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DESCRIPCION
Recubrimiento desactivado

[0001] La presente invencién se refiere a un recubrimiento de superficie de objeto, un método para preparar un
recubrimiento de superficie de objeto, asi como el uso de un recubrimiento de superficie de objeto para la
deteccion de microorganismos.

[0002] EI crecimiento de microorganismos patdgenos en superficies, por ejemplo, dispositivos médicos y
superficies de preparacién de alimentos conduce al desarrollo de infecciones. Actualmente no hay medios para
detectar de forma barata y rapida la presencia de microorganismos patégenos en dispositivos médicos y
superficies de preparacion de alimentos. El estandar actual para detectar la presencia de microorganismos en la
superficie es a través de un cultivo microbiolégico tomado de una muestra que se sospecha que esta
contaminada. Los dispositivos médicos implantados necesitan retirarse antes de recoger una muestra para
cultivo. Las desventajas de tales ensayos son que son largos, costosos y trabajosos, y requieren la eliminacion
del implante.

[0003] Intentos de superar tales problemas respecto a los dispositivos médicos se conocen en el estado de la
técnica. Por ejemplo, US6306422 describe un implante recubierto con una matriz de hidrogel, que incluye agentes
activos embebidos liberables, tales como agentes terapéuticos y/o de diagndstico, debido a cambios ambientales.
Mediante un cambio de pH en el huésped en la ubicacion del implante, se liberan los agentes activos incluidos.

[0004] Un inconveniente de tales implantes es que el implante no es sensible a un microbio patégeno especifico
Yy, por tanto, son posibles los falsos positivos debido a causas puramente ambientales y no microbianas.

[0005] En el estado de la técnica se conocen recubrimientos de superficies de objetos para la deteccion de
microorganismos. W02014098603 describe la liberacion de agentes terapéuticos y/o de diagnéstico de un
recubrimiento de superficie de objeto en presencia de microbios patégenos especificos. Un inconveniente de tal
recubrimiento es que un agente fluorescente se libera en la matriz o el &rea circundante. La deteccion del agente
fluorescente liberado es por tanto dependiente de la difusion hacia afuera desde el recubrimiento de superficie. En
casos de una difusion lenta, puede producirse un falso negativo.

[0006] Es un objetivo de la presente invencion resolver los problemas de recubrimientos de superficies de objetos
en el estado de la técnica.

[0007] La presente invencion proporciona un recubrimiento de superficie de objeto que incluye uno o mas
polimeros y un péptido unidos de manera covalente a al menos uno de dichos uno o mas polimeros, incluyendo
dicho péptido:

a) un primer sitio de escision, donde dicho primer sitio de escisién es escindido por un primer compuesto
especificamente proporcionado por un microbio perteneciente a un primer grupo que consiste en un nimero
limitado de cepas, especies 0 géneros microbianos, y no escindido por cualquier compuesto proporcionado
por cualquier microbio no perteneciente a dicho primer grupo,

b) un primer agente fluorescente con una longitud de onda de emisiéon de 650-900 nm,

¢) un primer agente no fluorescente con una longitud de onda de absorcion de 650-900 nm, para desactivar
dicha emision de dicho primer agente fluorescente,

donde la escision de dicho primer sitio de escision resulta en la liberacion de dicho primer agente desactivador del
recubrimiento, siendo la liberacién de dicho primer agente indicativa de la presencia de un microbio perteneciente
a dicho primer grupo.

[0008] La presente invencion proporciona un recubrimiento de superficie de objeto que incluye:

a) uno o mas polimeros,

b) un primer agente fluorescente con una longitud de onda de emisiéon de 650-900 nm,

¢) un primer agente no fluorescente con una longitud de onda de absorcion de 650-900 nm, para desactivar
dicha emisién de dicho primer agente fluorescente,

d) un péptido unido de manera covalente a al menos uno de dichos uno o mas polimeros, incluyendo dicho
péptido el primer agente no fluorescente con una longitud de onda de absorcién de 650-900 nm, para
desactivar dicha emision de dicho primer agente fluorescente y un primer sitio de escision,
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donde dicho primer sitio de escision es escindido por un primer compuesto especificamente proporcionado por un
microbio perteneciente a un primer grupo que consiste en un numero limitado de cepas, especies 0 géneros
microbianos, y no escindido por cualquier compuesto proporcionado por cualquier microbio no perteneciente a
dicho primer grupo,

donde la escisién de dicho primer sitio de escisién resulta en la liberacién de dicho primer agente no fluorescente
del recubrimiento, siendo la liberacion de dicho primer agente no fluorescente indicativa de la presencia de un
microbio perteneciente a dicho primer grupo.

[0009] La invencion proporciona un recubrimiento de superficie de objeto donde la escision del primer sitio de
escision resulta simultdneamente en la escision del primer agente no desactivador del recubrimiento de superficie
de objeto de modo que la emisién del primer agente fluorescente se puede detectar.

[0010] En una forma de realizacion preferida, la escision del primer sitio de escisidn no resulta en la liberacién del
primer agente fluorescente del recubrimiento de superficie de objeto. En otras palabras, después de la escision
del primer sitio de escision, el primer agente fluorescente permanece unido de manera covalente al recubrimiento
de superficie de objeto.

[0011] El efecto de liberar solo el primer agente no fluorescente del recubrimiento de superficie de objeto es que
el recubrimiento de superficie de objeto altera su estado de ser "oscuro”, es decir, no emite ninguna luz de
longitud de onda 650-900 nm, a un estado "iluminado”, que emite luz de longitud de onda 650-900 nm, luz emitida
gue se puede registrar con un detector adecuado. Una ventaja de tal alteracion de un estado "oscuro (apagado)"
a un estado "iluminado (encendido)" es que se reduce la posibilidad de falsos positivos.

[0012] Por ejemplo, en los recubrimientos del estado de la técnica que no incluyen una fraccién no fluorescente
segun la presente invencion, un recubrimiento de superficie de objeto emite luz en ausencia de microorganismos,
pero, en presencia de microorganismos, el agente fluorescente se libera del recubrimiento y el recubrimiento
cambia a un estado oscuro en el que no se emite ninguna luz. Sin embargo, en este caso el recubrimiento de
superficie de objeto podria todavia emitir luz si el primer agente fluorescente no se difunde hacia afuera desde el
recubrimiento, de modo que se observaria un resultado falso. En el recubrimiento segun la presente invencion, la
posibilidad de tales falsos positivos se reduce porque, tan pronto como se produce la escision, la distancia entre
el primer agente fluorescente y el primer agente no fluorescente aumenta de manera que la emision ya no esta
desactivada.

[0013] Sin desear estar limitado por la teoria, la liberacién del primer agente no fluorescente a partir de un
recubrimiento de superficie de objeto significa que la desactivacion de la luz emitida del primer agente
fluorescente no depende de la difusion del primer agente fluorescente hacia afuera desde el recubrimiento de
superficie de objeto como en los recubrimientos del estado de la técnica.

[0014] Esta escision la efectia un compuesto, proporcionado por un microbio, perteneciente a un grupo que
consiste en un numero limitado de cepas, especies 0 géneros microbianos. Los miembros de este grupo, por
cuestion de facilidad indicado como el primer grupo, de cepas, especies 0 géneros microbianos son capaces de
proporcionar especificamente un compuesto, que escinde el dicho primer sitio de escision. El término
"especificamente" significa que las cepas, especies o géneros microbianos no pertenecientes al dicho primer
grupo no son capaces de proporcionar un compuesto que pueda reconocer y escindir el dicho sitio de escision, a
diferencia de los miembros de dicho primer grupo. El compuesto se puede proporcionar, por ejemplo, por
liberacion del dicho compuesto de un microbio o puede, por ejemplo, presentarse en la superficie externa del
mismo. En este (ltimo caso, la escisién se efectuara tras el contacto del microbio con el recubrimiento, mientras
que cuando se libera el compuesto del microbio, el microbio puede estar a una distancia del objeto recubierto,
siempre y cuando el compuesto liberado sea capaz de llegar al recubrimiento después de la liberacion desde el
microbio.

