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DESCRIPCION
Microestructuras para la captura y liberacion de microorganismos
Campo técnico
La presente divulgacion se refiere a una microestructura para la captura y liberacion de microorganismos.
Antecedentes de la técnica

Para un tratamiento eficaz de un paciente que se sospecha padece septicemia o bacteremia, se practica un ensayo
de cultivo de sangre para diagnosticar precisamente cual organismo causante es responsable de la septicemia y
cudl agente terapéutico es eficaz contra el organismo causante. Generalmente, se practica el ensayo de cultivo de
sangre mediante el siguiente procedimiento. En primer lugar, se recoge asépticamente sangre del paciente. Para la
recogida de sangre, se usa una herramienta adecuada tal como una jeringuilla para evitar que la piel se contamine
por los microbios normalmente presentes sobre la piel y los microbios presentes en entornos ambientales. Se
mezclan las muestras de sangre con medios de cultivo de sangre liquidos y se observa si los microorganismos
crecen durante el cultivo a 37 °C, tipicamente durante 1-2 dias. Se cultivan separadamente los medios inoculados
con la sangre en condiciones aerdbicas y anaerébicas. Como resultado, pueden cultivarse en los medios microbios
anaerobicos (incapaces de crecer en presencia de oxigeno) asi como microbios aerdbicos (capaces de crecer en
presencia de oxigeno) o microbios anaerébicos facultativos (capaces de crecer con o sin oxigeno). Se recubren
habitualmente los fondos de los matraces de cultivo que contienen los medios con productos quimicos que tienden a
decolorarse o emitir fluorescencia cuando crecen los microorganismos. Por tanto, el uso de sistemas de cultivo de
sangre capaces de reconocer cambios de color o fluorescencia posibilita la deteccion automatica del crecimiento de
microorganismos en los medios. Después de extraer los microorganismos del paciente y cultivar hasta que el
numero de microorganismos alcanza un nivel 6ptimo (105 célula/ml), se practican los procesos posteriores (tales
como la identificacion de la cepa patogénica y ensayo de susceptibilidad a antibiéticos). En este momento, se
requiere el cultivo puro para aislar selectivamente la cepa patogénica de las soluciones de cultivo de sangre y
cultivar la cepa patogénica. Segun un método de cultivo puro general, se siembran las soluciones de cultivo (que
contienen los microorganismos) después de cultivo de sangre sobre medios de agar para obtener la cantidad
necesaria del microbio. En este momento, le lleva de aproximadamente 16 a 24 horas al microbio formar colonias. El
método de cultivo puro convencional requiere un tiempo relativamente largo, que deteriora notablemente el efecto
terapéutico sobre la septicemia bacteriana. Por lo tanto, se requiere un tiempo de cultivo més corto para un ensayo
de susceptibilidad a antibidticos mas rapido.

El método convencional requiere también un proceso para aislar microorganismos de alimentos o entornos naturales
para identificar y cultivar los microorganismos. Sin embargo, los microorganismos presentes en cantidades muy
pequefias en tales entornos no son faciles de aislar. Incluso cuando los microorganismos estan presentes en
cantidades relativamente grandes, es necesario para aislar los microorganismos un proceso prolongado para cultivar
los microorganismos.

Por lo tanto, existe la necesidad de un método de aislamiento de microorganismos de diversos entornos, por
ejemplo, tejidos, sangre, heces y orina derivados de organismos, alimentos y entornos naturales de manera eficaz y
prolongada.

Descripcion detallada de lainvencién

Segun un aspecto de la presente divulgacion, se proporcionan estructuras para la captura y liberacion de
microorganismos que incluyen microestructuras, cada una de las cuales tiene un éarea superficial donde son
adheribles uno o mas microorganismos, y una proteina recubierta sobre las microestructuras y capaz de
adhesién/desprendimiento de los microorganismos mediante control artificial, en las que la microestructura
comprende ademas una capa protectora que tiene grupos funcionales que facilitan el recubrimiento de lectina de
unién a manosa (MBL), en las que la capa protectora es una capa recubierta con silice en la que al menos uno de
anchura, grosor y longitud de la microestructura es de 1 ym a 1 mm, y en la que las microestructura esta basada en
un polimero o polimeros producidos curando un material curable.

