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Descripcion

Métodos y sistemas para la deteccién de microorganismos

Esta solicitud reivindica prioridad respecto de la Solicitud de patente provisional USA N° 61/601 231 presentada el 21
de febrero de 2012.

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere a los métodos y el uso de kits para la deteccion de microorganismos. El alcance de
proteccion se define en las reivindicaciones adjuntas.

ANTECEDENTES

Existe un gran interés en la deteccidén de bacterias y otros microorganismos tanto en muestras biol6gicas como en
muestras de tipo alimentario. Los patdégenos bacterianos pueden causar una importante morbilidad en los seres
humanos y animales domésticos, ademas de grandes pérdidas econdmicas. Por otra parte, la deteccién de
microorganismos tiene maxima prioridad para la Food and Drug Administration (FDA), dados los brotes de
enfermedades mortales o potencialmente mortales que provoca la ingestion de alimentos contaminados por
determinados microorganismos, como la Escherichia coli o Salmonella spp.

Los analisis microbiolégicos tradicionales para la deteccidon de bacterias se basan en cultivos de enriquecimiento
selectivos y no selectivos que se colocan en placas sobre medios selectivos para su posterior analisis que confirme
la presencia de las colonias sospechosas. Estos procedimientos pueden prolongarse durante varios dias. Se han
investigado e introducido en la practica diversos métodos rapidos para reducir el tiempo necesario. Sin embargo,
estos métodos presentan inconvenientes. Por ejemplo, las técnicas que implican inmunoensayos directos o sondas
geénicas generalmente requieren un paso de enriquecimiento para obtener una sensibilidad adecuada. Las pruebas
de reaccion de cadena de polimerasa (PCR) también incluyen un paso de amplificacion y ofrecen por tanto una alta
sensibilidad y selectividad; sin embargo, el tamafio de la muestra que se puede someter de forma econdémica a las
pruebas PCR es limitado. Con las suspensiones bacterianas diluidas, la mayoria de las pequefias submuestras
estaran libres de células y, por tanto, también se requieren pasos de enriquecimiento. El tiempo necesario para el
enriquecimiento biolégico viene dictado por la velocidad de crecimiento de la poblaciéon bacteriana diana de la
muestra, por el efecto de la matriz de la muestra y por la sensibilidad requerida. Por ejemplo, un sistema PCR por
captura magnética para E. coli verotoxigénica puede requerir unas 5, 7 y 10 horas de cultivo de enriquecimiento para
detectar 1000, 100, y 1 unidad formadora de colonias por milimetro (cfu/ml), respectivamente, en un sistema modelo,
y 15 horas de cultivo de enriquecimiento para detectar 1 cfu por gramo (g) en carne picada. En la practica, la
mayoria de los métodos de alta sensibilidad requieren la incubacion durante la noche y tardan unas 24 horas en
total. Debido al tiempo necesario para el cultivo, estos métodos pueden tardar hasta tres dias, dependiendo del
organismo que se pretende identificar y del origen de la muestra. Por lo general este plazo de tiempo no resulta
apropiado, dado que el agua o los alimentos (u otro producto) contaminados pueden haber llegado ya al ganado o a
los seres humanos. Por otra parte, el aumento de las bacterias resistentes a antibidticos y las consideraciones de
biodefensa hacen que la identificacion rapida de patégenos bacterianos en el agua, alimentos y muestras clinicas se
haya convertido en una prioridad critica en todo el mundo.

Asi pues, existe una necesidad de contar con métodos mas rapidos, simples y sensibles para la deteccion e
identificacion de microorganismos como bacterias y otros microorganismos potencialmente patégenos. Loessner et
al.; Applied and Environmental Microbiology, vol. 62, n.° 4, 1 de abril de 1996 (01/04/1996), paginas 1133-1140,
divulga los métodos para la deteccidn rapida y sensible de células de Listeria viables utilizando un bacteriéfago
indicador de luciferasa.

EXPOSICION DE LA INVENCION

En un aspecto, la presente divulgacion utiliza la biologia de los microorganismos para la deteccion de un
microorganismo en una muestra. Se pueden detectar diversos microorganismos utilizando los métodos descritos en
el presente documento.

Por ejemplo, esta divulgaciéon comprende métodos y sistemas que utilizan una pluralidad de ribosomas presentes en
un solo microorganismo como medio para detectar la presencia de bajos niveles del microorganismo en una
muestra. Por ejemplo, el método puede comprender los pasos de aislar el microorganismo de otros componentes en
otra muestra, lisar el microorganismo para liberar los ribosomas presentes en el microorganismo, y detectar los
ribosomas, o un componente de los ribosomas, donde la deteccion de los ribosomas o de un componente de los
ribosomas indica que el microorganismo se encuentra presente en la muestra. En determinados ejemplos, los
ribosomas y/o proteinas ribosomales liberados del microorganismo se pueden someter a ensayo utilizando un
inmunoensayo amplificado con microesferas. En otros ejemplos, la presente divulgacién puede comprender un
ensayo de flujo lateral en combinacién con nanocadenas de negro de humo para detectar ribosomas y/o proteinas
ribosomales liberados por el microorganismo.

En otros aspectos adicionales y/o alternativos, la presente divulgacion utiliza la alta especificidad de agentes que
pueden unirse a microorganismos 0 a sus componentes como medio para detectar y aislar bajos niveles de un
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microorganismo (por ejemplo, un Unico microorganismo) presentes en una muestra. Por ejemplo, en determinados
ejemplos el método puede comprender los pasos de aislar al menos una bacteria de otros componentes de la
muestra e infectar al menos esa bacteria con una pluralidad de bacteridfagos parentales. EI método puede
comprender también la lisis de al menos una bacteria infectada para liberar el bacteriéfago de progenie presente en
la bacteria. EI método puede comprender también la deteccion del bacteriéfago de progenie, o de un componente
del bacteriéfago de progenie, donde la deteccion del bacteriéofago o de un componente del bacteriéfago indica que la
bacteria esta presente en la muestra.

La presente divulgacion también comprende métodos y sistemas que utilizan la especificidad de agentes de unién
especificos, como bacteriéfagos y/o anticuerpos, para aislar microorganismos de una muestra.

Otros ejemplos descritos en el presente utilizan el bacteriéfago de progenie y/o bacterias etiquetadas con una
fraccion detectable para facilitar la deteccion de bacterias infectadas. Por ejemplo, el bacteriéfago de progenie puede
comprender una biomolécula detectable como proteina luciferasa. O bien, el bacteriéfago de progenie se puede
cuantificar mediante la infeccion de bacterias que comprenden una biomolécula marcadora como proteina luciferasa.
O bien, el bacteriéfago de progenie se puede cuantificar utilizando ensayos de flujo lateral conjuntamente con
nanocadenas de negro de humo.

Se divulgan sistemas (por ejemplo, kits) que comprenden componentes para realizar los métodos divulgados en el
presente documento.

Por tanto, los ejemplos se basan en métodos que utilizan bacteriéfagos y ribosomas para la amplificacion de la
deteccion de bacterias. Los principios aplicados en el presente se pueden utilizar para la deteccion de otros
microorganismos. Gracias al gran numero de ribosomas presentes en un microorganismo o al rapido aumento del
numero de agentes infecciosos presentes en una célula tras la amplificacion, puede resultar mas facil detectar
ribosomas y/o estos agentes infecciosos de progenie que detectar los propios microorganismos. De este modo se
puede conseguir una amplificacion total de al menos 10 000 con una sola célula infectada.

DESCRIPCION BREVE DE LAS FIGURAS

La presente invencion se puede entender mejor por referencia a las siguientes figuras de caracter no
limitativo.

La Figura 1, paneles A-E, ilustra una vista esquematica de la captura con anticuerpos de células bacterianas
intactas en solucion.

La Figura 2 muestra un ensayo de placa de bacterias capturadas utilizando una captura con anticuerpos.

La Figura 3, paneles A y B, muestra una transferencia western blot que ilustra la captura de proteina ribosomal
utilizando 1gG anti-ribosomal biotinilada y microesferas magnéticas unidas a estreptavidina.

La Figura 4, paneles A y B, muestra micrografias de electrones de una célula que contiene una pluralidad de
ribosomas y ribosomas purificados, respectivamente, donde el panel A muestra una micrografia de electrones de
una porcién (aproximadamente un tercio) de una seccion fina de Bacillus subtilis que muestra el gran nimero de
ribosomas (los puntos con densidad de electrones) y el panel B muestra una micrografia de electrones de tincion
negativa de ribosomas de E. coli purificados. La célula tiene aproximadamente 1 um de diametro y los ribosomas
tienen aproximadamente 20 nm de diametro.

La Figura 5 ilustra un ensayo que comprende el aislamiento de una bacteria de una muestra utilizando un agente
de union inmovilizado, la lisis celular que provoca la liberacion de una pluralidad de ribosomas, y un
inmunoensayo de los ribosomas.

La Figura 6 ilustra un ensayo que comprende la lisis de una célula bacteriana en una muestra, el aislamiento de
los ribosomas liberados por la célula usando un agente de unién inmovilizado, y un inmunoensayo tipo sandwich
de los ribosomas.

La Figura 7, paneles A y B, ilustra un inmunoensayo tipo sandwich para la deteccion de ribosomas, bacteriéfago
o las proteinas que los componente, utilizando un formato de inmunoensayo estandar (panel A) o una
amplificacion con microesferas de la sefial (panel B).

La Figura 8, en los paneles A-F, muestra una variedad de métodos de deteccion de proteinas ribosomales.

La Figura 9 muestra los resultados de la deteccion de proteinas ribosomales, donde el eje X indica el nimero de
células bacterianas y el eje Y indica la sefial respecto de un control que no contiene células bacterianas.

La figura 10, paneles A-D, ilustra el uso de un ensayo de flujo lateral para la deteccion de ribosomas, donde el
panel A muestra una vista esquematica de una tira de flujo lateral y una ilustracién de una nanocadena de negro
de humo (CBNS); el panel B muestra una representaciéon esquematica del uso de un ensayo de flujo lateral para
medir ribosomas; y los paneles C y D muestran la medicion de ribosomas utilizando un ensayo de flujo lateral y
métodos de desarrollo alternativos.

La Figura 11 ilustra el uso de bacterias indicadoras para detectar el fago de progenie aislado de las células
bacterianas.
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La Figura 12, paneles A-C, muestra el uso de la deteccion del fago de progenie en una muestra bacteriana de
interés de conformidad con realizaciones de la invencion, donde el panel A muestra la deteccién de una o dos
células bacterianas utilizando el fago de progenie, en comparacién con un ensayo estandar de unidades
formadoras de colonias (CFU) bacterianas; el panel B muestra el efecto de respuesta a la dosis con el ensayo de
detecciéon del fago (PFU) de la invencion, también en comparacion con un ensayo estandar de unidades
formadoras de colonias (CFU) bacterianas; el panel C muestra la detecciéon de células indicadoras lisadas del
fago que son el equivalente a la progenie de una sola célula bacteriana (es decir, 100 fagos) o 27 células
bacterianas (es decir, 2700 fagos); el panel D muestra la deteccién de 1, 5y 7 células bacterianas por muestra
utilizando el ensayo del fago con células bacterianas indicadoras; y el panel E muestra la detecciéon de un
elevado numero (hasta 10 000 células) de células bacterianas por muestra utilizando el ensayo del fago con
células indicadoras bacterianas.

La Figura 13 ilustra el uso del fago indicador con proteina de la capside fusionada con luciferasa para detectar el
fago de progenie aislado de las células bacterianas de conformidad con una realizacion de la invencion.

La Figura 14 ilustra el uso del fago indicador con una luciferasa soluble para detectar el fago de progenie aislado
de las células bacterianas de conformidad con una realizacion de la invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Definiciones

Salvo que se defina lo contrario, los términos técnicos y cientificos utilizados en relacidon con la presente invencién
tendran los significados que entienden habitualmente los expertos en la técnica. Por otra parte, salvo que asi lo exija
el contexto, los términos en singular incluiran los plurales y viceversa. Por lo general, las nomenclaturas utilizadas en
las técnicas y en relacion con los cultivos de células y tejido, la biologia molecular, inmunologia, microbiologia,
genética y quimica de acidos nucleicos y proteinas, e hibridacién descritos en el presente son aquellas conocidas
habitualmente en la técnica. Generalmente las técnicas y métodos conocidos se realizan siguiendo métodos
tradicionales habituales en la técnica y se describen en diversas referencias generales y mas especificas que se
exponen a lo largo de la presente memoria técnica, salvo que se indique lo contrario. Las reacciones enzimaticas y
técnicas de purificacién se llevan a cabo de acuerdo con las especificaciones del fabricante, como se realiza
habitualmente en la técnica o como se describe en el presente documento. Las nomenclaturas usadas en relacion
con los procedimientos y técnicas de laboratorio que se describen en este documento son las conocidas y utilizadas
habitualmente en la técnica.

Salvo que se indique lo contrario, se entendera que los siguientes términos tienen los significados siguientes:

A efectos del presente, los términos «un», «unay, «el» y «la» se pueden referir a uno o mas elementos, salvo que se
indique especificamente lo contrario.

El uso del término «o» significa en el presente «y/o», salvo que se indique de forma explicita que se refiere
unicamente a alternativas o que las alternativas son mutuamente excluyentes, aunque la divulgacion respalda una
definicion que se refiere solo a alternativas y a «y/o». A efectos del presente documento, «otro» puede significar al
menos un segundo 0 mas.

En la presente solicitud, el término «aproximado» se utiliza para indicar que un valor incluye la variacién de error
inherente para el dispositivo, el método que se va a emplear para determinar el valor, o la variacion que existe entre
muestras.

El término «soporte solido» o «soporte» significa una estructura que proporciona un sustrato al que se pueden unir
biomoléculas. Por ejemplo, un soporte solido puede ser un pocillo de ensayo (por ejemplo, una placa de
microtitulacion) o el soporte sélido puede ser una ubicacién en un alineamiento, o un soporte moévil como una
microesfera.

El término «anticuerpo» incluye anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos sintéticos y
anticuerpos quiméricos, por ejemplo, generados mediante mutagénesis combinatoria y visualizacion de fagos. El
término «anticuerpo» también incluye miméticos o peptidomiméticos de anticuerpos. Los peptidomiméticos son
compuestos basados en (u obtenidos de) péptidos y proteinas. Los peptidomiméticos de la presente invencion se
pueden obtener normalmente por modificacion estructural de una secuencia peptidica conocida utilizando
aminoacidos no naturales, restricciones conformacionales, sustituciones isostéricas y similares.

El término «agente de unidon» se refiere a una molécula que se puede unir especifica y selectivamente a una
segunda (es decir, diferente) molécula de interés. La interaccion puede ser no covalente, por ejemplo, como
resultado de la formacién de un enlace de hidrégeno, interacciones de Van der Waals, o interacciones electrostaticas
o hidréfobas, o puede ser covalente. El término «agente de union soluble» se refiere a un agente de unién que no
esta asociado (es decir, unido covalente o no covalentemente) con un soporte solido.

A efectos del presente, un «analito» se refiere a una molécula, compuesto o célula que se pretende medir. En
determinadas realizaciones, el analito de interés puede interactuar con un agente de union. A efectos del presente,

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2718203 T3

el término «analito» se puede referir a una proteina o péptido de interés. Un analito puede ser un agonista, un
antagonista o un modulador. O bien, un analito puede no tener un efecto bioldgico. Los analitos pueden incluir
pequefias moléculas, azucares, oligosacéridos, lipidos, péptidos, peptidomiméticos, compuestos organicos y
similares.

El término «fraccién detectable» o «biomolécula detectable» o «indicador» o «fraccién indicadora» se refiere a una
molécula que se puede medir en un ensayo cuantitativo. Por ejemplo, una fraccién detectable puede comprender
una enzima que se puede utilizar para convertir un sustrato en un producto que se puede medir (por ejemplo, un
producto visible). O bien, una fraccién detectable puede ser un radiois6topo que se puede cuantificar. O bien, una
fraccion detectable puede ser un fluoréforo. O bien, una fraccion detectable puede ser una molécula luminiscente. O
bien, se pueden utilizar otras moléculas detectables.

A efectos del presente documento, el término «zona de equivalencia» indica la regién en una reaccion de
precipitinas en la que la concentraciéon de antigeno y anticuerpo produce la precipitacion maxima. Por tanto, si hay
un exceso de antigeno o anticuerpo no se produce la precipitacion.

A efectos del presente, «bacteriéfago» o «fago» incluye uno o mas de una pluralidad de virus bacterianos. En esta
divulgacion, los términos «bacteriéfago» y «fago» incluyen virus como micobacteriofagos (por ejemplo, para TB y
paraTB), micofagos (por ejemplo, para hongos), fagos para micoplasma y cualquier otro término que se refiera a un
virus que puede invadir bacterias vivas, hongos, micoplasma, protozoos, levaduras y otros organismos
microscopicos vivos y los utilice para replicarse. Aqui, «microscépico» significa que la dimensiéon mayor es de un
milimetro o menos. Los bacteriéfagos son virus que han evolucionado en la naturaleza para utilizar las bacterias
como medio para replicarse. Un fago lo consigue uniéndose a una bacteria e inyectando su ADN (o ARN) en esa
bacteria y provocando que replique el fago cientos o incluso miles de veces. Esto se denomina amplificacion del
fago.

A efectos del presente documento, un «marcador bacteriéfago» es cualquier elemento bioldégico u organico que
puede estar asociado con la presencia del bacteriéfago. Puede ser, entre otros, el propio bacteriéfago, una proteina
u otra molécula incorporada a la estructura del fago, una proteina asociada con el bacteriéfago, un producto génico
introducido por ingenieria en el bacteriéfago, ARN o ADN asociado con el bacteriéfago, o cualquier porcién de
cualquiera de los anteriores. A efectos del presente documento, un «marcador bacteriano» es cualquier elemento
bioldgico u organico que puede ser utilizado para identificar la presencia de una bacteria, como los componentes
liberados cuando se lisa una bacteria con un bacteriéfago, incluyendo componentes de la pared celular, acidos
nucleicos bacterianos, proteinas, enzimas, pequefias moléculas o cualquier porcién de los anteriores. Por ejemplo,
en determinadas realizaciones la proteina luciferasa incorporada por ingenieria genética a un componente
estructural del fago

(por ejemplo, fusién con la proteina de la capside) o como proteina soluble es un marcador bacteriéfago.
Deteccion de microorganismos

La presente invencion proporciona métodos para la deteccion de bacterias de interés. Cada una de las realizaciones
de los métodos y usos de los kits de la invencién se aplican a la deteccién y cuantificacién de bacterias de interés,
incluyendo células bacterianas e incluyendo patégenos de muestras de alimentos, agua, clinicas y comerciales. Los
métodos de la presente invencion ofrecen una elevada sensibilidad de deteccién en un breve periodo de tiempo sin
necesidad del enriquecimiento biolégico tradicional. Por ejemplo, realizaciones de la presente invenciéon pueden
permitir la deteccion de un Unico microorganismo (por ejemplo, una célula bacteriana) en una muestra. Se divulga
asimismo un método para la deteccién de un microorganismo de interés que comprende los pasos de: aislar el
microorganismo de otros componentes de la muestra, lisar el microorganismo para liberar ribosomas presentes en el
microorganismo, y detectar los ribosomas, o un componente de los ribosomas, donde la deteccion de los ribosomas
o de un componente de los ribosomas indica que el microorganismo se encuentra presente en la muestra.

Se pueden detectar diversos microorganismos utilizando los métodos. En un ejemplo, el microorganismo comprende
al menos una bacteria, un hongo o una levadura.

Se pueden utilizar diversos métodos para aislar el microorganismo. En un ejemplo, el paso de aislar el
microorganismo comprende la unién del microorganismo a un agente de unién. Por ejemplo, el paso de aislar el
microorganismo puede comprender la unién del microorganismo a un agente de union que esta unido a un soporte
sélido. En una realizacion, el agente de uniéon puede ser un anticuerpo. O, cuando el microorganismo es una
bacteria, el agente de unién puede ser un bacteriéfago y el paso de aislamiento de la bacteria utiliza un bacteriéfago
especifico para la bacteria.