[0015] También es posible para el microbio perteneciente a un cierto grupo, tras la infeccion de un huésped,
inducir la liberacion o produccion de un compuesto particular por el huésped. En este Ultimo caso, el huésped no
produce o libera este compuesto tras la infeccion de otro microbio, no perteneciente al dicho grupo. La escisién la
puede efectuar el compuesto o puede, por ejemplo, inducirse por la union del dicho compuesto que forma un
complejo, complejo que es reconocido por un factor de escision, presente en el entorno del recubrimiento, es
decir, proporcionado por el microbio o un huésped infectado por el microbio y que incluye el objeto. Para que los
microbios pertenezcan a un cierto grupo, tal como el primer grupo de cepas, especies, 0 géneros, la presencia de
estos microbios debe inducir la escision del sitio de escisidn, mientras que la escision no es inducida por los
microbios de otro grupo. Esta escision puede ocurrir por el mismo compuesto, pero también por una pluralidad de
diferentes compuestos, siempre que estos compuestos induzcan la escision del dicho mismo sitio de escision. Por
ejemplo, el primer grupo incluye tres especies bacterianas diferentes, la primera y la segunda especie
proporcionan el mismo compuesto que escinde el sitio de escision del recubrimiento, la tercera especie
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proporciona un compuesto que difiere del compuesto de la primera y la segunda especie, pero también escinde
especificamente el mismo sitio de escisién en el recubrimiento. El término "limitado" significa que tal grupo no
incluird todos los microbios, o todas las bacterias, sino menos, es decir, un nimero limitado, de modo que la
liberacion del primer agente es en efecto indicativa de uno o mas microbios, pero no de todos o cualquier microbio
o bacteria, etc.

[0016] En una forma de realizacién, el primer agente fluorescente tiene una longitud de onda de emisién de 300-
450 nm, preferiblemente 450-650 nm, aln mas preferiblemente 650-900 nm.

[0017] EI primer agente fluorescente con una longitud de onda de emision de 650-900 nm puede ser cualquier
compuesto que emita luz en la longitud de onda requerida de 650-900 nm y que tenga un solapamiento espectral
con el primer agente no fluorescente de modo que, cuando el primer agente fluorescente y el primer agente no
fluorescente estan ambos presentes en el péptido no escindido en el recubrimiento de superficie de objeto, no se
emite ninguna luz.

[0018] En una forma de realizacién, el primer agente fluorescente con una longitud de onda de emisién de 450-
650 nm puede ser cualquier compuesto que emita luz en la longitud de onda requerida de 450-650 nm y que
tenga un solapamiento espectral con el primer agente no fluorescente de modo que, cuando el primer agente
fluorescente y el primer agente no fluorescente estdn ambos presentes en el péptido no escindido en el
recubrimiento de superficie de objeto, no se emite ninguna luz.

[0019] En otra forma de realizacion, el primer agente fluorescente con una longitud de onda de emision de 300-
350 nm puede ser cualquier compuesto que emita luz en la longitud de onda requerida de 300-350 nm y que
tenga un solapamiento espectral con el primer agente no fluorescente de modo que, cuando el primer agente
fluorescente y el primer agente no fluorescente estdn ambos presentes en el péptido no escindido en el
recubrimiento de superficie de objeto, no se emite ninguna luz.

[0020] El primer agente no fluorescente con una longitud de onda de absorcién de 650-900 nm, es un compuesto
que tiene poca o ninguna fluorescencia intrinseca y que puede desactivar eficazmente la fluorescencia de un
fluoréforo NIR proximo con poco fondo, se necesita. En una forma de realizacion, el primer colorante no
fluorescente es una molécula de cianina. Las moléculas de cianina, referidas también como colorantes de cianina,
incluyen compuestos que tienen dos anillos heterociclicos que contienen nitrdgeno sustituidos o no sustituidos
unidos por una cadena de polimetina (férmula 1):

Férmula |

[0021] En una forma de realizacion, el primer aqente fluorescente es un colorante de cianina con la formula
general como se muestra en la formula I, donde R~ se selecciona del grupo que consiste en H, hidrocarbilo, halo,
carboxilo, amino y SOs-Cat” donde Cat™ es un catién, preferiblemente un metal alcalinotérreo, preferiblemente
sodio, potasio o litio; Z se selecciona del grupo que consiste en H O, S, NH y N-hidrocarbilo; R?, R? R®, R™ se
selecciona cada uno independientemente del grupo que consiste en H e hidrocarbilo, R*, R®, R, R* se
selecciona cada uno independientemente del grupo que consiste en H, hidrocarbilo y sulfanato o forman un anillo
aromatico junto con los atomos a los que estan unidos; R°, R’, R', R™ se selecciona cada uno
independientemente del grupo que consiste en H e hidrocarbilo, o forman un anillo aromatico junto con los atomos
a los que estan unidos; R® y R' se selecciona cada uno inde5pendientemente del grupo que consiste en
hidrocarbilo, (CH2)¢FG o (CH.)p,LN donde al menos uno de R® y R™ es (CH2)4FG, donde g es un nimero entero
de 1 a 20y FG es un grupo funcional que no reacciona directamente con grupos carboxilo, hidroxilo, amino o tiol,
donde p es un numero entero de 1 a 20 y LN es un grupo conector que reacciona con grupos carboxilo, hidroxilo,
amino o tiol; R*® es H o hidrocarbilo.

[0022] El primer agente no fluorescente también puede ser, por ejemplo, BHQ3 (Biosearch), QC-1 (Li-COR.com)
0 particulas que incluyen tales compuestos, por ejemplo, nanoparticulas de oro y nanoparticulas de hierro.
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[0023] En una forma de realizacion, el uno o mas polimeros se seleccionan del grupo que consiste en
polietilenglicol, diacrilato de polietilenglicol, polilactida, alcohol polivinilico, copolimero de poli DL-lactida-co-
glicolido/polietilenglicol y combinaciones de los mismos.

[0024] Se ha descubierto que los polimeros a base de polietilenglicol son polimeros ventajosos para
recubrimientos de superficies de objetos debido a la naturaleza biocompatible de los polimeros a base de
polietilenglicol.

[0025] En una forma de realizacion, el péptido esta unido de manera covalente a través del extremo N- o C-
terminal o una cadena lateral con al menos uno de dicho uno o mas polimeros mediante un conector de
hidrocarbilo C4-C30, preferiblemente a través del extremo C-terminal o una cadena lateral, mas preferiblemente a
través del extremo C-terminal.

[0026] El término hidrocarbilo como se usa en la presente descripcion significa un conector que contiene 4tomos
de hidrégeno y carbono; es lineal, ramificado o ciclico, saturado o insaturado, tal como un alquilo, alquenilo y
alquinilo; sustituyente aliciclico tal como cicloalquilo, cicloalquenilo; aromatico. Se puede sustituir con uno o mas
grupos de sustituyente no hidrocarbilo, por ejemplo, un heterodtomo. Un conector preferido se selecciona del
grupo que consiste en 4, 5, 6 y 7 atomos de carbono.

[0027] Los inventores han descubierto que uniendo de manera covalente un péptido a través del extremo C
terminal a uno 0 mas polimeros del recubrimiento de superficie de objeto, el sitio de escisién se presenta en una
orientacion que facilita la escision por un microorganismo.