Segun otro aspecto de la presente divulgacién, se proporciona un método para la captura y liberacion de
microorganismos usando microestructuras que incluye proporcionar microestructuras recubiertas con una proteina
para la adhesion/desprendimiento de microorganismos como se menciona anteriormente, mezclar las
microestructuras con una solucién que contiene sustancias que ayudan a la adhesién de microorganismos en una
solucién que contiene microorganismos para preparar una solucion mixta, agitar la solucion mixta para adherir los
microorganismos a las microestructuras, separar las microestructuras con microorganismos adheridos de la solucion
mixta y rebajar la concentraciéon de las sustancias que ayudan a la adhesion de microorganismos para desprender
los microorganismos de las microestructuras.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es un diagrama que muestra un modelo en que las bacterias estan unidas o no unidas a una lectina de
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unién a manosa (MBL) humana.

La Fig. 2 muestra (a) un diagrama esquematico y (b) una imagen de microscopio optico real que ilustran un estado
en que las bacterias estan adheridas a una microestructura recubierta con MBL.

La Fig. 3 es un diagrama de flujo que ilustra una realizacién de un método para la captura y aislamiento de
microorganismos.

La Fig. 4 muestra imagenes de microscopio 6ptico que muestran los resultados de experimentos que comparan las
propiedades de captura y liberacion de bacterias de microestructuras recubiertas con anticuerpo y microestructuras
recubiertas con MBL.

Las Fig. 5 a 8 muestran el numero de células registradas cada hora después de aislar de las microestructuras
bacterias adheridas a microestructuras recubiertas con MBL y microestructuras recubiertas con anticuerpo, seguido
de cultivo.

Modo para llevar a cabo lainvencién

Se describiran ahora realizaciones de la presente divulgacion con detalle con referencia a los dibujos acompafiantes.
Estas realizaciones se proporcionan de modo que esta divulgacién sea exhaustiva y exprese completamente el
alcance de la divulgacion a los especialistas en la materia. Por consiguiente, la presente divulgacion puede
materializarse en muchas formas diferentes y no deberia considerarse limitada a las realizaciones ejemplares
expuestas en la presente memoria. En los dibujos, las dimensiones tales como anchuras, longitudes y grosores de
los elementos pueden estar exageradas para claridad. Los mismos numerales de referencia designan los mismos
elementos a lo largo de los dibujos. Los dibujos se explican desde el punto de vista del observador. Se entendera
que, cuando se hace referencia a un elemento como “sobre” otro elemento, puede estar directamente sobre el otro
elemento o pueden estar presentes también uno o més elementos intermedios entre medias.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona estructuras novedosas para la captura o liberacion de
microorganismos de manera sencilla. Las estructuras de la presente divulgacion incluyen microestructuras, cada una
de las cuales tiene un area superficial donde son adheribles uno o mas microorganismos, y una proteina recubierta
sobre las microestructuras y capaz de adhesién/desprendimiento de los microorganismos por control artificial como
se menciona anteriormente.

Las microestructuras se disefian para ser estructuralmente adecuadas para la captura y liberacion de
microorganismos. El area superficial de cada microestructura es suficientemente grande para capturar uno o mas
microorganismos. Es decir, las dimensiones de cada microestructura son mayores que las de los microorganismos
como se mencionan anteriormente.

