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DESCRIPCION
Deteccion especifica de secuencia y determinacion del fenotipo
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los sistemas indicadores celulares pueden presentar reactividad cruzada e interferencia microbiana con organismos
distintos de la diana. Por ejemplo, si se usa un indicador de enterobacteriaceas para detectar E. coli en una muestra
de heces; otras especies de enterobacteriaceas tales como K. pneumoniae pueden producir una sefal de reaccion
cruzada que da como resultado un resultado positivo falso. Ademas, las especies de otra familia de bacterias, tales
como P. aeruginosa, A. baumanniiy S. maltophilia, que pueden estar presentes en una muestra, pueden dar como
resultado interferencias microbianas que dan como resultado un resultado negativo falso.

Los antibiogramas (AST) miden la respuesta de un microorganismo a un antimicrobiano y se usan para determinar si
el microorganismo es sensible 0 no es sensible al antimicrobiano. La respuesta de un microorganismo a un
antimicrobiano se puede deber a una variedad de mecanismos, de los que todos dan la misma respuesta o fenotipo.
Por ejemplo, en enterobacteriaceas resistentes al carbapenem (CRE), la resistencia a los antibidticos de
carbapenem se puede deber a una variedad de carbapenemasas codificadas por diferentes genes y variantes de
genes que incluyen blanpm-1, blakec, blamp, blaviv, blacmy, etc., asi como situaciones que dan como resultado un
fenotipo no sensible al carbapenem a pesar de la falta de una carbapenemasa tal como la hiperexpresién de B-
lactamasa distinta de carbapenemasa y mutaciones que dan como resultado la captacion disminuida de un
carbapenem en una célula (por ejemplo, mutaciones de porina).

El AST no puede discriminar entre diferentes mecanismos de resistencia que imparten una respuesta fenotipica
comun. Cuando se somete a prueba la respuesta de una enterobacteridcea al meropenem, por ejemplo, si se
descubre que la enterobacteriacea es resistente al meropenem, no se puede determinar a partir de este ensayo si la
resistencia se debe a blanpm-1 0 blakec, u otros mecanismos de resistencia al carbapenem.

Se han desarrollado extensiones del AST para proporcionar informacién limitada acerca del mecanismo que imparte
un fenotipo de resistencia en un microorganismo. Por ejemplo, cuando se llevan a cabo pruebas de AST en
enterobacteriaceas usando amoxicilina, si se descubre que el organismo es resistente a la amoxicilina pero sensible
a la amoxicilina en presencia de &cido clavulanico, un inhibidor de la B-lactamasa, este resultado puede indicar que
una B-lactamasa esta ligada al fenotipo de resistencia a la amoxicilina. Sin embargo, esta técnica solo informa del
papel de una B-lactamasa, pero no de la identidad de la B-lactamasa especifica.

Se pueden emplear técnicas de amplificacion de acido nucleico tales como la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) para determinar la presencia de genes especificos que pueden impartir un fenotipo de resistencia en un
organismo. Sin embargo, estas técnicas no pueden distinguir entre organismos viables y no viables lo que da lugar a
posibles resultados positivos falsos y tampoco pueden determinar si el gen detectado se expresa y, por tanto, no
pueden medir la respuesta fenotipica de un organismo a un antimicrobiano y, por tanto, en general no pueden
determinar la sensibilidad antimicrobiana.

Debido a estas limitaciones, existe una necesidad de un medio de determinacion del mecanismo subyacente que
imparte una respuesta fenotipica en un organismo. La identidad del mecanismo subyacente especifico que imparte
un fenotipo dado puede ser informacion importante para el andlisis epidemioldgico y otros analisis relacionados.

SUMARIO DE LA INVENCION

En el presente documento se divulga un procedimiento para determinar un mecanismo para un fenotipo de
sensibilidad antimicrobiana, que comprende: proporcionar una muestra que comprende al menos un microorganismo
que no es sensible a al menos un agente antimicrobiano; poner en contacto la muestra con el agente antimicrobiano,
en el que el agente antimicrobiano puede destruir, inhibir el crecimiento, o de otro modo alterar la viabilidad de uno o
mas microorganismos; poner en contacto la muestra con al menos un compuesto que comprende una molécula
oligonucleotidica que selecciona al menos una secuencia de acido nucleico especifica que esta implicada en un
fenotipo no sensible al agente antimicrobiano, opcionalmente en el que la molécula oligonucleotidica inhibe la
secuencia de acido nucleico; y determinar el mecanismo para el fenotipo de sensibilidad antimicrobiana del
microorganismo en base a la presencia o ausencia de una indicacién detectable de viabilidad asociada con el
microorganismo cuando el microorganismo esta en contacto con el agente antimicrobiano y la molécula
oligonucleotidica, en el que la presencia de la indicacién detectable de viabilidad indica que la secuencia de acido
nucleico especifica seleccionada por la molécula oligonucleotidica no esta relacionada con el mecanismo para el
fenotipo de sensibilidad antimicrobiana al agente antimicrobiano, y en el que la ausencia de la indicacion detectable
de viabilidad indica que la secuencia de acido nucleico especifica seleccionada por la molécula oligonucleotidica
esta relacionada con el mecanismo para el fenotipo de sensibilidad antimicrobiana al agente antimicrobiano. Otros
procedimientos, composiciones, sistemas, cultivos, moléculas y kits se describen de forma similar en el presente
documento.
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En el presente documento también se divulga un procedimiento para determinar un mecanismo para un fenotipo de
sensibilidad antimicrobiana que comprende: proporcionar una muestra que comprende al menos un microorganismo
que no es sensible a al menos un agente antimicrobiano, y en el que la muestra comprende ademas: el agente
antimicrobiano, en el que el agente antimicrobiano puede destruir, inhibir el crecimiento, o de otro modo alterar la
viabilidad de uno o mas microorganismos; y al menos un compuesto que comprende una molécula oligonucleotidica
que selecciona al menos una secuencia de acido nucleico especifica que esta implicada con un fenotipo no sensible
al agente antimicrobiano; y determinar el mecanismo para el fenotipo no sensible para el microorganismo en base a
la presencia o ausencia de una indicacién detectable de viabilidad asociada con el microorganismo cuando el
microorganismo estd en contacto con el agente antimicrobiano y la molécula oligonucleotidica, en el que la
presencia de la indicacion detectable de viabilidad indica que la secuencia de acido nucleico especifica seleccionada
por la molécula oligonucleotidica no esta relacionada con el mecanismo del fenotipo no sensible al agente
antimicrobiano, y en el que la ausencia de la indicacion detectable de viabilidad indica que la secuencia de acido
nucleico especifica seleccionada por la molécula oligonucleotidica esta relacionada con el mecanismo para el
fenotipo no sensible al agente antimicrobiano.

En algunos aspectos, el compuesto es un APN (&cido peptidonucleico). En algunos aspectos, el compuesto es un
péptido-APN. En algunos aspectos, el péptido facilita la captacién de la molécula oligonucleotidica en el
microorganismo. En algunos aspectos, el APN selecciona una regién de inicio de la traduccién (TIR) de un gen. En
algunos aspectos, el péptido-APN selecciona un gen de resistencia a la B-lactama o un gen de resistencia a la
vancomicina. En algunos aspectos, el péptido-APN selecciona un gen blakec-3, un gen blanpom-1, un gen blasHv-1s, un
gen vanC.

En el presente documento también se divulga un procedimiento para determinar un mecanismo implicado en un
fenotipo no sensible, que comprende: proporcionar una muestra que comprende una enterobacteriacea que no es
sensible al carbapenem; poner en contacto la muestra con carbapenem; poner en contacto la muestra con una
molécula oligonucleotidica que selecciona un gen asociado con resistencia al carbapenem; y determinar el
mecanismo de no sensibilidad a carbapenem para la enterobacteriacea en base a la presencia 0 ausencia de una
indicacion detectable de viabilidad asociada con la enterobacteriacea cuando la enterobacteriacea esta en contacto
con el carbapenem y la molécula oligonucleotidica, en el que la presencia de la indicacion detectable de viabilidad
indica que el gen seleccionado por la molécula oligonucleotidica no esta relacionado con el mecanismo de no
sensibilidad a carbapenem, y en el que la ausencia de la indicacién detectable de viabilidad indica que el gen
seleccionado por la molécula oligonucleotidica estéa relacionado con el mecanismo de no sensibilidad a carbapenem.

En el presente documento también se divulga un procedimiento para determinar la presencia de un organismo de
interés, que comprende: proporcionar una muestra que potencialmente comprende al menos un organismo de
interés; poner en contacto la muestra con al menos un compuesto que comprende una molécula oligonucleotidica
que selecciona al menos una secuencia de acido nucleico especifica que esta implicada con la viabilidad del
organismo, en el que la secuencia de acido nucleico especifica es Unica para el organismo; y determinar la
presencia del organismo en base a la presencia o ausencia de una indicacién detectable de viabilidad asociada con
el organismo cuando el organismo esta en contacto con la molécula oligonucleotidica, en el que la presencia de la
indicacion detectable de viabilidad indica que el organismo de interés no esté presente en la muestra, y en el que la
ausencia de la indicacién detectable de viabilidad indica que el organismo de interés puede estar presente en la
muestra.

En el presente documento también se divulga un procedimiento para determinar una presencia de un organismo de
interés, que comprende: proporcionar una muestra que potencialmente comprende al menos un organismo de
interés y al menos un compuesto que comprende una molécula oligonucleotidica que selecciona al menos una
secuencia de acido nucleico especifica que esta implicada con la viabilidad del organismo, en el que la secuencia de
acido nucleico especifica es Unica para el organismo; y determinar la presencia del organismo en base a la
presencia o ausencia de una indicacion detectable de viabilidad asociada con el organismo cuando el organismo
esta en contacto con la molécula oligonucleotidica, en el que la presencia de la indicacion detectable de viabilidad
indica que el organismo de interés no esta presente en la muestra, y en el que la ausencia de la indicacion
detectable de viabilidad indica que el organismo de interés puede estar presente en la muestra. En el presente
documento también se divulga un procedimiento para determinar la presencia de un organismo de interés, que
comprende: proporcionar una muestra que potencialmente comprende al menos un organismo de interés; poner en
contacto una primera porcién de la muestra con al menos un compuesto que comprende una molécula
oligonucleotidica que selecciona al menos una secuencia de &cido nucleico especifica que estd implicada con la
viabilidad del organismo, en el que la secuencia de acido nucleico especifica es Unica para el organismo; determinar
la presencia del organismo en la primera porcién de la muestra en base a la presencia o ausencia de una indicacion
detectable de viabilidad asociada con el organismo cuando el organismo estd en contacto con la molécula
oligonucleotidica, en el que la presencia de la indicacion detectable de viabilidad indica que el organismo de interés
no esta presente en la muestra, y en el que la ausencia de la indicacion detectable de viabilidad indica que el
organismo de interés puede estar presente en la muestra; y determinar la presencia del organismo en una segunda
porcién de la muestra que no contiene la molécula oligonucleotidica en base a la presencia o ausencia de una
indicacion detectable de viabilidad asociada con el organismo, en el que la presencia de la indicacion detectable de
viabilidad indica que el organismo de interés puede estar presente en la muestra, y en el que la ausencia de la
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indicacion detectable de viabilidad indica que el organismo de interés no esté presente en la muestra.