Se pueden utilizar diversos métodos para detectar ribosomas del microorganismo. En un ejemplo, la deteccién de los
ribosomas comprende el uso de un anticuerpo primario que reconoce los ribosomas y al menos un anticuerpo
secundario que reconoce el anticuerpo primario. O bien, la deteccién de los ribosomas puede comprender el uso de
un anticuerpo primario que reconoce los ribosomas y al menos un segundo anticuerpo primario que reconoce los
ribosomas. En ciertos ejemplos, el segundo anticuerpo primario esta unido a un soporte sélido.

En otros ejemplos mas, el soporte sélido comprende una pluralidad de segundos anticuerpos primarios.
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En otros ejemplos, los ribosomas se pueden detectar utilizando un ensayo de flujo lateral. Por ejemplo, los
ribosomas se exponen a un soporte solido (es decir, se aplican sobre el mismo) que contiene anticuerpos anti-
ribosomas y se detectan por el flujo de los ribosomas sobre la superficie del soporte. Los ribosomas unidos a la
membrana que contiene anticuerpos anti-ribosomas se pueden visualizar utilizando al menos una nanocadena de
negro de humo que comprende anticuerpos anti-ribosomas adicionales.

Otros ejemplos utilizan la especificidad y multiplicidad de agentes infecciosos para detectar un microorganismo de
interés. Se divulga un método para detectar un microorganismo de interés que comprende los pasos siguientes:

aislar al menos un microorganismo de otros componentes de la muestra; infectar al menos un microorganismo con
una pluralidad de un agente infeccioso parental; lisar al menos un microorganismo infectado para liberar agentes
infecciosos de progenie presentes en el microorganismo; y detectar los agentes infecciosos de progenie, o un
componente de los agentes infecciosos de progenie, donde la deteccién del agente infeccioso o de un componente
del agente infeccioso indica que el microorganismo se encuentra presente en la muestra. En un ejemplo, el agente
infeccioso parental esta separado del agente infeccioso de progenie. En un ejemplo, el microorganismo es una
bacteria y el agente infeccioso es un bacteriéfago.

Se divulga un método para detectar un microorganismo de interés que comprende los pasos siguiente: aislar al
menos una bacteria de otros componentes de la muestra, infectar al menos esa bacteria con una pluralidad de
bacteriéfagos parentales, lisar al menos esa bacteria infectada para liberar el bacteriéfago de progenie presente en
la bacteria, y detectar el bacteriéfago de progenie o un componente del bacteriéfago de progenie, donde la deteccion
del bacteriéfago o de un componente del bacteriéfago indica que la bacteria se encuentra presente en la muestra. En
un ejemplo, el bacteriéfago parental esta separado del bacteriéfago de progenie.

El método puede comprender diversos formatos para la deteccién de agentes infecciosos de progenie, como por
ejemplo, un bacteriéfago. Por ejemplo, el agente infeccioso de progenie puede comprender una fraccion indicadora.
La fraccidn indicadora del agente infeccioso de progenie puede comprender luciferasa fusionada con una proteina
estructural (por ejemplo, proteina de la capside del fago). La fraccion indicadora del agente infeccioso de progenie
puede ser una fraccion detectable que se expresa durante la replicacion del agente infeccioso, por ejemplo, entre
otros, una proteina luciferasa soluble. En un ejemplo alternativo, el método puede comprender el paso de infectar un
microorganismo indicador con el agente infeccioso de progenie, donde el microorganismo indicador puede
comprender una proteina que se libera tras la lisis del microorganismo indicador. En un ejemplo, la liberacién de
proteina del microorganismo indicador comprende una fraccion detectable. Por ejemplo, la proteina liberada es una
proteina luciferasa. En un ejemplo alternativo, el agente infeccioso de progenie de las células indicadoras y/o de las
células de muestra infectadas se puede detectar por un ensayo de flujo lateral con nanocadenas de negro de humo.

O bien, la proteina liberada por el microorganismo indicador puede comprender ribosomas. De este modo, el método
combina la amplificaciéon que proporciona la infeccidon con un agente infeccioso (por ejemplo, bacteriéfago) con la
amplificaciéon que proporciona la deteccién del ribosoma.

Aislamiento del microorganismo

En ciertos ejemplos, la presente divulgacion utiliza la alta especificidad de agentes que se pueden unir a un
microorganismo de interés como medio para detectar bajos niveles de un microorganismo (por ejemplo, un uUnico
microorganismo) presente en una muestra. Por ejemplo, la presente divulgacion comprende métodos y sistemas que
utilizan la especificidad de un agente infeccioso para el aislamiento de un microorganismo de una muestra. Por
ejemplo, el bacteriéfago se puede utilizar para aislar bacterias.

O bien, la divulgacion puede utilizar anticuerpos que son especificos para el microorganismo. Una vez aislado, por
ejemplo por interaccién con un anticuerpo, agente infeccioso u otro agente de unién, el microorganismo puede ser
lisado para el ensayo de ribosomas y/o agentes infecciosos de progenie tal y como se describe en el presente.

Por tanto, el paso de aislar el microorganismo comprende la unién del microorganismo a un agente de unién que
reconoce el microorganismo y que, por tanto, es utilizado para separar el microorganismo del resto de la muestra.
Los métodos descritos en el presente documento pueden servir como medio para detectar y aislar bajos niveles de
un microorganismo (por ejemplo, un Unico microorganismo) presente en una muestra. Por ejemplo, una unica
bacteria, que puede tener un volumen de menos de un micrémetro cubico, se puede aislar de una muestra de un
mililitro que tiene un volumen de 10'2 micrometros cubicos.

Se divulgan métodos y sistemas que utilizan la especificidad de los anticuerpos para el aislamiento rapido y sensible
de una unica célula bacteriana de una muestra. El método puede incluir el paso de poner en contacto la muestra con
una pluralidad de anticuerpos presentados frente a la célula intacta. Los anticuerpos se pueden purificar por afinidad.

Adicional y/o alternativamente, los anticuerpos puede ser marcados con biotina. EI método puede comprender
también que los anticuerpos se unan a la bacteria. En caso de que el anticuerpo esté marcado con biotina, el método
puede consistir también en poner en contacto la muestra con una pluralidad de microesferas magnéticas recubiertas
de estreptavidina para que se unan al complejo bacteria-anticuerpo, y en aislar el complejo microesferas-anticuerpo-
bacteria con un iman. También se pueden utilizar otros métodos de purificacion del complejo biotina-
anticuerpo:bacteria. Con este método, una bacteria en una muestra de un mililitro se puede concentrar hasta
aproximadamente un microlitro (unas -1000 veces), facilitando asi la deteccidén y/o cuantificacion por métodos
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descritos en el presente documento. Por ejemplo, una vez aislada la bacteria puede ser lisada para el ensayo de
ribosomas tal y como se describe detalladamente en el presente documento.

También se divulgan métodos y sistemas que utilizan la especificidad de agentes infecciosos (por ejemplo, virus
especificos para un microorganismo) para el aislamiento rapido y sensible de un Unico microorganismo de una
muestra. Por tanto, el método puede incluir poner en contacto la muestra con una pluralidad del agente infeccioso
especifico (por ejemplo, un bacteriéfago aislado de células bacterianas) unido a un soporte sélido (por ejemplo, una
microesfera magnética) y permitir que los complejos bacteriéfago-soporte solido detecten la bacteria, se unan a ella
y la infecten. Posteriormente, el complejo soporte sdlido-bacteriéfago-bacteria puede ser aislado antes de la lisis.

Asi pues, el fago biotinilado puede ser utilizado para infectar bacterias en una muestra. El fago biotinilado puede ser
inmovilizado en un soporte sélido recubierto de estreptavidina.

En otros ejemplos, el agente infeccioso (por ejemplo, el bacteriéfago) puede ser inmovilizado sobre un soporte solido
utilizando un anticuerpo que se une especificamente al agente infeccioso (por ejemplo, al bacteri6fago o a una
estructura del bacteriéfago, como la cabeza).

Posteriormente, el bacteriéfago introducido inmovilizado, algunos de los cuales se unen a envolturas celulares
bacterianas tras la lisis celular, puede ser retirado de la muestra por aislamiento del soporte solido. Por ejemplo, el
soporte solido es una microesfera magnética y el fago unido a la microesfera se puede aislar utilizando un iman.

O bien, el fago introducido biotinilado puede ser aislado por la posterior purificacion de la bacteria y/o el fago de
progenie. Por ejemplo, el lisado de la infeccidon se puede pasar por una columna de estreptavidina; el fago biotinilado
(introducido) parental se unira a la columna, mientras que el fago de progenie, que no esta biotinilado, se encontrara
en la fracciéon que ha fluido. De este modo, el bacteriéfago introducido no interfiere con la enumeracion de la
progenie del fago producido en la infeccion.

Por ejemplo, el método puede incluir los pasos de recoger el microorganismo (por ejemplo, la bacteria), por ejemplo
filtrando una muestra a través de un filtro bacterioldgico (por ejemplo, un filiro de centrifugacion con un tamafio de
poro de 0,45 um). O bien, se pueden emplear otros métodos de aislamiento fisico de los microorganismos de la
muestra. El método puede comprender también la infeccion de la bacteria aislada con el bacteriéfago, por ejemplo a
una elevada multiplicidad de infeccion (MOI), y donde el bacteriéfago comprende una fraccién de union (por ejemplo,
biotina u otro agente de unién). EI método también puede comprender la eliminacion de al menos la mayor parte del
exceso de fago introducido no adsorbido, por ejemplo lavando ese fago no adsorbido a través del filtro utilizado para
capturar la bacteria.

Utilizando un fago que esta unido a un agente de unién/soporte sélido para aislar las bacterias, los métodos pueden
superar problemas asociados a la distincion del fago utilizado para recuperar (aislar) las bacterias (es decir, el fago
introducido para infectar unido a un agente de union o a un soporte solido) del fago de progenie (que no esta unido a
un agente de unién ni soporte soélido). Un enfoque previo para este problema ha consistido en destruir el fago
extracelular no adsorbido restante por medios quimicos una vez infectadas las células diana. Sin embargo, el
tratamiento quimico puede matar las células patdgenas antes de que sean capaces de producir nuevas particulas
del fago. Por otra parte, tener una gran densidad del fago introducido para la infeccién unido por unidad de superficie
de un soporte sdlido elimina el potencial problema asociado con multiplicidades de infecciéon (MOI) muy elevadas
que pueden lisar bacterias sin la produccion de particulas de progenie, un proceso conocido como «lisis desde
fueray.

El bacteriofago puede ser inmovilizado sobre un sustrato a través de uno de los multiples procedimientos conocidos
en la técnica. Por ejemplo, se puede utilizar un anticuerpo especifico para el bacteriéfago para unir un bacteriéfago a
un sustrato. Alternativamente, se pueden utilizar ligandos como avidina, estreptavidina y biotina. También se pueden
utilizar métodos de enlaces covalentes para unir un bacteriéfago a un sustrato. Por lo general, no se deberian utilizar
anticuerpos con especificidad para las proteinas de cola del bacteriéfago, puesto que la unién de este anticuerpo a
las proteinas de cola puede interferir con la capacidad de la particula del bacteriéfago para unirse a una célula
bacteriana hospedadora.

Un ejemplo de una ilustracion del aislamiento de un microorganismo se ofrece en la Figura 1, en los paneles A-E.
Por tanto, tal y como se ilustra en la Figura 1, una muestra que comprende una pluralidad de bacterias, por ejemplo
la bacteria-X y la bacteria-Y, 22 y 24, respectivamente, se puede exponer a un anticuerpo especifico para la
bacteria-X, por ejemplo un anticuerpo anti-bacteria-X 20 como el mostrado en la Figura 1A. El anticuerpo forma un
complejo con un agente de unién, como biotina 21. Tras la unién de la bacteria-X 22 con el anticuerpo 20, el
complejo se puede exponer a microesferas magnéticas recubiertas con estreptavidina 26 (Figura IB). La biotina
sobre el anticuerpo puede reconocer la estreptavidina que recubre la microesfera magnética (Figura 1C).
Alternativamente, cuando el anticuerpo primario no esta biotinilado, se puede utilizar una microesfera recubierta con
un anticuerpo secundario que reconoce el anticuerpo anti-bacteria-X para recubrir las microesferas magnéticas. O
bien, se puede utilizar una microesfera recubierta con Proteina A y/o Proteina G que reconoce el anticuerpo anti-
bacteria. En este punto, se pueden aislar las bacterias unidas a las microesferas. La eficacia de la captura se puede
cuantificar poniendo sobre una placa las bacterias unidas a las microesferas 32 y la fraccién supernatante no unida
30 (Figura ID) y contando las colonias resultantes 34 (Figura IE).
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La Figura 2 ilustra un experimento de ejemplo de captura especifica de E. coli pero no de S. typhimurim, en las
muestras a través del uso de anticuerpos producidos contra E. coli intacta. Los recuentos de colonias se muestran
abajo a izquierda/derecha de cada placa. En este experimento, las microesferas magnéticas recubiertas con
estreptavidina se utilizaron para aislar un complejo de E. coli unido a anticuerpos policlonales (de conejo)
biotinilados. Se descubrié que la E. coli solo estaba presente en la fraccion de las microesferas cuando habia
anticuerpos especificos para E. coli, y que no se habia recuperado ninguna bacteria en la fraccion del supernatante
(no unida). Por el contrario, la S. typhimurium se encontrd principalmente en la fraccion del supernatante cuando se
utilizaron anticuerpo especificos de E. coli. En ausencia de anticuerpo, los dos tipos de bacterias se encontraron
principalmente en la fraccién del supernatante.

Las Figuras 3A y 3B muestran datos de una transferencia western blot de captura de proteina ribosomal en un lisado
de bacterias (E. coli) que contenia ribosomas disociados con 6M tiocianato de guanidina y diluidos hasta 0,6 M de
tiocianato de guanidina. La Figura 3A muestra que los anticuerpos anti-ribosomas (IgG) marcados con microesferas
de estreptavidina y biotina son capaces de capturar las proteinas ribosomales de la solucion. Se puede observar que
cuando no se afiade ningun anticuerpo anti-ribosoma (IgG = 0), no se detectan proteinas ribosomales («Ribo prot»).
También se puede observar que 50 ng de anticuerpos son capaces de unirse a todas las proteinas ribosomales de
100 000 células.

La figura 3B demuestra que la adicidén de anticuerpos anti-ribosoma biotinilados y microesferas de estreptavidina es
suficiente para capturar cuantitativamente todos los ribosomas presentes en la solucidén. En este experimento, el
lisado de células de E. coli en 0,6 M de solucion tampén fosfato de tiocianato de guanidina se incubé con o sin 200
ng de IgG anti-ribosoma biotinilado de conejo. A continuacién, se afadieron microesferas magnéticas de
estreptavidina (SA) para capturar los complejos de proteinas anticuerpo-ribosomal. El supernatante no unido se
retir6 de la fraccién de las microesferas y se recapturd («recapt») utilizando 200 ng de anticuerpo biotinilado y
microesferas magnéticas de SA. La ausencia de proteinas ribosomales en el experimento de recaptura con lisado en
el que las proteinas ribosomales se habian capturado previamente indica que el primer paso de captura fue
suficiente para capturar todas las proteinas ribosomales.

Amplificacién de sefial basada en ribosomas

Se divulgan métodos y sistemas que utilizan la pluralidad de ribosomas presentes en un tGnico microorganismo como
medio para detectar la presencia de bajos niveles del microorganismo en una muestra. El método se utiliza para
someter a ensayo las células bacterianas. Sin embargo, tal y como se divulga en el presente, los métodos pueden
ser utilizados para medir otros tipos de microbios que contienen ribosomas como, entre otros, hongos, micoplasmas,
protozoos, levaduras y otros organismos vivos microscépicos. Por tanto, en ciertos ejemplos, la liberacion,
identificacion y cuantificacion de ribosomas se utilizan para amplificar la sefial de una célula patégena en una
muestra natural, comercial o clinica.

Los ribosomas son particulas de proteinas-ribonucleicas compactas que constan de dos subunidades compuestas
de proteinas que contienen todos los aminoacidos y ARN ribosomales (ARNr). Los ribosomas de bacterias, arqueas
y eucariotas tienen diferentes estructuras, proteinas y secuencias de ARNr. Los ribosomas se pueden describir por
lo que respecta a su tasa de sedimentacion. Por lo general los ribosomas bacterianos tienen una tasa de
sedimentacion de unos 70S, mientras que los ribosomas eucariotas de unos 80S. Los ribosomas bacterianos 70S
tienen dos subunidades con tasas de sedimentacion de unos 50S y 30S, mientras que las subunidades de
ribosomas eucariotas 80S tienen unas tasas de sedimentacion de unos 60S y 40S.

La Figura 4A muestra una micrografia de electrones de una seccion fina de una bacteria Bacillus subtilis, que ilustra
el gran numero de ribosomas (puntos densos en electrones). La célula mostrada tiene aproximadamente 1 um de
diametro y los ribosomas tienen aproximadamente -0,02 pm (20 nm) de diametro.

Solo se muestra aproximadamente un tercio de la longitud de la célula. Por ejemplo, las células de bacterias, como
E. coli, contienen tipicamente unos 20 000 ribosomas por célula, lo que representa aproximadamente entre un tercio
y un cuarto de la masa de la proteina bacteriana. Por tanto, la deteccidon de ribosomas bacterianos liberados tras la
lisis celular puede proporcionar una amplificacion natural de aproximadamente 20 000 mas que la amplificacion de
una unica célula bacteriana cultivable. Para producir la misma amplificacion de células bacterianas completas
mediante cultivo y procedimientos de enriquecimiento estandar se pueden necesitar siete horas o mas de
incubacion, dependiendo de la tasa de crecimiento de la bacteria particular.

En la Figura 4B se muestra una micrografia de electrones de tincidon negativa de ribosomas purificados de E. coli.
Aunque que el aparato de traduccién de ribosomas de las bacterias se conserva bastante bien, puede existir una
diferencia suficiente en los epitopos de los ribosomas intactos o proteinas ribosomales aisladas para distinguir entre
bacterias gramnegativas y grampositivas, por ejemplo los anticuerpos anti-ribosomas de E. coli no reconocen ni
capturan proteinas ribosomales de Staphylococcus epidermidis. Se pueden explotar ligeras diferencias en los
epitopos de los ribosomas intactos de diferentes especies, por ejemplo mediante la absorciéon de sueros.

Para el ensayo de ribosomas intactos, las células concentradas se pueden generalmente lisar con una mezcla de
enzima-detergente para liberar los ribosomas. Los ribosomas se pueden aislar afadiendo anticuerpos biotinilados
especificos para el ribosoma y capturando el complejo ribosoma-anticuerpo con microesferas magnéticas
recubiertas de estreptavidina, tal y como se describe en el presente documento. La presencia de ribosomas indica la
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presencia de bacterias especificas para los anticuerpos utilizados en la concentraciéon de células, y la ausencia de
ribosomas indica la ausencia de bacterias especificas para los anticuerpos utilizados en la concentracion de células.

Se divulga un método para la deteccion de un microorganismo de interés que comprende los pasos de: aislar el
microorganismo de otros componentes de la muestra, lisar el microorganismo para liberar ribosomas presentes en el
microorganismo, y detectar los ribosomas, o un componente de los ribosomas, donde la deteccidn de los ribosomas
o de un componente de los ribosomas indica que el microorganismo se encuentra presente en la muestra. El paso
de aislar el microorganismo puede comprender la uniéon del microorganismo a un agente de unién que reconoce el
microorganismo y que, por tanto, es utilizado para separar el microorganismo del resto de la muestra. Por ejemplo, el
paso de aislamiento del microorganismo puede comprender la unién del microorganismo a un agente de unién (por
ejemplo, un anticuerpo o fago) que se une a un soporte solido o que comprende un agente de unién (por ejemplo,
biotina) que reconoce un segundo agente (por ejemplo, estreptavidina o un segundo anticuerpo) unido a un soporte
sélido. Por ejemplo, se pueden utilizar anticuerpos monoclonales o policlonales purificados por afinidad que
reconocen proteinas ribosomales del microbio de interés para la deteccion de ribosomas y proteinas ribosomales.