[0028] En una forma de realizacion, el recubrimiento de superficie de objeto segin cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde el conector C4-C30 incluye un grupo hidrocarbilo ciclico o un grupo ciclico
heterociclico, preferiblemente dicho grupo heterociclico es un grupo triazol.

[0029] En una forma de realizacion de la presente invencion, el conector se puede instalar a través de la reaccion
de un grupo reactivo en el extremo N- o C-terminal o una cadena lateral del péptido con un grupo reactivo
complementario en el polimero. Un grupo reactivo particularmente preferido es el grupo azida y un grupo reactivo
complementario preferido es el grupo alquino. La reaccion de la azida y el alquino procede en presencia de los
primeros agentes fluorescente y no fluoroescente sin que ocurran reacciones secundarias no deseadas.

[0030] Los ejemplos adicionales incluyen varias reacciones de acoplamiento catalizadas por Pd(0), reaccion de
Staudingen, reacciones de cicloadicion (Diels-Alder, cicloadicion 1,3-dipolar), alquilacion reductura, formacién de
oxima e hidrazina, reacciones de adicion de tiol y acoplamiento oxidativo.

[0031] En una forma de realizacion, el primer sitio de escision es escindido por un compuesto proporcionado por
bacterias gram-positivas 0 bacterias gram-negativas, preferiblemente bacterias gram-positivas, mas
preferiblemente de los géneros Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus y Bacillus, Corynebacterium,
Nocardia, Clostridium, Actinobacteria y Listeria.

[0032] Una ventaja del recubrimiento de superficie de objeto segln la invencién es que el recubrimiento se puede
disefiar de manera que el recubrimiento solo es sensible a un grupo determinado de microorganismos. Por
ejemplo, en una forma de realizacion preferida, el primer sitio de escision es escindido por un compuesto
proporcionado por bacterias gram-positivas, tales como Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus y Bacillus,
Corynebacterium, Nocardia, Clostridium, Actinobacteria y Listeria. En una forma de realizacién particularmente
preferida, las bacterias gram-positivas se seleccionan de los géneros Staphylococcus, Streptococcus, mas
preferiblemente Staphylococcus.

[0033] En una forma de realizacion, el primer sitio de escision es escindido por un compuesto proporcionado por
bacterias gram-negativas tales como Escherichia coli, Shigella flexneri y Campylobacter jejuni.

[0034] En una forma de realizacion, el primer compuesto es una proteasa seleccionada del grupo que consiste en
endoproteinasa Glu-C de Staphylococcus aureus V8, proteasa IgA1, aureolisina.

[0035] Un ejemplo de un compuesto que es especifico para bacterias gram-positivas es la proteasa V8 de
Staphylococcus aureus, también conocida como endoproteinasa Glu-C, proteasa Glu-C, serina proteinasa
estafilocécica, serina endopeptidasa de Staphylococcus V8. Esta proteasa escinde especificamente en el lado
carboxilo de residuos de aspartato y glutamato.
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[0036] En una forma de realizacion, el primer sitio de escision incluye un motivo de aminoacido especifico que se
selecciona preferiblemente del grupo que consiste en EFRIV, EFRIK, DFRIK, GIGEFRIK, GIGDFRIK.

[0037] En una forma de realizacion preferida, el sitio de escision incluye un aminoacido seleccionado del grupo de
serina, treonina, arginina, lisina, acido aspartico y acido glutamico, preferiblemente acido aspartico y acido
glutamico, estando dicha escision comprendida en un compuesto de al menos una bacteria seleccionada del
grupo que consiste en Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus y Bacillus, Corynebacterium, Nocardia,
Clostridium, Actinobacteria y Listeria.

[0038] En una forma de realizacion preferida, el sitio de escision incluye un aminoacido seleccionado del grupo de
alanina, leucina, valina, isoleucina y prolina, estando la escision comprendida en un compuesto de al menos una
bacteria seleccionada del grupo que consiste en Escherichia coli, Shigella flexneri y Campylobacter jejuni.

[0039] Se entiende por la presente que el sitio de escisidn tiene su bien conocido significado, que es una parte de
la estructura molecular del recubrimiento de superficie de objeto, que es escindido por un compuesto especifico
donde el sitio de escision incluye uno o mas enlaces amidicos.

[0040] El sitio de escision puede tener la estructura XYZ, donde X es al menos un aminoacido, Y es una parte de
la estructura molecular compuesta por al menos dos aminoacidos que representan el primer sitio de escision 'y Z
es al menos un aminoacido. Los aminoacidos usados pueden ser cualquier aminoacido, elegido preferiblemente
del grupo de aminoé&cidos de origen natural o del grupo de amino&cidos sintéticos, en particular derivados de
amino&cidos naturales. Los aminoacidos son preferiblemente aquellos que permiten la union del compuesto que
efectla la escision del primer sitio de escision.

[0041] En una forma de realizacion, el primer sitio de escision incluye aminoacidos que son sustratos y o sitios de
uniébn para proteasas segregadas por microorganismos tales como bacterias gram-positivas tales como
Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus y Bacillus, Corynebacterium, Nocardia, Clostridium, Actinobacteria
y Listeria. En una forma de realizacion particularmente preferida, las bacterias gram-positivas se seleccionan de
los géneros Staphylococcus, Streptococcus, mas preferiblemente Staphylococcus.

[0042] En una forma de realizacion, el primer sitio de escision incluye aminoacidos que son sustratos y o sitios de
unién para proteasas segregadas por microorganismos tales como bacterias gram-negativas tales como
Escherichia coli, Shigella flexneri y Campylobacter jejuni.

[0043] El péptido en el que el sitio de escisiéon esta localizado puede incluyer, por ejemplo, entre 4 y 14, por
ejemplo, aminoacidos, por ejemplo, entre 5 y 12 aminoacidos, por ejemplo, entre 6 y 11 aminoacidos, por
ejemplo, entre 7 y 10 aminoacidos y, por ejemplo, entre 8 y 9 aminoacidos. Preferiblemente, el péptido incluye 6
aminoacidos, 7 amino&cidos, 8 aminoacidos, 9 amino4cidos o 10 amino&cidos.

[0044] Un sitio de escisidn incluye preferiblemente un nimero de aminoécidos, por ejemplo, al menos dos,
preferiblemente al menos tres aminoécidos, méas preferiblemente al menos cuatro aminodcidos, aun mas
preferiblemente al menos cinco aminoacidos, como se describe en el manual estandar Biochemistry, Ed. L Stryer,
7a edicion, 2012, WH Freeman, parte 1, capitulo 2 Protein Composition and Structure. También se puede hacer
referencia a la parte de la estructura molecular en un sitio de escision como un "motivo de aminoacido". En la
presente invencion, el sitio de escision se disefia de tal manera que es reconocido por un compuesto
proporcionado por un microbio perteneciente a un grupo que consiste en un ndmero limitado de cepas, especies 0
géneros microbianos.

[0045] En una forma de realizacion preferida, el primer agente fluorescente tiene la féormula Il
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aisenin,

Formula Il

donde Z es O, donde R' SOs-Na™; R% R® R% R son hidrocarbilo, R* y R son H, R® y R* sulfanato, R®, R”, R",
R son H, R® (CH3)gSOs3 y R'® éster de (CH>)s-H-hidroxisuccinimida, siendo el primer agente fluorescente 6-(2-
{(E)-2-[(3E)-3-{(2E)-2-[3,3-dimetil-5-sulfonato-1-(4-sulfonatobutil)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ilideno]etilideno}-2-(4-
sulfonatofenoxi)-1-ciclohexen-1-ilJvinil}-3,3-dimetil-5-sulfonato-3H-indolio-1-il)hexanoato de tetrasodio y derivados
de los mismos.