En el presente documento también se divulga un procedimiento para reducir la cantidad de organismos
potencialmente interferentes o de reactividad cruzada en un ensayo disefiado para detectar un organismo diana, que
comprende: obtener una muestra que potencialmente comprende al menos un organismo que es potencialmente
interferente o de reactividad cruzada en un ensayo disefiado para detectar un organismo diana; poner en contacto el
organismo interferente o de reactividad cruzada con al menos un compuesto que comprende una molécula
oligonucleotidica que selecciona al menos una secuencia de &cido nucleico especifica que estd implicada con la
viabilidad del organismo potencialmente interferente o de reactividad cruzada, en el que la secuencia de &cido
nucleico especifica es Unica para el organismo; y provocar que el organismo pierda viabilidad. En algunos aspectos,
la al menos una secuencia de acido nucleico especifica que esta implicada con la viabilidad del organismo
potencialmente interferente o de reactividad cruzada es el gen murA.

Los aspectos particulares de todos los procedimientos descritos en el presente documento son como sigue:

En algunos aspectos, el compuesto es un APN (&cido peptidonucleico). En algunos aspectos, el compuesto es un
péptido-APN. En algunos aspectos, el péptido facilita la captacién de la molécula oligonucleotidica en el
microorganismo. En algunos aspectos, el APN selecciona una regién de inicio de la traduccién (TIR) de un gen. En
algunos aspectos, el péptido-APN selecciona un gen de resistencia a la B-lactama o un gen de resistencia a la
vancomicina. En algunos aspectos, el péptido-APN selecciona un gen blakec-3, un gen blanom-1, un gen blasHv-1s, un
gen vanC.

En algunos aspectos, poner en contacto la muestra con al menos un compuesto que comprende una molécula
oligonucleotidica comprende introducir en el microorganismo un vector que comprende la molécula oligonucleotidica.

En algunos aspectos, la molécula oligonucleotidica es un ARN CRISPR (ARNcr). En algunos aspectos, el ARNcr se
expresa a partir de un sistema CRISPR/Cas dentro del microorganismo. En algunos aspectos, el ARNcr selecciona
un gen blanpm-1 0 un gen blasxv-1s 0 transcrito.

En algunos aspectos, la molécula oligonucleotidica es un oligonucleétido antisentido.

En algunos aspectos, el compuesto es un ARN bicatenario (ARNbc) que comprende una hebra sentido y una hebra
antisentido, en el que la hebra antisentido comprende la molécula antisentido. En algunos aspectos, cada hebra del
ARNbDc tiene una longitud de 8 a 49 nucledétidos (por ejemplo, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucledtidos de longitud), y opcionalmente en el que cada hebra comprende un To TT
en 3. En algunos aspectos, al menos una de las hebras comprende al menos un nucleétido quimicamente
modificado. En algunos aspectos, el nucleétido quimicamente modificado es un nucleétido modificado en 2'. En
algunos aspectos, el nucle6tido modificado en 2' es un nucle6tido sustituido con 2'-metilo 0 un nucleétido sustituido
con 2'-amino.

En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico especifica es una secuencia de ADN o una secuencia de
ARNm.

En algunos aspectos, la presencia de la indicacion detectable de viabilidad indica que el microorganismo es viable.
En algunos aspectos, la ausencia de la indicaciéon detectable de viabilidad indica que el microorganismo no es
viable.

En algunos aspectos, un procedimiento divulgado en el presente documento comprende ademas poner en contacto
la muestra con un segundo compuesto que comprende una molécula oligonucleotidica que selecciona una segunda
secuencia de &cido nucleico especifica implicada con la no sensibilidad antimicrobiana al agente antimicrobiano en
el microorganismo.

En algunos aspectos, el microorganismo es un procariota o un eucariota.

En algunos aspectos, la indicacion detectable de viabilidad es el crecimiento del microorganismo, un marcador
asociado con el microorganismo o una sefal detectable asociada con el microorganismo.

En algunos aspectos, un procedimiento divulgado en el presente documento comprende ademas poner en contacto
la muestra con una molécula de acido nucleico indicadora que codifica una molécula indicadora, en condiciones
tales que la molécula indicadora se introduce en el microorganismo y proporcione la indicacion detectable de
viabilidad. En algunos aspectos, el sistema indicador es un sistema indicador basado en liposomas, un sistema
indicador basado en fagos o un sistema indicador basado en particulas de transduccién no replicativa.

En algunos aspectos, el al menos un microorganismo comprende una molécula de acido nucleico indicadora que
codifica una molécula indicadora.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2761631 T3

En algunos aspectos, un procedimiento divulgado en el presente documento comprende ademas poner en contacto
la muestra con una particula de transduccién no replicativa (NRTP) que comprende una molécula de acido nucleico
indicadora que codifica una molécula indicadora, en condiciones tales que la NRTP inserte en el microorganismo la
molécula de acido nucleico indicadora y tales que la molécula indicadora proporcione la indicaciéon detectable de
viabilidad.

En algunos aspectos, la NRTP se produce a partir de un sistema de encapsidacion de células bacterianas que
comprende una célula de bacteria huésped, una primera construccion de acido nucleico en el interior de la célula de
bacteria huésped que comprende un genoma de bacteriéfago que tiene una secuencia de sitio de inicio de
encapsidacion no funcional, en la que la secuencia de sitio de inicio de encapsidacién no funcional evita la
encapsidacion del genoma de bacteriéfago en la NRTP, y una segunda construccion de acido nucleico en el interior
de la célula de bacteria huésped y separada de la primera construccion de acido nucleico que comprende la
molécula de acido nucleico indicadora que tiene un gen indicador y una secuencia de sitio de inicio de encapsidacion
funcional para facilitar la encapsidacion de un replicon de la molécula de acido nucleico indicadora en la NRTP, en la
que la segunda secuencia de sitio de inicio de encapsidacion funcional en la segunda construccién de acido nucleico
complementa la secuencia de sitio de inicio de encapsidacion no funcional en el genoma de bacteriéfago en la
primera construccion de acido nucleico.

En algunos aspectos, la molécula de acido nucleico indicadora es un gen que codifica una molécula emisora de luz.
En algunos aspectos, el gen es un gen luciferasa.

En algunos aspectos, detectar la indicacion detectable de viabilidad comprende detectar una presencia o ausencia
de la molécula indicadora. En algunos aspectos, detectar la indicacién detectable de viabilidad comprende detectar
una presencia 0 ausencia de una reaccién mediada por la molécula indicadora. En otros aspectos, detectar la
indicacion detectable de viabilidad comprende detectar una conformacién, actividad u otra caracteristica de la
molécula indicadora (por ejemplo, fluorescencia o capacidad para unirse a o de otro modo interactuar con otra
molécula).

En algunos aspectos, el microorganismo es de la familia Enterobacteriaceae, el género Enterococcus o el género
Candida.

En algunos aspectos, el microorganismo es del género Escherichia, Mycobacterium, Staphylococcus, Listeria,
Clostridium, Streptococcus, Helicobacter, Rickettsia, Haemophilus, Xenorhabdus, Acinetobacter, Bordetella,
Pseudomonas, Aeromonas, Actinobacillus, Pasteurella, Vibrio, Legionella, Bacillus, Calothrix, Methanococcus,
Stenotrophomonas, Chlamydia, Neisseria, Salmonella, Shigella, Campylobacter o Yersinia.

En algunos aspectos, el antimicrobiano es una B-lactama o vancomicina.

En algunos aspectos, el agente antimicrobiano es del grupo o clase de penicilinas, cefalosporina, carbapenems,
aminoglucoésidos, fluoroquinolona, lincosamida, polimixina, tetraciclina, macrélido, oxazolidinona, estreptograminas,
rifamicina o glucopéptido.

En algunos aspectos, el antimicrobiano es ampicilina, ampicilina-sulbactam, piperacilina-tazobactam, oxacilina,
penicilina, cefazolina, cefepima, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, ceftarolina fosamilo, ertapenem, imipenem,
meropenem, amikacina, gentamicina, sinergia gentamicina, sinergia estreptomicina, tobramicina, ciprofloxacina,
levofloxacina, clindamicina, colistina, daptomicina, doxiciclina, eritromicina, linezolid, nitrofurantoina, quinupristina-
dalfopristina, rifampicina, tigeciclina, trimetoprima-sulfametoxazol, fosfomicina, cefoxitina, tetraciclina, moxifloxacino
o tedizolid.

En determinados aspectos, el microorganismo es de la familia Enterobacteriaceae y el agente antimicrobiano es
carbapenem.

En algunos aspectos, detectar la indicacién detectable de viabilidad comprende observar el crecimiento del
microorganismo, opcionalmente en el que el crecimiento se observa usando un cultivo celular.

En algunos aspectos, el compuesto comprende ademas un liposoma.

En algunos aspectos, la muestra se pone en contacto con el agente antimicrobiano antes de poner en contacto la
muestra con el compuesto. En algunos aspectos, la muestra se pone en contacto con el compuesto antes de poner
en contacto la muestra con el agente antimicrobiano, o en los que la muestra se pone en contacto con el compuesto
y el agente simultdneamente.

En algunos aspectos, la muestra, el compuesto y un acido nucleico indicador se ponen en contacto entre si en
cualquier permutacién secuencial o simultaneamente.