La sefal que proporciona la deteccién de ribosomas intactos se puede amplificar mediante la deteccion de las
proteinas ribosomales obtenidas por disociacion de ribosomas intactos, por ejemplo cada ribosoma de E. coli
contiene 55 proteinas distintas, 34 en la subunidad 50S y 21 proteinas en la subunidad 30S. Por ejemplo, las células
aisladas de una muestra, tal como se describe en el presente documento pueden ser lisadas y los ribosomas que
contienen se pueden disociar en moléculas de proteina individuales en un Unico paso por la adicién de un agente
caotropico (por ejemplo, tiocianato de guanidina). Aproximadamente un tercio de la masa del ribosoma es proteina y
unos dos tercios de la masa del ribosoma es ARN ribosomal (ARNr). Por tanto, la deteccion de las 55 proteinas
ribosomales que componen cada uno de los 200 000 ribosomas de una Unica célula bacteriana puede proporcionar
una amplificacion hipotética de la sefial de aproximadamente un millén mas que la amplificaciéon de la Unica célula
cultivable. Por otra parte, las 55 distintas moléculas de proteina de cada ribosoma tendran mudltiples epitopos
(secuencias de aminoacidos de longitud limitada y composiciéon variable, cuyo numero depende de la masa de
proteina) que se pueden unir a anticuerpos especificos. Por el contrario, se ven menos epitopos de proteina en la
superficie del ribosoma intacto; la mayoria de los epitopos se entierran internamente o se unen especificamente al
ARNTr y no tendran acceso a sus anticuerpos especificos. Por tanto, se pueden utilizar los anticuerpos monoclonales
y policlonales especificos para proteinas ribosomales del microbio de interés para el aislamiento, la deteccion y
cuantificacion de ribosomas o proteinas ribosomales de ribosomas disociados.

Algunos ejemplos utilizan antisueros policlonales de conejo y cobaya producidos contra ribosomas purificados, por
ejemplo, de Escherichia coli, Salmonella typhimurium, y Staphylococcus epidermidis. O bien, se pueden utilizar
anticuerpos para proteinas ribosomales de otros microorganismos.

Por ejemplo, tal y como se ilustra en la Figura 5, un método puede comprender el paso de recuperar y concentrar un
microorganismo 102 (por ejemplo, una bacteria) de una muestra 104, utilizando un sustrato 106 con un agente de
unién o bacteriéfago 108 especifico para el microorganismo. El agente 108 es inmovilizado sobre un soporte solido
106 (por ejemplo, poliestireno, silice u otro soporte como obleas, varillas, filtros o microesferas) o se encuentra libre
y es inmovilizado posteriormente sobre un soporte soélido. El microorganismo inmovilizado se puede retirar
posteriormente de la muestra (por ejemplo, por aspiracién, decantacion o fuerza magnética). El microorganismo
puede ser después lisado in situ sobre el soporte solido y/o liberado en un pequefo volumen (por ejemplo, un pocillo
de microtitulacion) 112 para el posterior analisis. Por ejemplo, las células del microorganismo concentradas son
lisadas mediante la adicion de un pequefio volumen de una mezcla de productos quimicos y enzimas para liberar
ribosomas 114 directamente sobre el soporte sélido y/o en un volumen menor 112 como una placa de
microtitulacion.

En un ejemplo adicional y/o alternativo, las proteinas ribosomales pueden ser

detectadas utilizando anticuerpos anti-ribosomas 116 (por ejemplo, Figura 5). Como se sabe en la técnica, los
anticuerpos anti-ribosoma primarios pueden ser marcados directamente (por ejemplo, con una biomolécula
fluorescente) 118, o la unién de los anticuerpos primarios a los ribosomas se puede detectar con anticuerpos
secundarios.

En otros ejemplos de los métodos y sistemas, y tal y como se ilustra en la Figura 6, las células del microorganismo
102 en una muestra 104 pueden ser lisadas

in situ (por ejemplo, en la muestra) mediante la adicidon de una mezcla de productos quimicos y enzimas para liberar
los ribosomas 114. Los ribosomas pueden ser posteriormente recuperados de la muestra y concentrados utilizando
un sustrato 106 con un agente de unién inmovilizado 122 que se une especificamente a los ribosomas (por ejemplo,
un anticuerpo u otro agente de unién). Los ribosomas concentrados se pueden disociar posteriormente en
subunidades 126 con un agente caotropico, el agente puede ser diluido o retirado, y las proteinas individuales 126
pueden ser identificadas, por ejemplo, utilizando un anticuerpo 117 marcado con una fraccién detectable 119. Por
ejemplo, las subunidades de proteina ribosomal se pueden recuperar y concentrar por un método como, entre otros,
el uso de un concentrador de centrifugacion o que elimine el agente de disociacion, y las subunidades de proteina se
identifican como se describe aqui.
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Los ribosomas y/o proteinas ribosomales pueden ser identificados por un inmunoensayo estandar o mediante
métodos de amplificaciéon por inmunoensayo basados en microesferas-anticuerpos, como los descritos en el
presente, o con otros métodos bioquimicos, inmunoquimicos, de inmunofluorescencia o biofisicos sensibles
conocidos en la técnica. Por tanto, se pueden utilizar ensayos ELISA, RIA o de inmunofluorescencia para detectar y
cuantificar las proteinas ribosomales.

O bien, sin retirar el agente de disociacion, las subunidades de proteina ribosomal se pueden depositar en un
sustrato de unién adecuado en un método de Microarray de proteinas de fase inversa (RPPMA). El sustrato puede
ser bloqueado para evitar la unién de otras macromoléculas, y las subunidades de proteinas se pueden identificar
por la unién a moléculas indicadoras. Por ejemplo, en un método de microarray de fase inversa, las proteinas
desnaturalizadas se pueden alinear directamente sobre un portaobjetos de vidrio recubierto de nitrocelulosa,
someterse a una sonda con anticuerpos primarios, y cultivarse con un complejo de anticuerpo secundario-indicador,
como un complejo de anticuerpo secundario biotinilado-QDot (ver por ejemplo, Geho et al., 2007, Fluorescence-
based analysis of cellular protein lysate arrays using quantum dots, 229-237, en “Quantum Dots, Applications in
Biology”, Methods in Molecular Biology: 374, Bruchez and Hotz, eds., Humana Press).

En otro ejemplo adicional y/o alternativo, y tal y como se debate detalladamente en este documento, los ribosomas
intactos o las moléculas de proteinas ribosomales se pueden detectar (directamente o con aumento de 50-100X)
agrupando las microesferas grandes (por ejemplo, microesferas de 15 pm) recubiertas con anticuerpos anti-
ribosoma por concentraciones optimas de ribosomas o proteinas ribosomales en la zona de equivalencia. Las
secuencias de ARNr sobre la superficie del ribosoma intacto pueden presentar un campo de alta carga negativa que
puede repeler a los anticuerpos. En un ejemplo, estas cargas se pueden neutralizar con pequefias moléculas
basicas como BAC (bencildimetilalquilamoniocloruro). En este ejemplo, los ribosomas, en lugar de localizarse en un
soporte sdlido, pueden estar dispersados en un pocillo de microtitulacion.

Inmunodeteccion amplificada de proteinas de bacteriéfago y/o proteinas ribosomales

En ciertos aspectos, la presente divulgacion utiliza la alta especificidad de biomoléculas que se han unido a un
soporte solido para amplificar mas una sefial como medio para detectar bajos niveles de los analitos (por ejemplo,
una proteina de interés) presentes en una muestra. En ciertos ejemplos, para los ensayos inmunoquimicos (por
ejemplo, ELISA o RIA) o de inmunofluorescencia en los que una proteina que se pretende identificar esta unida
directamente o a través de anticuerpos de captura en una superficie pasivada, se puede conseguir una amplificacion
de la sefal de unas 10 000 veces.

Por tanto, se divulga un método para detectar un analito de interés que comprende la adicion al analito de interés de
un soporte de deteccion, donde el soporte de deteccion comprende un soporte soélido que comprende una pluralidad
de moléculas de un agente de unién que reconoce el analito de interés y se une a este; y la deteccion de al menos
parte de la pluralidad de moléculas del agente de union sobre el soporte de deteccion. El método puede comprender
ademas la adicion de un soporte de captura, donde el soporte de captura comprende al menos un agente de unién al
soporte de captura que reconoce el analito de interés y se une a este, a fin de inmovilizar el analito de interés sobre
el soporte de captura. El analito de interés se une al soporte de captura antes de interactuar con el soporte de
deteccién. O bien, el analito de interés se puede unir al soporte de captura después de interactuar con el soporte de
deteccién. El método puede comprender asimismo la adicion de un agente de unién que puede reconocer
especificamente al menos parte de la pluralidad de moléculas del agente de unién y unirse a estas

sobre el soporte de deteccion. El agente de unidn que puede reconocer especificamente al menos parte de la
pluralidad de moléculas de unién y unirse a estas en el soporte de deteccion es un agente de unién soluble.

El soporte sélido de captura puede ser un pocillo de ensayo (por ejemplo, una placa de microtitulacion). O bien, el
soporte solido de captura puede ser una ubicacién en un array, o un soporte movil, como una microesfera. El soporte
de detecciéon es un soporte mévil como una microesfera. En ciertos ejemplos, el analito de interés se puede
encontrar en solucion. O bien, el analito de interés puede ser una proteina dentro de un microorganismo y/o tejido,
de forma que tras la fijacién, las macromoléculas de la célula funcionan como soporte de captura. Por ejemplo, se
pueden utilizar métodos de amplificacién por inmunoensayo para la deteccion in situ de proteinas.

El soporte de deteccién que comprende una pluralidad de moléculas de un agente de unién que reconoce
especificamente el analito de interés se afiade en exceso a una muestra que comprende el analito de interés.
También en un ejemplo, el soporte de deteccion comprende una pluralidad de moléculas de una fraccién detectable.
Alternativamente, cuando se usa un agente de unién para reconocer la pluralidad de moléculas del agente de unién
sobre el soporte de deteccidn, por ejemplo un anticuerpo secundario, el agente de unién soluble puede comprender
una fraccién detectable.

Se pueden utilizar diversos agentes de union. Por ejemplo, la pluralidad de moléculas del agente de unién unidas al
soporte de deteccion pueden ser un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que reconoce el analito de interés.

Adicional y/o alternativamente, el agente de unién unido al soporte de captura puede ser un anticuerpo o un
fragmento de anticuerpo que reconoce el analito de interés. Adicional y/o alternativamente, el agente de union que
puede reconocer especificamente al menos parte de la pluralidad de moléculas del agente de unién y unirse a estas
sobre el soporte de deteccidn (por ejemplo, un anticuerpo secundario) puede ser un anticuerpo o un fragmento de
anticuerpo. O bien, el agente de unién sobre el soporte de captura o el soporte de deteccién, o el agente de unién
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que puede reconocer especificamente al menos parte de la pluralidad de moléculas del agente de unién y unirse a
estas sobre el soporte de deteccién que puede comprender una proteina que se une a una diana distinta de una
proteina (por ejemplo, una proteina que se une especificamente al analito de interés de una molécula pequefia o un
receptor que se une a una proteina).

El agente de union que puede reconocer especificamente al menos parte de la pluralidad de moléculas del agente
de unidn y unirse a estas sobre el soporte de deteccién (por ejemplo, anticuerpo secundario) no reconoce el agente
de unioén de captura utilizado para unir el analito de interés al soporte solido de captura.

El uso de un soporte de deteccidon que comprende una pluralidad de agentes de unidén que reconocen el analito de
interés permite la amplificacion de la sefal. En ejemplos alternativos, el soporte de deteccion comprende mas de
1000, o mas de 10 000, o mas de 100 000, o mas de 500 000, o mas de 1 000 000 de moléculas del agente de union
especifico para el analito de interés. Por tanto, en ejemplos alternativos, los métodos proporcionan una amplificacién
que oscila entre 1000 y 1 000 000 000, o entre 1000 y 100 000 000, o entre 5000 y 10 000 000, o entre 10 000 y
1 000 000, o entre 10 000 y 500 000, o entre 50 000 y 500 000 veces la sefal observada en un inmunoensayo
estandar no amplificado que no incluye un soporte de deteccion que comprende una pluralidad de agentes de unién
de deteccion. O bien, se pueden conseguir rangos dentro de estos rangos.

El uso del soporte de deteccion y/o el soporte de captura puede comprender diversos formatos.

Por ejemplo, el analito de interés se puede unir primero al soporte de captura para después dejar que interactle con
el soporte de deteccion. Por tanto, el método puede comprender los pasos de unir una pluralidad de agentes de
union que se pueden unir especificamente a una proteina de interés en un soporte de captura. El método puede
comprender también la adicion del analito de interés en el soporte de captura. Después el método puede
comprender la adicién de un soporte de deteccion que comprende una pluralidad de agentes de unién de deteccién
especificos para el analito de interés que esta unido al soporte de captura, de forma que la deteccién de la pluralidad
de agentes de unién de deteccion proporciona la amplificacion de la sefal.

Asimismo, el método puede comprender la adicion de un agente de union que puede reconocer especificamente la
pluralidad de agentes de unidon de deteccién y unirse a estos. El agente de unién que puede reconocer
especificamente la pluralidad de agentes de unién de deteccion y unirse a estos es un agente de union soluble. El
tercer agente de unién puede comprender una fraccion detectable. Por tanto, la realizacién de los pasos del método
genera un complejo compuesto por el soporte de captura:agente de unidon de captura:analito de interés: agente de
union de deteccion: soporte de deteccion:agente de union soluble:fraccion detectable.

Por ejemplo, las proteinas ribosomales y/o proteinas del agente infeccioso (por ejemplo, proteinas del bacteriéfago)
del microorganismo se someten a ensayo utilizando un ensayo que comprende la amplificacion basada en
microesferas a través de un soporte de deteccidn tal y como se describe en el presente documento.

Por tanto, la Figura 7A ilustra un sistema de inmunoensayo «sandwich» indirecto no amplificado en el que los
ribosomas, las proteinas ribosomales o el fago de progenie (u otras proteinas de interés del microorganismo que se
va a someter a ensayo) se inmovilizan sobre un soporte sélido y posteriormente se detectan por un anticuerpo. Por
ejemplo, tal y como se ilustra en la Figura 7A, las moléculas de proteina 206 del fago de progenie o ribosomales
producidas mediante lisis y disociacion de las células bacterianas, incluyendo ribosomas, por tratamiento con un
agente caotrépico (por ejemplo, tiocianato de guanidina), o por disociacién de la progenie del fago, pueden ser
inmovilizadas sobre una superficie sélida 214 recubierta con anticuerpos primarios orientados anti-ribosoma o anti-
fago 208 (por ejemplo, de conejo). En un ejemplo, la superficie solida puede estar recubierta con proteina A/G, y
posteriormente someterse a pasivacion (es decir, ser recubierta para reducir la unidon no especifica).
Alternativamente, los anticuerpos se pueden unir covalentemente a la superficie sélida y la superficie pasivada. Tal y
como se muestra en la Figura 7A, los anticuerpos inmovilizados 208 pueden reconocer especificamente el ribosoma,
la proteina ribosomal o la proteina del fago de interés 206, mientras que otras proteinas o biomoléculas 202, 204 no
se unen. El ribosoma, la proteina ribosomal o la proteina del fago de interés 206 se puede detectar entonces
mediante la adicion de un segundo anticuerpo primario 211 que también reconoce el ribosoma, la proteina ribosomal
o la proteina del fago de interés. Por ejemplo, el anticuerpo inmovilizado 208 puede ser un anticuerpo de conejo anti-
ribosoma, mientras que el segundo anticuerpo primario 211 puede ser un anticuerpo de cobaya anti-ribosoma. El
segundo anticuerpo primario puede ser detectado entonces con un anticuerpo secundario (por ejemplo, anticuerpo
anti-cobaya) 212. En un ejemplo, el anticuerpo secundario 212 esta marcado con una fraccién detectable 210. Por
ejemplo, el anticuerpo secundario puede estar marcado con una fraccion fluorescente (por ejemplo, QDOTS®) o una
enzima (por ejemplo, peroxidasa de rabano).

La Figura 7B ilustra un inmunoensayo de amplificacién basado en microesferas «sandwich» que puede ser utilizado
para detectar ribosomas, proteinas ribosomales o proteinas del fago de progenie (u otras proteinas de interés). Los
ribosomas, las proteinas ribosomales o las proteinas del fago de progenie u otras proteinas de interés se inmovilizan
sobre un soporte solido y después se detectan por un anticuerpo. Por ejemplo, las moléculas de la proteina de
interés 206 producidas por lisis y disociacion de células bacterianas pueden ser inmovilizadas sobre una superficie
solida 214 recubierta con anticuerpos primarios orientados anti-ribosoma o anti-fago 208 (por ejemplo, de conejo). La
superficie sdélida puede, en ciertas realizaciones, estar recubierta con proteina A/G, y posteriormente pasivada (es
decir, recubierta para reducir la unién no especifica). Alternativamente, los anticuerpos se pueden unir
covalentemente a la superficie sdélida y la superficie pasivada. De forma similar al ensayo no amplificado, los
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anticuerpos inmovilizados 208 pueden reconocer especificamente el ribosoma, la proteina ribosomal o la proteina
del fago de interés 206, mientras que otras proteinas o biomoléculas 202, 204 no se unen.

A continuacién, se puede afadir una microesfera recubierta con cientos o miles o decenas de miles o cientos de
miles de un segundo anticuerpo primario 211 que también reconoce el ribosoma, la proteina ribosomal o la proteina
del fago de interés 206. Por ejemplo, el anticuerpo inmovilizado puede ser un anticuerpo de conejo anti-ribosoma,
mientras que el segundo anticuerpo primario puede ser un anticuerpo de cobaya anti-ribosoma. De este modo, el
analito de interés 206 une las microesferas que comprenden la pluralidad de amplificacion de los segundos
anticuerpos primarios 211 que reconocen el analito de interés 206 en el soporte sélido 214. Por ultimo, se afiade un
anticuerpo secundario (por ejemplo, anticuerpo anti-cobaya) 212 que reconoce el segundo anticuerpo primario 211.
En un ejemplo, el anticuerpo secundario 212 estd marcado con una fracciéon detectable 210. Por ejemplo, el tercer
anticuerpo puede estar marcado con una fraccion fluorescente (por ejemplo, QDOTS®) o una enzima (por ejemplo,
peroxidasa de rabano). Por tanto, una Unica molécula de proteina puede producir una amplificacion muy grande de
la sefal.

De este modo, para la detecciébn de un microorganismo en una muestra, donde la disociacién de ribosomas o
particulas del fago de progenie de sus subunidades de proteina constituyentes proporciona una amplificacion
adicional (dado que cada ribosoma de Escherichia coli contiene 55 proteinas, y una particula de bacteriéfago como
T4 puede contener miles de moléculas de proteinas), el método de inmunoensayo de amplificacion de alta ganancia
puede incluir los pasos de aislar el microorganismo de otros componentes en una muestra y disociar los
componentes macromoleculares del microorganismo, incluyendo los ribosomas que contiene (o disociar la progenie
del bacteriéfago de los componentes de proteina), en un solo paso utilizando un agente caotropico (por ejemplo, 6M
tiocianato de guanidina). El método puede incluir asimismo la eliminacion o dilucidon del agente disociador. El método
puede incluir también la unién de anticuerpos primarios policlonales biotinilados especificos de ribosoma (o
especificos de bacteriéfago) (por ejemplo, producidos en un conejo) y la captura de los complejos proteina-
anticuerpo mediante microesferas magnéticas «de captura» recubiertas con estreptavidina. Después el método
puede incluir la uniéon de microesferas «de deteccidn» recubiertas con una pluralidad (por ejemplo, decenas de
miles) de anticuerpos primarios especificos de ribosoma (o especificos de bacteriéfago) producidos en otras
especies (por ejemplo, cobaya). En este punto, el método puede incluir el paso de unir una pluralidad de anticuerpos
secundarios (por ejemplo, cabra anti-cobaya) conjugados con una fraccién detectable (indicadora), como peroxidasa
de rabano, QDOTS®, o nanocadenas de negro de humo, y someter a ensayo por desarrollo de fluorescencia u otra
sefal.