[0046] En una forma de realizacion, el derivado de 6-(2-{(E)-2-[(3E)-3-{(2E)-2-[3,3-dimetil-5-sulfonato-1-(4-
sulfonatobutil)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ilideno]  etilideno}-2-(4-sulfonatofenoxi)-1-ciclohexen-1-il]vinil}-3,3-dimetil-5-
sulfonato-3H-indolio-1-il)hexanoato de tetrasodio es una amida, acido carboxilico o maleimida.

[0047] En una forma de realizacion, el primer agente fluorescente, por ejemplo, un colorante de cianina, y/o el
primer agente no fluorescente estia unido al péptido a través de un enlace amida, éster o un enlace con un
producto de la adicién de Michael.

[0048] En una forma de realizacion, el primer agente fluorescente es un compuesto segun la férmula Ill:

Formula Il

donde R*® y R® son cada uno independientemente H o hidrocarbilo, R** y R* se selecciona cada uno
independientemente del grupo que consiste en H, hidrocarbilo y (CH2)qFG, donde g es un nimero entero de 1 a
20 y FG es un grupo funcional que no reacciona directamente con grupos carboxilo, hidroxilo, amino o tiol; R*” se
selecciona cada uno independientemente del grupo que consiste en H, hidrocarbilo y arilo, donde el arilo se
sustituye opcionalmente por grupos cloro, halo o acilo.

[0049] Los ejemplos de primeros agentes fluorescentes adecuados que se pueden usar en la presente invencién
incluyen, pero no se limitan a, Alexa Fluor® 350, Alexa Fluor® 430, Alexa Fluor® 488, Alexa Fluor® 555, Alexa
Fluor® 594, Alexa Fluor® 647, Alexa Fluor® 660, Alexa Fluor® 680, Alexa Fluor® 700, Alexa Fluor® 750 ATTO
680, ATTO 700, DY-647, DY-650, DY-673, DY-675, DY-676, DY-680, DY-681, DY-682, DY-690, DY-700, DY-701,
DY-730, DY-731, DY-732, DY-734, DY-750, DY-751, DY-752, DY-776, DY-781, DY-782, DY-831, La Jolla Blue,
Cy5, Cy5.5, Cy7, IRDye® 800CW, IRDye® 38, IRDye® 800RS, IRDye® 700DX, IRDye® 680, entre otros. Los
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colorantes "Alexa Fluor" estan disponibles en Molecular Probes Inc., Eugene, OR, EE.UU. (www.probes.com).
Los colorantes "ATTO" estan disponibles en ATTO-tec GmbH, Siegen, Alemania (www.atto-tec.com). Los
colorantes "DY" estan disponibles en Dyomics GmbH, Jena, Alemania (www.dyomics.com). La Jolla Blue esta
disponible en Hyperion Inc. Los colorantes "Cy" estan disponibles en Amersham Biosciences, Piscataway, NJ,
EE.UU., (www.amersham.com). Los colorantes "IRDye® infrared dyes" estan disponibles en LI-COR® Bioscience,
Inc., Lincoln, NE, EE.UU. (www.licor.com).

[0050] En una forma de realizacion, el primer agente no fluorescente es un colorante de cianina con una longitud
de onda de absorcion de 650-900 nm. Una ventaja de los colorantes de cianina en las longitudes de onda del
infrarrojo cercano es que la deteccion del infrarrojo cercano reduce el fondo, la dispersion y la interferencia
causadas por otros compuestos en la muestra que se esta midiendo, mejorando la fiabilidad del método inventivo
en sistemas tanto ex vivo como in vivo. Ademas, tales longitudes de onda son capaces de penetrar el tejido, lo
que hace que tales colorantes sean especialmente adecuados para aplicaciones in vivo.

[0051] En una forma de realizacion preferida, el agente no fluorescente es - dietilamino-5-fenilfenazio-7-
diazobenzeno-4"-(N-etil-2-O-(4,4'-dimetoxitritil))-N-etil-2-O  (BHQ3) (Biosearch), QC-1, IRDye® 800RS (Li-
COR.com), nanoparticulas de oro y nanoparticulas de hierro.

[0052] En una forma de realizacion, el primer agente no fluorescente es un compuesto de férmula IV:
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Formula IV

donde Z es O, donde R SOs-Na'; R?, R®, R%, R' son hidrocarbilo, R* y R*! son R® y R*? son H, R®, R’, R*®, R
son H, R® (CH3)qS0s" y R™ éster de (CH,)s-H-hidroxisuccinimida.

[0053] En una forma de realizacién preferida, cuando el primer agente fluorescente es el mismo que el primer
agente no fluorescente, dicho primer agente fluorescente es el compuesto segun la férmula IV, IRDye® 800RS.
En esta forma de realizacion, el IRDye® 800RS tiene la propiedad de autodesactivar la luz emitida en el
recubrimiento. Cuando una proporcion del IRDye® 800RS se elimina del recubrimiento, hay un aumento de la
distancia entre las moléculas de IRDye® 800RS, de modo que se produce un grado inferior de autodesactivacién
Yy, por tanto, se emite luz desde el recubrimiento.

[0054] Alternativamente, el primer agente no fluorescente es un compuesto de férmula V:
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Formula V

donde X se selecciona del grupo que consiste en H, cloro, flGor, bromo, O-arilo donde el arilo se para sustltuye
con un grupo seleccionado del grupo que con5|ste en sulfanato halégeno, hidroxilo y amina; R% R® R® R son
cada uno independientemente H o hidrocarbilo, R*, R®, R™, R*? se selecciona cada uno mdependlentemente del
grupo que consiste en H, hldrocarbllo sulfanato y N hldrocarbllo o forman un anillo aromético junto con los
atomos a los que estan unidos; R® R’ R', R se selecciona cada uno independientemente del grupo que
con5|ste en H, sulfanato, hldrocarbllo o] forman un anillo aromatico junto con los atomos a los que estan unldos
R® y R'® son cada uno independientemente hidrocarbilo, (CH2)qFG o (CH2),LN donde al menos uno de R® y R es
(CH2)4FG, donde g es un namero entero de 1 a 20 y FG es un grupo funcional que no reacciona directamente con
grupos carboxilo, hidroxilo, amino o tiol, donde p es un numero entero de 1 a 20 y LN es un grupo conector que
reacciona con grupos carboxilo, hidroxilo, amino o tiol; R es H o hidrocarbilo.

[0055] Preferlblemente eI compuesto de formula V es un compuesto donde X es cloro; R? R R®, RY
hidrocarbilo, R*, R®, R’, R™, R'?; R son H, R® es N-hidrocarbilo; R* es sulfanato, R® (CH3)qSO3 yR ester de
(CH2)s-H- h|dr0X|succm|m|da 5|endo dicho primer agente no fluorescente 4-((E)-6-((E)-2-[3,3-dimetil-1-(4-
sulfonatobutil)-indolin-2-ilideno]etilideno}-2-((E)-2-(1-6-(2,5-dioxopirrolidin-1-iloxi)-6-oxihexilo)-3,3-dimetil-3H-
indolio-2il)vinil)ciclohex-1-eniloxi)bencenosulfonato de sodio.

[0056] En otra forma de realizacion, el primer agente no fluorescente es un compuesto segun la formula VI:

Formula VI

donde RY, R®™® Ry R® son cada uno independientemente hidrocarbilo o hidrocarbilo sustituido donde el
hidrocarbilo se sustituye por grupos hidroxilo, halo, fésforo o sulfanato.

[0057] En otra forma de realizacion, el primer agente no fluorescente es un compuesto segun la formula VII:

*
N

g
Formula VI

donde RY, R*® y R se cada uno independientemente hldrocarbllo o hidrocarbilo sustituido donde el hidrocarbilo
se sustltuye por grupos hidroxilo, halo, fosfo o sulfanato; R% y R*! son grupos H, hidrocarbilo, alcoxi o halo.