El término “microestructura” usado en la presente memoria hace referencia a una estructura cuyas dimensiones son
iguales 0 mayores a las de los microorganismos tales como bacterias y cuyo lado més largo es de al menos 1 pym.
Cada una de las microestructuras puede ser una estructura que tiene al menos uno de su anchura, grosor y longitud
en el intervalo de 1 ym a 1 mm. Al menos una de las dimensiones de anchura, grosor y longitud de la
microestructura puede ser tipicamente de decenas a centenas de micrometros. La microestructura puede tener una
estructura isotrépica tal como una estructura esférica, poliédrica, plana o de tipo barra. Como alternativa, la
microestructura puede tener una estructura anisotrépica o puede no tener forma. Por ejemplo, la microestructura
puede ser una estructura esférica que tiene un didmetro de decenas de micrometros. Preferiblemente, la
microestructura es una estructura plana o en forma de disco que tiene una anchura de decenas de micrémetros.
Cuando las microestructuras son de forma plana, puede adherirse al menos un microorganismo a cada
microestructura. Ademas, se adhieren y distribuyen una pluralidad de microorganismos a los lados frontal y trasero
de las microestructuras planas. Esta distribucion plana es ventajosa para centrarse en un objeto o determinar el
ndmero de microorganismos en un proceso posterior para observar los microorganismos con un sistema de
imagenologia.

Las microestructuras pueden fabricarse mediante diversas técnicas. Por ejemplo, la litografia de flujo continuo
divulgada en la publicacion de patente de EE.UU. n°® 2007/0105972 o la litografia optofluidica que usa un dispositivo
de microespejo digital (DMD) divulgada en la patente coreana n° 0875900 pueden usarse para fabricar
microestructuras con diversas formas, tamafios y composiciones quimicas de manera mas rapida y sencilla.

Las microestructuras pueden ser polimeros producidos curando un material curable tal como un polimero o
monomero curable por UV. El material curable puede incluir un polimero hidréfilo en fase liquida capaz de formar un
hidrogel.

Los ejemplos de tales materiales curables capaces de formar un hidrogel incluyen polimeros que contienen silicona
tales como polidimetilsiloxano, poliacrilamida, poli(6xido de etileno), diacrilato de polietilenglicol, diacrilato de
polipropilenglicol, polivinilpirrolidona, polivinilalcohol, poliacrilato y copolimeros de los mismos. Por ejemplo, puesto
que el diacrilato de polietilenglicol (PEG-DA) como material curable tiene grupos funcionales acrilato en ambos
extremos de la cadena de polietilenglicol (PEG), puede reticularse formando un hidrogel tridimensional mediante
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polimerizaciéon de radicales libres. El material curable puede incluir ademas cualquier tipo de medio cuyo estado
pueda cambiarse de liquido a sélido.

La irradiacion del material curable con luz UV a través de un patron de fotomascara o un patron de mascara formado
en un dispositivo de microespejo digital posibilita la fabricacion de microestructuras de diversas formas.

Las microestructuras estan recubiertas con la proteina capaz de adhesion/desprendimiento de los microorganismos
por control artificial mencionada anteriormente. La proteina hace a las microestructuras adecuadas para la captura y
liberacion de los microorganismos. La superficie de la proteina interacciona con los microorganismos. Las
caracteristicas de superficie de la proteina pueden variarse controlando artificialmente factores tales como pH,
temperatura y concentracion de ién metalico externo. Por ejemplo, las microestructuras pueden capturar o liberar los
microorganismos en un intervalo de pH predeterminado, un intervalo de temperatura predeterminado o un intervalo
de concentracion iénica predeterminado.

Cada microestructura puede incluir ademas una capa protectora que tiene grupos funcionales. Se usa una capa
recubierta con silice como capa protectora. La introduccién de grupos funcionales tales como grupos carboxilo
facilita el recubrimiento de la proteina para adhesion/desprendimiento de los microorganismos tal como MBL.

Cuando las microestructuras estan basadas en un hidrogel, la capa recubierta con silice aumenta la estabilidad de
las microestructuras y previene que la MBL se absorba en el hidrogel. Pueden introducirse grupos funcionales para
la introduccién de MBL mediante los grupos —OH de superficie de la capa recubierta con silice.