El determinante de la amplificacion de alta ganancia es la gran superficie de las microesferas de deteccion que
puede acoger la union de un gran numero de anticuerpos que son especificos para el analito de interés (por ejemplo,
anticuerpos especificos de ribosoma). La superficie ocupada por 108 subunidades de proteina ribosomal (el nimero
aproximado de subunidades de proteina ribosomal obtenido por disociacion de los ribosomas en una célula
bacteriana) es pequefia y esta superficie debe satisfacer la accesibilidad a las microesferas. En un ejemplo, un
alineamiento bidimensional confluente de 108 microesferas de 1 ym ocupara aproximadamente 1 mm2. Para un
soporte de captura moévil (por ejemplo, una microesfera), el nimero de soportes de deteccion de un tamafo
particular que se puede unir puede estar limitado por efectos estéricos. La unién de microesferas recubiertas con 10°
anticuerpos primarios de moléculas de proteina individuales y la posterior unién de anticuerpos secundarios
marcados se pueden someter a ensayo mediante ELISA, RIA o inmunofluorescencia, proporcionando amplificacion
de alta ganancia.

En otro ejemplo mas, las células de la muestra (o los ribosomas liberados de las células en la muestra por los
métodos descritos en el presente documento) se pueden concentrar por centrifugacion sobre la superficie de un filtro
de centrifugacion de un tamafio de poro apropiado (tipicamente de 0,45 ym para bacterias y 0,02 ym para
ribosomas). Las células concentradas se pueden lisar entonces en un pequefio volumen de tampodn (por ejemplo,
unos 20 pl) como se describe en el presente documento para liberar los ribosomas. Los ribosomas (por ejemplo,
unos 20 000 de una Unica célula bacteriana) se pueden transferir de la superficie del filtro a un pocillo de una placa
de microtitulacion. En este punto, los ribosomas o las proteinas ribosomales pueden ser identificados por la
formacion de un entramado tras la adicion de -3000 microesferas de poliestireno de gran tamafio (tipicamente de 15
a 20 ym de diametro) que se unen a anticuerpos policlonales que pueden reconocer multiples epitopos en los
ribosomas o las proteinas ribosomales. Cada microesfera de gran tamafio se puede unir a -107 anticuerpos vy si las
microesferas han sido previamente recubiertas con proteina G u otra proteina que forma complejos con los
anticuerpos, los anticuerpos se orientan para la uniéon éptima del antigeno. La formacion de entramados (agrupacion
de microesferas) como resultado de que los ribosomas o las proteinas ribosomales establecen puentes con
anticuerpos anti-ribosoma inmovilizados en microesferas separadas puede ser rapida y se puede observar
directamente sin aumento, dependiendo del tamafio y del numero de microesferas empleado, o bien visualizarse con
un microscopio 6ptico con un aumento de 50-100x. El uso de diluciones en serie de las proteinas ribosomales
identificara la zona de equivalencia en la que las concentraciones de moléculas de proteinas y anticuerpos unidos a
microesferas son 6ptimas para la aglutinacién de microesferas. Los complejos de microesfera-proteina G-anticuerpo
agregados (agrupados) con un numero conocido de ribosomas o proteinas ribosomales pueden servir como control
positivo, y los complejos de microesfera-proteina G-anticuerpo no agregados en tampdn sin ribosomas ni proteinas
ribosomales pueden servir como control negativo.
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La Figura 8 ilustra varios inmunoensayos alternativos que pueden ser utilizados para detectar analitos de interés de
un microorganismo. En ciertos ejemplos, los ensayos proporcionan amplificacion con microesferas.

Como se muestra en la Figura 8A, los métodos 1a y 1b ilustran ejemplos

de un inmunoensayo no amplificado y amplificado, respectivamente, para las proteinas ribosomales y/o del fago. En
estos ensayos, se afiaden moléculas de anticuerpo biotinilado primario libres 230 (por ejemplo, de conejo)
especificas para un analito de interés 206 (por ejemplo, proteinas ribosomales o de fago) para que se unan a las
moléculas diana en solucion. Las moléculas del anticuerpo biotinilado 230 pueden reconocer especificamente el
analito de interés 206, mientras que otras proteinas o biomoléculas 202, 204 no se unen. En este punto, se puede
afadir una microesfera o microesferas magnéticas «de captura» recubiertas con estreptavidina 240 (por ejemplo, de
aprox. un micrémetro de diametro) para que se unan cuantitativamente a los complejos de anticuerpo biotinilado-
proteina. EI método puede incluir el bloqueo de los complejos de microesfera-proteina por adicion de biotina y
albumina de suero bovino (BSA).

En este punto, en el ensayo amplificado (método 1b), se afiade una microesfera o microesferas «de deteccién» 233
recubiertas con cientos, o miles, o decenas de miles, o cientos de miles 0 mas moléculas de un segundo anticuerpo
primario anti-ribosoma 211 producido en una especie diferente (por ejemplo, cobaya) para que se unan a epitopos
abiertos no ocupados de las moléculas de proteina ribosomal. La cantidad de segundas moléculas de anticuerpo
primario 211 se puede detectar utilizando moléculas de un anticuerpo secundario (por ejemplo, anticuerpo anti-
cobaya) 212 que reconoce el segundo anticuerpo primario 211. En un ejemplo, las moléculas del anticuerpo
secundario 212 estan etiquetadas con una fraccién detectable 210. Por ejemplo, el anticuerpo secundario puede
estar marcado con una fraccion fluorescente (por ejemplo, QDOTS®) o una enzima (por ejemplo, peroxidasa de
rabano). Por tanto con una sola molécula de proteina se origina una amplificacion de la sefial muy grande, debido a
la presencia de un gran numero de segundas moléculas del anticuerpo primario sobre la microesfera de deteccion.
En contraste y con fines comparativos, en el método 1a se ilustra un ensayo sandwich de inmunofluorescencia
indirecta que utiliza microesferas de captura pero no la microesfera de detecciéon de amplificacion.

La Figura 8B (método 2) ilustra una forma alternativa del ensayo no amplificado del método 1a, pero donde las
segundas moléculas del anticuerpo primario 211 y las primeras moléculas del anticuerpo primario 230 se afiaden
simultdneamente, y antes de la adicién de la microesfera o microesferas recubiertas de estreptavidina 240.

La Figura 8C (método 3) ilustra una forma alternativa del ensayo amplificado del método 1b, pero donde las primeras
moléculas del anticuerpo primario 230 y la microesfera o microesferas de deteccion 233 recubiertas con las
segundas moléculas del anticuerpo primario anti-ribosoma 211 producidas en una especie diferente (por ejemplo,
cobaya) se afiaden antes de la adicidén de la microesfera o microesferas de captura recubiertas con estreptavidina
240 que reconocen las primas moléculas del anticuerpo primario 230. Esto puede promover la formacion de un
complejo entre el analito de interés 206 y la microesfera o microesferas del soporte de deteccidén 233 y las primeras
moléculas del anticuerpo primario 230.

La Figura 8D (método 4) ilustra una forma alternativa del ensayo amplificado del método 1b, pero donde la
microesfera o microesferas de deteccién 233 recubiertas con una pluralidad de segundas moléculas del anticuerpo
primario anti-ribosoma 211 producidas en una especie diferente (por ejemplo, cobaya) comprenden una pluralidad
de moléculas de una fraccion detectable 210 como parte de la microesfera o microesferas de deteccion 233 (por
ejemplo, por union covalente o recubrimiento en la superficie) en lugar de estar unidas a las segundas moléculas del
anticuerpo primario anti-ribosoma 211. La fraccion detectable 210 puede comprender una fraccion fluorescente (por
ejemplo, QDOTS®) o una enzima (por ejemplo, peroxidasa de rabano). El método puede permitir el uso de menos
agentes de unioén de deteccion (por ejemplo, de los segundos anticuerpos primarios anti-ribosoma 211), si el soporte
de detecciéon comprende una pluralidad de fracciones detectables. Por ejemplo, el ratio de fracciones detectables
210:agentes de unién de deteccion 211 del soporte de deteccién 233 puede ser de 1:1, o 5:1, o 10:1, o0 100:1, o
500:1, o 1000:1, 10 000:1 o superior. La fraccion detectable puede comprender una fraccidon fluorescente (por
ejemplo, QDOTS®) o una enzima (por ejemplo, peroxidasa de rabano).

La Figura 8E (método 5) ilustra una forma alternativa del ensayo del método 4, pero donde la microesfera o
microesferas de deteccion 233 recubiertas con las segundas moléculas del anticuerpo primario anti-ribosoma 211
producidas en una especie diferente (por ejemplo, cobaya) y una fraccidon detectable 210 se afiaden antes de la
adicion de la microesfera o microesferas de estreptavidina 240 que reconocen las primeras moléculas del anticuerpo
primario 230. Esto puede promover la formacién de un complejo entre el analito de interés 206 y la microesfera o
microesferas del soporte de deteccion 233 y las primeras moléculas del anticuerpo primario 230.

La Figura 8F (método 6) ilustra una forma alternativa del método 3, pero donde la microesfera o microesferas de
deteccién 233 recubiertas con las segundas moléculas del anticuerpo primario anti-ribosoma 211 producidas en una
especie diferente (por ejemplo, cobaya) se afiaden antes de la adicion de las primeras moléculas del anticuerpo
primario 230 y de la microesfera o microesferas de estreptavidina 240 que reconocen las primeras moléculas del
anticuerpo primario 230. Esto puede promover la formacién de un complejo entre el analito de interés 206 y la
microesfera o microesferas del soporte de deteccién 233.
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La Figura 9 muestra los resultados con el método 6, que ilustra la deteccion de ribosomas del equivalente a 500 o
2000 células de E. coli. El eje X indica el numero de células bacterianas y el eje Y indica la sefial respecto de un
control que no contiene células bacterianas.

Puede ser importante que el anticuerpo secundario y/o el segundo anticuerpo primario de deteccion no se unan al
anticuerpo del soporte de captura, dado que esta union podria provocar sefial de fondo. Por tanto, el paso de
deteccién comprende la adicion de un anticuerpo secundario que reconoce el agente del anticuerpo primario de
deteccién sobre la microesfera de deteccion, pero donde el anticuerpo secundario no reconoce el agente de unién
de captura (por ejemplo, el primer anticuerpo primario) utilizado para unir la proteina de interés al soporte de captura.

Los soportes soélidos de captura y/o deteccidon pueden ser tratados con un agente de pasivacion. Por ejemplo, el
analito de interés puede ser capturado en una superficie pasivada (es decir, una superficie que ha sido tratada para
reducir la unién no especifica). Uno de estos agentes de pasivacion es BSA. Adicional y/o alternativamente, cuando
el agente de unién utilizado es un anticuerpo, los soportes sélidos de captura y/o deteccion pueden estar recubiertos
con proteina A, proteina G, proteina A/G, proteina L u otro agente que se una con alta afinidad al anticuerpo del
agente de unién. Estas proteinas se unen al dominio Fc de los anticuerpos y, por tanto, pueden orientar la unién de
los anticuerpos que reconocen la proteina o proteinas de interés. Los soportes de deteccion y/o captura pueden ser
microesferas de poliestireno o microesferas fabricadas de un material similar u otro material, de forma que las
microesferas puedan ser recubiertas con proteinas, pero no reaccionan con otros componentes del ensayo. En
ciertos ejemplos, las microesferas son suficientemente grandes como para que una pluralidad de moléculas del
anticuerpo se pueda unir a la microesfera. Por ejemplo, el tamafio de las microesferas puede oscilar entre unos 0,1 y
50,00,2y 40,003y 30,01y20,01y150unos 1y 3 um de diametro. El tamafio de las microesferas puede
depender del tamario del ensayo que se pretende realizar. Para un ensayo realizado en un pocillo de microtitulacién,
se pueden utilizar microesferas de aproximadamente un micrometro (um).

El soporte de deteccion puede comprender una pluralidad de agentes de unién de deteccion. Por ejemplo, el niumero
de agentes de unién en el soporte de deteccidon puede ser mayor de 100, o mayor de 500, o mayor de 1000, o mayor
de 5000, o mayor de 10 000, o mayor de 20 000, o mayor de 50 000, o mayor de 100 000, o mayor de 500 000, o
mayor de 1 000 000 moléculas del agente de uniéon de deteccion. Por ejemplo, el soporte de deteccion puede
comprender una microesfera que esta recubierta con decenas o cientos de miles de moléculas de anticuerpos.

Puede haber entre unas 10 000 y 10 000 000 o entre unas 50 000 y 1 000 000, o entre unas 100 000 y 500 000
moléculas del agente de unién (por ejemplo, un anticuerpo primario) para una microesfera del soporte de deteccion
que tiene unos 15 pm de diametro. Para microesferas del soporte de deteccion de diferentes tamafos, se puede
utilizar la correspondiente cobertura de superficie.

Los métodos proporcionan una amplificacién que oscila entre 1000 y 1 000 000 000, o entre 1000 y 100 000 000, o
entre 5000 y 10 000 000, o entre 10 000 y 1 000 000, o entre 10 000 y 500 000, o entre 50 000 y 500 000 veces la
sefial observada en un inmunoensayo estandar no amplificado que no incluye un soporte de deteccién que
comprende una pluralidad de agentes de unién de deteccion. O bien, se pueden conseguir rangos dentro de estos
rangos.

En ciertos ejemplos, las microesferas del soporte de deteccidon son suficientemente grandes como para que una
pluralidad de moléculas del agente de uniéon se pueda unir a la microesfera. Por ejemplo, el tamafio de las
microesferas puede oscilar entre unos 0,1 y 50, 00,2y 40,00,5y 30,01y 20,01y 15 0unos 1y 3 um de
diametro. Cuando el agente de unién que se va a unir a la microesfera es un anticuerpo, se pueden utilizar
microesferas disponibles en el mercado previamente recubiertas con proteina G, proteina A o proteinas A/G, dado
que estas proteinas se unen al dominio Fc de los anticuerpos, orientando los anticuerpos de forma que los dominios
Fab queden libres para unirse a los epitopos de los antigenos.

Como se ha descrito anteriormente, se puede afiadir un agente de union (por ejemplo, un anticuerpo secundario que
reconoce el segundo anticuerpo primario en el soporte de deteccion) que ha formado un complejo con una enzima o
material fluorescente (QDOTS® u otro marcador fluorescente) para que se una al gran nimero de anticuerpos
utilizados como agentes de unidon de deteccidon en un soporte de deteccion. Se puede utilizar un ensayo
inmunoquimico (por ejemplo, ELISA) o excitacion y visualizacion del material fluorescente en un sistema apropiado
de captura de imagenes de emisidn para cuantificar la proteina. La clave para el elevado factor de amplificaciéon de
la sefal que proporciona este método es la gran superficie del soporte de deteccidén que puede acoger la union de
agentes de unién de deteccidon. Por ejemplo, para los anticuerpos, se pueden utilizar aproximadamente mas de
10 000 y mas de 100 000 moléculas para recubrir microesferas de 1umy 2,8 ym, respectivamente.

Deteccion de ribosomas por un ensayo de flujo lateral (LFA)

Los ribosomas se pueden detectar utilizando un ensayo de flujo lateral (LFA) o un ensayo inmunocromatografico.
Estos ensayos se pueden realizar de forma rapida y sencilla, y pueden producir un resultado visual en una hora. El
ensayo puede comprender un ensayo de flujo lateral ultrasensible que utiliza nanocadenas de negro de humo
(CBNS), que sirven como soporte del anticuerpo y para la lectura del resultado (Lonnberg et al., J. Immunol.
Methods, 339: 236-244 (2008)).
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Por ejemplo, el ensayo de flujo lateral puede comprender un soporte sélido que permite el flujo de moléculas en una
sola direccion. El soporte soélido puede comprender una tira que tiene una longitud superior a la anchura (Figura
10A). La tira puede consistir en una membrana (por ejemplo, una membrana de nitrocelulosa u otro tipo de sustrato
absorbente) y una almohadilla absorbente en contacto con la membrana (Figura 10A). La membrana puede contener
una linea de ensayo con anticuerpos anti-ribosoma de una primera especie (por ejemplo, conejo) que reconoce el
analito de interés (por ejemplo, ribosomas, proteinas ribosomales, proteinas de fago) y una linea de control con
anticuerpos secundarios que reconoce anticuerpos de la primera especie (por ejemplo, anticuerpos de cabra anti-
conejo). En la Figura 10A también se muestran las nanocadenas de negro de humo 300 recubiertas con un
anticuerpo anti-ribosoma 302.

El ensayo se puede realizar aplicando la muestra en la parte inferior de la membrana («region de aplicacion de la
muestra») (Figura 10B) y permitiendo que la muestra fluya por capilaridad a través de la superficie de la membrana,
tal y como se muestra en la Figura 10A. El analito de interés presente en la muestra puede por tanto interactuar con
los anticuerpos inmovilizados y unirse a estos en la linea de ensayo (por ejemplo, anticuerpos anti-ribosoma para
analitos del ribosoma), mientras que el resto del material de la muestra continuara en la almohadilla absorbente. Las
tiras se pueden incubar entonces con nanocadenas de negro de humo previamente recubiertas con anticuerpos
(CBNS-Ab) que también reconocen el analito de interés (por ejemplo, anticuerpos de conejo anti-ribosoma). Las tiras
del LFA tienen anticuerpos de IgG de suero total mientras que la IgG de las CBNS-Ab es purificada por afinidad con
el antigeno de interés. Se permite que los complejos CBNS-Ab fluyan a través de la superficie de nitrocelulosa. De
este modo, los complejos CBNS-Ab pueden interactuar con ribosomas unidos a la linea de ensayo. Esta interaccién
se puede visualizar como una linea de gris a negra (Figura 10B). Cualquier CBNS-Ab no unida puede continuar por
la tira y unirse a la linea de control anti-conejo, que también produce una linea gris/negra (Figura 10B). Si la muestra
no contiene proteinas ribosomales, no se formara ninguna linea en la posicion de la linea de ensayo, pero si se
formara una linea en la posicion de la linea de control.

Las Figuras 10C y 10D muestran la deteccion de ribosomas de E. coli utilizando este ensayo de flujo lateral con
nanocadena de negro de humo recubierta con anticuerpos de conejo anti-ribosoma. Por tanto, la Figura 10C muestra
la deteccion de 10 ng de ribosomas utilizando CBNS recubierta con anticuerpos de conejo anti-ribosoma vy la
presencia de ribosomas en la muestra se visualiza como una linea en la posicion de la linea de ensayo. La linea en
el control indica que la CBNS-Ab ha migrado por la tira.

La sensibilidad del sistema CBNS-LFA se puede aumentar reduciendo la superficie de la linea de ensayo para
concentrar la CBNS en una superficie mas pequeia, a fin de aumentar la intensidad de la linea. Un complejo
CBNS:anticuerpo secundario que se unira a la CBNS-Ab ya localizada en la linea de ensayo se puede utilizar para
aumentar mas la intensidad de la sefal. Un tercer método puede incorporar una enzima, por ejemplo peroxidasa de
rabano (HRP), al complejo anticuerpo primario-CBNS o a un complejo anticuerpo secundario-CBNS de forma que se
pueda afiadir un sustrato HRP directamente a la tira para aumentar la intensidad de la linea convirtiendo el sustrato
en un producto coloreado. Adicional y/o alternativamente, se pueden utilizar anticuerpos biotinilados en la CBNS
conjuntamente con estreptavidina soluble-HRP (SA-HRP) o SA-HRP unida a la CBNS como medio para aumentar la
sefial. La Figura 10D muestra un experimento que utiliza CBNS-anticuerpos anti-ribosoma biotinilados y desarrollado
por visualizacion de CBNS-anticuerpos anti-ribosoma biotinilados (panel superior), asi como por adicion de un
complejo de CBNS-estreptavidina conjugado con peroxidasa de rabano (SA-HRP-CBNS), y a continuacion se anade
un sustrato de peroxidasa de rabano colorimétrico (panel inferior). Se puede observar que resulta posible la
deteccién de hasta 5 ng de ribosomas utilizando este método.