[0058] En una forma de realizacion, el primer agente no fluorescente tiene una longitud de onda de absorcién de
300-450 nm, preferiblemente 450-650 nm, alin mas preferiblemente 650-900 nm. El primer agente no fluorescente
se selecciona de manera que se obtenga un solapamiento espectral bueno con el primer agente fluorescente de
modo que, cuando el dicho primer agente no fluorescente y dicho primer agente fluorescente estan cerca, se
desactiva la emision de una sefial de dicho primer agente fluorescente.
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[0059] En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona un método para preparar un recubrimiento de
superficie de objeto segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que incluye los pasos de:

a) proporcionar un péptido que incluye el primer agente fluorescente, el primer agente no fluorescente, el
primer sitio de escisién y un alquino reactivo

b) poner en contacto el péptido obtenido en el paso a) con un diacrilato C5-C25 que incluye un grupo azida,
c) reticulacion del conjugado péptido-diacrilato obtenido en el paso b) con uno o mas polimeros.

[0060] Los inventores han descubierto que la incorporacion en el recubrimiento del primer agente fluorescente y el
primer agente no fluorescente en un péptido modificado con diacrilato, la sintesis del recubrimiento de superficie
de objeto es mas eficiente que en los métodos del estado de la técnica. Se sabe que en el estado de la técnica se
mezclan polimeros marcados con fluorescencia y luego se reticulan los polimeros mezclados. En el método
segun la invencion, no es necesario marcar el polimero directamente. Esto resulta en una sintesis mas eficiente
en cuanto a &tomos y eficiente en cuanto a tiempo que aquellos del estado de la técnica.

[0061] En un tercer aspecto, se proporciona un objeto que incluye un recubrimiento de superficie de objeto segun
la invencion, en el que dicho objeto se selecciona del grupo que consiste en implantes médicos, instrumentos
médicos, hisopos médicos, placas de micropocillos, superficies de preparacion de alimentos, mobiliario.

[0062] El recubrimiento de superficie de objeto de la presente invencion es adecuado para uso en una amplia
variedad de sustratos. La ventaja de la presente invencidn es que se puede usar para detectar la presencia de
infeccién bacteriana en un implante médico, instrumentos médicos y mobiliario. El mobiliario adecuado es, por
ejemplo, camas de hospital, mesas de hospitales, mesas de operaciones, cuyas superficies es deseable que
permanezcan limpias y, si una bacteria patdgena esté presente, se detecte rapidamente.

[0063] En una forma de realizacion, el objeto se selecciona del grupo de agujas, catéteres, guias de alambre,
tornillos, placas para implantes y clavos para implantes.

[0064] El recubrimiento de superficie de objeto de la presente invencién es particularmente adecuado para usarse
en objetos que se deben implantar en el cuerpo. Usando implantes que estan recubiertos con el recubrimiento de
la presente invencion, una infeccion bacteriana puede detectarse facilmente y, asi, el profesional médico puede
decidir facilmente el siguiente tratamiento.

[0065] En un cuarto aspecto, se proporciona un método de recubrimiento de un objeto que incluye los pasos de:

a) proporcionar un recubrimiento de superficie de objeto segun la invencién,

b) revestimiento por inmersion del objeto seleccionado del grupo que consiste en implantes médicos e
instrumentos médicos que se van a recubrir con el recubrimiento de superficie del paso a),

c) secar dicho objeto obtenido en el paso b).

[0066] Un objeto segun la presente invencion puede recubrirse con dicho recubrimiento polimérico usando
técnicas tales como recubrimiento por inmersion, recubrimiento por pulverizacion, recubrimiento por rotacion (spin
coating) o fundicion con disolvente. Las técnicas de recubrimiento que implican el injerto quimico de moléculas
sobre la superficie de biomateriales estan también disponibles. Los recubrimientos nanofinos basados en
monocapas autoensambladas (SAM), polimeros atados a la superficie (cepillos poliméricos) o recubrimientos
multicapa basados en ensamblaje capa por capa ofrecen un control preciso de la ubicacién y orientacion de los
grupos quimicos y las biomoléculas en la superficie del recubrimiento se conocen comunmente en la técnica para
aplicar varios recubrimientos a componentes ortopédicos y otros dispositivos médicos para una variedad de
razones, véase, Handbook of Materials for Medical Devices, Davis, J. R. (Ed.), capitulo 9, "Coatings" 2003.

[0067] En un quinto aspecto, se proporciona un método de recubrimiento de un objeto que incluye los pasos de:

a) proporcionar un recubrimiento de superficie de objeto segun la invencion, y

b) poner en contacto un objeto seleccionado del grupo que consiste en hisopos médicos, placas de
micropocillos, superficies de preparacion de alimentos, mobiliario con el recubrimiento de superficie del paso
a).

[0068] En una forma de realizacidon particularmente preferida, el recubrimiento de superficie de objeto se
proporciona en un disolvente, por ejemplo, un disolvente acuoso u organico, que se puede aplicar a una
superficie, por ejemplo, hisopos médicos, placas de micropocillos, superficies de preparacion de alimentos,
mobiliario. El recubrimiento se puede aplicar, por ejemplo, mediante pintura. Alternativamente, el recubrimiento
puede estar comprendido en una cinta adhesiva. La ventaja de aplicar el recubrimiento mediante pintura o
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mediante cinta adhesiva es que se proporciona un medio facil y eficiente en el tiempo para proporcionar un objeto
con un recubrimiento de superficie para la detecciéon de microorganismos patdégenos.

[0069] En un sexto aspecto, se proporciona un método para preparar un recubrimiento de superficie de objeto
segun la invencién, que incluye los pasos de:

a) proporcionar una superficie de objeto que incluye dicho uno o mas polimeros, dicho uno o mas polimeros
que incluyen un grupo reactivo Ay

b) poner en contacto la superficie de objeto segun el paso a) con el péptido que incluye el primer agente
fluorescente, el primer agente no fluorescente, el primer sitio de escision y un grupo reactivo B
complementario al grupo reactivo A,

para preparar dicho recubrimiento de superficie de objeto.

[0070] Los inventores han descubierto que las superficies recubiertas con grupos alquinilo, por ejemplo,
superficies de vidrio o placas de microtitulacion recubiertas con polimeros alquinil PEG, pueden reaccionar con
péptidos, péptido que incluye un grupo de azida, siendo dicho grupo de azida complementario al dicho grupo de
alquinilo. Sorprendentemente, este método permite la produccion facil de superficies recubiertas de péptidos,
superficies que liberan un agente fluorescente o no fluorescente en presencia de bacterias.

[0071] En una forma de realizacion, dicho grupo reactivo A se elige del grupo que consiste en alcohol (OH), tiol
(SH), amina (NHy), acido (COzH), alquino, alqueno, azida, preferiblemente alquino o azida, méas preferiblemente
alquino.

[0072] En una forma de realizacion, dicho grupo reactivo B se elige del grupo que consiste en alcohol (OH), tiol
(SH), amina (NHy), acido (COzH), alquino, alqueno, azida, preferiblemente alquino o azida, méas preferiblemente
azida.

[0073] En una forma de realizacion, el producto de la reaccion de grupo reactivo A y grupo reactivo B es un grupo
elegido del grupo que consiste en un éster, amida, carbamato, tioéster, maleimida y un enlace con un producto de
la adicion de Michael.