En el presente documento también se divulga un kit para determinar un mecanismo para un fenotipo no sensible
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para un microorganismo que no es sensible a un agente antimicrobiano, que comprende: un agente antimicrobiano,
en el que el agente antimicrobiano puede destruir, inhibir el crecimiento, o de otro modo alterar la viabilidad de uno o
mas microorganismos; un compuesto que comprende una molécula oligonucleotidica que selecciona una secuencia
de acido nucleico especifica que estad implicada con un fenotipo no sensible al agente antimicrobiano; e
instrucciones para usar el agente antimicrobiano y la molécula oligonucleotidica para determinar el mecanismo para
el fenotipo no sensible para el microorganismo que no es sensible al agente antimicrobiano en base a la presencia o
ausencia de una indicacion detectable de viabilidad asociada con el microorganismo cuando el microorganismo esta
en contacto con el agente antimicrobiano y la molécula oligonucleotidica, en el que la presencia de la indicacién
detectable de viabilidad indica que la secuencia de acido nucleico especifica seleccionada por la molécula
oligonucleotidica no esta relacionada con el mecanismo para el fenotipo no sensible al agente antimicrobiano, y en
el que la ausencia de la indicacion detectable de viabilidad indica que la secuencia de acido nucleico especifica
seleccionada por la molécula oligonucleotidica esta relacionada con el mecanismo para el fenotipo no sensible al
agente antimicrobiano.

En el presente documento también se divulga un kit para determinar la presencia de un organismo de interés, que
comprende: un compuesto que comprende una molécula oligonucleotidica que selecciona una secuencia de acido
nucleico especifica que esta implicada con la viabilidad del organismo, en el que la secuencia de acido nucleico
especifica es Unica para el organismo; e instrucciones para usar la molécula oligonucleotidica para determinar la
presencia del organismo en base a la presencia o ausencia de una indicacion detectable de viabilidad asociada con
el organismo cuando el organismo esta en contacto con la molécula oligonucleotidica, en el que la presencia de la
indicacion detectable de viabilidad indica que el organismo de interés no esta presente en la muestra, y en el que la
ausencia de la indicacion detectable de viabilidad indica que el organismo de interés puede estar presente en la
muestra.

En el presente documento también se divulga un microorganismo aislado que no es sensible a al menos un agente
antimicrobiano que comprende: el agente antimicrobiano, en el que el agente antimicrobiano puede destruir, inhibir
el crecimiento, o de otro modo alterar la viabilidad de uno o mas microorganismos; al menos un compuesto que
comprende una molécula oligonucleotidica que selecciona al menos una secuencia de acido nucleico especifica que
esta implicada con un fenotipo no sensible al agente antimicrobiano; y un indicador, opcionalmente en el que el
indicador es un marcador, una sefial detectable, una molécula de acido nucleico indicadora que codifica una
molécula indicadora, o una particula de transduccion no replicativa (NRTP) que comprende una molécula de acido
nucleico indicadora que codifica una molécula indicadora.

En el presente documento también se divulga un procedimiento para producir un microorganismo divulgado en el
presente documento, que comprende: poner en contacto el microorganismo con un agente antimicrobiano; poner en
contacto el microorganismo con un compuesto que comprende una molécula oligonucleotidica; y poner en contacto
el microorganismo con un indicador.

En el presente documento también se divulga un cultivo celular in vitro que comprende un microorganismo que no es
sensible a al menos un agente antimicrobiano, y que comprende ademas: el agente antimicrobiano, en el que el
agente antimicrobiano puede destruir, inhibir el crecimiento, o de otro modo alterar la viabilidad de uno o mas
microorganismos; al menos un compuesto que comprende una molécula oligonucleotidica que selecciona al menos
una secuencia de acido nucleico especifica que esta implicada con un fenotipo no sensible al agente antimicrobiano;
y un indicador, opcionalmente en el que el indicador es un marcador, una sefal detectable, una molécula de acido
nucleico indicadora que codifica una molécula indicadora, o una particula de transduccién no replicativa (NRTP) que
comprende una molécula de acido nucleico indicadora que codifica una molécula indicadora.

En el presente documento también se divulga un procedimiento de produccién de un cultivo celular, que comprende
poner en contacto el cultivo con un agente antimicrobiano; poner en contacto el cultivo con un compuesto que
comprende una molécula oligonucleotidica; y poner en contacto el cultivo con un indicador.

En el presente documento también se divulga un organismo aislado que comprende: al menos un compuesto que
comprende una molécula oligonucleotidica que selecciona al menos una secuencia de acido nucleico especifica que
esta implicada con la viabilidad del organismo, en el que la secuencia de acido nucleico especifica es Unica para el
organismo; y un indicador, opcionalmente en el que el indicador es un marcador, una sefnal detectable, una molécula
de acido nucleico indicadora que codifica una molécula indicadora, o una particula de transduccién no replicativa
(NRTP) que comprende una molécula de acido nucleico indicadora que codifica una molécula indicadora.

En el presente documento también se divulga un procedimiento de producciéon de un organismo aislado, que
comprende: poner en contacto el organismo con un compuesto que comprende una molécula oligonucleotidica; y
poner en contacto al organismo con un indicador.

En el presente documento también se divulga un cultivo celular in vitro que comprende un organismo y que
comprende ademas: al menos un compuesto que comprende una molécula oligonucleotidica que selecciona al
menos una secuencia de acido nucleico especifica que esta implicada con la viabilidad del organismo, en el que la
secuencia de &cido nucleico especifica es unica al organismo; y un indicador, opcionalmente en el que el indicador
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es un marcador, una sefal detectable, una molécula de é&cido nucleico indicadora que codifica una molécula
indicadora, o una particula de transduccién no replicativa (NRTP) que comprende una molécula de &cido nucleico
indicadora que codifica una molécula indicadora.

En el presente documento también se divulga un procedimiento de produccion de un cultivo celular in vitro, que
comprende: poner en contacto el cultivo con un compuesto que comprende una molécula oligonucleotidica; y poner
en contacto el cultivo con un indicador.

Los aspectos particulares de todos los kits y todos los microorganismos aislados divulgados en el presente
documento son como sigue: En algunos aspectos, el compuesto es un APN (acido peptidonucleico). En algunos
aspectos, el compuesto es un péptido-APN. En algunos aspectos, el péptido facilita la captacién de la molécula
oligonucleotidica en el microorganismo. En algunos aspectos, el APN selecciona una region de inicio de la
traduccion (TIR) de un gen. En algunos aspectos, el péptido-APN selecciona un gen de resistencia a la B-lactama o
un gen de resistencia a la vancomicina. En algunos aspectos, el péptido-APN selecciona un gen blakec-3, un gen
blanpm-1, un gen blasnv-1s, un gen vanC.

En algunos aspectos, la molécula oligonucleotidica es un ARN CRISPR (ARNcr). En algunos aspectos, el ARNcr se
expresa a partir de un sistema CRISPR/Cas dentro del microorganismo. En algunos aspectos, el ARNcr selecciona
un gen blanpm-1 0 un gen blasnv-1g 0 transcrito.

En algunos aspectos, la molécula oligonucleotidica es un oligonucleétido antisentido.

En algunos aspectos, el compuesto es un ARN bicatenario (ARNbc) que comprende una hebra sentido y una hebra
antisentido, en el que la hebra antisentido comprende la molécula antisentido. En algunos aspectos, cada hebra del
ARNDbDc tiene una longitud de 8 a 49 nucleoétidos (por ejemplo, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucledtidos de longitud), y opcionalmente en el que cada hebra comprende un To TT
en 3. En algunos aspectos, al menos una de las hebras comprende al menos un nucleétido quimicamente
modificado. En algunos aspectos, el nucleétido quimicamente modificado es un nucleétido modificado en 2'. En
algunos aspectos, el nucle6tido modificado en 2' es un nucle6tido sustituido con 2'-metilo 0 un nucleétido sustituido
con 2'-amino.

En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico especifica es una secuencia de ADN o una secuencia de
ARNm.

En algunos aspectos, la presencia de la indicacion detectable de viabilidad indica que el microorganismo es viable.
En algunos aspectos, la ausencia de la indicacion detectable de viabilidad indica que el microorganismo no es
viable.

En algunos aspectos, el microorganismo es un procariota o un eucariota.

En algunos aspectos, la indicacion detectable de viabilidad es el crecimiento del microorganismo, un marcador
asociado con el microorganismo o una sefal detectable asociada con el microorganismo.

En algunos aspectos, el al menos un microorganismo comprende una molécula de acido nucleico indicadora que
codifica una molécula indicadora.

En algunos aspectos, los kits comprenden ademas una particula de transduccion no replicativa (NRTP) que
comprende una molécula de acido nucleico indicadora que codifica una molécula indicadora.

En algunos aspectos, la NRTP se produce a partir de un sistema de encapsidacion de células bacterianas que
comprende una célula de bacteria huésped, una primera construccion de acido nucleico en el interior de la célula de
bacteria huésped que comprende un genoma de bacteriéfago que tiene una secuencia de sitio de inicio de
encapsidacion no funcional, en la que la secuencia de sitio de inicio de encapsidacién no funcional evita la
encapsidacion del genoma de bacteriéfago en la NRTP, y una segunda construccion de acido nucleico en el interior
de la célula de bacteria huésped y separada de la primera construccion de acido nucleico que comprende la
molécula de acido nucleico indicadora que tiene un gen indicador y una secuencia de sitio de inicio de encapsidacion
funcional para facilitar la encapsidacion de un replicon de la molécula de acido nucleico indicadora en la NRTP, en la
que la segunda secuencia de sitio de inicio de encapsidacion funcional en la segunda construccién de acido nucleico
complementa la secuencia de sitio de inicio de encapsidacion no funcional en el genoma de bacteriéfago en la
primera construccion de acido nucleico.

En algunos aspectos, la molécula de acido nucleico indicadora es un gen que codifica una molécula emisora de luz.
En algunos aspectos, el gen es un gen luciferasa.

En algunos aspectos, detectar la indicacion detectable de viabilidad comprende detectar una presencia o ausencia
de la molécula indicadora. En algunos aspectos, detectar la indicacion detectable de viabilidad comprende detectar
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una presencia 0 ausencia de una reaccién mediada por la molécula indicadora. En otros aspectos, detectar la
indicacion detectable de viabilidad comprende detectar una conformacién, actividad u otra caracteristica de la
molécula indicadora (por ejemplo, fluorescencia o capacidad para unirse a o de otro modo interactuar con otra
molécula).

En algunos aspectos, el microorganismo es de la familia Enterobacteriaceae, el género Enterococcus o el género
Candida.