Amplificacidon proporcionada por agentes infecciosos

Se proporciona un método rapido y sensible para detectar un microorganismo en una muestra, donde el método
incluye lo siguiente: poner en contacto la muestra con un agente infeccioso libre o unido a un agente de unién que se
une a un soporte solido, donde el agente infeccioso es especifico para el microbio y por tanto puede aislar el
microbio de la muestra. Por ejemplo, el microbio de interés es una bacteria y el agente infeccioso es uno o mas
bacteriéfagos. O bien, para otros tipos de microorganismos se pueden utilizar otros agentes infecciosos.

Como se ha descrito anteriormente, los bacteriéfagos son virus que se unen a bacterias particulares e inyectan su
material genético. A continuacion el bacteriéfago utiliza la maquinaria de las bacterias para replicarse un ciento o
cientos de veces en un breve periodo de tiempo. Algunos bacteriéfagos son liticos, lo que significa que rompen la
bacteria hospedadora, y el fago replicado (progenie) se libera en el entorno para buscar e infectar otra bacteria.

Adicionalmente, la mayoria de bacteriéfagos son especificos para bacterias particulares en el sentido de que esa
replicacién de un bacteriofago particular solo ocurre en bacterias especificas. Por tanto, la presencia del bacteriéfago
amplificado identifica la presencia de la bacteria para la que es especifico. Por otra parte, dado que el bacteriéfago
puede infectar una bacteria y producir el fago de progenie en tan solo una hora o menos, el tiempo de deteccion se
reduce de forma significativa en comparacion con la deteccién de una célula cultivable.

El hecho de si el bacteriéfago ha infectado la bacteria se puede determinar por un ensayo que puede identificar la
presencia de progenie del bacteriéfago, o el marcador del bacteriéfago, o un marcador bacteriano que se detecta
tras la infeccidén con el fago parental o el fago de progenie. El ensayo no solo puede identificar el bacteriéfago, el
marcador del bacteriéfago y/o el marcador bacteriano, sino también la cantidad o la concentracién del bacteriofago,
el marcador del bacteriéfago o el marcador bacteriano.
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Se divulga un ensayo basado en bacteriéfagos ultrasensible para la deteccidn y cuantificacion rapida de patégenos
bacterianos.

Se divulga también un método para detectar una bacteria que comprende los pasos de: aislar al menos una bacteria
de otros componentes de la muestra e infectar al menos esa bacteria con bacteriéfago. EI método también puede
comprender el paso de eliminar la mayoria del fago introducido no adsorbido. El método también puede incluir el
paso de incubar la célula infectada para promover la replicacion del fago y la lisis celular para liberar el fago de
progenie y detectar el bacteriéfago de progenie, o un componente del bacteriéfago de progenie disociado, donde la
deteccioén del bacteriéfago o de un componente del bacteriéfago (es decir, un marcador del bacteriéfago) indica que
la bacteria se encuentra presente en la muestra. El método puede comprender también la eliminaciéon del fago
introducido restante antes de detectar el fago de progenie.

Otros ejemplos descritos en el presente utilizan el fago de progenie y/o bacterias marcadas con una fraccién
detectable para facilitar la deteccién de bacterias infectadas. Por ejemplo, el fago de progenie puede comprender un
gen que codifica una biomolécula detectable como proteina luciferasa. En un ejemplo alternativo, el fago de progenie
se puede cuantificar mediante la infeccion de bacterias indicadoras que comprenden una biomolécula marcadora
como proteina luciferasa (por ejemplo, se pueden utilizar bacterias que comprenden un plasmido que codifica esta
biomolécula marcadora).

El uso de bacterias indicadoras para someter a ensayo células de muestra mediante la deteccion del fago de
progenie de células indicadoras lisadas se ilustra en la Figura 11. Por tanto, en este ensayo, el fago parental
utilizado para infectar una muestra bacteriana de interés se separa del fago de progenie y, a continuacion, el fago de
progenie se utiliza para infectar la bacteria indicadora modificada para que exprese una biomolécula que proporciona
una sefial detectable tras la lisis de la bacteria. Por ejemplo, la bacteria puede ser modificada por transfeccién con
un plasmido que codifica una proteina luciferasa.

Por ejemplo, en estos experimentos, se realiza un cultivo de células indicadoras 401 (por ejemplo, bacterias que
expresan proteina luciferasa). Mientras tanto, al menos parte de la muestra que comprende la bacteria a cuantificar
400 se coloca en un filtro de centrifugacion para eliminar los medios y se afiade una multiplicidad apropiada de fago
biotinilado 406 (por ejemplo, fago T4) (el exceso de fago 406 se puede eliminar por lavado de centrifugacion) y se
permite la incubacién suficiente para infectar y posteriormente lisar la bacteria para liberar el fago de progenie. El
lisado resultante 411 se puede recoger a continuacion, por ejemplo por centrifugacion, y el filtrado 410 que contiene
el fago de progenie y el fago parental biotinilado transferido a un soporte 412 que comprende estreptavidina 414 (por
ejemplo, columnas de estreptavidina) para separar el fago parental biotinilado restante del fago de progenie 416 que
no esta biotinilado. A continuacién, las células indicadoras 401 que producen una fraccién detectable 403 (es decir,
la bacteria que expresa proteina luciferasa) se afiaden al fago de progenie 416 y se deja que el fago de progenie
infecte la bacteria. Las células indicadoras infectadas se pueden incubar durante un tiempo suficiente para que se
genere mas fago y se produzca la lisis. El nivel de fraccion detectable 403 (por ejemplo, luciferasa) liberado por la
bacteria indicadora infectada se puede cuantificar entonces utilizando un luminémetro 418 u otros métodos de
deteccién apropiados (por ejemplo, un fluorimetro para una proteina fluorescente).

Los datos de experimentos de ejemplo que utilizan este ensayo se muestran en las Figuras 12A-E.

Las Figuras 12A-C muestran datos separados de la primera y la segunda mitad del método ilustrado en la Figura 11.
Las Figuras 12D y 12E muestran los datos del ensayo completo.

La Figura 12A muestra que tan solo una o dos células de E. coli pueden proporcionar una concentracion de unidad
formadora de placa (PFU) mensurable (es decir, aproximadamente 300-460 PFU) del fago de progenie a través de
un ensayo de placa. Los puntos cercanos a 0 PFU (hasta unas 60 PFU) del eje Y se deben probablemente a que no
se ha depositado ninguna célula en el filtro por casualidad, dado que es probable que una media de una célula por
muestra tenga realmente 0 células.

La Figura 12B muestra que el ensayo del fago demuestra una respuesta dependiente de dosis en las células de la
muestra introducidas, aumentando la produccién del fago de progenie cuantas mas células hay en la muestra.

Las Figuras 12A y 12B registran las concentraciones de células determinadas por el ensayo estandar de unidad
formadora de colonia (CFU) durante una noche, demostrando asi una sensibilidad similar, a la velocidad
inherentemente mas rapida de un ensayo de placa que se puede visualizar en menos de 8 horas.

La Figura 12 C muestra la deteccion de fagos que es el equivalente a una sola célula (es decir, 100 fagos) o a 27
células (es decir, 2700 fagos), utilizando la segunda mitad del método con la lisis de las células indicadoras que se
recoge en la Figura 11. Esto demuestra que, cuando se combina, el ensayo del fago completo deberia ser capaz de
detectar incluso 1 célula por muestra.

La Figura 12D muestra la deteccion de 1, 5 y 7 células de muestra (por ejemplo, E. coli) en comparacién con un
ensayo estandar de CFU (la linea de puntos denota la sefial de fondo). La Figura 12E muestra la deteccién con éxito
de 100 a 10 000 células bacterianas (determinada por microscopia) por muestra, utilizando el ensayo del fago
completo (la linea denota la sefial de fondo). Por tanto, demuestra la sensibilidad de 1 a 10 000 células sin dilucién
alguna de la muestra. Esto supone 1 0 2 érdenes de magnitud mas de sensibilidad que un ensayo estandar de CFU
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durante una noche, donde no se pueden contar mas de 500-700 CFU de forma fiable en una placa Petri, ademas de
ser un ensayo mucho mas rapido, que se realiza aproximadamente en 3 horas.

Por otra parte, el ensayo puede comprender la deteccion de ribosomas liberados por bacterias indicadoras. En este
formato, el ensayo puede entonces aprovechar la ventaja de la amplificacion que proporciona el fago de progenie,
asi como la amplificacion que proporciona el gran nimero de ribosomas presentes en una sola célula bacteriana.

La estrategia de utilizar fago indicador se muestra en la Figura 13. En este método, una proteina de la capside del
fago se fusiona transgénicamente con luciferasa de forma que las particulas de progenie separadas del fago de
entrada parental biotinilado de la columna de estreptavidina contienen luciferasa (u otra fraccion de deteccion) y se
pueden cuantificar directamente.

Como se ilustra en la Figura 13, en este método al menos parte de la muestra 500 que comprende la bacteria a
cuantificar 502 se coloca en un filtro de centrifugacién para eliminar los medios y se afiade una multiplicidad
apropiada de fago biotinilado 504 (por ejemplo, fago T4) que tiene una proteina de la capside fusionada con
luciferasa (fago indicador) (el exceso de fago 504 se puede eliminar por lavado de centrifugacion) y se permite la
incubacién suficiente del fago parental restante para infectar y lisar la bacteria 511 para liberar el fago de progenie.
El lisado resultante 510 se puede recoger a continuacion, por ejemplo por centrifugacion, y el filtrado que contiene el
fago de progenie y el fago parental transferido a un soporte 412 que comprende estreptavidina 414 (por ejemplo,
columna de estreptavidina) para separar el fago parental biotinilado del fago de progenie 516 que no esta biotinilado.
El nivel de luciferasa presente y activo como proteina de fusién con proteina de la capside Soc en el fago de
progenie indicador 516 se puede cuantificar después utilizando un luminémetro 418. Por ejemplo, unos 100-200
fagos de progenie por célula, donde cada uno comprende unas 900 copias de proteina de la capside luciferasa,
produce unas 200 000 copias de luciferasa.

La estrategia de utilizar fago indicador que produce luciferasa soluble se muestra en la Figura 14. En este método, el
fago (por ejemplo, fago T4) es modificado para expresar una luciferasa soluble durante la replicacion en lugar de la
fusion de proteina de la capside-luciferasa. La expresion de luciferasa es provocada por un promotor de la capside
viral (por ejemplo, el promotor Soc del bacteriéfago T4), que produce un elevada expresion. El fago parental estara
libre de luciferasa, por lo que cualquier luciferasa detectada en el ensayo debe proceder de la replicacién del fago de
progenie liberado por las células bacterianas.

Por tanto, generalmente no es necesario separar el fago parental del fago de progenie.

En estos experimentos, al menos parte de la muestra 600 que comprende la bacteria 602 se puede cuantificar en un
filtro de cuantificacion para eliminar los medios y se afiade una multiplicidad apropiada de fago T4 biotinilado que
expresa luciferasa en lugar de proteina de la capside Soc 604. El fago parental 604 y el fago de progenie 616 del
filtrado de la bacteria infectada 611 se pueden recopilar entonces, por ejemplo por centrifugacion, y se puede
cuantificar el nivel de luciferasa utilizando un luminémetro 418.

Por tanto, la divulgacién presente utiliza tanto la alta especificidad que ofrecen los agentes infecciosos como la
amplificacion que ofrece la replicaciéon de agentes

infecciosos como medio para detectar bajos niveles de un microorganismo presente en una muestra. Se divulgan
métodos y sistemas que utilizan la especificidad de los bacteriéfagos para el aislamiento de bacterias de una
muestra y/o la amplificaciéon que proporciona el bacteriéfago de progenie para la deteccién de una bacteria en una
muestra. Por ejemplo, la identificacion de los componentes de proteina (por ejemplo, el fago litico T4 de Escherichia
coli tiene unas 2500 subunidades de proteinas) de 200 fagos de progenie de cada célula infectada puede producir
una gran amplificacion en comparacion con los métodos dependientes del aislamiento e identificacion de una sola
célula cultivable.

Por tanto, algunos ejemplos incluyen el uso de un ensayo basado en bacteriéfagos ultrasensible para la deteccion y
cuantificacion rapida de patégenos bacterianos.

Por ejemplo, el método puede comprender los pasos de: concentrar las bacterias de una muestra sobre un filtro
bacteriolégico (por ejemplo, un tamafio de poro de 0,45 um); infectar la bacteria con bacteriéfago biotinilado; lavar el
fago introducido no adsorbido a través del filtro; incubar la célula infectada para la replicacion del bacteriéfago y la
lisis celular; y eliminar el fago biotinilado introducido restante del lisado mediante el uso de purificacién por
estreptavidina (por ejemplo, una columna de centrifugacion u otro soporte sélido).

La eliminacién eficiente del fago introducido no adsorbido puede ser integral para cuantificar la progenie del fago. La
incapacidad de eliminar o inactivar selectivamente el bacteriéfago introducido no adsorbido puede obviar la
cuantificacion de particulas de progenie, y esto ha sido un importante impedimento de los métodos de deteccion de
bacterias basados en bacteriéfagos. El bacteriéfago de progenie de la muestra se puede cuantificar mediante
colocacion en una placa y realizando un recuento (ensayo PFU) o mediante el uso de bacteria indicadora y fago
indicador o el inmunoensayo de amplificacién de alta ganancia que se describe aqui.

La presencia del bacteriéfago de progenie indica la presencia de una célula bacteriana especifica para el
bacteriéfago de la muestra y la ausencia del bacteriéfago de progenie indica la ausencia de una célula bacteriana
especifica para el bacteriéfago de la muestra.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2718203 T3

El método puede incluir la puesta en contacto de la muestra con agentes infecciosos que estan unidos a un soporte
solido u otro agente de union (por ejemplo, bacteriéfagos biotinilados que estan unidos a una microesfera magnética
recubierta de estreptavidina), donde los bacteriéfagos son especificos para la célula bacteriana; incubar la muestra
en condiciones efectivas para que el bacteriéfago inmovilizado sobre el soporte sélido infecte la célula bacteriana;
aislar el complejo de célula infectada-bacteri6fago-soporte solido; incubar para la replicacion del fago y la lisis
celular, que produce la liberacion del fago de progenie que no se une al soporte solido y, por tanto, se puede
distinguir del fago inmovilizado introducido utilizado para infectar la bacteria; eliminar el soporte sélido con el exceso
del bacteriéfago introducido unido y los complejos de bacteriéfago-envoltura celular; pasar el lisado por una columna
de centrifugacion de estreptavidina para eliminar cualquier fago biotinilado introducido restante; y cuantificar el fago
de progenie por los métodos descritos aqui. Una vez mas, la presencia del bacteriéfago de progenie indica la
presencia de una célula bacteriana especifica para el bacteriéfago de la muestra y la ausencia del bacteriéfago de
progenie indica la ausencia de una célula bacteriana especifica para el bacteriéfago de la muestra.

Para la deteccion de una célula bacteriana dada, se pueden seleccionar los bacteri6fagos que son capaces de
infectar la célula bacteriana, replicarse dentro de la célula bacteriana y lisar la célula bacteriana. Para cualquier
célula bacteriana dada, hay una amplia variedad de bacteriéfagos disponibles, por ejemplo, en la ATCC (unos 500
fagos) o mediante aislamiento de fuentes naturales que contienen las células hospedadoras. El bacteriéofago también
deberia presentar especificidad para la célula bacteriana. Un bacteriéfago es especifico para una célula bacteriana
cuando infecta la célula bacteriana dada y no infecta las células bacterianas de otras especies o cepas. Para la
deteccion de una célula bacteriana particular, se seleccionaria preferiblemente un bacteriéfago que proporcione un
tamanfo de explosién 6ptimo o maximo.

Cuando se utiliza un bacteriéfago para el aislamiento de la bacteria y/o la amplificacion de la deteccion de la
bacteria, el rango de células bacterianas que se puede detectar por la presente invencion esta limitado unicamente
por la disponibilidad de un bacteriéfago especifico para la célula bacteriana y los expertos en la técnica reconoceran
que es muy elevado. Por ejemplo, hay una lista de los tipos de fagos disponibles de ATCC publicada por la
organizacion, el Catalogue of Bacteria & Bacteriophages, y se encuentra disponible en internet en attc.org. Otras
organizaciones de este tipo también publican datos equivalentes en sus catalogos, que se pueden utilizar para
identificar posibles reactivos de bacteri6fagos para los métodos de la presente divulgacion.

El tiempo de reaccion total para la infeccion del fago de una bacteria, la multiplicacién del fago o la amplificacién en
la bacteria, a través del lisado de la bacteria, se puede prolongar desde unas decenas de minutos hasta horas,
dependiendo del fago y de la bacteria en cuestion, y de las condiciones ambientales. Una vez que la bacteria se ha
lisado, el fago de progenie se libera en el entorno junto con todos los contenidos de la bacteria. El fago de progenie
puede infectar otras bacterias presentes y repetir el ciclo para crear mas fagos y mas restos bacterianos. De esta
manera, el numero de fagos aumentara exponencialmente hasta que practicamente no haya mas bacterias que
infectar.

Los bacteriéfagos tienen la capacidad de presentar especificidad ademas de la capacidad de producir una cantidad
sustancial de progenie en un breve periodo de tiempo. Y la replicacién del bacteriéfago denota una célula
hospedadora viva. En condiciones 6ptimas de infeccion y medio de cultivo de la hospedadora, una combinacion
dada de fago/bacteria da lugar a un numero constante de progenie del fago. Por lo general, el ciclo de infeccion litica
produce 100 o mas particulas de fago de progenie a partir de una sola célula infectada en un plazo de entre media
hora y una hora. En un ensayo puede ser necesario incluir estandares de comparacion de control, realizados en el
mismo medio, con cifras conocidas de fagos que infectan cifras conocidas de células diana unidas al sustrato.

Otros ensayos de deteccion
La presencia de bacteridfagos de progenie y/o ribosomas aislados de un

microorganismo también se puede determinar por otros métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, el
bacteriéfago de progenie se puede detectar por métodos de ensayo en placas convencionales o mediante
tecnologias automatizadas, incluyendo, por ejemplo, clasificadores de células, como la clasificacién de células
activadas por fluorescencia (FACS).

El bacteri6fago de progenie también se puede detectar por visualizacion directa (Anderson et al., (USA
2004/0137430). Esta visualizacion directa puede utilizar microscopia 6ptica o de fluorescencia. Entre los colorantes o
enzimas que se pueden utilizar se incluyen entre otros, la sonda fluorescente Alexa Fluor (comercializada por Life
Technologies/Molecular Probes, Grand Island, NY), Cy3, isotiocianato de fluoresceina, tetrametilrodamina,
peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina, oxidasa de glucosa o cualquier otro marcador conocido en la técnica.
Alternativamente, se puede utilizar un sistema laser para detectar el bacteri6fago marcado. Otros métodos de
deteccién incluyen la deteccién de adenilato quinasa, ver Murphy et al., pp. 320-322 de Bioluminescence and
Chemiluminesence in Medicine and Disease, Clinical Chemistry and Microbiology, y la deteccién utilizando un
ensayo de deteccidén de nucleacion de hielo bacteriano basado en binomios, ver Irwin et al., Journal of AO AC
International 83:1087-95 (2000). O el bacteriéfago de progenie también se puede detectar por métodos que utilizan
la bioluminiscencia, detectan la expresidén de un gen de luciferasa clonado en el genoma del bacteriéfago como se
expone en las Figuras 12 y 13 o incorporado a una bacteria indicadora como se muestra en la Figura 11. Ver, por
ejemplo, Loessner et al., Applied and Environmental Microbiology 62(4): 1133-1140 (1996).
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También se pueden utilizar nanocristales QUANTUM DOTS (también referidos aqui como QDOTS®), fabricados por
Life Technologies/Molecular Probes, en los métodos para detectar inmunocomplejos, por ejemplo para la deteccion
de proteinas ribosomales o proteinas de fago liberadas de células bacterianas. QDOTS® son nanocristales que
presentan una serie de caracteristicas favorables en comparacion con los colorantes fluorescentes convencionales.
A diferencia de los colorantes fluorescentes, los nanocristales QDOTS® fotoblanquean mucho més lentamente y
muestran una fluorescencia mucho mas brillante. Dado el conjunto de diferentes tamafios disponibles, los
nanocristales QDOTS® cubren un espectro 6ptico mas amplio (es decir, los diferentes tamafios emiten diferentes
colores), permitiendo asi la deteccion de diferentes organismos en la misma muestra. Los nanocristales QDOTS® se
fabrican con la misma quimica de conjugacion uniforme, por lo que ofrecen un comportamiento uniforme en multiples
entornos de ensayo. En la actualidad, los cristales QDOTS® estan disponibles en forma de diversos conjugados
diferentes, incluyendo estreptavidina, proteina A y biotina. En algunos ejemplos, los conjugados de estreptavidina se
pueden utilizar para la fluorescencia de ribosomas o de bacteriéfago de progenie o de sus proteinas constituyentes a
través de un complejo QDOTS®-estreptavidina-biotina-anticuerpo, o bien los QDOTS® se pueden conjugar
directamente con anticuerpos.