[0074] En una forma de realizacién, el péptido que incluye el primer sitio de escision y el primer agente
fluorescente y el primer agente no fluorescente incluye ademas un grupo reactivo A. Dicho grupo reactivo A se
elige del grupo que consiste en alcohol, tiol, amina, &cido carboxilico, azida o grupo de hidrocarburo insaturado,
por ejemplo, alquino o alqueno. Dicho péptido se pone en contacto con un recubrimiento de superficie de objeto
que incluye el grupo reactivo B que es complementario al grupo reactivo A. El grupo reactivo B se elige del grupo
de alcohol, tiol, amina, acido carboxilico, azida y o grupo de hidrocarburo insaturado, por ejemplo, alquino o
alqueno. Preferiblemente, el péptido incluye una azida y la superficie de objeto incluye un alquino. El grupo
reactivo B puede estar unido de manera covalente a uno o méas polimeros de la superficie de objeto. En la
presente invencion, el polimero puede ser organico o inorganico. Ejemplos adecuados de polimeros organicos
son polietilenglicol, diacrilato de polietilenglicol, polilactida, alcohol polivinilico, copolimero de poli DL-lactida-co-
glicélido/polietilenglicol y combinaciones de los mismos. Ejemplos adecuados de polimeros inorganicos son
polimeros de silice, por ejemplo, siloxanos, por ejemplo, siloxanos con una unidad de repeticion (-O-SiR2-O)y,
donde R es una cadena de hidrocarbilo, preferiblemente un hidrocarbilo C1-C20.

[0075] En una forma de realizacion, dicha superficie de objeto se somete a un pretratamiento. Dicho
pretratamiento puede ser mecanico o quimico. Dicho pretratamiento mejora la morfologia de la superficie tal como
rugosidad, textura y porosidad de, por ejemplo, superficies metalicas o plasticas, para mejorar la unién del
recubrimiento de polimero.

[0076] En una forma de realizacion, se proporciona un método de deteccion de la emision de fotones desde un
objeto segln la invencion, que incluye el paso de irradiar el objeto con fotones con una longitud de onda de 650-
900 nm y detectar los fotones emitidos.

[0077] Cuando el recubrimiento de superficie de objeto se ilumina con luz con una longitud de onda de 650-900
nm y estd presente un microorganismo patégeno, microorganismo que libera un compuesto especifico para el
sitio de escision en el recubrimiento de superficie de objeto, un detector adecuado detectara los fotones del
recubrimiento. Tal método proporciona un medio facil para determinar la presencia de un microorganismo
patégeno. El método inventivo es ventajoso sobre los métodos del estado de la técnica, ya que no es necesario
un cultivo microbiolégico trabajoso, costoso y largo para establecer la presencia de, por ejemplo, una infeccion.
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[0078] En una forma de realizacién, se proporciona un método de deteccion de emision de fotones desde un
receptaculo recubierto con un recubrimiento de superficie de objeto segun la invencién, que incluye los pasos de
poner en contacto el receptaculo con una muestra de fluido corporal y detectar los fotones emitidos.

[0079] Cuando el recubrimiento de superficie de objeto se pone en contacto con un fluido corporal, por ejemplo,
saliva u orina o liquido extracelular en general, y se ilumina posteriormente con luz con una longitud de onda de
650-900 nm, y esta presente un microorganismo patégeno, microorganismo que libera un compuesto especifico
para el sitio de escisiéon en el recubrimiento de superficie de objeto, un detector adecuado detectara los fotones
del recubrimiento. Tal método proporciona un medio facil para determinar la presencia de un microorganismo
patégeno en la persona de la cual se tom6 la muestra corporal. EI método inventivo es ventajoso sobre los
métodos del estado de la técnica, ya que no es necesario un cultivo microbioldgico trabajoso, costoso y largo para
establecer la presencia de, por ejemplo, una infeccion.

[0080] En otro aspecto, se proporciona un uso de un objeto segun la invencion para detectar la presencia de
bacterias infecciosas.

[0081] EI método inventivo es ventajoso sobre los métodos del estado de la técnica, ya que no es necesario un
cultivo microbioldgico trabajoso, costoso y largo para establecer la presencia de, por ejemplo, una infeccion.

Ejemplos

[0082] Los siguientes ejemplos no limitativos muestran formas de realizacion particulares de la presente invencion
en comparacion con el estado de la técnica.

Sintesis de péptidos

[0083] Los péptidos 1 y 2 se obtuvieron de Cambridge Research Biochemicals (Reino Unido) y se usaron sin
purificacion adicional.

Péptido 1: Ac-X-[K(IRDye800RS)]-GLLEFRIVAK(IRDye800RS)-amida, donde X es &-azido-norvalina

Péptido 2: Ac-X-GLLEFRIVAC(IRDye800CW)amida, donde X es &-azido-L-norvalina, también denominada
acido (S)-5-azido-2-(Fmoc-amino) pentanoico).

Proteasa V8

[0084] La proteasa bacteriana se obtuvo de Sigma-Aldrich (endoproteinasa Glu-C de Staphylococcus aureus V8;
P2922 SIGMA), también nombrada "proteasa V8" o0 "V8" en este documento.

Proteasa granzima B

[0085] La proteasa recombinante humana se obtuvo de Merck Millipore (368043 granzima B, humana,
recombinante, E. coli).

Portaobjetos de vidrio funcionalizados con alquinos

[0086] Portaobjetos de microscopio de vidrio funcionalizados con alquinos (1013-1014 grupos de alquino/cmz, 75
mm X 25 mm) se obtuvieron de Microsurfaces, Inc. y se cortaron a medida con un cortador de vidrio de diamante.
Los portaobjetos se almacenaron en una bolsa sellada a oscuras a -20°C. Durante los experimentos, los
portaobjetos se mantuvieron a oscuras en un desecador sobre P,0s.

Ejemplo 1
Fijacién de péptidos a portaobjetos de vidrio
[0087] Los péptidos 1y 2 se fijaron a superficies de vidrio.

Experimento de control negativo, sin CuSO4 (no es posible la conjugacién covalente)
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[0088] Se mezclaron 10 pl de solucion madre peptidica de péptido 1 (10 mg/ml; en DMSO) con 26,5 pl de
solucion de ascorbato de sodio (1 mg/ml; en DMSO/agua 1/1) y se afadié 13,5 ul de DMSO para aumentar la
solubilidad del péptido. La proporcion final de DMSO/agua fue 73:27. La concentracion final de péptido fue 0,65
mM, la concentracion final de ascorbato de sodio fue 2,7 mM.

Péptido 1; conjugaciéon con CuSOq

[0089] Se mezclaron 10 pl de solucion madre peptidica de péptido 3 (10 mg/ml; en DMSO) con 12,5 pl de
solucion de CuSO4 (1 mg/ml; en DMSO/agua 1/1) y 14 pl de solucién de ascorbato de sodio (1 mg/ml; en
DMSO/agua 1/1) y se afiadio 13,5 yl de DMSO para aumentar la solubilidad del péptido. La proporcion final de
DMSO/agua fue 73:27. La concentracion final de péptido fue 0,65 mM, la concentracion final de CuSQO4 fue 1 mM,
la concentracion final de ascorbato de sodio fue 1,4 mM.

[0090] La solucién resultante (50 pl) se pipeted sobre el portaobjetos de vidrio y la diapositiva se mantuvo en un
ambiente humidificado durante 1h. La gotita se lavo por aclarado 3x con 1 ml de DMSO:H,O 80/20; luego, el
portaobjetos se coloc6 en una solucion de lavado de DMSO:H,0 80/20 y se agité suavemente durante 1 minuto.
La solucion de lavado se enjuag6 con agua (5 x 1 ml) y el portaobjetos se secé con un flujo de nitrégeno.

[0091] Los portaobjetos de vidrio se caracterizaron usando espectroscopia UV-VIS, donde solo los portaobjetos
gue se han tratado con péptido y con CuSO, mostraron un maximo de absorcién residual de tipicamente 0,01-
0,05 en la region de longitud de onda esperada 600-800 nm.