La proteina puede unirse a glicoproteinas o carbohidratos presentes sobre las superficies de los microorganismos.
Los microorganismos pueden ser, por ejemplo, virus, bacterias y protozoos. La proteina para
adhesion/desprendimiento de los microorganismos puede ser, por ejemplo, una proteina sérica dependiente de
calcio. Especificamente, la proteina sérica dependiente de calcio puede ser una lectina de unién a manosa (MBL).
La lectina de uni6bn a manosa (MBL) se denomina también proteina de unién a manosa (MBP). La MBL es una
lectina dependiente del i6n de calcio (Ca2+) (lectina de tipo C) que activa la ruta de la lectina o funciona como
opsonina para mejorar notablemente la fagocitosis de leucocitos. Las caracteristicas de la proteina para
adhesién/desprendimiento de microorganismos pueden controlarse artificialmente por las sustancias que ayudan a
la adhesion de microorganismos. Por ejemplo, la MBL puede unirse a los microorganismos por iones de calcio.

La Fig. 1 es un diagrama que muestra un modelo en que las bacterias como microorganismos estan unidas o no
unidas a una lectina de unién a manosa (MBL) como proteina. Cuando estan presentes iones de calcio (Ca2+) a alta
concentracion, se une la MBL a residuos de azUcar de las paredes celulares microbianas a través de los iones de
calcio, sujetando los microbios con gran fuerza (véase (a) de la Fig. 1). Ahora bien, cuando los iones de calcio (Ca2+)
estan presentes a baja concentracion, la MBL no se une ya a las paredes celulares microbianas y, como resultado,
se liberan los microbios (véase (b) de la Fig. 1).

Haciendo referencia a la Fig. 1, la MBL tiene de 2 a 6 dominios de reconocimiento de carbohidrato (CRD). La MBL
puede atrapar azUcares presentes sobre las superficies de los microorganismos tales como bacterias a través de
iones de calcio. Como resultado, las microestructuras recubiertas con MBL pueden capturar los microorganismos en
un entorno donde los iones de calcio estan presentes a alta concentracién (p.ej., 20 mM o mayor). La MBL puede
capturar ventajosamente casi todas las clases de bacterias con alta eficacia. Las bacterias pueden aislarse
facilmente de la MBL rebajando la concentracion de iones de calcio ambientales. Las bacterias recogidas pueden
cultivarse o usarse directamente para ensayos de susceptibilidad a antibiéticos (AST).

La Fig. 2 muestra (a) un diagrama esquematico y (b) una imagen de microscopio 6ptico real que ilustran un estado
en que las bacterias estan adheridas a la microestructura recubierta con MBL. (b) de la Fig. 2 muestra un estado en
que Bacillus subtilis ATCC 6633 como especie bacteriana esta adherida a un PEG en forma de disco como
microestructura. La microestructura tiene un diametro de 5 a 100 ym y una altura de 25 pym.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para la captura y aislamiento de microorganismos
usando microestructuras. La Fig. 3 es un diagrama de flujo que ilustra una realizacion del método para la captura y
aislamiento de microorganismos. Haciendo referencia a la Fig. 3, en la etapa S1, se proporcionan microestructuras
recubiertas con una proteina para la adhesién/desprendimiento de microorganismos.

En la etapa S2, se mezclan las microestructuras con una solucién que contiene sustancias que ayudan a la adhesion
de microorganismos en una solucion que contiene microorganismos para preparar una solucion mixta. Los
microorganismos pueden ser, por ejemplo, bacterias presentes en soluciones de cultivo generales, bacterias
cultivadas después de cultivo de sangre o bacterias presentes en diversos entornos, por ejemplo sangre, heces,
orina o tejidos derivados de organismos, alimentos o entornos naturales. En el caso en que las microestructuras
estén recubiertas con MBL, la solucion que contiene sustancias que ayudan a la adhesion de microorganismos
puede ser, por ejemplo, una solucion tampdn para células, tal como TE o solucion salina tamponada con fosfato que
contiene iones de calcio.

En la etapa S3, se agita la solucién mixta para adherir los microorganismos a las microestructuras. Por ejemplo, la
solucién mixta puede agitarse apropiadamente centrifugando a 50 a 100 rpm a 30 a 37 °C.
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En la etapa S4, se separan las microestructuras con microorganismos adheridos de la soluciéon mixta. Puede usarse
filtracion para separar las microestructuras. Como alternativa, puede usarse separacién magnética cuando las
microestructuras incluyen un material magnético.