Los conjugados de estreptavidina son extremadamente brillantes, ofrecen una fotoestabilidad excelente y tienen una
sola fuente de excitacion.

Muestras

Cada uno de los métodos y sistemas pueden permitir la deteccion y cuantificacién rapidas de microbios en una
muestra. Por ejemplo, ciertos métodos se pueden realizar, mas preferiblemente, en unas dos horas o menos.

Los microbios detectados por los métodos y sistemas incluyen patégenos de interés comercial, médico o veterinario.
Estos patdgenos incluyen bacterias gramnegativas, bacterias grampositivas, micoplasma y virus (proteinas de virus
solo, ya que los virus no tienen ribosomas). Cualquier microbio para el que se haya identificado un agente de unién
especifico para el microbio en particular puede ser detectado por los métodos. Los expertos en la técnica apreciaran
que no existen limites para la

aplicacion de los presentes métodos, salvo por la disponibilidad de los pares de microbio/agente de unién especifico
necesarios.

Las células bacterianas detectables a través de la presente invencion incluyen, entre otras, células bacterianas que
son patégenos presentes en los alimentos o el agua. Las células bacterianas detectables por la presente invencién
incluyen, entre otras, todas las especies de Salmonella, todas las especies de Escherichia coli, incluyendo, entre
otras E. coli 0157:H7, todas las especies de Listeria, incluyendo, entre otras, L. monocytogenes, y todas las especies
de Campylobacter. Las células bacterianas detectables por la presente invencion incluyen, entre otras, células
bacterianas que son patégenos de importancia médica o veterinaria. Estos patdgenos incluyen, entre otros, Bacillus
spp., Bordetella pertussis, Camplyobacter jejuni, Chlamydia pneumoniae, Clostridium perfringens, Enterobacter spp.,
Klebsiella pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Salmonella typhi, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus, y
Streptococcus spp.

La muestra puede ser una muestra medioambiental, de alimentos o de agua, asi como muestras médicas o
veterinarias. Las muestras pueden ser liquidas, sélidas o semisélidas. Las muestras pueden ser frotis de superficies
sélidas. Las muestras pueden incluir materiales medioambientales, como muestras de agua, o los filtros de muestras
de aire o muestras de aerosoles de colectores ciclénicos. Las muestras pueden ser de carne, aves, alimentos
procesados, leche, queso u otros productos lacteos. Las muestras médicas o veterinarias incluyen, entre otros,
sangre, esputo, liquido cefalorraquideo, muestras fecales y diferentes tipos de frotis.

Las muestras se pueden utilizar directamente en los métodos de deteccidn de la presente invencién, sin preparacion
o dilucién. Por ejemplo, las muestras liquidas incluyendo, entre otras, leche y zumos, se pueden someter a ensayo
directamente. Las muestras se pueden diluir o suspender en solucion, incluyendo, entre otras, una solucién con
tampon o un medio de cultivo bacteriano. Una muestra que es sélida o semisélida se puede suspender en un liquido,
moliendo, mezclando o macerando el sdlido en el liquido. Una muestra se deberia mantener dentro de un intervalo
de pH que favorezca la union del bacteriéfago a la célula bacteriana hospedadora. Una muestra deberia contener
asimismo las concentraciones apropiadas de cationes divalentes y monovalentes, incluyendo, entre otros Na*, Mg?*,
y K*. Preferiblemente una muestra se debe mantener a una temperatura que conserve la viabilidad de cualesquiera
células patégenas que contenga la muestra.

Preferiblemente durante todos los ensayos de deteccion, la muestra se debe mantener a una temperatura que
mantenga la viabilidad de cualesquiera células patdgenas presentes en la muestra. Durante los pasos en los que los
bacteriéfagos se unen a células bacterianas, es preferible mantener la muestra a una temperatura que facilite la
union del bacteriéfago. Durante los pasos en los que los bacteriéfagos se replican dentro de una célula bacteriana
infectada o proceden al lisado de una célula infectada, es preferible mantener la muestra a una temperatura que
promueva la replicacion del bacteriofago y la lisis de la hospedadora. Estas temperaturas son al menos de unos 25
grados centigrados (°C), mas preferiblemente no superiores a unos 45 °C, mas preferiblemente de unos 37 °C.
También es preferible que las muestras se sometan al mezclado o agitado suave durante la unién del bacteriéfago,
la replicacion vy la lisis celular. En otras realizaciones, la unién del fago se puede inhibir tras la infeccién, de forma
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que las subunidades de las proteinas del fago se acumulen sin unirse y puedan proporcionar una amplificacion
adicional del fago de progenie.

Los ensayos pueden incluir varias muestras de control apropiadas. Por ejemplo, se pueden someter a ensayo
muestras de control que no contienen bacteri6fagos o muestras que control que contienen bacteriéfagos sin
bacterias, como controles para los niveles de la sefial de fondo.

Sustratos

Los sustratos que se utilizaran en los métodos incluyen, entre otros, microesferas magnéticas o de poliestireno
sencillas (Spherotech, Libertyville, IL; Life Technologies/Invitrogen, Grand Island, NY; Polyscience, Niles, FL; Thermo
Scientific Pierce, Waltham MA; EMD Millipore, Billerica, MA; New England Biolabs, Ipswich, MA), y microesferas de
silice magnéticas o sencillas (AmsBio, Lake Forest, CA), revestimientos de latex, un filiro de membrana, un filtro de
fibra o un sustrato solido poroso. Los métodos para el uso de microesferas magnéticas se pueden encontrar, por
ejemplo, en el folleto del envase de Dynabeads Protein G Prod. No. 10003D, en Kala et al., Analytical Biochemistry
254:263-266 (1997) y en Dutton, Genetic Engineering News, Volumen 22 (13), julio de 2002.

Hay un amplio espectro de particulas en el mercado, particularmente microesferas magnéticas y de poliestireno,
disponibles en diversos tamafos. Para ciertos ejemplos, un juego preferente de particulas tiene un diametro de
particula medio aproximado de un micrometro (es decir, una micra). En particular en ensayos de aglutinacion, un
juego preferente de particulas tiene un tamafo de particula medio (es decir, la dimensién mas grande de las
particulas) no superior a 20 micrémetros (es decir, micras).

Para ciertos ejemplos, por ejemplo recuperacion de microorganismos, ribosomas, bacteriéfagos o sus componentes,
la concentracion de particulas (por ejemplo, microesferas) es preferiblemente al menos de 108 por milimetro. La
concentracion de particulas (por ejemplo, microesferas) es preferiblemente no superior a 10° por milimetro.

Para ciertos ejemplos, como agrupacion de particulas por ribosomas, bacteriéfagos o sus componentes, el numero
de particulas (por ejemplo, microesferas) es preferiblemente al menos 300 particulas y no superior a 3000 particulas
(por ejemplo, microesferas) en 10 a 20 ul. En ejemplos que implican la visualizacion de microorganismos o virus
unidos a microesferas, este nimero de particulas (por ejemplo, microesferas) permite la evaluaciéon por microscopia
Optica en un alineamiento bidimensional sin superposicién de imagenes.

Entre los ejemplos de microesferas magnéticas o sencillas disponibles en el mercado se incluyen las microesferas
de poliestireno recubiertas de proteina G, proteina A, proteinas A/G, epoxi o estreptavidina, todas ellas
comercializadas por Invitrogen, Grand Island, NY, o por Spherotech, Libertyville, 111. MagSi, microesferas de silice
magnéticas con estos mismos recubrimientos, son comercializadas por AmsBio, Lake Forest, CA.

Sistemas para la detecciéon de microorganismos
Las realizaciones de la invencion también comprenden usos de kits para realizar los métodos de la invencion.

Por ejemplo, en una realizacion, la invencion comprende el uso de un kit que contiene componentes para detectar un
microorganismo de interés que incluye: un componente para aislar el microorganismo de otros componentes de la
muestra; un componente para lisar el microorganismo para liberar los ribosomas presentes en el microorganismo; y
un componente para detectar los ribosomas, o un componente de los ribosomas, donde la deteccién de los
ribosomas o de un componente de los ribosomas indica que el microorganismo se encuentra presente en la muestra.

No se incluyen en el alcance de proteccién una variedad de microorganismos. En un ejemplo, el microorganismo
comprende al menos una bacteria, o un hongo, o una levadura. El componente que aisla el microorganismo
comprende un agente de unién que reconoce el microorganismo y se une al mismo. El agente de union puede estar
unido a un soporte solido.

El agente de unién puede ser un anticuerpo. O, cuando el microorganismo es una bacteria, el agente de unién puede
ser un bacteriéfago especifico para la bacteria.

En un ejemplo, el kit puede comprender un anticuerpo primario que reconoce los ribosomas y al menos un
anticuerpo secundario que reconoce el anticuerpo primario. O bien, el kit puede comprender un anticuerpo primario
que reconoce los ribosomas y al menos un segundo anticuerpo primario que reconoce los ribosomas. El segundo
anticuerpo primario esta unido a un soporte sélido. En otros ejemplos mas, el soporte sdlido comprende una
pluralidad de segundos anticuerpos primarios.

Los ribosomas se pueden detectar utilizando un ensayo de flujo lateral. El kit puede incluir un soporte sélido que
comprende anticuerpos anti-ribosoma. En un ejemplo, el kit puede comprender al menos una nanocadena de negro
de humo que contiene anticuerpos anti-ribosoma adicionales.

Se divulga un kit que incluye componentes para detectar un microorganismo de interés que comprende: un
componente para aislar al menos un microorganismo de otros componentes de la muestra; un componente para
infectar al menos ese microorganismo con una pluralidad de un agente infeccioso parental; un componente para lisar
al menos ese microorganismo infectado para liberar agentes infecciosos de progenie presentes en el
microorganismo; y un componente para detectar los agentes infecciosos de progenie, o un componente de los
agentes infecciosos de progenie, donde la deteccion del agente infeccioso o de un componente del agente
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infeccioso indica que el microorganismo se encuentra presente en la muestra. En un ejemplo, el microorganismo es
una bacteria y el agente infeccioso es un bacteriéfago. Los kits pueden comprender diversos componentes para la
deteccion de los agentes infecciosos de progenie. Por ejemplo, el agente infeccioso de progenie (como un
bacteriéfago) puede comprender una fracciéon indicadora. En una realizacion, la fraccion indicadora del agente
infeccioso de progenie puede comprender luciferasa fusionada con una proteina estructural (por ejemplo, proteina
de la capside del fago). En una realizacion, la fracciéon indicadora del agente infeccioso de progenie (por ejemplo,
bacteriéfago) puede ser una fraccion detectable que se expresa durante la replicaciéon, como una proteina luciferasa
soluble. El kit puede comprender un microorganismo indicador (como una bacteria) que comprende una proteina que
es liberada tras la lisis del microorganismo indicador cuando se infecta con agentes infecciosos de progenie. La
liberacion de la proteina del microorganismo indicador puede comprender una fracciéon detectable. Por ejemplo, la
proteina liberada es una proteina luciferasa. El kit puede comprender componentes para que el agente infeccioso de
progenie de las células de muestras infectadas y/o de las células indicadoras se pueda detectar por un ensayo de
flujo lateral con nanocadenas de negro de humo. O bien, la proteina liberada por el microorganismo indicador puede
comprender ribosomas. De este modo, el kit combina la amplificacidon que proporciona la infeccion del bacteriéfago
con la amplificacion que proporciona la deteccion del ribosoma.

Kits para el aislamiento de microorganismos de una muestra
Los kits pueden contener reactivos para el aislamiento de bacterias de una muestra.

Por ejemplo, el kit puede comprender un anticuerpo especifico para el microorganismo de interés. El anticuerpo
puede comprender un primer agente de unioén que puede ser reconocido por un segundo agente de unién, de forma
que ese microorganismo pueda ser aislado mediante la interaccién de los agentes de unién. Por ejemplo, el kit
puede comprender anticuerpos biotinilados que reconocen un microorganismo de interés y microesferas recubiertas
de estreptavidina.

El kit puede comprender un fago especifico que se puede unir a un agente de unién inmovilizado como, entre otros:
estreptavidina; biotina, un anticuerpo que se une especificamente al bacteriéfago o a una estructura del bacteriofago,
como la cabeza. El agente unido al bacteriéfago se usa para unir el fago a un soporte sélido. Por ejemplo, el kit
puede comprender un fago biotinilado especifico para una bacteria de interés. De este modo, el fago biotinilado se
puede unir a una microesfera magnética con estreptavidina. En ejemplos alternativos, se pueden unir bacteriéfagos,
fagos, micobacteriofagos (por ejemplo, para TB y para-TB), micofagos (por ejemplo, para hongos), fagos de
micoplasma y cualesquiera otros virus que puedan invadir bacterias vivas, hongos, micoplasma, protozoos,
levaduras y otros organismos microscopicos vivos a un soporte solido para el aislamiento de un microbio de interés.
Por ejemplo, entre los fagos ampliamente estudiados de E. coli se incluyen Tl, T2, T3, T4, T5, T7, y lambda; otros
fagos de E. coli disponibles en la coleccién ATCC incluyen phiX174, S13, 0x6, MS2, phiV1, fd, PR772, y ZIK1.

Kits para la deteccién de microorganismos basada en ribosomas

Los kits pueden comprender reactivos para la deteccion de ribosomas y/o proteinas ribosomales de un microbio de
interés. Por ejemplo, el kit puede comprender antisueros policlonales producidos en conejos, ratones, cobayas o
similares, por ejemplo, contra ribosomas purificados de E. coli o Salmonella spp o una célula de mamifero.

Un kit de LFA para la deteccion de proteinas ribosomales puede incluir tiras de muestras que contienen los
anticuerpos apropiados tanto en la linea de ensayo como en la de control. Estos kits también pueden incluir cadenas
de negro de humo unidas a anticuerpos especificos para el analito de interés.

El kit también puede incluir un tampon y/o reactivos necesarios para la diluciéon de la muestra u otros reactivos. Entre
los reactivos adicionales se pueden incluir materiales que sirven como controles y reactivos para una mayor
amplificacion de la sefial. Por ejemplo, el kit puede incluir un CBNS-Ab secundario (es decir un anticuerpo
secundario que reconoce el anticuerpo primario para el analito de interés). El kit también puede incluir reactivos de
deteccién enzimaticos como peroxidasa de rabano (HRP) y/o sustratos de HRP. Los kits también pueden incluir un
recipiente del tamafio adecuado para realizar el ensayo.

Kits para la deteccién de microorganismos basada en fagos

Para las técnicas de deteccidon basadas en fagos, se puede utilizar cualquiera de los fagos disponibles en el
mercado para generar los reactivos de los kits. Por ejemplo hay una lista de los tipos de fagos disponibles en la
ATCC publicada por la organizacion, el Catalogue of Bacteria & Bacteriophages, y se encuentra disponible en
internet (attc.org) o en otras organizaciones depositarias conocidas.

El bacteriéfago puede ser inmovilizado sobre un sustrato a través de uno de los multiples procedimientos conocidos
en la técnica. Por ejemplo, se puede utilizar un anticuerpo especifico para el bacteriéfago para unir un bacteriéfago a
un sustrato. Se puede utilizar proteina A, proteina G o ligandos como avidina, estreptavidina y biotina para unir el
anticuerpo al sustrato. También se pueden utilizar métodos de enlaces covalentes para unir un bacteriéfago a un
sustrato. Por lo general, no se deberian utilizar anticuerpos con especificidad para proteinas de cola del
bacteriéfago, puesto que la unién de este anticuerpo a las proteinas de cola puede interferir con la capacidad de las
particulas del bacteriéfago para unirse a una célula bacteriana hospedadora.
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Los kits pueden incluir bacterias que comprendan fracciones de deteccion. Estas bacterias, denominadas «bacterias
indicadoras», pueden estar compuestas de cepas bacterianas también susceptibles al mismo bacteriéfago que la
bacteria de la muestra a detectar. Por ejemplo, la cepa B de E. coli de tipo silvestre (ATCC), puede ser modificada
para que exprese luciferasa o alguna otra fraccion de deteccion, a partir de un plasmido de ADN. Los plasmidos se
pueden construir de novo o basados en construcciones disponibles en el mercado, como plasmidos de luciferasa,
pGL.4.10 (luciferasa de luciérnaga) (Promega, Madison WI) y pGL.4.70 (luciferasa de renilla). Se puede incluir un
promotor constitutivo o viral para impulsar la expresion de la fraccion de deteccion (por ejemplo, luciferasa), junto
con otras secuencias de ADN comunes conocidas en la técnica (gen de resistencia a antibidticos y origen de la
replicacion).

Adicional y/o alternativamente, los kits pueden comprender «fago indicador». El fago indicador puede consistir en un
bacteriéfago con sus genomas modificados para incluir genes para la expresién de fracciones de deteccion
comunes, como luciferasa, proteina fluorescente verde o peroxidasa de rabano. Estos genes pueden estar
integrados en una proteina de alto numero de copias en una fusiéon, como una fusién de Soc-luciferasa en T4, o
como una proteina soluble, no incorporada a la estructura del fago, sino expresada tras la infeccién de la bacteria.

Los kits también pueden comprender filtros para la concentracion y/o para proporcionar un sustrato para las
bacterias que van a ser infectadas por el fago, y posteriormente lavadas, como filtros de centrifugacion de 0,45 pm
(Millipore, Billerica, MA). El kit también puede incluir columnas de afinidad por la estreptavidina que se utilizaran para
separar el fago parental biotinilado del fago de progenie (GE Healthcare, Little Chalfont, UK). Los kits también
pueden contener sustratos para el uso con fracciones de deteccion, como D-luciferin o Luciferase Assay Substrate
(Promega, Madison, WI) para luciferasa de luciérnaga o coelenteracina para luciferasa de renilla.

Asimismo, un kit de LFA para la deteccién de proteinas de bacteriéfago puede incluir tiras de muestras que
contienen los anticuerpos apropiados tanto en la linea de ensayo como en la de control. Estos kits también pueden
incluir cadenas de negro de humo unidas a anticuerpos especificos para el analito de interés.

El kit también puede incluir un tampdn y/o reactivos necesarios para la dilucion de la muestra u otros reactivos. Entre
los reactivos adicionales se pueden incluir materiales que sirven como controles y reactivos para una mayor
amplificacion de la sefial. Por ejemplo, el kit puede incluir un CBNS-Ab secundario (es decir un anticuerpo
secundario que reconoce el anticuerpo primario para el analito de interés). El kit también puede incluir reactivos de
deteccion enzimaticos como peroxidasa de rabano (HRP) y/o sustratos de HRP. Los kits de la invencién también
pueden incluir un recipiente del tamano adecuado para realizar el ensayo.