Ejemplo 2

Control de la digestion del péptido 1 por espectroscopia de luminiscencia

[0092] La escision de péptido 1 en presencia de proteasa V8 y proteasa granzima B se controlé en solucion
mediante espectroscopia de luminiscencia. Los espectros de fotoluminiscencia se midieron en un espectrometro
de luminiscencia LS50 B Perkin-Elmer. Los espectros se registraron de 250 a 900 nm, usando una longitud de
onda de excitacion de 720 nm y aplicando un ancho de ranura de 15 nm.

[0093] La digestion en solucidn se realiz6 en un frasco de vidrio. Se diluyeron 100 pl de solucién madre de
péptido 1 (10 mg/ml) con 625 pl de H,O y 250 yl de 100 mM de solucién de tampoén fosfato (pH = 7,8). Una
muestra de 10 pl se tomé en t = 0. Luego, se afiadieron 50 pl de soluciéon madre de proteasa V8 o granzima B (25
unidades, + 25 ug), la mezcla se agitd y se mantuvo a temperatura ambiente. Durante el periodo de tiempo del
experimento, la solucién de incubacion permanecio clara (sin precipitacion de péptido colorante). En varios puntos
de tiempo (30 s, 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 90, 120, 150 y 180 min, y a las 18h) se tomaron 10 pl de una
muestra de incubacién y se diluyd con 3 ml de agua. Las muestras diluidas preparadas se midieron por
espectroscopia de luminiscencia, para controlar la escisién digestiva del péptido 1. Como blancos, se usaron
cubetas con agua y la misma cantidad de DMSO como la soluciéon de muestra.

[0094] En ausencia de proteasa V8, se observo una fluorescencia de fondo de alrededor de 1 AU. Después de 30
s desde la adicion de la proteasa V8, la intensidad de fluorescencia aumenta a 4 AU y, en 6 minutos, la intensidad
de fluorescencia es de 6 AU. Esto muestra que el péptido segun la invencion es capaz de detectar bacterias en
minutos, que es una mejora considerable sobre los métodos del estado de la técnica, tal como el ensayo basado
en ATP para materia organica (tipicamente 4-8 horas) o cultivos bacterianos (24 horas).

[0095] En presencia de granzima B, el péptido 1 no se corta y la fluorescencia de fondo de 1 AU se mantuvo a lo
largo de todo el experimento. La granzima B es una proteasa serinica presente en una concentracion normal de
20-4 pg/ml en el plasma sanguineo. Los resultados muestran que el péptido es selectivo para la presencia de
proteasas bacterianas y no se escinde en presencia de proteasas liberadas por el cuerpo humano como parte de
las respuestas autoinmunitarias.

Ejemplo 3

Control de la digestién de péptido 1 unido a la superficie por espectroscopia de luminiscencia

[0096] El equipo Li-Cor Odyssey CLX se usé in situ en Westburg (Leusden, NL; Timo Kreike, Moniek Kors). Todas
las mediciones de Odyssey CLX se tomaron excitando a 800 nm.
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[0097] En presencia de proteasa V8, la intensidad aumenté de aproximadamente 6000 unidades a 25000
unidades, lo que indica que la V8 desencadena la liberacion del grupo desactivador del péptido 1.

[0098] En presencia de proteasa V8, no se observd ningln cambio en la intensidad para el péptido 2. La
intensidad observada permanece en 8000 unidades, lo que indica que, aunque el grupo fluorescente puede ser
escindido, el grupo fluorescente no difunde hacia afuera desde la superficie, por lo tanto, no se observa ninguna
reduccion en la sefial y se obtiene asi un resultado falso negativo.

[0099] Los resultados muestran que el recubrimiento segun la invencion es capaz de detectar la presencia de
bacterias y no es propenso a resultados falsos negativos.

Ejemplo 4

Recubrimiento de catéter

[0100] Los recubrimientos de objeto estan compuestos por un polimero de PEG (MeO-PEG-alquino, IRIS biotech)
y un péptido que lleva un sitio de escision y un primer agente fluorescente y un primer agente no fluorescente. El
ejemplo comparativo no contiene el primer agente no fluorescente.

[0101] Los péptidos se sintetizaron por sintesis de péptidos en fase sélida estandar (SPPS) usando reactivos
estandar, técnicas de acoplamiento y purificacion.

[0102] El acoplamiento del péptido al primer agente fluorescente y el primer agente no fluorescente se realizd
después de la purificacion del péptido y se facilitd por el acoplamiento de maleimida a cisteina o el acoplamiento
de amida a lisina.

[0103] El acoplamiento del péptido que lleva un sitio de escision y el primer agente fluorescente y un primer
agente no fluorescente se realizd utilizando condiciones de reaccion estandares de cicloadicion de Huisgen de
azida y alquino.

[0104] El catéter usado fue un catéter de Foley de silicona 14F que se proporciond en longitudes de 6 mm y con
un diametro de 4,2 mm. Se prepard una suspension acuosa de cada recubrimiento de polimero y se sumergio
cada pieza de catéter en la mezcla de suspension. Los catéteres recubiertos se almacenaron a 20°C a oscuras
durante 15 minutos antes de repetir el procedimiento de inmersion. El proceso se repitié cuatro veces en total.
Después del recubrimiento final, los catéteres recubiertos se almacenaron a 35°C durante 48 horas para facilitar
el secado del recubrimiento.

Ejemplo 5

[0105] Cada catéter recubierto y un catéter no recubierto como control, se incubaron en presencia de 2 x 10°
unidades formadoras de colonias (ufc) ml™ de S. aureus durante 4 horas. Después, se retiraron los catéteres
recubiertos de la incubadora y se expusieron a una camara de fluorescencia multiespectral clinica (sistema de
imagenes T3, SurgOptix BV, Groningen, Paises Bajos) con un espectro IVIS (excitacion: 710 nm, emisién: 800
nm, tiempo de adquisicién 5 s, binning 4, F-stop 2, FOV 21,2).

[0106] Los resultados obtenidos del espectro IVIS e IVIS Lumina Il se analizaron con Living Image 4.2. (Caliper
LS, Hopkinton MA, EE.UU.). Los limites de deteccion 6ptimos se establecieron en la sefial mas baja a la cual la
sefial positiva se discrimin6 facilmente de los controles negativos. La intensidad de sefial se determiné dibujando
regiones de interés (ROI) y midiendo los recuentos promedio en estas regiones. La sefial se corrigio para el fondo
restando la sefial de fondo de la sefial de interés, referida en el texto como recuentos netos. Una fuerte sefial de
infrarrojo cercano se atribuy6 al primer agente fluorescente.

[0107] Los resultados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1
Ejemplo | Recubrimiento Objeto Respuesta del recubrimiento
ala exposicion a S. aureus
5.1 NINGUNO Catéter de Foley de | ++ (evaluado mediante cultivo
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silicona (14F, 4,6 mm) [ microbiano - 24 horas)
5.2 G-(Pol)-X-LLEFRIVAC-IRDye800CW -
53 (I RDye800RS)-KG-(Pol)-X-LLEFRIVAK +
(IRDye800RS)
5.4 Ac-(IRDye800CW)CG-(Pol)-X-LLEFRIVAK ++
(IRDyeQC-1)

donde Pol es MeO-PEG-alquino y X es acido (S)-5-Azido-2-(Fmoc-amino) pentanoico

[0108] Los resultados muestran que los recubrimientos segun la invencién que incluyen un agente no fluorescente
con un espectro de absorcion solapado con el espectro de emision del primer agente fluorescente (ejemplo 5.4)
conducen a la deteccidon éptima de la presencia de microorganismos patégenos, por ejemplo, en este caso S.
aureus. La desactivacion por el primer agente no fluorescente es estrictamente dependiente de la distancia desde
el primer agente fluorescente, por lo que tan pronto como el primer agente no fluorescente se escinde, se detecta
la luz emitida.