En la etapa S5, se exponen las microestructuras a un entorno donde las sustancias que ayudan a la adhesion de los
microorganismos estan presentes a baja concentracion. Debido a esta exposicién, los microorganismos pueden
desprenderse de las microestructuras. Las microestructuras con microorganismos adheridos pueden exponerse a
una solucién donde se excluyen las sustancias que ayudan a la adhesion de los microorganismos y, como resultado,
pueden aislarse los microorganismos de las microestructuras. Por ejemplo, la solucién que contiene las
microestructuras de MBL adheridas a los microorganismos debido a la presencia de iones de calcio puede tratarse
con TE o PBS libres de iones de calcio para retirar el calcio de los mismos, y ponerse entonces las microestructuras
en un medio de microorganismos ordinario. Puesto que la MBL se une a las superficies de los microorganismos a
través de iones de calcio, la exposicion de las microestructuras con microorganismos adheridos al entorno liquido
donde los iones de calcio estan presentes a baja concentracién (p.ej., 1 mM o menos) posibilita el aislamiento de los
iones de calcio de la MBL, facilitando el desprendimiento de los microorganismos de las microestructuras. Los
microorganismos desprendidos permanecen sustancialmente intactos y por tanto pueden cultivarse eficazmente en
un medio en una etapa posterior.

Como se describe anteriormente, el uso de microestructuras recubiertas con MBL posibilita la captura de clases
desconocidas de bacterias presentes a bajas concentraciones. Después de ello, las bacterias capturadas pueden
aislarse facilmente de las microestructuras en un medio, dando como resultado un aumento de la eficacia de cultivo
de las bacterias. Por lo tanto, el método de la presente divulgacion puede usarse en las siguientes aplicaciones.

En primer lugar, la presente divulgacién puede aplicarse a un sistema de ensayo de susceptibilidad a antibidticos de
bacterias. La alta tasa de captura y eficacia de cultivo del método segun la presente divulgacion pueden acortar
significativamente el tiempo requerido para un cultivo puro (normalmente 16-24 horas). Por ejemplo, segun la
presente divulgacion, puede cultivarse sangre que contiene bacterias a una concentracion de 10° ufc/ml a una mayor
concentracion de 10’ ufc/ml al cabo de aproximadamente 3 horas.

En segundo lugar, la presente divulgacion puede usarse para aislar eficazmente microorganismos (p.ej., bacterias o
virus) presentes en diversos entornos, por ejemplo tejidos, sangre, heces u orina derivados de organismos,
alimentos o entornos naturales. Como resultado, el tiempo requerido para identificar los microorganismos puede
reducirse. Si es necesario, la presente divulgacion puede usarse también para cultivar eficazmente los
microorganismos.

En tercer lugar, la presente divulgacion puede usarse para el almacenamiento de bacterias. CRYOBANK™, un
sistema comercial para el almacenamiento y conservacion de cepas bacterianas, usa perlas de cerdmica cuya
capacidad de adsorber bacterias es baja, haciendo dificil almacenar una serie de bacterias en las mismas. Por
consiguiente, se espera que la presente divulgacion sea mas ventajosa en términos de captura de bacterias y
eficacia de cultivo en comparacion con el sistema de perlas convencional.

En cuarto lugar, la presente divulgacion puede usarse también en aplicaciones en que las bacterias se capturan y
las células bacterianas capturadas se someten a lisis usando perlas para aislar eficazmente ADN y proteinas, como
un kit de captura de bacterias de Hyglos. Puesto que el kit de lisis de perlas comercial convencional usa anticuerpos
para capturar bacterias, puede aplicarse a cepas particulares y no puede aplicarse a un amplio intervalo de cepas.
En contraposicion, la presente divulgacion puede usarse para capturar facilmente diversas clases de cepas.