En algunos aspectos, el microorganismo es del género Escherichia, Mycobacterium, Staphylococcus, Listeria,
Clostridium, Streptococcus, Helicobacter, Rickettsia, Haemophilus, Xenorhabdus, Acinetobacter, Bordetella,
Pseudomonas, Aeromonas, Actinobacillus, Pasteurella, Vibrio, Legionella, Bacillus, Calothrix, Methanococcus,
Stenotrophomonas, Chlamydia, Neisseria, Salmonella, Shigella, Campylobacter o Yersinia.

En algunos aspectos, el antimicrobiano es una -lactama o vancomicina.

En algunos aspectos, el agente antimicrobiano es del grupo o clase de penicilinas, cefalosporina, carbapenems,
aminoglucoésidos, fluoroquinolona, lincosamida, polimixina, tetraciclina, macrélido, oxazolidinona, estreptograminas,
rifamicina o glucopéptido.

En algunos aspectos, el antimicrobiano es ampicilina, ampicilina-sulbactam, piperacilina-tazobactam, oxacilina,
penicilina, cefazolina, cefepima, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, ceftarolina fosamilo, ertapenem, imipenem,
meropenem, amikacina, gentamicina, sinergia gentamicina, sinergia estreptomicina, tobramicina, ciprofloxacina,
levofloxacina, clindamicina, colistina, daptomicina, doxiciclina, eritromicina, linezolid, nitrofurantoina, quinupristina-
dalfopristina, rifampicina, tigeciclina, trimetoprima-sulfametoxazol, fosfomicina, cefoxitina, tetraciclina, moxifloxacino
o tedizolid.

En determinados aspectos, el microorganismo es de la familia Enterobacteriaceae y el agente antimicrobiano es
carbapenem.

En algunos aspectos, detectar la indicacién detectable de viabilidad comprende observar el crecimiento del
microorganismo, opcionalmente en el que el crecimiento se observa usando un cultivo celular.

En algunos aspectos, el compuesto comprende ademas un liposoma.

En el presente documento también se divulga una molécula de &acido peptidonucleico (APN) para inhibir la expresion
de un gen implicado con la no sensibilidad a carbapenem en enterobacteriaceas, comprendiendo la molécula de
APN la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3.

En el presente documento también se divulga una molécula de APN para inhibir la expresion de un gen implicado
con la no sensibilidad a vancomicina en enterococos, comprendiendo la molécula de APN la secuencia de
nucleétidos de SEQ ID NO: 6.

En el presente documento también se divulga una molécula antisentido para inhibir la expresién de una region
espaciadora transcrita interna en candida, comprendiendo la molécula antisentido la secuencia de nucleotidos de
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 0 SEQ ID NO: 9.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Estos y otros rasgos caracteristicos, aspectos y ventajas de la presente divulgacion se entenderan mejor con
respecto a la siguiente descripcién y los dibujos adjuntos, donde:

La fig. 1 muestra el efecto del péptido-APN especifico de E. coli sobre el crecimiento de E. coli.
La fig. 2 muestra el efecto del péptido-APN especifico de E. coli sobre el crecimiento de K. pneumoniae.

La fig. 3 muestra el efecto del péptido-APN especifico de E. coli sobre la sefial de luminiscencia de E. coli y K.
pneumoniae usando un indicador de luminiscencia de enterobacteriaceas.

La fig. 4 representa un ejemplo de los resultados tipicos de difusion en disco de meropenem/péptido-APN para E.
coli1289011, 1289012, 1289014 y 1289018.

La fig. 5 representa un ejemplo de resultados de un ensayo de AST de indicador celular de péptido y APN donde +
indica que el ensayo de indicador produjo un resultado positivo y - indica que el ensayo de indicador produjo un
resultado negativo.

La fig. 6 representa un ejemplo de resultados de un ensayo de AST de indicador celular de CRISPR Cas9 donde +
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indica que el ensayo de indicador produjo un resultado positivo y - indica que el ensayo de indicador produjo un
resultado negativo.

La fig. 7 representa un ejemplo de resultados de un ensayo de indicador celular de VRE donde + indica que el
ensayo de indicador produjo un resultado positivo y - indica que el ensayo de indicador produjo un resultado
negativo.

La fig. 8 incluye una lista de secuencias de ITS2 que se pueden usar para producir oligonucleé6tidos antisentido
(AON) modificados con 2'-OMe que seleccionan cada especie.

La fig. 9 representa una configuracion de ensayo para la combinacion de AON usada para la identificacion de
Candida spp.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los términos usados en las reivindicaciones y la memoria descriptiva se definen como se establece a continuacion,
a menos que se especifique de otro modo.

Como se usa en el presente documento, "molécula de acido nucleico indicadora" se refiere a una secuencia de
nucleétidos que comprende una molécula de ADN o ARN. La molécula de acido nucleico indicadora puede ser
natural o una molécula artificial o sintética. En algunos modos de realizacién, la molécula de acido nucleico
indicadora es exdgena a una célula huésped y se puede introducir en una célula huésped como parte de una
molécula de &cido nucleico exdgena, tal como un plasmido o vector. En otros modos de realizacion, la molécula de
acido nucleico indicadora comprende un gen indicador que codifica una molécula indicadora (por ejemplo, enzima
indicadora, proteina). En algunos modos de realizacion, la molécula de &cido nucleico indicadora se denomina
"construccion indicadora" o "construccion indicadora de acido nucleico".

Una "molécula indicadora" o "indicador" se refiere a una molécula (por ejemplo, derivada de acido nucleico o
derivada de aminoacido) que confiere a un organismo un fenotipo detectable o seleccionable. El fenotipo detectable
puede ser colorimétrico, fluorescente o luminiscente, por ejemplo. Las moléculas indicadoras se pueden expresar a
partir de genes indicadores que codifican enzimas que median reacciones de luminiscencia (luxA, luxB, luxAB, luc,
ruc, nluc), genes que codifican enzimas que median reacciones colorimétricas (lacZ, HRP), genes que codifican
proteinas fluorescentes (GFP, eGFP, YFP, RFP, CFP, BFP, mCherry, proteinas fluorescentes en el infrarrojo
cercano), moléculas de &cido nucleico que codifican péptidos de afinidad (marca His, 3X-FLAG) y genes que
codifican marcadores seleccionables (ampC, tet(M), CAT, erm). La molécula indicadora se puede usar como un
marcador para la captacion exitosa de una molécula de acido nucleico o secuencia exégena (plasmido) en una
célula. La molécula indicadora también se puede usar para indicar la presencia de un gen diana, una molécula de
acido nucleico diana, una molécula intracelular diana o una célula. La molécula indicadora también se puede usar
para indicar la viabilidad de una célula. De forma alternativa, la molécula indicadora puede ser un &cido nucleico, tal
como un aptamero o una ribozima.

En algunos aspectos, la molécula de acido nucleico indicadora esta ligada de forma funcional a un promotor. En
otros aspectos, el promotor se puede elegir o disefiar para contribuir a la reactividad y reactividad cruzada del
sistema indicador en base a la actividad del promotor en células especificas (por ejemplo, especies especificas) y no
en otras. En determinados aspectos, la molécula de &cido nucleico indicadora comprende un origen de replicacion.
En otros aspectos, la eleccion del origen de replicacidon puede contribuir de forma similar a la reactividad y
reactividad cruzada del sistema indicador, cuando la replicacién de la molécula de acido nucleico indicadora dentro
de la célula diana contribuye a o es necesaria para la produccion de sefales indicadoras en base a la actividad del
origen de replicacion en células especificas (por ejemplo, especies especificas) y no en otras. En algunos modos de
realizacién, la molécula de acido nucleico indicadora forma un replicén que se puede encapsidar (por ejemplo, como
ADN concatamero) en un virus descendiente durante la replicacion del virus. En otros aspectos, la molécula de &cido
nucleico indicadora incluye factores que influyen en la transcripcion o traduccion del gen indicador (por ejemplo,
sitios de union a ribosomas especificos, uso de codones) que pueden contribuir de forma similar a la reactividad y
reactividad cruzada del sistema indicador.

Como se usa en el presente documento, el término "transcrito” se refiere a una longitud de secuencia de nucleotidos
(ADN o ARN) transcrita a partir de una secuencia molde o gen de ADN o ARN. El transcrito puede ser una
secuencia de ADNc transcrito a partir de un molde de ARN o una secuencia de ARNm transcrito a partir de un molde
de ADN. El transcrito puede ser codificante o no codificante de proteinas. El transcrito también se puede transcribir a
partir de una construccién de acido nucleico genomanipulado.

Como se usa en el presente documento, un "transcrito diana" se refiere a una porcién de una secuencia de
nucleétidos de una secuencia de ADN o un ARNm que esté formada naturalmente por una célula diana incluyendo
la formada durante la transcripcion de un gen diana y un ARNm que es un producto del procesamiento de ARN de
un producto de transcripcion primaria. El transcrito diana también se puede denominar transcrito celular o transcrito
natural.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2761631 T3

"Introducir en una célula", cuando se refiere a una molécula de acido nucleico o una secuencia exdégena (por
ejemplo, un plasmido, un vector, una construccion), significa facilitar la captacion o absorcion en la célula, como se
entiende por los expertos en la técnica. La absorcion o captacién de construcciones o transcritos de acido nucleico
se puede producir a través de procesos celulares activos o difusivos sin ayuda, o mediante agentes o dispositivos
auxiliares que incluyen por medio del uso de bacteri6fagos, virus, particulas de transduccion, liposomas, polimeros,
particulas similares a virus y medios balisticos. El significado de este término no se limita a las células in vitro; una
molécula de acido nucleico también se puede "introducir en una célula", en la que la célula forma parte de un
organismo vivo. En dicho caso, la introduccién en la célula incluird la entrega al organismo. Por ejemplo, para la
entrega in vivo, las moléculas, construcciones o vectores de &acido nucleico se pueden inyectar en un sitio de tejido o
administrarse sistémicamente. La introduccién in vitro en una célula incluye procedimientos conocidos en la técnica,
tales como transformacion, electroporacion, transduccion y lipofeccion. En el presente documento se describen otros
enfoques 0 se conocen en la técnica.

Un "mecanismo para el fenotipo de sensibilidad antimicrobiana" se refiere a uno 0 mas mecanismos (por ejemplo,
uno o0 mas genes, ARNm y/o proteinas) que estan implicados en impartir resistencia o sensibilidad de un organismo
a un agente antimicrobiano.