[0109] El ejemplo 5.4 muestra también que se puede obtener el mismo nivel de deteccion usando los
recubrimientos segun la invencién que como mediante cultivo microbiano convencional (ejemplo 5.1), pero los
resultados se obtienen mucho mas rapido, en 4 horas en lugar de 24-36 horas como con los cultivos microbianos.

[0110] El ejemplo 5.3 muestra un primer agente fluorescente que funciona también como un primer agente no
fluorescente que proporciona también medios adecuados para detectar microorganismos. Sin embargo, debido a
la difusién limitada del primer agente fluorescente escindido, solo se detecta una sefial débil.

[0111] Los recubrimientos que solo incluyen un primer agente fluorescente no proporcionan una buena deteccion
de microorganismos (ejemplo comparativo 5.2). Esto se atribuye a la lenta velocidad de difusion del primer agente
fluorescente hacia afuera desde la superficie, de modo que solo se detecta un pequefio cambio en la intensidad
de la luz emitida.
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REIVINDICACIONES

1. Recubrimiento de superficie de objeto que incluye uno o mas polimeros y un péptido unidos de manera
covalente a al menos uno de dichos uno o mas polimeros, incluyendo dicho péptido:

a) un primer sitio de escision, donde dicho primer sitio de escision es escindido por un primer compuesto
especificamente proporcionado por un microbio perteneciente a un primer grupo que consiste en un nimero
limitado de cepas, especies 0 géneros microbianos, y no escindido por cualquier compuesto proporcionado
por cualquier microbio no perteneciente a dicho primer grupo,

b) un primer agente fluorescente con una longitud de onda de emisién de 650-900 nm,

c) un primer agente no fluorescente con una longitud de onda de absorcion de 650-900 nm, para la
desactivacion de dicha emision de dicho primer agente fluorescente,

donde la escision de dicho primer sitio de escision resulta en la liberacion de dicho primer agente no fluorescente
del recubrimiento, siendo la liberacién de dicho primer agente no fluorescente indicativa de la presencia de un
microbio perteneciente a dicho primer grupo.

2. Recubrimiento de superficie de objeto segun la reivindicacion 1, donde tras la liberacién de dicho primer agente
no fluorescente del recubrimiento, el primer agente fluorescente permanece unido de manera covalente al
recubrimiento de superficie de objeto.

3. Recubrimiento de superficie de objeto segun las reivindicaciones 1 o 2, donde dicho uno o mas polimeros se
seleccionan del grupo que consiste en polietilenglicol, diacrilato de polietilenglicol, polilactida, alcohol polivinilico,
copolimero de poli DL-lactida-co-glicélido/polietilenglicol y combinaciones de los mismos.

4. Recubrimiento de superficie de objeto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde dicho péptido esta
unido de manera covalente a través del extremo N- o C-terminal o una cadena lateral a al menos uno de dicho
unos 0 mas polimeros por un conector de hidrocarbilo C4-Cso, preferiblemente a través del extremo C-terminal o
una cadena lateral, mas preferiblemente a través de la cadena lateral,

donde el conector C4-Cs incluye un grupo de hidrocarbilo ciclico o un grupo heterociclico ciclico, preferiblemente
dicho grupo heterociclico es un grupo triazol.

5. Recubrimiento de superficie de objeto segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el primer
sitio de escisién es escindido por un compuesto proporcionado por bacterias gram-positivas o bacterias gram-
negativas, preferiblemente bacterias gram-positivas, mas preferiblemente de los géneros Staphylococcus,
Streptococcus, Enterococcus y Bacillus, Corynebacterium, Nocardia, Clostridium, Actinobacteria y Listeria.

6. Recubrimiento de superficie de objeto segin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el primer
sitio de escision es escindido por un primer compuesto, que es una proteasa seleccionada del grupo que consiste
en proteasa V8, proteasa IgA1, aureolisina.

7. Recubrimiento de superficie de objeto segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el primer
sitio de escision incluye un motivo de aminoacido especifico, seleccionado del grupo que consiste en EFRIK (SEQ
ID N.°: 1), DFRIK (SEQ ID N.°: 2), GIGEFRIK (SEQ ID N.°: 4), GIGDFRI K (SEQ ID N.°: 5).

8. Recubrimiento de superficie de objeto segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dicho
primer agente fluorescente es una cianina con una longitud de onda de emision de 650-900 nm, y

donde dicho primer agente no fluorescente es un colorante de cianina con una longitud de onda de absorcién de
650-900 nm.

9. Objeto que incluye un recubrimiento de superficie segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8, siendo
seleccionado dicho objeto del grupo que consiste en implantes médicos, instrumentos médicos, hisopos médicos,
placas de micropocillos, superficies de preparacion de alimentos y mobiliario o

siendo seleccionado dicho objeto del grupo de agujas, catéteres, guias de alambre, tornillos, placas para
implantes y clavos para implantes.

10. Método de preparacion de un recubrimiento de superficie de objeto segln cualquiera de las reivindicaciones
1-9, que incluye los pasos de

a) proporcionar un péptido que incluye el primer agente fluorescente, el primer agente no fluorescente, el
primer sitio de escisién y un grupo azida,
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b) poner en contacto el péptido obtenido en el paso a) con un diacrilato Cs-Cs que incluye un grupo alquino,
c) reticular el conjugado péptido-diacrilato obtenido en el paso b) con uno o mas polimeros.

11. Método de recubrimiento de un objeto, que incluye los pasos de:

a) proporcionar un recubrimiento de superficie de objeto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, o

b) revestir por inmersion el objeto seleccionado del grupo que consiste en implantes médicos e instrumentos
médicos que van a recubrirse con el recubrimiento de superficie del paso a),

¢) secar dicho objeto obtenido en el paso b), o

a) proporcionar un recubrimiento de superficie de objeto segln cualquiera de las reivindicaciones 1-9
y

b) poner en contacto un objeto seleccionado del grupo que consiste en hisopos médicos, placas de
micropocillos, superficies de preparacion de alimentos y mobiliario con el recubrimiento de superficie
del paso a).

12. Método de preparacion de un recubrimiento de superficie de objeto segin cualquiera de las reivindicaciones
1-9, que incluye los pasos de:

a) proporcionar una superficie de objeto que incluye uno o mas polimeros, dichos uno o mas polimeros
incluyen ademas un grupo reactivo Ay

b) poner en contacto la superficie de objeto segun el paso a) con el péptido que incluye el primer agente
fluorescente, el primer agente no fluorescente, el primer sitio de escisibn y un grupo reactivo B
complementario al grupo reactivo A de modo que grupo reactivo A y el grupo reactivo B forman un enlace
covalente para preparar dicho recubrimiento de superficie de objeto,

dicho grupo reactivo A se elige del grupo que consiste en alcohol (OH), tiol (SH), amina (NHy), &cido (CO2H),
alquino, alqueno, azida, preferiblemente alquino o azida, méas preferiblemente alquino, dicho grupo reactivo B se
elige del grupo que consiste en alcohol (OH), tiol (SH), amina (NHy), acido (CO2H), alquino, alqueno, azida,
preferiblemente alquino o azida, mas preferiblemente azida.

13. Método de deteccién de emisién de fotones de un objeto segun la reivindicacion 9, que incluye el paso de
irradiar el objeto con fotones con una longitud de onda de 650-900 nm y detectar los fotones emitidos.

14. Método de deteccion de emisién de fotones a partir de un objeto recubierto con un recubrimiento de superficie
segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, que incluye los pasos de poner en contacto el objeto con una
muestra de fluido corporal y detectar los fotones emitidos.

15. Uso de un objeto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9 para detectar la presencia de bacterias
infecciosas.
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