Las ventajas de la presente invencion se distinguen de la técnica anterior. Segin la técnica anterior, los métodos
para la recogida de bacterias se dividen ampliamente en dos grupos. Uno esta asociado a la adhesion de
anticuerpos bacterianos a perlas (Sanchez, J. 8t Jonson, G. “Binding of bacteria to carbohydrates immobilized on
beads to demonstrate the presence of cell-associated hemagglutinins in Vibrio cholerae”. APMIS 98: 353-357, 1990),
y el otro esta asociado al recubrimiento de MBL sobre nanoperlas (Keun-Hwa Park, Kenji Kurokawa, “Human Serum
Mannose-binding Lectin Senses Wall Teichoic Acid Glycopolymer of Staphylococcus aureus, Which is Restricted in
Infancy” VOLUMEN 285/NUMERO 35/27 DE AGOSTO DE 2010). En el primer método, se une una clase de
bacterias con alta especificidad a una clase particular de anticuerpo. Sin embargo, el uso de anticuerpos no asegura
la captura de diversas bacterias o bacterias desconocidas con alta eficacia. Segin el segundo método, se adhieren
perlas a escala nanométrica a bacterias a escala micrométrica para capturar las bacterias. Este método asegura la
captura de las bacterias con alta eficacia, pero tiene dificultades para desprender las perlas de las bacterias.
Ademas, las perlas de tamafio nanométrico pueden ser toxicas para las células, afectando al crecimiento de las
bacterias. Como consecuencia, este método es dificil de aplicar al cultivo de las bacterias capturadas o al uso en
otras aplicaciones tales como AST. Es decir, el uso de nanoperlas es Util en la determinacién de la presencia de
bacterias, pero hace al método dificil de usar con fines distintos de la recogida e identificacion de bacterias.

La presente divulgacion se explicara con mas detalle con referencia a los siguientes ejemplos.
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[EJEMPLOS]

Fabricacién de microestructuras

Se curd PEG-DA por litografia sin mascara optofluidica (OFML) produciendo perlas en forma de disco con diversos
diametros de 50-200 um y grosores de aproximadamente 10-50 ym, principalmente un didametro de 100 pm y un
grosor de 25 ym. Se permiti6 incluir en las perlas en forma de disco un material magnético en una cantidad tal que la
relacién en volumen de PEG-DA a material magnética fuera de 10:1. Debido a la presencia del material magnético,
se separaron facilmente las perlas de una solucién mixta en el proceso posterior. Se recubrid silice sobre las
superficies de las perlas. Después de ello, se adhirieron anticuerpos o MBL a las superficies de las perlas usando un
catalizador tal como ECD/NHS. Se afadieron los anticuerpos o0 MBL en una cantidad tal que la concentracion
alcanzara aproximadamente 1-125 ug/ml (tipicamente 5 ug/ml).

Comparacion de las propiedades de captura vy liberacién de bacterias de las microestructuras recubiertas con MBL y
las microestructuras recubiertas con anticuerpo

Se compararon las propiedades de captura y liberacién de microestructuras recubiertas con MBL con aquellas de las
microestructuras recubiertas con anticuerpo de acuerdo con el siguiente procedimiento experimental.

En primer lugar, se cultivd sangre infectada con bacterias hasta que el numero de células alcanzé un méaximo de
10%ml. Se prepararon muestras que tenian concentraciones de 10°-10° cuentas/ml. Se recubrieron las
microestructuras con anticuerpos especificos de bacterias gramnegativas y bacterias grampositivas.
Separadamente, se recubrieron las microestructuras con MBL. Se centrifugaron las microestructuras a 50-100 rpm
en las soluciones de cultivo bacteriano (cada una 1 ml) a 37 °C durante 1 h. Se ajusté el nimero de microestructuras
en cada solucion de cultivo bacteriano a 5000 cuentas. Como resultado de la centrifugacion, se adhirieron las
bacterias a las microestructuras.

Después de la terminacion del cultivo, se usé un método magnético o de filtracion para aislar las perlas con bacterias
adheridas. Después de ello, se transfirieron las perlas a soluciones de cultivo recientes. Se dejaron desprender
naturalmente las bacterias de las estructuras. Se cultivaron las bacterias puras aisladas de las microestructuras
durante 1-4 horas. Se midieron los nimeros de bacterias cultivadas liberadas de las microestructuras recubiertas
con anticuerpo y de las estructuras recubiertas con MBL y se compararon cada hora (C-chip, NanoEntek).

