la solicitud de patente: se trata de encontrar un método alternativo a
los métodos tradicionales de deteccion de bacteriéfagos basados en el ensayo de la doble capa de agar. Se pretende que el
nuevo método permita una deteccion rapida, lo mas cercana posible a una deteccion en tiempo real, de la concentracion de
bacteriéfagos en una muestra. Ver solicitud de patente pagina 3, linea 21 a pagina 3, linea 22 y documento D01, pagina 5739,
columna de la derecha.

La solucion propuesta en el caso del documento DO1 consiste en relacionar la degradacién de bio-peliculas de bacterias
adheridas a la superficie de un electrodo microfabricado en presencia de una muestra que contenga bacteriéfagos con la
concentracion de bacteriéfagos en dicha muestra. Ver documento D01, pagina 5739, columna de la derecha, ultimas 3 lineas
a pagina 5740 apartado 2.6 y pagina 5743, columna de la derecha a pagina 5744, columna de la derecha.

Asi pues, se puede considerar que el método del documento D01 es un "procedimiento para detectar y/o cuantificar bacterié-
fagos susceptibles de infectar una cepa huésped bacteriana predeterminada que comprende las etapas de:

a) adherir bacterias procedentes de por lo menos una de dichas cepas huésped a la superficie de material conductor de un
dispositivo micro-electrénico sensor basado en una técnica de medida

b) exponer las bacterias adheridas a dicha superficie a una solucién de material a analizar susceptible de contener
bacteriéfagos

) incubar la solucion de la etapa b) en condiciones predeterminadas al objeto de que, si las bacterias adheridas sobre la
superficie del material conductor son infectadas por bacteriéfagos, se lleva a cabo la lisis de dichas bacterias

d) medir un parametro mientras se lleva a cabo la incubacién de la etapa c) al objeto de detectar el cambio en dicho parametro
producido por la lisis bacteriana.

e) determinar la concentracion de bacteriéfagos de la soluciéon mediante las correspondientes curvas de calibraciéon”

Como se puede apreciar, la Unica diferencia entre el método del documento D01 y el método objeto de la reivindicacion 1 es
que en el caso del método del documento D01 la técnica de medida y el parametro medido son diferentes: el microsensor del
documento D01 es un microsensor eléctrico basado en la medida de impedancias y el parametro medido es la capacitancia
del biofilm.
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Sin embargo es conocido en el mismo sector de la técnica el uso de un microsensor optico basado en la resonancia de
plasmén superficial y la medida del angulo de la luz incidente sobre el microsensor para determinar los cambios sufridos por
una bio-pelicula adherida a un micro-electrodo.

En efecto, en el documento D02 se describe un método para detectar la concentracion de una bacteria (Staphylococcus aureus)
utilizando como sonda especifica y selectiva un fago litico mediante resonancia del plasmén superficial.

En el documento D02 se explica en qué consiste la resonancia del plasmén superficial y se indica la relacién entre el indice de
refraccion Rl y el angulo de resonancia. Ver documento D02, pagina 949, columna de la izquierda, tercer parrafo.

El procedimiento del documento D02 comprende la inmovilizacién de un fago en una superficie de oro por adsorcion fisica.
Ver documento D02, pagina 951, apartado 3.1. Phage immobilization. A continuacién se introducen muestras con diferentes
concentraciones de bacterias en el equipo y se observa que al adherirse las bacterias a los fagos se produce un cambio en
el indice de refraccién Rl que se puede relacionar con la concentracién de bacterias. En el documento D02 se indica como
relacionar la concentracion de bacterias en la muestra con la variacién del indice de refraccion en funcién del tiempo y se indica
como construir las curvas de calibracion. Ver documento D02, paginas 951 y siguientes, apartado 3.2. Bacterial detection.

Por lo tanto, para el experto en la materia seria evidente utilizar la técnica de deteccion del documento D02 en el procedimiento
del documento D01 puesto que se trata de una alternativa conocida, cuya aplicacion al caso del documento D01 no plantea
aparentemente ningun problema técnico y de la cual no se reivindica ninguna caracteristica técnica concreta que sea necesaria
para su aplicacion al método del documento DO1.

En conclusion, el objeto de la reivindicacién 1 no implica actividad inventiva de acuerdo con el articulo 8 de la Ley de Patentes.
REIVINDICACIONES 2y 4.

El mejorar la adhesién a la superficie de un electrodo de material conductor de microorganismos utilizando la quimica de
la avidina-biotina es una técnica conocida que se menciona en el propio documento D02, pagina 951, apartado 3.1 Phage
immobilization, primera frase.

Esta técnica se ilustra mas en detalle en el documento D03 que pertenece al mismo campo de la técnica que el documento D02
ya que también trata de la determinacion de la concentracion de bacterias en una muestra mediante el uso de un biosensor
con un micro-electrodo sobre el cual se encuentran adheridos fagos.

Los fagos biotinilados se inmovilizan sobre la superficie del sensor al que previamente se ha unido una capa de streptavidina.
Ver documento D03, pagina 616, figura 1 (b) y (c)

En definitiva, las reivindicaciones 2 y 4 que dependen de la reivindicacion 1 que carece de actividad inventiva no afiaden
ninguna caracteristica técnica adicional que no sea obvia para el experto en la materia, y por lo tanto carecen a su vez de
actividad inventiva.

REIVINDICACIONES 3y 5 a 8.

Tanto en el documento DO1 (ver DO1, pagina 5740, apartado 2.2. Electrochemicla cell) como en el documento D02 (ver D02,
pagina 950, apartado 2.5. Phage immobilization) se utiliza una superficie conductora de oro. En el documento D01 se men-
ciona la aplicacién del método descrito a la deteccion de colifagos somaticos (ver pagina 5740, apartado 2.7 Bacteriophage
enumeration and preparation of stock cultures). También se menciona el interés del método para la deteccion de bacteriéfagos
que peudan causar dafios econémicos en las industrias de la fermentacion como pueden ser las industrias productoras de
lacteos fermentados tales como quesos y yogures (ver documento D01, pagina 5739, columna de la derecha). EI método se
emplea para el andlisis de muestras de agua procedentes de plantas de tratamiento de aguas residuales (ver documento D01,
pagina 5740, apartado 2.6 Sewage samples collection and processing.

En definitiva las reivindicaciones 3 y 5 a 8, dependientes de la reivindicacion 1 que carece de actividad inventiva, no aportan
ninguna caracteristica nueva adicional y por lo tanto carecen a su vez de actividad inventiva.

Informe sobre el Estado de la Técnica (Opinidn escrita hoja adicional) Pagina 5/6




OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200801007

Hoja adicional

REIVIDICACIONES 9 a 15y 16 a 22.

Por un razonamiento analogo al expuesto anteriormente sobre la falta de actividad inventiva de las reivindicaciones 1 a 8, las
reivindicaciones 9 a 15 que se refieren a un sistema y las reivindicaciones 16 a 22 que se refieren a un dipositivo y que estan
basadas en las mismas caracteristicas técnicas en que se basa el procedimiento de las reividicaciones 1 a 8, carecen a su vez
de actividad inventiva.

REIVIDICACION 23.
La reivindicacion 23 se refiera al uso del dispositivo de la reivindicacion 16 sin afiadir ninguna caracteristica técnica adicional.

Asi pues la reivindicacion 16, que se considera independiente pero que hace referencia a la reivindicacién 16 carente de
actividad inventiva, carece a su vez de actividad inventiva.
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