Como se usa en el presente documento, el término "molécula” significa cualquier compuesto, incluyendo, pero sin
limitarse a, una molécula pequefia, péptido, proteina, glicido, nucleétido, acido nucleico, lipido, etc., y un compuesto
de este tipo puede ser natural o sintético.

Una "molécula oligonucleotidica" se refiere a una molécula que incluye acidos nucleicos que se unen a una
secuencia de acido nucleico diana especifica. Las moléculas oligonucleotidicas incluyen moléculas monocatenarias,
moléculas bicatenarias, moléculas antisentido, ARN bicatenario, APN, ARN CRISPR, ADNi, etc. Tipicamente, una
molécula oligonucleotidica se une especificamente a una secuencia de acido nucleico diana (por ejemplo, ADN o
ARN). La unién de la molécula oligonucleotidica a una secuencia de acido nucleico especifica tipicamente dara
como resultado la inhibicién de la secuencia de acido nucleico, por ejemplo, por medio de una reduccién en la
expresion de la secuencia de acido nucleico. La unién de la molécula oligonucleotidica a una secuencia de acido
nucleico especifica puede dar como resultado el bloqueo o la destruccion de la secuencia de acido nucleico.

Una "molécula antisentido" se refiere a una molécula que presenta actividad antisentido al unirse especificamente a
ADN o ARN para inhibir la expresion génica. Las moléculas antisentido en general incluyen un oligbmero de &cido
nucleico que tiene una secuencia complementaria a su ADN o ARN diana. Los ejemplos de moléculas antisentido
incluyen oligonucledtidos antisentido (ADN o ARN), acidos peptidonucleicos (APN) y oligdmeros de fosforodiamidato
morfolino (PMO).

Un "agente antimicrobiano" se refiere a un compuesto que puede destruir, inhibir el crecimiento o de otro modo
alterar la viabilidad de uno o mas microorganismos. Los agentes antimicrobianos incluyen antibiéticos, antifingicos,
antiprotozoicos, antiviricos y otros compuestos.

Una "indicacién detectable de viabilidad" se refiere a un indicador asociado con una célula que se puede observar y
que demuestra que la célula es mas o menos viable o si su viabilidad se ve afectada, por ejemplo, en relacion con
una célula de control, donde la célula de control puede ser la misma célula en un punto temporal diferente o una
célula separada. Los ejemplos incluyen una o mas sefales, uno o mas indicadores, uno o mas marcadores,
crecimiento o falta del mismo, luz (por ejemplo, luz emitida por una luciferasa) o falta de la misma, etc.

Un indicador basado en virus o un indicador basado en bacteriéfagos se puede referir a un virus o bacteriéfago,
respectivamente, que se ha modificado de modo que se haya insertado un gen indicador en su genoma.

Una "particula de transduccién” se refiere a un virus que puede entregar una molécula de &cido nucleico no virico a
una célula. El virus puede ser un bacteriéfago, adenovirus, etc. Un indicador de particulas de transduccion puede ser
sinénimo de un indicador basado en virus o bacteriéfagos.

Una "particula de transducciéon no replicativa” (NRTP) se refiere a un virus que puede entregar una molécula de
acido nucleico no virico a una célula, pero no encapsida su propio genoma virico replicado en la particula de
transduccion. El virus puede ser un bacteri6fago, un adenovirus, etc. Las NRTP y los procedimientos de preparacion
de las mismas se describen en detalle en el documento PCT/US2014/026536, presentado el 13 de marzo de 2014.

Un "plasmido" es una pequefia molécula de ADN que estd fisicamente separada de, y se puede replicar
independientemente de, el ADN cromosomico dentro de una célula. Los plasmidos, que se encuentran mas
comunmente como pequefnias moléculas circulares de ADN bicatenario en bacterias, a veces estan presentes en
arqueas y organismos eucariotas. Los plasmidos se consideran replicones, que se pueden replicar de forma
auténoma dentro de un huésped adecuado.

Un "vector" es una molécula que incluye acidos nucleicos que se pueden usar como vehiculo para transportar
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material genético a una célula, donde se puede integrar, replicar y/o expresar.

Un "virus" es un pequeiio agente infeccioso que se replica solo en el interior de las células vivas de otros
organismos. Las particulas de virus (conocidas como viriones) incluyen dos o tres partes: i) el material genético
hecho de moléculas de ADN o bien ARN que transportan informacion genética; ii) una cubierta proteica que protege
este acido nucleico; y en algunos casos, iii) una envoltura de lipidos que rodea la cubierta proteica. Cuando se
refiere a un virus que infecta bacterias, los términos "virus", "fago" y "bacteriéfago" se usan de manera
intercambiable en la memoria descriptiva.

"Union especifica” se refiere a la capacidad de dos moléculas para unirse entre si en lugar de unirse a otras
moléculas en el entorno. Tipicamente, la "unién especifica" discrimina sobre la unién accidental en una reaccién en
al menos dos veces, més tipicamente en al menos 10 veces, a menudo al menos 100 veces o més. Tipicamente, la
afinidad o avidez de una reaccién de unién especifica, como se cuantifica por una constante de disociacién, es de
aproximadamente 107 M o més fuerte (por ejemplo, de aproximadamente 10 M, 10-°° M o incluso més fuerte).

El término "mejorar" se refiere a cualquier resultado terapéuticamente beneficioso en el tratamiento de un estado de
enfermedad, por ejemplo, un estado de enfermedad, que incluye profilaxis, disminucién de la gravedad o progresién,
remision o cura de la misma.

El término "in situ" se refiere a procesos que se producen en una célula viva que crece separada de un organismo
vivo, por ejemplo, que crece en cultivo histico.

El término "in vivo" se refiere a procesos que se producen en un organismo Vvivo.

El término "mamifero” como se usa en el presente documento incluye tanto humanos como no humanos e incluye,
pero no se limita a, seres humanos, primates no humanos, caninos, felinos, murinos, bovinos, equinos y porcinos.

El término "microorganismo" significa especies microbianas procariotas y eucariotas de los dominios Archaea,
Bacteriay Eucarya, este ultimo incluye levaduras y hongos filamentosos, protozoos, algas o protistas superiores. Los
términos "células microbianas" y "microbios" se usan de manera intercambiable con el término microorganismo.

Los términos "marcador" o "marcadores" engloban, sin limitacion, lipidos, lipoproteinas, proteinas, citocinas,
quimiocinas, factores de crecimiento, péptidos, acidos nucleicos, genes y oligonucleétidos, conjuntamente con sus
complejos relacionados, metabolitos, mutaciones, variantes, polimorfismos, modificaciones, fragmentos,
subunidades, productos de degradacion, elementos y otros analitos o medidas derivadas de muestras. Un marcador
también puede incluir proteinas mutadas, acidos nucleicos mutados, variaciones en los nimeros de copias y/o
variantes de transcritos.

El término "muestra" puede incluir una Unica célula o multiples células o fragmentos de células o una alicuota de
liquido corporal, tomados de un entorno o sujeto, por medios que incluyen venopuncion, excrecion, eyaculacion,
masaje, biopsia, aspiracién con aguja, muestra de lavado, raspado, incision quirdrgica, frotis o intervencién u otros
medios conocidos en la técnica.

El término "sujeto" engloba una célula, tejido u organismo, humano o no humano, ya sea in vivo, ex vivo o in vitro,
masculino o femenino.

"G", "C", "A" y "U" en general representan cada uno un nucleétido que contiene guanina, citosina, adenina y uracilo
como base, respectivamente. "T" y "dT" se usan de manera intercambiable en el presente documento y se refieren a
un desoxirribonucleétido en el que la nucleobase es timina, por ejemplo, desoxirribotimina. Sin embargo, se
entenderd que el término "ribonucleétido” o "nucleétido” o "desoxirribonucledtido” también se puede referir a un
nucleétido modificado, como se detalla mas adelante, o a un resto de reemplazo sustituto. El experto en la técnica
sabe muy bien que la guanina, la citosina, la adenina y el uracilo se pueden reemplazar por otros restos sin alterar
sustancialmente las propiedades de emparejamiento de bases de un oligonucleétido que comprende un nucleétido
que lleva dicho resto de reemplazo. Por ejemplo, sin limitacién, un nucleétido que comprende inosina como su base
se puede emparejar con nucleétidos que contienen adenina, citosina o uracilo. Por lo tanto, los nucleétidos que
contienen uracilo, guanina o adenina se pueden reemplazar en las secuencias de nucleotidos por un nucleétido que
contiene, por ejemplo, inosina. Las secuencias que comprenden dichos restos de reemplazo son modos de
realizacién.

Como se usa en el presente documento, el término "complementario”, cuando se usa para describir una primera
secuencia de nucleétidos en relacién con una segunda secuencia de nucleétidos, se refiere a la capacidad de un
oligonucleotido o polinucledtido que comprende la primera secuencia de nucleétidos para hibridarse y formar una
estructura duplex bajo determinadas condiciones con un oligonucleétido o polinucleétido que comprende la segunda
secuencia de nucleétidos, como entendera el experto en la técnica. Las secuencias complementarias también se
describen como unidas entre si y caracterizadas por afinidades de unién.
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Por ejemplo, una primera secuencia de nucleétidos se puede describir como complementaria a una segunda
secuencia de nucledtidos cuando las dos secuencias hibridan (por ejemplo, hibridacién) en condiciones de
hibridacion rigurosas. Las condiciones de hibridacion incluyen temperatura, fuerza idnica, pH y concentracion de
disolvente organico para las etapas de hibridacion y/o lavado. El término condiciones de hibridacion rigurosas se
refiere a condiciones bajo las que una primera secuencia de nucleétidos hibridara preferentemente a su secuencia
diana, por ejemplo, una segunda secuencia de nucleétidos, y en menor medida a, o en absoluto a, otras secuencias.
Las condiciones de hibridacion rigurosas dependen de la secuencia y son diferentes bajo diferentes parametros
ambientales. En general, se seleccionan las condiciones de hibridacién rigurosas para que sean aproximadamente
5 °C mas bajas que el punto de fusién térmico (Tr) para la secuencia de nucleétidos a una fuerza idnica y pH
definidos. La T+ es la temperatura (bajo una fuerza idnica y pH definidos) a la que un 50 % de las primeras
secuencias de nucleétidos hibrida con una secuencia diana perfectamente emparejada. Una guia extensa para la
hibridacion de acidos nucleicos se encuentra, por ejemplo, en Tijssen (1993) Laboratory Techniques in Biochemistry
and Molecular Biology--Hybridization with Nucleic Acid Probes, parte |, cap. 2, "Overview of principles of hybridization
and the strategy of nucleic acid probe assays", Elsevier, N.Y. ("Tijssen"). Se pueden aplicar otras condiciones, tales
como las condiciones fisiolégicamente pertinentes que se pueden encontrar en el interior de un organismo. El
experto en la técnica podra determinar el conjunto de condiciones mas apropiadas para una prueba de
complementariedad de dos secuencias de acuerdo con la aplicacion final de los nucleétidos hibridados.