La Fig. 4 muestra imagenes de microscopio Optico que muestran los resultados de experimentos que comparan las
propiedades de captura y liberacion de bacterias de las microestructuras recubiertas con anticuerpo y las
microestructuras recubiertas con MBL. En las imagenes superiores de la Fig. 4, se compard la capacidad de
adhesién de las microestructuras con MBL (izquierda) con la de las microestructuras con anticuerpo (derecha). En
las imagenes inferiores, se comparé la capacidad de los microorganismos de desprenderse de las microestructuras
con MBL (izquierda) con la de las microestructuras con anticuerpo (derecha).

Haciendo referencia a la Fig. 4, se adhirieron mayores cantidades de las dos clases diferentes de bacterias
(Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC 29213) a las microestructuras con MBL
gue a las microestructuras con anticuerpo. Las imagenes inferiores muestran que las bacterias adheridas se
desprendian de modo mucho mas eficaz de las microestructuras con MBL que de las microestructuras con
anticuerpo convencionales. Las bacterias aisladas de las microestructuras con MBL pueden también reutilizarse. Por
consiguiente, podia confirmarse que las microestructuras recubiertas con MBL a las que se adherian todos los
grupos de bacterias mostraban una eficacia de reaccion mucho mayor que las microestructuras a las que se
adherian bacterias basandose en reacciones especificas con los anticuerpos. Estos resultados sugieren que pueden
aislarse nimeros mayores de bacterias puras de las microestructuras recubiertas con MBL en un tiempo corto en
ensayos de susceptibilidad a antibidticos posteriores, demostrando que el método de la presente divulgacion es
ventajoso en términos de tiempo, coste y sensibilidad frente a los métodos de aislamiento y cultivo puros
convencionales.

Las Fig. 5 a 8 muestran el numero de células registradas cada hora después de aislar de las microestructuras cuatro
clases de bacterias adheridas a las microestructuras recubiertas con MBL y a las microestructuras recubiertas con
anticuerpo, seguido de cultivo. Las bacterias eran Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Fig. 5), Staphylococcus
aureus ATCC 29213 (Fig. 6), Escherichia coli ATCC 25922 (Fig. 7) y Enterococcus faecalis ATCC 29212 (Fig. 8).

En cada figura, (a) muestra los nimeros de células bacterianas derivadas de microestructuras recubiertas con MBL y
(b) muestra los nimeros de células bacterianas derivadas de microestructuras recubiertas con anticuerpo.

Haciendo referencia a las Fig. 5 a 8, las bacterias aisladas de las microestructuras con MBL crecian mas
rapidamente que las bacterias aisladas de las microestructuras con anticuerpo. Los nimeros en las figuras indican el
numero de bacterias por ml. Cuando el nUmero de bacterias alcanzaba 10" o més, como se indica por nimeros
rojos, puede practicarse el ensayo de susceptibilidad a antibioticos.

Los resultados de las Fig. 5 a 8 revelan que las actividades de las bacterias adheridas a y desprendidas de las
microestructuras con MBL eran mayores que aquellas de las bacterias adheridas a y desprendidas de las
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microestructuras con anticuerpo.

Aunque la presente divulgacion se ha descrito con detalle con referencia a las realizaciones anteriores, los
especialistas en la materia apreciaran que pueden hacerse diversas variaciones y madificaciones a las realizaciones
sin apartarse del alcance de la presente divulgacion como se divulga en las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Una estructura para la captura y liberacién de microorganismos que comprende:

una microestructura que tiene un area superficial que es suficientemente grande para capturar uno o mas
microorganismos; y

una lectina de unién a manosa (MBL) recubierta sobre la microestructura y capaz de adhesion/desprendimiento de
los microorganismos por control artificial,

en la que la microestructura comprende ademas una capa protectora que tiene grupos funcionales que facilitan el
recubrimiento de la lectina de unién a manosa (MBL), en la que la capa protectora es una capa recubierta con silice,
en la que al menos uno de anchura, grosor y longitud de la microestructura es de 1 ym a 1 mm, y en la que la
microestructura esta basada en un polimero o polimeros producidos curando un material curable.