Kits de inmunoensayo
El kit puede comprender reactivos para un inmunoensayo basado en microesferas.

Se divulga un kit para someter a ensayo un analito de interés que comprende un soporte de deteccion, donde el
soporte de deteccién comprende un soporte sélido que contiene una pluralidad de moléculas del agente de unién
que pueden reconocer el analito de interés y unirse al mismo. El kit puede comprender un soporte de captura, donde
el soporte de captura comprende al menos un agente de unién al soporte de captura que reconoce el analito de
interés y se une al mismo.

El kit puede comprender asimismo un agente de unién que puede reconocer especificamente la pluralidad de
moléculas del agente de unién y unirse a estas en el soporte de deteccién. El agente de unién que puede reconocer
especificamente la pluralidad de moléculas del agente de unién y unirse a estas en el soporte de deteccion es un
agente de unién soluble.

El soporte de deteccidon y/o el soporte de captura pueden comprender diversos formatos. EIl soporte sdlido de
captura puede ser un pocillo de ensayo (por ejemplo, una placa de microtitulacion).

O bien, el soporte sdlido de captura puede ser una ubicacién en un array, o un soporte mévil, como una microesfera.
En un ejemplo, el soporte de deteccién es un soporte movil como una microesfera.

Se pueden utilizar diversos agentes de unién en los kits. Por ejemplo, la pluralidad de agentes de unién unidos al
soporte de deteccion pueden ser anticuerpos o

fragmentos de un anticuerpo que reconocen el analito de interés. Adicional y/o alternativamente, el agente de unidn
unido al soporte de captura puede ser un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que reconoce el analito de
interés. Adicional y/o alternativamente, el agente de uniéon que puede reconocer especificamente la pluralidad de
moléculas del agente de unién y unirse a estas sobre el soporte de deteccién puede ser un anticuerpo o un
fragmento de anticuerpo. En un ejemplo, el agente de uniéon que puede reconocer especificamente la pluralidad de
moléculas del agente de unién y unirse a estas sobre el soporte de deteccién no reconoce el agente de unién de
captura utilizado para unir el analito de interés al soporte sélido de captura. O bien, el agente de union del soporte de
captura o del soporte de deteccién, o el agente de unidon que puede reconocer especificamente la pluralidad de
moléculas del agente de unioén y unirse a estas en el soporte de deteccidon puede comprender una proteina que se
une a una diana que no es una proteina (como una proteina que se une especificamente al analito de interés de una
molécula pequefia o un receptor que se une a una proteina).
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El soporte de deteccion puede comprender una pluralidad de fracciones detectables. Adicional y/o alternativamente,
el agente de unién que puede reconocer especificamente la pluralidad de moléculas del agente de unién y unirse a
estas sobre el soporte de deteccion puede comprender una fracciéon detectable.

El uso de un soporte de deteccidon que comprende una pluralidad de agentes de unién que reconocen el analito de
interés permite la amplificacion de la sefal. El soporte de deteccion comprende mas de 1000, o mas de 10 000, o
mas de 100 000, o mas de 500 000, o mas de 1 000 000 moléculas del agente de union especificas para el analito
de interés. Por tanto, el kit proporciona una amplificacion que oscila entre 1000 y 1 000 000 000, o entre 1000 y
100 000 000, o entre 5000 y 10 000 000, o entre 10 000 y 1 000 000, o entre 10 000 y 500 000, o entre 50 000 y
500 000 veces la sefial observada en un inmunoensayo estandar no amplificado que no incluye un soporte de
deteccién que comprende una pluralidad de agentes de union de deteccién. O bien, se pueden conseguir rangos
dentro de estos rangos.

Por tanto, el kit puede comprender reactivos para el inmunoensayo basado en microesferas. Asi pues, el soporte de
deteccién puede comprender una microesfera recubierta con un anticuerpo que reconoce una proteina de interés. La
microesfera puede ser una microesfera de poliestireno recubierta con proteina G, proteina A o proteinas A/G, que se
encuentran disponibles en el mercado (por ejemplo, Invitrogen, Carlsbad CA) en una amplia variedad de tamafios.
Otras microesferas que pueden resultar utiles incluyen las microesferas magnéticas de silice recubiertas con estas
mismas proteinas (microesferas MagSi comercializadas por AmsBio, Lake Forest, CA).

Asi pues, el kit puede comprender una microesfera recubierta con un anticuerpo que reconoce una proteina
ribosomal. O bien, el kit puede comprender una microesfera recubierta con un anticuerpo que reconoce una proteina
de fago. Las microesferas pueden ser de poliestireno, de silice, de vidrio u otros materiales, simples o derivatizadas
para su union a grupos quimicos especificos.

Los sustratos que se utilizaran en los kits incluyen, entre otros, microesferas de poliestireno (Spherotech, Libertyville,
111.), microesferas magnéticas (Invitrogen; AmsBio), revestimientos de latex, un filtro de membrana, un filtro de
fibra, un sustrato solido poroso o libre de fibra. Los métodos para el uso de microesferas magnéticas se pueden
encontrar, por ejemplo, en el folleto del envase de Dynabeads Protein G Prod. No. 10003D, en Kala et al., Analytical
Biochemistry 254:263-266 (1997) y en Dutton, Genetic Engineering News, Volumen 22, nimero 13, julio de 2002.

Hay un amplio espectro de particulas en el mercado, particularmente microesferas magnéticas y de poliestireno,
disponibles en diversos tamafios. Para determinados ejemplos, un juego preferente de particulas tiene un tamafio de
particula medio (es decir, la dimension mas grande de las particulas) de unos 20 micrometros (es decir, micras).
Para determinados ejemplos, un juego preferente de particulas tiene un tamafio de particula medio (es decir, la
dimensidon mas grande de las particulas) de no menos de 10 micrémetros (es decir, micras). Ejemplos de
microesferas disponibles en el mercado son las microesferas de poliestireno recubiertas de proteina G, proteina A 'y
proteinas A/G, y las microesferas de poliestireno recubiertas de estreptavidina comercializadas por Invitrogen,
Carlsbad, CA o por Spherotech, Libertyville, 111. Otros proveedores de microesferas de poliestireno y magnéticas
incluyen Thermo Scientific Pierce, Millipore, Polyscience y New England Biolabs. AmsBio, Lake Forest, IL es un
proveedor de microesferas magnéticas de silice, que estan disponibles con todos los revestimientos de proteinas
anteriormente indicados. Life Technologies/Invitrogen también suministra microesferas magnéticas con superficie de
epoxi, que se unen a los anticuerpos covalentemente.

El nimero de moléculas de anticuerpo de las microesferas puede variar. En ejemplos alternativos puede haber entre
unos 10 000 y 10 000 000 o entre unos 50 000 y 1 000 000, o entre unos 100 000 y 500 000 anticuerpos en una
microesfera de aproximadamente un nm de diametro. Para microesferas de diferentes tamafos, se puede utilizar la
correspondiente cobertura de la superficie.

En ciertos ejemplos, las microesferas son suficientemente grandes como para que una pluralidad de anticuerpos
anti-ribosoma se pueda unir a la microesfera. Por ejemplo, el tamafio de las microesferas puede oscilar entre unos
0,1y 50,002y40,005y30,01y20,01y 150 unos 1y 3 um de didmetro. Para formar un complejo del
anticuerpo de interés con la microesfera, la microesfera puede ser previamente recubierta con proteina G, proteina
A, proteinas A/G u otra proteina que forme un complejo con el anticuerpo de interés. Generalmente estas
microesferas estan disponibles en el mercado. Los kits para un inmunoensayo con microesferas también pueden
comprender anticuerpos primarios adicionales para la proteina de interés, donde estos anticuerpos son de una
segunda especie. Estos anticuerpos se utilizan en los ensayos tipo sandwich descritos en el presente documento,
porque se unen a complejos de anticuerpo secundario-indicador, y los complejos secundarios no se unen a
anticuerpos de la primera especie en la superficie sélida, lo que provocaria falsas reacciones positivas. Sin embargo,
también se pueden utilizar anticuerpos de una segunda especie para recubrir una superficie sélida y/o un pocillo de
microtitulacion como se describe en el presente.

Los kits también pueden comprender anticuerpos secundarios que pueden ser utilizados para detectar los
anticuerpos primarios, donde estos anticuerpos pueden ser anticuerpos anti-globulina de la segunda especie. Estos
anticuerpos pueden ser marcados con un marcador detectable o un agente de union que puede formar un complejo
con un marcador detectable. Por ejemplo, un kit puede comprender un anticuerpo secundario que se une a un
fluoréforo. El fluoréforo puede comprender un QDOT®. Por ejemplo, la estreptavidina-QDOTS® se puede unir a
anticuerpos secundarios biotinilados que reconocen, por ejemplo, un anticuerpo primario anti-ribosoma.
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EJEMPLOS
Ejemplo 1: Aislamiento de ribosomas purificados

Se obtuvo E. coli de ATCC (#11303) y se cultivd en LB Medium (Difco: I0g Tryptone, 5g de extracto de levadura, 10g
NaCl/L) hasta el dia siguiente a 37°C. Se colocd una colonia en 5mL de LB Medium y se incub6 a 37°C hasta el dia
siguiente. Al dia siguiente el cultivo se diluyé 1:100 en caldo LB nuevo y las células se cultivaron hasta una
concentracion de Klett 68 (OD a 600nm = 0,8) (20 unidades Klett en un Summerson Photoelectric Colorimeter = 0,1
OD a 540nm en un espectrofotometro), que corresponde aproximadamente a 4 x 108 células/mL después del cultivo
durante unas 3,5 horas. A continuacion las células se peletizaron en un rotor Beckman Coulter XL 80K Type 19 (Cat.
No. 325632) a 5000 rpm durante 15 minutos. Los granulos se resuspendieron en 1 mL de TMS (50mM Tris-HCI, pH
7.8, IOmM MgCh, IOOmM NaCl) con 1/10 de volumen de 10X Bugbuster (Novagen, PN 70921-3), 0,5 mg/ml de
lisozima (Sigma L6876), y 10ng/mL de DNasa | de alta calidad (libre de RNasa) (USB 14365). El lisado se clarifico
en un tubo micréfugo de 1,5 mL en un rotor Beckman Coulter Allegra 64R F2402 a 16 000 rpm durante 10 min. El
supernatante se transfiri6 a un tubo micréfugo limpio y se repitid el paso de clarificacion. Los ribosomas se
peletizaron en TMS mediante centrifugacion a 35 000 rpm durante 3 horas a 4°C en un rotor Beckman Coulter
SWA40Ti y los granulos se resuspendieron en 0,5 ml de TMS. La suspension se clarificd y se cargd en gradientes de
sacarosa al 10/30% (en peso) en TMS (BioComp GradientMaster, BioComp, New Brunswick, CA) y se centrifugé a
35 000 rpm durante tres horas a 4°C en un rotor Beckman Coulter SW40Ti. Las bandas resultantes de ribosomas se
retiraron utilizando una aguja 21G x 1” en una jeringa de 3mL. Los ribosomas se peletizaron de nuevo como se ha
descrito anteriormente y los granulos se resuspendieron en PBS o TMS. Las proteinas ribosomales se
caracterizaron mediante SDS- PAGE vy la pureza de las particulas se confirmé por tincion negativa en microscopia
electronica.

Ejemplo 2: Produccion de anticuerpo policlonal en conejos

Los ribosomas purificados, aislados como se describe en el Ejemplo 1, se combinaron con un adyuvante apropiado.
Los ribosomas y el adyuvante se inyectaron bajo la piel de conejos jovenes (2,5-3,0 kg; 10-16 semanas de edad). Se
saco sangre de la arteria central de la oreja con una aguja de calibre 19 y se dejé coagular y reposar a 37°C hasta el
dia siguiente. A continuacion, la sangre coagulada se refrigeré durante 24 horas antes de decantar y clarificar el
suero por centrifugacion a 2500 rpm durante 20 minutos. Los conejos fueron inyectados y se les extrajo sangre
siguiendo el siguiente programa:

Dia -4: Extraccion de sangre previa

Dia 0: Inmunizacion por via intradérmica (ID) utilizando CFA (adyuvante completo de Freund)

Dia 7: Inyeccion de refuerzo por via intradérmica (ID) utilizando IFA (adyuvante incompleto de Freund)
Dia 14: Inyeccion de refuerzo por via subcutanea (SC) utilizando IFA

Dia 28: Inyeccién de refuerzo por via subcutanea (SC) utilizando IFA

Dia 38: Extraccion de sangre para el ensayo

Dia 40: Envio de muestras de sangre pre-inmunizacién y muestras de sangre de ensayo a NGl

Dia 45: Extraccion de sangre terminal (aprobado)
Dia 47: Envio de muestras de sangre de extraccion terminal a NGI

Dia 49 Fin de proyecto (aprobado)

Ejemplo 3: Captura de bacterias de solucién utilizando anticuerpos especificos de células y microparticulas
magnéticas

Para demostrar la captura intacta, se generaron células bacterianas viables de una solucién de anticuerpos
policlonales de conejo para epitopos de superficie de diversas especies de bacterias (por ejemplo, E.coli y S.
typhimurium).

Los cultivos de E. coli y S. typhimurium se cultivaron en medios liquidos antes de la recogida y se lavaron con
tampon de fosfato (1,1 mM KH2PO4, 5,6 mM Na2HPO4, 154 mM NaCl, pH 7.4). Las células lavadas se diluyeron a
una concentracion de 5-20 células por ml. Se afadieron aproximadamente 250 ng de anticuerpos anti-E.coli
policlonales biotinilados (equivalente aproximadamente a 1 x 10'? moléculas de anticuerpos) producido por Rockland
Immunochemicals Inc., Gilbertsville, PA a la suspensién celular y se incubaron durante 45 min. También se realizé
un experimento de control en el que no se afadioé anticuerpo a la suspension celular.

Tras la incubacion del anticuerpo, se afiadieron 4 x 108 microparticulas magnéticas recubiertas de estreptavidina
(Solulink, Inc., San Diego, CA) a la mezcla y se incubaron otros 15 minutos. A continuacidon se recogieron los
complejos de célula-anticuerpo-microesfera utilizando un soporte magnético, la fracciéon no unida (supernatante) se
elimind y las microesferas se lavaron suavemente con un tampén de fosfato (1.1 mM KH2PQO4, 5.6 mM NazHPO4,
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154 mM NacCl, pH 7.4). Las fracciones del supernatante («sup») y de las microesferas («microesf.») se distribuyeron
después en placas de agar Luria-Bertani (LB) y se incubaron hasta el dia siguiente a 37°C. Tras una noche de
cultivo, las placas se inspeccionaron para determinar la formacion de colonias. La Figura 2 ilustra un experimento de
ejemplo; los recuentos de colonias se muestran debajo a izg/der. de cada placa.

Las Figuras 3A y 3B muestran la captura de proteina ribosomal utilizando 1gG anti-ribosomal biotinilada y
microesferas magnéticas unidas a estreptavidina. La Figura A demuestra que los anticuerpos anti-ribosoma y las
microesferas de estreptavidina son necesarios y capaces de capturar ribosomas de una solucion cuantitativamente.
En el experimento mostrado en la Figura 3A, el lisado de 100 000 células en 0,6M de tiocinato guanidina/tampon
fosfato salino con Tween-20 (1,1 mM KH2PO4, 5,6 mM NazHPO4, 154 mM NaCl, 0,01% Tween-20, pH 7.4) se
incubaron durante una hora con diversas cantidades de IgG anti-ribosoma biotinilada de conejo producida por
Rockland Immunochemicals Inc., Gilbertsville, PA. También se incluyé un control sin lisado. Después, se afiadieron
entre 3,3 x 107 y 1 x 108 microesferas magnéticas Streptavidin (SA) magnetic Dynabeads (Life Technologies,
Carlsbad CA) a cada reaccién por lo que el ratio de anticuerpos:microesferas se mantuvo constante a 6000
moléculas de anticuerpo por particula de microesfera. Se afiadieron unas 5 x 107 microesferas con SA al control «sin
anticuerpo».

Las microesferas se recogieron utilizando un soporte magnético y, a continuacion, se desnaturalizaron afiadieron un
tampodn de sulfato de dodecilo de sodio que contenia beta-mercaptoetanol y se llevaron a ebullicién. A continuacion
se recogid el agente de elucién utilizando un soporte magnético, se colocé en gel de poliacrilamida y se sometié a un
analisis de transferencia western blot utilizando un anticuerpo anti-ribosoma de conejo y un anticuerpo secundario
anti-conejo con peroxidasa de rabano (HRP). Se puede observar que cuando no se afiade ningun anticuerpo anti-
ribosoma, no se detectan proteinas ribosomales. También se puede observar que 50 ng de anticuerpos son capaces
de unirse a todas las proteinas ribosomales de 100 000 células.

En la Figura 3A, la fila de Ponceau proporciona un control interno para demostrar que la muestra se cargé en todos
los pocillos, dado que Ponceau es un colorante de proteina total utilizado para visualizar proteinas presentes en una
membrana de una transferencia western blot. La fila de SA muestra la estreptavidina retirada de las SA Dynabeads
durante el paso de desnaturalizacién/ebullicién. Se puede observar que se utilizaron cantidades aproximadamente
iguales de microesferas en cada paso de captura del ribosoma.

La figura 3B demuestra que la adicion de biotina, anticuerpos anti-ribosoma biotinilados y microesferas de
estreptavidina es suficiente para capturar todas las proteinas ribosomales presentes en solucién. En este
experimento, el lisado de 270 000 células en 0,6 M de tiocianato de guanidina/tampén fosfato salino con Tween-20
se incubd con o sin 200 ng de IgG anti-ribosoma biotinilada de conejo. A continuacién, se afiadieron 1 x 108
microesferas magnéticas con SA para capturar los complejos de anticuerpo-proteina de ribosoma (8000 moléculas
de anticuerpo por microesfera). El supernatante no unido se retiré de la fraccion de las microesferas y se recapturd
(«recapt») utilizando 200 ng de biotina, anticuerpo y 1x108 microesferas magnéticas con SA. Las microesferas
recogidas se desnaturalizaron y se sometieron a un andlisis de transferencia western blot utilizando un anticuerpo
anti-ribosoma de conejo y un anticuerpo secundario anti-conejo con peroxidasa de rabano (HRP). La ausencia de
proteinas ribosomales en el experimento de recaptura con lisado en el que las proteinas ribosomales se habian
capturado previamente sugiere que el primer paso de captura fue suficiente para capturar todas las proteinas
ribosomales.

Ejemplo 4: Captura de ribosomas utilizando diversos formatos de amplificacion con microesferas

Se realizaron experimentos para comparar los diversos formatos de ensayo ilustrados en la Figura 8, en los paneles
A-C y F (es decir, los métodos 1a, 1b, 2, 3 y 6). Basicamente, se prepararon lisados de E. coli (500 000 células)
lisando células bacterianas en (10 000 células/ul) de 6M tiocianato de guanidina. A continuacion, la concentracion de
tiocianato de guanidina se redujo a 0,12 o 0,6 M por diluciéon en tampon fosfato (por ejemplo, dilucion de 90 000
células en 450 pl). A continuacion se capturaron los ribosomas utilizando uno de los métodos de deteccion para la
captura de ribosomas que se muestran en la Figura 8 (Tabla 1).

Método Numero de células delSenal sobre el control
E. coli de O células
Método 1a 10 000 6,05
10.000 13,87
20.000 15,22
20.000 119,85
Método 1b 20.000 4,02
Método 2 10.000 2,33
10.000 1,72
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20.000 1,85

20.000 30,00
Método 3 2.000 6,17

10.000 3,16
Método 6(1)* 4.000 9,3
Método 6(2) 500 1,8

2.000 2,2
*Experimentos 1y 2

Se realizaron experimentos adicionales utilizando el método que se ilustra en el panel 8F. Este método utiliza la
adicion de microesfera-anticuerpo 2 (microesferas de carboxi y anticuerpos anti-ribosoma de conejo) al lisado. Esto
permite que los ribosomas se unan a la microesfera, de forma similar a un ensayo ELISA sandwich convencional,
donde los anticuerpos «de captura» son inmovilizados sobre una superficie. A continuacion se afiadié anticuerpo 1-
biotina (cobaya) directamente a la mezcla sin ningin paso de lavado. Los complejos microesfera-anticuerpo 2-
ribosoma-anticuerpo 1 se capturan utilizando microesferas con estreptavidina (SA) y se detectan utilizando
anticuerpos secundarios para el anticuerpo 2. Se descubrié que este método funcionaba cuando se utilizaba
anticuerpo de conejo-microesferas de carboxi (Ab2-microesfera) y biotina-anticuerpo de cobaya (Ab1).