Esto incluye el emparejamiento de bases del oligonucleétido o polinucleétido que comprende la primera secuencia
de nucledtidos con el oligonucleétido o polinucledtido que comprende la segunda secuencia de nucleétidos en toda
la longitud de la primera y segunda secuencia de nucleétidos. Dichas secuencias se pueden denominar
"completamente complementarias" entre si en el presente documento. Sin embargo, cuando una primera secuencia
se denomina "sustancialmente complementaria" con respecto a una segunda secuencia en el presente documento,
las dos secuencias pueden ser completamente complementarias, o pueden formar uno o mas, pero en general no
mas de 4, 3 o0 2 pares de bases con emparejamiento erréneo tras la hibridacion, mientras que conservan la
capacidad de hibridarse en las condiciones méas pertinentes para su aplicacion final. Sin embargo, cuando dos
oligonucledtidos se disefian para formar, tras la hibridacion, uno o mas salientes monocatenarios, dichos salientes
no se consideraran emparejamientos erroneos con respecto a la determinacién de complementariedad. Por ejemplo,
un ARNbc que comprende un oligonucleétido de 21 nucleétidos de longitud y otro oligonucleétido de 23 nucleétidos
de longitud, en el que el oligonucleétido mas largo comprende una secuencia de 21 nucleétidos que es
completamente complementaria al oligonucledtido mas corto, ain se puede denominar "completamente
complementario” para los propositos descritos en el presente documento.

Las secuencias "complementarias", como se usa en el presente documento, también pueden incluir, o estar
formadas en su totalidad a partir de pares de bases distintas de Watson-Crick y/o pares de bases formadas a partir
de nucledtidos no naturales y modificados, en la medida en que los requisitos anteriores con respecto a su
capacidad de hibridacién se cumplan. Dichos pares de bases distintas de Watson-Crick incluyen, pero sin limitarse
a, el emparejamiento de bases de Wobble o Hoogstein G:U.

Los términos "complementario", "completamente complementario” y "sustancialmente complementario" en el
presente documento se pueden usar con respecto al emparejamiento de bases entre dos hebras de un ARNbc, o
entre la hebra antisentido de un ARNbc y una secuencia diana, entre hebras complementarias de un secuencia de
ARN monocatenario o una secuencia de ADN monocatenario, como se entenderd a partir del contexto de su uso.

Como se usa en el presente documento, una "estructura duplex" comprende dos secuencias de acido nucleico
antiparalelas y sustancialmente complementarias. Las secuencias complementarias en una construccion de &cido
nucleico, entre dos transcritos, entre dos regiones dentro de un transcrito, o entre un transcrito y una secuencia
diana pueden formar una "estructura duplex". En general, la mayoria de los nucleétidos de cada hebra son
ribonucleétidos, pero como se describe en detalle en el presente documento, cada una o ambas hebras también
pueden incluir al menos un no ribonucleétido, por ejemplo, un desoxirribonucleétido y/o un nucleétido modificado.
Las dos hebras que forman la estructura duplex pueden ser porciones diferentes de una molécula de ARN mas
grande, o pueden ser moléculas de ARN separadas. Cuando las dos hebras forman parte de una molécula mas
grande vy, por lo tanto, estan conectadas por una cadena ininterrumpida de nucleétidos entre el extremo 3' de una
hebra y el extremo 5' de la otra hebra respectiva que forma la estructura diplex, la cadena de ARN de conexion se
denomina "bucle de horquilla". Cuando las dos hebras estan conectadas covalentemente por medios distintos de
una cadena ininterrumpida de nucleétidos entre el extremo 3' de una hebra y el extremo 5' de la otra hebra
respectiva que forma la estructura duplex, la estructura de conexién se denomina "conector". Las hebras de ARN
pueden tener el mismo nimero o un numero diferente de nucleétidos. El nUmero maximo de pares de bases es el
nuamero de nucledtidos en la hebra mas corta del duplex menos cualquier saliente que esté presente en el duplex.
En general, la estructura duplex tiene entre 15y 30 o entre 25y 30, 0 entre 18 y 25, 0 entre 19y 24, o entre 19 y 21,
0 19, 20 o 21 pares de bases de longitud. En un modo de realizacion, el duplex tiene 19 pares de bases de longitud.
En otro modo de realizacion, el duplex tiene 21 pares de bases de longitud. Cuando se usan dos ARNip diferentes
en combinacién, las longitudes del diplex pueden ser idénticas o pueden diferir.

Como se usa en el presente documento, el término "regién de complementariedad” se refiere a la regién en la hebra
antisentido que es sustancialmente complementaria a una secuencia, por ejemplo, una secuencia diana, como se
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define en el presente documento. Cuando la regién de complementariedad no es completamente complementaria a
la secuencia diana, los emparejamientos erréneos son mas tolerados en las regiones terminales y, si estan
presentes, en general estan en una region o regiones terminales, por ejemplo, dentro de 6, 5, 4, 3 0 2 nucleétidos
del extremo 5'y/o0 3'.

El término porcentaje de "identidad" en el contexto de dos 0 mas secuencias de acido nucleico o polipeptidicas, se
refiere a dos 0 mas secuencias 0 subsecuencias que tienen un porcentaje especificado de nucleétidos o residuos de
aminoacido que son iguales, cuando se comparan y alinean para una correspondencia maxima, como se mide
usando uno de los algoritmos de comparacién de secuencias descritos a continuacion (por ejemplo, BLASTP vy
BLASTN u otros algoritmos disponibles para los expertos) o por inspeccion visual. Dependiendo de la aplicacion, el
porcentaje de "identidad" puede existir en una region de la secuencia que se esta comparando, por ejemplo, en un
dominio funcional, o, de forma alternativa, existir en toda la longitud de las dos secuencias que se van a comparar.

Para la comparacién de secuencias, tipicamente una secuencia actla como una secuencia de referencia con la que
se comparan las secuencias de prueba. Cuando se usa un algoritmo de comparacién de secuencias, las secuencias
de prueba y de referencia se introducen en un ordenador, se designan las coordenadas de subsecuencia, si es
necesario, y se designan los parametros del programa de algoritmo de secuencias. A continuacion, el algoritmo de
comparacion de secuencias calcula el porcentaje de identidad de secuencia para la(s) secuencia(s) de prueba en
relacién con la secuencia de referencia, en base a los parametros del programa designados.

Se puede llevar a cabo la alineacion éptima de secuencias para su comparacion, por ejemplo, mediante el algoritmo
de homologia local de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), mediante el algoritmo de alineacion de
homologia de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), mediante la busqueda del procedimiento de
similitud de Pearson y Lipman, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), mediante implementaciones
computerizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software
Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), o mediante inspeccién visual (véase en
general Ausubel et al., méas abajo).

Un ejemplo de un algoritmo que es adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y la similitud
de secuencia es el algoritmo BLAST, que se describe en Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990). El
programa informatico para realizar los analisis por BLAST esta disponible publicamente a través del National Center
for Biotechnology Information (www.ncbi.nIm.nih.gov/).

El término "cantidad suficiente" significa una cantidad suficiente para producir un efecto deseado, por ejemplo, una
cantidad suficiente para producir una sefial detectable de una célula.

El término "cantidad terapéuticamente eficaz" es una cantidad que es eficaz para mejorar un sintoma de una
enfermedad. Una cantidad terapéuticamente eficaz puede ser una "cantidad profilacticamente eficaz", ya que la
profilaxis se puede considerar un tratamiento.

Se debe tener en cuenta que, como se usan en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas

singulares "un", "una" y "el/la" incluyen referentes plurales a menos que el contexto lo indique claramente de otro
modo.

Ensayos de NRTP e indicadores

Las particulas de transduccion no replicativa (NRTP) y los procedimientos de produccion de NRTP se describen en
el documento WO 2014/160418 y en el documento US 2015/0104787. En algunos modos de realizacion, las NRTP
se producen en un sistema de encapsidacién de células bacterianas usando procedimientos basados en
interrupcion/complementacion. Este sistema de encapsidacion de particulas de transduccion no replicativa se basa
en la introduccion de una mutacion, mutacién sinénima, insercion o una delecién en un componente del genoma de
un virus/bacteriéfago que se reconoce por la maquinaria de encapsidacion virica/de fagos como el elemento a partir
del que se inicia la encapsidacion gendémica durante la produccion virica/de fagos. Los ejemplos de un elemento de
este tipo incluyen la secuencia del sitio pac de bacteriéfagos de tipo pac y la secuencia del sitio cos de bacteri6fagos
de tipo cos.

Debido a que estos sitios de inicio de encapsidacion a menudo se encuentran dentro de las regiones de codificacion
de genes que son esenciales para la produccion de virus/bacteriéfagos, la mutacion, mutacion sindnima, insercion o
una delecién se introduce de modo que el sitio pac ya no se reconoce como un sitio de inicio de encapsidacién por la
maquinaria de encapsidacion virica/de fagos. Al mismo tiempo, en el caso de una mutacion sindnima, la mutacion no
interrumpe el gen en el que se codifica el sitio. Al hacer la secuencia del sitio de encapsidacion no funcional, el
virus/bacteriéfago mutado puede experimentar un ciclo litico, pero no puede encapsidar su ADN genémico en su
unidad de encapsidacion.