2. La estructura segun la reivindicacion 1, en la que la microestructura esta basada en un hidrogel.
3. La estructura segun la reivindicacion 1, en la que el material curable se selecciona de polidimetilsiloxano,

poliacrilamida, poli(6xido de etileno), diacrilato de polietilenglicol, diacrilato de polipropilenglicol, polivinilpirrolidona,
polivinilalcohol, poliacrilato y copolimeros de los mismos.

4. La estructura segun la reivindicacion 1, en la que la microestructura es una estructura plana o en forma de
disco.

5. La estructura segun la reivindicacion 1, en la que la microestructura comprende ademas un material
magneético.

6. Un método para la captura y liberacion de microorganismos usado microestructuras que comprende:

proporcionar microestructuras recubiertas con una proteina para la adhesién/desprendimiento de microorganismos;

mezclar las microestructuras con una solucion que contiene sustancias que ayudan a la adhesién de
microorganismos en una solucién que contiene microorganismos para preparar una soluciéon mixta;

agitar la solucién mixta para adherir los microorganismos a las microestructuras;
separar las microestructuras con microorganismos adheridos de la solucion mixta; y

exponer las microestructuras a un entorno donde las sustancias que ayudan a la adhesién de microorganismos
estan presentes a una baja concentracion para desprender los microorganismos de las microestructuras,

en el que la microestructura comprende ademas una capa protectora que tiene grupos funcionales que facilitan el
recubrimiento de la proteina, y en el que la proteina es una lectina de unién a manosa (MBL) y las sustancias que
ayudan a la adhesion/desprendimiento de microorganismos son iones de calcio, en el que la capa protectora es una
capa recubierta de silice, en el que al menos uno de anchura, grosor y longitud de la microestructuraes de 1 yumal
mm y en el que la microestructura esta basada en un polimero o polimeros producidos curando un material curable.

7. El método segun la reivindicacion 6, en el que los microorganismos se adhieren a las microestructuras en
presencia de iones de calcio a una concentracion de 20 mM o mayor.

8. El método segun la reivindicacién 6, en el que los microorganismos se desprenden de las microestructuras
en presencia de iones de calcio a una concentracion de 1 mM o menos.

9. Uso de una estructura para la captura y liberacion de microorganismos, en el que dicha estructura
comprende

una microestructura que tiene un area superficial que es suficientemente grande para capturar uno 0 mas
microorganismos; y

una lectina de union a manosa (MBL) recubierta sobre la microestructura, en el que la microestructura comprende
ademas una capa protectora que tiene grupos funcionales que facilitan el recubrimiento de la lectina de unién a
manosa (MBL), en el que la capa protectora es una capa recubierta con silice, en el que al menos uno de anchura,
grosor y longitud de la microestructura es de 1 ym a 1 mm, y en el que la microestructura estd basada en un
polimero o polimeros producidos curando un material curable.

10. Uso de una estructura segun la reivindicacién 9, en la que la estructura se define como en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5.
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Fig. 1

Pared celular microbiana

Pared celular microbiana
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Fig. 2
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Fig. 3

( Inicio )

Proporcionar microestructuras recubiertas con proteina para la
adhesion/desprendimiento de microorganismos
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para desprender los microorganismos de las microestructuras

S5

11



79I U0 SBINIONIISS0IDIW Sk| ap
| Uoo sowsiuebioodiw Jepuaidsap
ap odiananue uod seinjanJseooiw

se| ap pepioeded e| ap ugioeledwon

ES 2 656 983 T3

79N U02 SBINJONIISS0IIW Se| 8p

B| U0 sowsiueblooldiw Juaype ap
odJanonue uod SeINjoNJISa0IdIW Se|
ap pepioeded g ap ugoeledwon

Fig. 4

snaine ¢ esoubnise o snaine '§  esoutbniae o

f- - ., ae
p—_. .- = s

e e o e = e —— =

oEmsu_E,q 18N

T T T i il s et e . o=

12



ES 2 656 983 T3

Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 8
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