Por tanto, en este experimento, el lisado de 2500, 5000, 10 000, o 20 000 células se incubo6 con unas 1,3 x 108
microesferas de carboxi (0,1 ym) con anticuerpo anti-ribosoma de conejo (Ab anti-ribo). A continuacién se afiadieron
10 ng (4 x 10" moléculas de IgG) de anticuerpos anti-ribosoma biotinilados de cobaya y se incubaron. Los
complejos microesfera-Ab-proteina ribosomal-Ab se capturaron con unas 4 x 107 Cl SA Dynabeads. La deteccion se
realizé con 10 ng de anticuerpo anti-conejo marcado con peroxidasa de rabano (HRP). Una quinta parte de la
muestra se cargd en una microplaca para deteccion con sustrato Sirius HRP en un luminémetro. Se puede observar
que la sefal se detecto incluso para tan solo 500 células.

Ejemplo 5: Ensayo de flujo lateral

Se desarrollé una tira de ensayo para LFA en colaboracion con Medtox (A LabCorp company). La tira consiste en
una membrana de nitrocelulosa y una almohadilla absorbente en contacto con la membrana de nitrocelulosa. La
membrana de nitrocelulosa contiene una linea de ensayo con anticuerpos anti-ribosoma de conejo y una linea de
control con anticuerpos anti-conejo de cabra. En la Figura 10A se muestra una vista esquematica de la tira.

El ensayo se realizo aplicando la muestra (0-10 ng de proteina ribosomal) a la parte inferior de la tira («region de
aplicacion de la muestra») y permitiendo que la muestra fluyera por capilaridad a través de la superficie de
nitrocelulosa. Los ribosomas presentes en la muestra se unen a los anticuerpos anti-ribosoma inmovilizados en la
linea de ensayo, mientras que el resto del material de la muestra continia en la almohadilla absorbente. A
continuacion las tiras se incuban con una cadena de negro de humo (CBNS) previamente recubierta con anticuerpos
anti-ribosoma de conejo (CBNS-Ab) y se deja que el complejo CBNS-Ab se desplace por capilaridad en la misma
direccidon que la muestra, atravesando la superficie de nitrocelulosa. Basicamente el recubrimiento de CBNS con
anticuerpo se realiza incubando una solucion de anticuerpos con una solucion de CBNS que contiene 5-25 mM de
NaCl. La unién de anticuerpo a CBNS es no especifica. Tras una hora de incubacion, los complejos de CBNS-Ab se
lavaron y pasivaron con albumina de suero bovino. Los complejos de CBNS-AB que interactuaron con los ribosomas
unidos a la linea de ensayo produjeron una linea de color gris a negro, mientras que el CBNS-Ab no unido continu6
subiendo por la tira y se uni6 a la linea de control anti-conejo, produciendo una linea gris/negra en esa posicion de la
tira. Si la muestra no contiene proteinas ribosomales no se formara una linea en la linea de ensayo, pero si en la
linea de control.

Un experimento de ejemplo se muestra en las Figuras 10C y 10D. El experimento mostrado en el panel C muestra el
uso de una unica CBNS con anticuerpo anti-ribosoma de conejo para la deteccion de ribosomas. En este
experimento, los ribosomas de E. coli purificados (10 o 100 ng) se colocaron en tiras de LFA en tampon para LFA
(25 mM de tricina, 5% maltitol, 2% sacarina sdédica, 0,025% polivinilpirrolidona, 0,05% alcohol polivinilico, 0.5%
Tetronic 1307, 0,5% Tetronic 904 y 0,005% azida de sodio, pH 8.0). Una vez que toda la muestra habia entrado en
la tira, las CBNS con anticuerpos anti-ribosoma de conejo se cargaron en las tiras. Las tiras se sometieron entonces
a captura de imagenes y la intensidad de la linea se cuantificé utilizando el software ImagedJ (NIH).

El experimento mostrado en el panel D utiliza dos complejos de CBNS diferentes. Uno tiene anticuerpo anti-
ribosoma con biotina (CBNS-Ab) y el segundo complejo tiene estreptavidina-peroxidasa de rabano (CBNS-SA-HRP).
En este experimento, los ribosomas de E. coli purificados (5 ng) se colocaron en tiras LFA en un tampén para LFA.
Una vez que toda la muestra habia entrado en la tira, las CBNS con anticuerpos anti-ribosoma de conejo biotinilados
se cargaron en las tiras (CNBS-Ab (Figura 10D, cuatro tiras superiores). La mitad de las muestras, la CBNS
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secundaria con SA-HRP, se cargd en las tiras. La fraccion de SA de esta CBNS secundaria es capaz de unirse a la
fraccion de biotina del anticuerpo de conejo presente en la CBNS primaria. Esto resulta en una cantidad mayor de
CBNS localizada en la linea de ensayo. Después, el sustrato de HRP (TMB) se afiadio directamente a la superficie
de nitrocelulosa y se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos para permitir el desarrollo del producto TMB
coloreado (Figura 10D, cuatro tiras inferiores; + TMB (sustrato HRP). Las tiras se sometieron entonces a captura de
imagenes y la intensidad de la linea se cuantificé utilizando el software ImagedJ (NIH).

Ejemplo 6: Preparacion de bacteriéfago T4 biotinilado

Unas 2,4 x 10'° unidades formadoras de placa (PFU) de fago T4 se diluyeron en 50 pl tampon fosfato salino (PBS).
Si el fago esta en Tris que contiene tampdn, como TMS, es necesario hacer un transfer de tampdn, por ejemplo
usando columnas Zeba Spin (Thermo Scientific Pierce, Waltham, MA).

Para preparar el reactivo de biotina, se afiadieron 4 mg de Pierce NHS-reactivo de biotina a 1 ml de agua (4 pg/ul).
El reactivo se diluy6 posteriormente hasta una concentracion de 49,4 ng/ul (por ejemplo, adiciéon de 2 yl a 160,1 pl
de PBS). A continuacién, se afiadieron unos 500 ng de reactivo de biotina (10 pl) a un tubo conteniendo unos 2,4 x
10'° PFU de fago, y se incubé durante 2 horas a 4 grados centigrados (°C). A continuacién, el fago biotinilado se
desald utilizando una columna Zeba. Para desalar el fago, la columna se lavé tres veces con 300ul de PBS a 1500g
durante 1 minuto. A continuacion, se afiadié PBS al fago para elevar el volumen total hasta 100 pl, y el fago (100 pl)
se afiadio a la columna Zeba y se centrifugdé durante 2 minutos a 1500g. Después el fago se sometié a titulacion
utilizando un ensayo de placa y se guardé a 4°C.

Ejemplo 7: Captura de células basada en fagos y deteccion utilizando un fago indicador o una bacteria indicadora
a. Bacteria indicadora

El uso de una bacteria indicadora para someter a ensayo el fago de progenie se ilustra en la Figura 11. Por tanto, en
este ensayo, el fago parental utilizado para infectar una muestra bacteriana de interés se separa del fago de
progenie y, a continuacion, el fago de progenie se utiliza para infectar la bacteria indicadora modificada para que
exprese una biomolécula que proporciona una sefial detectable tras la lisis de la bacteria. Por ejemplo, la bacteria se
puede modificar para que exprese proteina luciferasa.

En estos experimentos, las células indicadoras se produjeron usando E. coli de tipo silvestre originalmente obtenida
de ATCC, y transformada con plasmidos de luciferasa. Los plasmidos de luciferasa se basaron en pGL.4.10
(luciferasa de luciérnaga) y pGL.470 (luciferasa de renilla) (Promega, Madison, WI). Las modificaciones de los
plasmidos para el uso en bacterias indicadoras incluyeron la insercion de un promotor bacteriano constitutivo (67°)
secuencia arriba del gen de luciferasa. Este cultivo (por ejemplo, bacterias que expresan proteina luciferasa) se
inoculd a 37°C con agitacion a 220 rpm en caldo LB con ampicilina (100 pg/ml). Mientras tanto, unos 500 ul de
bacterias de muestra (es decir, las bacterias a cuantificar) se cargaron en un filiro de centrifugacion MilliporeUltrafree
MC-HV en un tubo de recogida de 2 ml de fondo redondo, se centrifugaron a mas de 300g durante un minuto (hasta
8000 rpm de centrifugacion) para eliminar los medios y se afiadieron 40 ul de fago T4 biotinilado (es decir, aprox. 2,7
xIO® PFU) en caldo LB. A continuacién, las bacterias infectadas se lavaron aplicando unos 500 ul de caldo LB y
centrifugando a més de 300g durante 1 minuto, utilizando tubos de recogida de 2 ml, 4 veces. El que contenia las
bacterias infectadas se transfiri6 del tubo de recogida de 2 ml a un tubo limpio de 1,5 ml, y tras afadir
aproximadamente 200 ul de caldo LB, las bacterias infectadas se incubaron durante una hora a 37°C. A continuacion
las bacterias infectadas fueron recogidas por centrifugaciéon (8000 rpm durante 2 minutos) y el filtrado que contenia
el fago de progenie y cualquier fago parental biotinilado restante se transfiri6 a columnas de estreptavidina (por
ejemplo, GE Healthcare Streptavidin HP SpinTrapcolumns). A continuacion se incubaron las columnas durante 20
minutos a temperatura ambiente con rotacidon completa. En este punto, el eluato de la columna que contenia el fago
de progenie se transfirid a un tubo limpio y el fago de progenie se recogié por centrifugacion a 150g durante 1
minuto. El fago de progenie se detecté en este lisado mediante ensayo de placa convencional (ensayo PFU) o se
sometio a deteccion con células indicadoras como las que se describen a continuacion.

Después, las células indicadoras (es decir, bacterias que expresan luciferasa) se diluyeron hasta aproximadamente
108 células por ml de caldo LB y se afiadieron 10ul de células indicadoras al tubo del fago de progenie. Se dejo que
el fago infectase las bacterias por centrifugacion de adsorcion (por ejemplo, 8000 rpm durante 30 minutos). Las
células indicadoras infectadas se resuspendieron y se incubaron con agitaciéon a 220 rpm a 37°C durante 1 hora. En
este punto, las células indicadoras infectadas se aislaron utilizando filtracién/centrifugacion (8000 rpm durante 2
minutos) y se transfirieron 10 pl del supernatante a un pocillo de una placa de 96 pocillos. A continuacién, se
cuantificé el nivel de luciferasa utilizando un luminémetro y el ensayo Promega Luciferase con 50 pl de Luciferase
Assay Substrate.

Los datos de los experimentos utilizando este ensayo se muestran en las Figuras 12A-E. Las Figuras 12A y 12B
demuestran una sefal mensurable y comparable respecto de la sefial de fondo utilizando el ensayo del fago en
comparacién con un ensayo estandar de CFU nocturno. La Figura 12 A muestra que tan solo una o dos células de E.
coli proporcionan una PFU mensurable (es decir, aproximadamente 300-460 PFU) del fago de progenie a través de
un ensayo de placa. La Figura 12B compara la sensibilidad de un ensayo estandar de unidad formadora de colonias
(CFU) con el ensayo del fago de la invencién. Se puede observar que el ensayo del fago, aunque se realiza mucho
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mas rapido, ofrece aproximadamente la misma sensibilidad que un ensayo de CFU, y demuestra una respuesta
dependiente de la dosis, con aumento del fago de progenie cuando se incrementan las células de la muestra. A
pesar de que esto comprende solo la primera parte del ensayo del fago completo, utilizando ensayos de placa se
pueden obtener resultados en el mismo dia en comparacion con un ensayo estandar de CFU nocturno.

La Figura 12C muestra la deteccion de fagos que es equivalente a la progenie de una sola célula (es decir, 100
fagos) o 27 células (es decir, 2700 fagos) utilizando células indicadoras (por ejemplo, la segunda mitad del ensayo
del fago completo), lo que sugiere una alta sensibilidad.

La Figura 12D muestra la deteccion de 1, 5 y 7 células de muestra (por ejemplo, E. coli) en comparacién con un
ensayo estandar de CFU (la linea de puntos denota la sefial de fondo).

La Figura 12E muestra la deteccion con éxito de 100 a 10 000 células bacterianas (determinada por microscopia)
por muestra, utilizando el ensayo del fago completo (la linea denota la sefial de fondo). Por tanto, demuestra la
sensibilidad de 1 a 10 000 células sin dilucién alguna de la muestra.

Esto supone 1 o 2 6rdenes de magnitud mas de sensibilidad que un ensayo estandar de CFU durante una noche,
donde no se pueden contar mas de 500-700 CFU de forma fiable en una placa Petri, ademas de ser un ensayo
mucho mas rapido, que se realiza aproximadamente en 3 horas.

La Figura 12D muestra el equivalente de 5 y 500 células de muestra (es decir, E. coli) y la Figura 12E muestra la
deteccién de 1, 5 y 10 células bacterianas por ml utilizando el fago de progenie de la Figura 11. La Figura 12D
muestra la deteccién de 1, 5y 7 células de muestra (es decir, E. coli) en comparaciéon con un ensayo estandar de
CFU (la linea roja denota la sefial de fondo).

La Figura 12E muestra la deteccion con éxito de 100 a 10 000 células bacterianas (determinada por microscopia)
por muestra, utilizando el ensayo del fago completo (la linea denota la sefial de fondo). Por tanto, demuestra la
sensibilidad de 1 a 10 000 células sin dilucién alguna de la muestra. Esto supone 1 o 2 6érdenes de magnitud méas de
sensibilidad que un ensayo estandar de CFU nocturno, donde generalmente no se pueden contar mas de 500-700
CFU de forma fiable en una placa Petri, ademas de ser un ensayo mucho mas rapido, que se realiza
aproximadamente en 3 horas.

b. Fago indicador

La estrategia de utilizar fago indicador se muestra en la Figura 13. En este método, la proteina de la capside del fago
se fusiona con luciferasa de forma que el fago de progenie que no esta biotinilado se pueda separar del fago
parental que esta biotinilado, y cuantificarse directamente.

Para realizar el ensayo, unos 500 pl de bacterias de muestra (es decir, las bacterias a cuantificar) se cargaran en un
filtro de centrifugacion MilliporeUltrafree MC-HV en un tubo de recogida de 2 ml de fondo redondo, se centrifugaran a
mas de 300g durante1 minuto (hasta 8000 rpm de centrifugacion) para eliminar los medios y se afadiran 40 pl de
fago T4 biotinilado (es decir, aprox. 2,7 xlIO® PFU) en caldo LB. A continuacion, se lavaran las bacterias infectadas
aplicando unos 500 ul de caldo LB y centrifugando a mas de 300g durante 1 minuto usando un tubo de recogida de
2 ml cuatro veces; la columna de filtrado que contiene las bacterias infectadas se podra transferir entonces a un tubo
limpio y tras la adicién de unos 200 pl de caldo LB, las bacterias infectadas se incubaran durante 1 hora a 37°C.
Después se recogeran las bacterias infectadas por centrifugacion (8000 rpm durante 2 minutos) y el filtrado que
contiene el fago de progenie y el fago parental biotinilado se podra transferir a columnas de estreptavidina (por
ejemplo, GE Healthcare Streptavidin HP SpinTrapcolumns). Después se incubaran las columnas durante 20 minutos
a temperatura ambiente con rotacion completa. En este punto, el eluato de la columna que contiene el fago de
progenie se transferira a un tubo limpio y el fago de progenie se recogera por centrifugacion a 150g durante 1
minuto. A continuacion, se transferiran 10 pl del fluido a un pocillo de una placa de 96 pocillos y se cuantificara el
nivel de luciferasa utilizando un luminémetro y el ensayo Promega Luciferase con 50 pl de Luciferase Assay
Reagent.

c¢. Fago indicador con luciferasa soluble
La estrategia de utilizar fago indicador con luciferasa soluble se muestra en la Figura 14.

En este método, el fago expresa luciferasa en lugar de la proteina de la capside Soc. La expresion de luciferasa esta
impulsada por el promotor Soc, que produce una elevada expresion. En este caso no es necesario separar el fago
parental del fago de progenie porque el fago parental estara libre de luciferasa (subproducto de la purificacion del
caldo del fago). Solo una infeccién productiva de bacterias en la muestra producira luciferasa detectable.

Para realizar el ensayo, unos 500 pl de bacterias de muestra (es decir, las bacterias a cuantificar) se cargaran en un
filtro de centrifugacion MilliporeUltrafree MC-HV en un tubo de recogida de 2 ml de fondo redondo y se centrifugaran
a mas de 300g durante 1 minuto (hasta 8000 rpm de centrifugacion) para eliminar los medios. El contenido del filtro
de centrifugacion se transferira a un tubo limpio, se afiadirdn unos 40 pl de fago T4 biotinilado (es decir, aprox. 2,7
xIO® PFU) en caldo LB y se incubaran las bacterias infectadas durante 1 hora a 37°C. Las bacterias infectadas se
recogeran entonces por centrifugacion (8000 rpm durante 2 minutos), se transferiran 10 pl del fluido a un pocillo de
una placa de 96 pocillos y se podra cuantificar el nivel de luciferasa utilizando un lumindémetro y el ensayo Promega
Luciferase con 50 pl de Luciferase Assay Substrate.
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Reivindicaciones

1. Un método para detectar una bacteria de interés que comprende los pasos siguientes:

aislar la bacteria de otros componentes de la muestra; e

infectar al menos una bacteria con una pluralidad de un bacteriéfago parental;

lisar al menos esa bacteria infectada para liberar el bacteriéfago de progenie presente en la bacteria;
detectar el bacteriéfago de progenie,

donde el bacteriéfago parental estd modificado para expresar una proteina soluble durante la replicacién, y dicha
expresion es impulsada por un promotor de la capside viral, donde la deteccién de la proteina soluble indica que el
bacteriéfago de progenie se encuentra presente en la muestra, donde el método se realiza a una temperatura de al
menos 37 grados centigrados y no superior a 45 grados centigrados.

2. El método de la reivindicacion 1, donde el bacteriéfago parental esta unido a un soporte sdélido.
3. El método de la reivindicacion 1 donde la proteina soluble o la proteina expresada comprende luciferasa.

4. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 y 3, donde no existe separacion del fago
parental y el fago de progenie.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el paso de aislar la bacteria comprende la union de
la bacteria a un agente de unién; o donde el paso de aislar la bacteria comprende la union de la bacteria a un agente
de unién que esta unido a un soporte sélido.

6. El método de la reivindicacion 5, donde el agente de union es un anticuerpo especifico para la bacteria.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde el aislamiento comprende el filtrado en un filtro de
centrifugacion.

8. El uso de un kit en los métodos de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde el kit incluye componentes
para detectar una bacteria de interés que comprende: un componente para aislar al menos una bacteria de interés
de otros componentes de la muestra; un componente para infectar al menos esa bacteria de interés con una
pluralidad de bacteriéfagos parentales, donde los bacteriéfagos parentales estan modificados para que expresen una
proteina soluble y dicha expresion es impulsada por un promotor de la capside viral; un componente para lisar al
menos esa bacteria infectada para que libere el bacteriéfago de progenie presente en la bacteria; y un componente
para detectar la proteina soluble, donde la deteccion de la proteina soluble indica que la bacteria esta presente en la
muestra, donde el método se realiza a una temperatura de al menos 37 grados centigrados y no superior a 45
grados centigrados.

9. El uso del kit de la reivindicacién 8, donde el bacteriéfago esta unido a un soporte sélido.

10. El uso del kit de conformidad con la reivindicacién 8, donde la proteina soluble es luciferasa.
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Fi€s. 44 (Técnica anterior)
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