Se puede introducir una molécula de acido nucleico indicadora exdgena, tal como el ADN plasmidico, en una célula
de bacteria huésped que se ha lisogenizado con un genoma virico/de fago con una secuencia de sitio de inicio de
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encapsidacion no funcional. La molécula de acido nucleico indicadora exégena puede incluir una secuencia de sitio
de inicio de encapsidacion funcional natural y, en el caso donde el gen que codifica la secuencia de sitio de inicio de
encapsidacion se interrumpe, la molécula de acido nucleico indicadora exégena también incluye un gen funcional
natural correspondiente. La molécula de acido nucleico indicadora exégena se puede introducir en la célula de
bacteria huésped y replicarse en la célula. Cuando el virus/bacteriéfago mutado esta experimentando un ciclo litico,
la maquinaria de encapsidacion virica/de fagos expresada encapsida la molécula de acido nucleico indicadora
exogena con la secuencia de sitio de inicio de encapsidacion funcional en la unidad de encapsidacion virica. El
genoma virico/de fago no se encapsida en la unidad de encapsidacion porque su secuencia de sitio de inicio de
encapsidacion se ha interrumpido.

Por lo tanto, la presente invencion contempla el uso de un sistema de encapsidacion de células bacterianas para
encapsidar una molécula de acido nucleico indicadora en una NRTP para su introduccion en una célula, que
comprende una célula de bacteria huésped, una primera construccion de acido nucleico en el interior de la célula de
bacteria huésped, que comprende un genoma de bacteri6fago que tiene una secuencia de sitio de inicio de
encapsidacion no funcional, en el que la secuencia de sitio de inicio de encapsidacién no funcional evita la
encapsidacion del genoma de bacteriéfago en la NRTP, y una segunda construccion de acido nucleico en el interior
de la célula de bacteria huésped y separada de la primera construccién de acido nucleico, que comprende la
molécula de acido nucleico indicadora que tiene un gen indicador y una secuencia de sitio de inicio de encapsidacion
funcional para facilitar la encapsidacion de un replicén de la molécula de acido nucleico indicadora en la NRTP, en el
que la segunda secuencia de sitio de inicio de encapsidacion funcional en la segunda construccién de acido nucleico
complementa la secuencia de sitio de inicio de encapsidacion no funcional en el genoma de bacteriéfago en la
primera construccion de &cido nucleico.

En algunos modos de realizacién, las construcciones (que incluyen las NRTP) comprenden una molécula de &cido
nucleico indicadora que incluye un gen indicador. El gen indicador puede codificar una molécula indicadora, y la
molécula indicadora puede ser un marcador detectable o seleccionable. En determinados modos de realizacién, el
gen indicador codifica una molécula indicadora que produce una sefial detectable cuando se expresa en una célula.

En determinados modos de realizacion, la molécula indicadora puede ser una molécula indicadora fluorescente, tal
como, pero sin limitarse a, una proteina fluorescente verde (GFP), una GFP potenciada, una proteina fluorescente
amarilla (YFP), una proteina fluorescente azul verdoso (CFP), una proteina fluorescente azul (BFP), una proteina
fluorescente roja (RFP) o mCherry, asi como proteinas fluorescentes de infrarrojo cercano.

En otros modos de realizacién, la molécula indicadora puede ser una enzima que media en reacciones de
luminiscencia (luxA, luxB, luxAB, luc, ruc, nluc, etc.). Las moléculas indicadoras pueden incluir una luciferasa
bacteriana, una luciferasa eucariota, una enzima adecuada para la deteccion colorimétrica (lacZ, HRP), una proteina
adecuada para la inmunodeteccion, tal como péptidos de afinidad (marca His, 3X-FLAG), un &cido nucleico que
funciona como un aptamero o que presenta actividad enzimatica (ribozima), o un marcador seleccionable, tal como
un gen de resistencia a los antibioticos (ampC, tet(M), CAT, erm). Se pueden usar otras moléculas indicadoras
conocidas en la técnica para producir sefiales para detectar acidos nucleicos o células diana.

En otros aspectos, la molécula indicadora comprende una molécula de &cido nucleico. En algunos aspectos, la
molécula indicadora es un aptamero con actividad de unién especifica 0 que presenta actividad enzimatica (por
ejemplo, aptazima, ADNzima, ribozima).

En el presente documento se divulgan sistemas para la deteccién de enzimas intracelulares dentro de células
viables que emplean moléculas de sustrato enjauladas que se pueden desenjaular por una enzima intracelular
diana.

La entrega de moléculas de &cido nucleico indicadoras celulares se puede conseguir por diversos medios que
incluyen electroporacién, transformacion quimica, biolistica y de perlas de vidrio, transduccién, transfeccion,
vectores, conjugacion, incluyendo, pero sin limitarse a, entrega por medio de vehiculos de entrega de acido nucleico,
incluyendo bacteriéfagos, virus, esferoplasto, liposomas, particulas similares a virus, complejos de ADN-lipidos,
lipoplexos, complejos de ADN-polimero, poliplexos, etc.

Determinacion del mecanismo de sensibilidad antimicrobiana y de moléculas oligonucleotidicas

En el presente documento se divulgan procedimientos para determinar la identidad de un organismo y los
mecanismos que imparten una resistencia o sensibilidad antimicrobiana a un organismo. Estos procedimientos
incluyen suprimir la sefal, la viabilidad y/o el crecimiento producido a partir de cepas y especies de organismos
especificos en sistemas indicadores celulares suprimiendo una funcién especifica de un organismo que esta ligada a
la viabilidad y/o capacidad del organismo para producir un marcador/sefial seleccionable o detectable.

En algunos modos de realizacién, la supresién de la sefal, la viabilidad y/o el crecimiento producido a partir de

cepas y especies de organismos especificos se consigue seleccionando el ADN o ARN en organismos distintos de
la diana. La seleccion de las moléculas de acido nucleico en organismos que no son la diana de un ensayo de
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indicador para el propésito de suprimir la sefial, la viabilidad y/o el crecimiento de estos organismos distintos de la
diana se puede conseguir usando la regulacion de oligonucleétidos en los que la cepa y la moléculas especificas de
especie se seleccionan por disefio. En este sentido, la "seleccion" se consigue usando moléculas que se pueden
hibridar con el acido nucleico diana a través de una secuencia complementaria.

Las dianas ejemplares divulgadas en el presente documento son ejemplos no limitantes que se describen en la
solicitud y se pueden extender méas alla de estos ejemplos para incluir cualquier diana de secuencia a la que se
puede unir una molécula oligonucleotidica incluyendo genes, transcritos, ARN no codificantes, etc.

Las moléculas oligonucleotidicas se pueden emplear para seleccionar una secuencia Unica o una pluralidad de
secuencias incorporando multiples moléculas oligonucleotidicas que seleccionan como diana a diferentes
secuencias en un Unico ensayo. Como tal, un ensayo puede seleccionar un Unico gen, diferentes genes o diferentes
variantes de un Unico gen.

Las moléculas oligonucleotidicas pueden ser de cualquier tipo, incluyendo, pero sin limitarse a oligonucleétidos de
acido nucleico, analogos de oligonucledtidos, imitadores de oligonucledtidos, poliamidas de unién al surco menor de
ADN, APN, LNA, fosforotioato, 2'-metoxi-, 2'-metoxietoxi-, morfolino, fosforamidato, etc.

La entrega de moléculas oligonucleotidicas se puede conseguir por medio de la adicion exégena de las moléculas o
su expresion in situ. La entrega exogena se facilitara por la conjugacién de la molécula con un péptido o por otros
medios incluyendo, pero sin limitarse a, la entrega por medio de liposomas, etc. La expresién in situ mediada por
acido nucleico disefiado para expresar oligonucleétidos dentro de un organismo diana se puede conseguir por
cualquier medio de entrega de acido nucleico en el organismo diana, incluyendo electroporacién, transformacion
quimica, biolistica y de perlas de vidrio, transduccién, transfeccion, conjugacion, incluyendo, pero sin limitarse a, la
entrega por medio de vehiculos de entrega de acido nucleico incluyendo bacteriéfagos, virus, esferoplasto,
liposomas, particulas similares a virus, complejos de ADN-lipidos, lipoplexos, complejos de ADN-polimero,
poliplexos, etc.

La entrega de moléculas de acido nucleico indicadoras celulares se puede conseguir por diversos medios que
incluyen electroporacién, transformacion quimica, biolistica y de perlas de vidrio, transduccién, transfeccion,
conjugacién, incluyendo, pero sin limitarse a, entrega por medio de vehiculos de entrega de &cido nucleico,
incluyendo bacteriéfagos, virus, esferoplasto, liposomas, particulas similares a virus, complejos de ADN-lipidos,
lipoplexos, complejos de ADN-polimero, poliplexos, etc.

La regulacion del ARN antisentido se produce en la naturaleza por medio de un proceso en el que el ARN
antisentido se une a otra molécula de ARN (1). Los oligonucleétidos antisentido, el &cido peptidonucleico (APN) (2) y
los oligémeros de fosforodiamidato morfolino (PMO) se han disefiado para unirse a dianas de acido nucleico
intracelular. Por ejemplo, los APN se han usado para regular la expresién génica en las células de manera analoga a
la regulacion del ARN antisentido natural (3-5). Las moléculas antisentido pueden ser de cualquier tipo, incluyendo,
pero sin limitarse a oligonucleétidos, analogos de oligonucleétidos, imitadores de oligonucleétidos, poliamidas de
union al surco menor de ADN, APN, LNA, fosforotioato, 2'-metoxi-, 2'-metoxietoxi-, morfolino, fosforamidato, etc. La
entrega de moléculas antisentido se puede facilitar por la conjugacion de la molécula a un péptido o por otros
medios incluyendo, pero sin limitarse a, la entrega por medio de liposomas, la conjugacién a péptidos, la entrega por
medio de vehiculos de entrega de ADN disefiados para transcribir moléculas antisentido, etc. Los péptido-APN son
APN que se conjugan con un péptido. Los péptido-APN se han usado para seleccionar moléculas de ARN en
bacterias donde el péptido se disefa para facilitar la captacion de la molécula en las bacterias (6).

Las moléculas antisentido se pueden disefiar para seleccionar cepas y especies de bacterias especificas (7).
Analizando el genoma de las bacterias de interés, se puede identificar un conjunto de dianas de moléculas
antisentido que seleccionan genes esenciales de una manera en que la seleccion sea especifica para una especie
de bacteria y no para otra. De esta manera, la molécula antisentido se puede ajustar para suprimir especies
individuales de bacterias.

Los oligonucleétidos y los oligdmeros se pueden entregar en las células por medio de una variedad de mecanismos
que facilitan la captacion en las células, incluyendo los liposomas y la conjugacién a péptidos. Los péptido-APN son
APN que se conjugan con un péptido. Los péptido-APN se han usado para seleccionar moléculas de ARN en
bacterias, de modo que el péptido se disefa para facilitar la captacion de la molécula en las bacterias (Good, L. y
P.E. Nielsen, documento WO2002/0279467).

Las moléculas antisentido se pueden disefiar para seleccionar cepas y especies de bacterias especificas (Mondhe,
M., et al., Species-Selective Killing of Bacteria by Antimicrobial Peptide-PNAs. PLoS ONE, 2014. 9(2): p. e89082).
Analizando el genoma de las bacterias de interés, se puede identificar un conjunto de dianas de moléculas
antisentido que seleccionan genes esenciales de una manera en que la seleccion sea especifica para una especie
de bacteria y no para otra. De esta manera, la molécula antisentido se puede ajustar para suprimir especies
individuales especificas de bacterias.
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En un modo de realizacion, un sistema se disefa para atenuar la expresién de un fenotipo diana tal como la
expresion de un mecanismo de resistencia antimicrobiana. Las moléculas oligonucleotidicas se pueden disefar para
seleccionar los transcritos de genes de resistencia de modo que un microorganismo que normalmente es resistente
a un compuesto antimicrobiano se vuelva sensible al compuesto tras la exposicion al oligonucleétido seleccionado
como diana.

Ademas de emplear oligonucleétidos exdgenos, los oligonucleétidos seleccionados como diana se pueden producir
in vivo a partir del ADN entregado en un organismo diana. En este modo de realizacion, el ADN se disefia para
transcribir moléculas de ARN antisentido disefadas para seleccionar transcritos de interés.

En otro modo de realizacion, se puede emplear la interferencia de ARN (ARNi); un proceso en el que los fragmentos
de ARN bicatenario (ARNbc, también llamado ARN interferente pequefio (ARNip)) desencadenan la inactivacion
génica cataliticamente mediada, mas tipicamente seleccionando el complejo silenciador inducido por ARN (RISC)
para unirse y degradar el ARNm. La hibridacién de una hebra de la molécula de ARNbc a ARNm o ADN puede dar
como resultado una degradacion rapida de ARN duplex, diplex de ARN/ADN hibrido o ARN diplex que se asemeja
al ARNt precursor por ribonucleasas en la célula, o por escision del ARN diana por el mismo compuesto antisentido.

La via de ARNi se encuentra en muchos eucariotas y se inicia por la enzima Dicer, que escinde moléculas de ARN
bicatenario (ARNbc) largo en fragmentos bicatenarios cortos de ~20 nucleétidos que se llaman ARNip. Cada ARNip
se desenrolla en dos ARN monocatenarios (ARNmc), a saber, la hebra pasajera y la hebra guia. La hebra pasajera
se degrada y la hebra guia se incorpora al complejo silenciador inducido por ARN (RISC). En el silenciamiento
génico postranscripcional, la base de la hebra guia se empareja con una secuencia complementaria en una
molécula de ARN mensajero, y la escision se induce por una proteina llamada Argonauta, el componente catalitico
del complejo RISC.

Las interacciones entre un oligonucledtido y un transcrito diana pueden depender de emparejamientos de bases
entre bucles presentes en ambos transcritos (por ejemplo, "complejos bucle-bucle (kissing complexes)"), o entre un
bucle y una regién monocatenaria (mc). En algunos casos, la formacién del complejo bucle-bucle es suficiente para
mediar el efecto deseado de la interaccion, y en otros casos, la propagacion de los contactos primarios dara lugar a
una interaccion que da como resultado el efecto deseado.

Otro modo de realizacién que emplea la produccion in vivo de oligonucleétidos seleccionados como diana se basa
en el sistema de grupos de repeticiones palindromicas cortas en intervalos regulares (CRISPR)/asociadas a CRISPR
(Cas), que se encuentran en las bacterias como defensa frente al ADN exdgeno (8). El sistema CRISPR/Cas se
puede disefar para seleccionar una secuencia de ADN de interés al incorporar secuencias diana que se transcriben
y procesan en ARN CRISPR (ARNcr). El sistema también expresa un ARN pequefio transactivador (ARNtracr) y un
complejo formado por Cas9, ARNtracr y ARNcr permiten que la endonucleasa Cas9 forme roturas bicatenarias en
secuencias de ADN diana seleccionadas por el ARNcr. En este modo de realizacion, los oligonucleétidos de ARNcr
se pueden disefiar en la direccién sentido o antisentido y, en lugar de seleccionar los transcritos, este sistema
selecciona el ADN y, por tanto, se disefia para seleccionar secuencias de ADN especificas de organismos o genes
de resistencia a los antibiéticos codificados en el cromosoma o episémicamente.

Se han empleado técnicas similares a las descritas anteriormente en la técnica para el propdsito de desarrollar
agentes terapéuticos frente a infecciones por microorganismos (9-10). Como se describe adicionalmente en el
presente documento, estas técnicas se usan para el propésito de habilitar sistemas de deteccion bacteriana y para
determinar mecanismos especificos ligados a un(os) fenotipo(s) de resistencia antimicrobiana o sensibilidad.

Disefiando una molécula oligonucleotidica para seleccionar la secuencia de ADN o ARN especifica de un gen de
resistencia, se puede determinar el mecanismo especifico ligado a un fenotipo. Por ejemplo, se realiza un AST en un
microorganismo, si se determina que el microorganismo es resistente a un antimicrobiano en cuestion y es sensible
al mismo antimicrobiano cuando esta en presencia de la molécula oligonucleotidica, entonces este resultado indica
que el gen antimicrobiano especifico para el que se disefia que seleccione la molécula oligonucleotidica esta ligado
al fenotipo de resistencia a los antimicrobianos.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: eliminacidn de la sefal de E. coli en un indicador de enterobacteriaceas.

En este ejemplo, se us6 un sistema indicador de enterobacteridceas junto con un péptido-APN que selecciona E.
coli. Sin el uso de péptido-APN, el sistema indicador de enterobacteridceas produce una sefnal detectable de
enterobacteriaceas, que incluye tanto K. pneumoniae como E. coli. Cuando se anadié el péptido-APN, el sistema
indicador de enterobacteriaceas produjo una sefal de enterobacteriaceas, excluyendo E. coli. El sistema se puede
emplear con y sin el oligonucleétido y la presencia del organismo diana se puede determinar mediante la
observacion de que una sefal esta presente sin el péptido-APN y no esta presente con el péptido-APN. De forma
alternativa, en una muestra que puede contener E. coliy K. pneumoniae, la ejecucién del ensayo en presencia del
oligonucledtido permite determinar si K. pneumoniae esta presente en la muestra. En este ejemplo, una muestra que
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solo contiene K. pneumoniae producira sefial ya sea que E. coli también esta presente en la muestra 0 no, mientras
que una muestra que solo contiene E. coli no producird una sefal. De esta manera, se puede usar el péptido-APN
para lograr la deteccién bacteriana especifica de especie.

Se disefié un péptido-APN para seleccionar un gen esencial de E. coli siguiendo (7). En resumen, se analizaron los
genomas de E. coliy K. pneumoniae para identificar homélogos de genes esenciales presentes en la especie de
interés. A partir de este analisis, se compil6 una lista de la region de inicio de la traduccion (TIR) para cada gen, es
decir, veinte pares de bases (de -10 a +10 bases en relacién con el coddn de iniciacién) de las TIR en los genomas.
Las TIR de 20 de pares de bases de los homdlogos de genes se alinearon y se determiné el nimero de
emparejamientos errobneos de pares de bases entre especies. Se usaron secuencias antisentido de 9-12 pb que
seleccionan una region dentro de la TIR para disefiar los APN. Se determiné la estabilidad térmica pronosticada de
los duplex de APN/ADN vy se llevé a cabo un analisis gendmico de los posibles sitios de union de los APN dentro de
las especies diana usando un valor de corte de emparejamientos erréneos mayor de 2 pares de bases.

A partir de este andlisis, se pueden identificar sitios de unién potenciales de cada APN para un homélogo de gen,
por ejemplo, en el que un APN se une al homoélogo de una especie pero no de la otra y viceversa. Se identifico que
el APN especifico de E. coli que selecciona el gen murA era la secuencia establecida en SEQ ID NO 1. Se espera
por tanto que un péptido-APN que selecciona esta secuencia se una a murA de E. coli pero no a murA de K.
pneumoniae.

El APN se conjug6 con el péptido KFFKFFKFFK (SEQ ID NO 10) siguiendo (11) puesto que se ha demostrado que
este péptido facilita la penetracién del APN en las células bacterianas. Por tanto, la secuencia del péptido-APN que
selecciona murA de E. coli es como sigue: KFFKFFKFFK-eg-ccatttagtt (APN con murA), donde eg es un conector de
etilenglicol derivado del &acido [2-[2-(Fmoc-amino)etoxi]etoxijacético.

Efecto de APN con murA sobre el crecimiento de E. coliy K. pneumoniae:

Se examin6 el efecto del APN con murA sobre el crecimiento de E. coliy K. pneumoniae. Cuando E. coli y K.
pneumoniae se cultivaron en presencia de APN con murA, el crecimiento de E. coli se alter6 mientras que el
crecimiento de K. pneumoniae no.

Los aislados de E. coli y K. pneumoniae se cultivaron durante la noche en LB a 37 °C y se subcultivaron al dia
siguiente a una diluciéon 1:100 en LB recién preparado y se cultivaron hasta una densidad éptica a 600 nm (DO600)
de 0,2. Se anadieron indculos de cada cepa de aproximadamente 10* UFC de cada especie de bacteria a pocillos
separados de una microplaca que contenia cada uno 50 ul de LB o LB con APN con murA a una concentracion final
de 4,5 uM. Se midieron las lecturas de DO600 durante un periodo de 8 horas para evaluar el crecimiento de células
tratadas con APN y sin tratar con APN.

La fig. 1 representa los resultados del experimento de crecimiento para E. coli. En presencia de APN, el crecimiento
de E. coli se alteré. La fig. 2 representa los resultados del experimento de crecimiento para K. pneumoniae. En
presencia de APN, el crecimiento de K. pneumoniae no se alterd. Los resultados indican que el APN con murA
inhibe especificamente el crecimiento de E. coliy no inhibe el crecimiento de K. pneumoniae.

Efecto de APN con murA sobre la luminiscencia de un indicador de enterobacteriaceas cuando se someten a
prueba E. coliy K. pneumoniae:

Los aislados de E. coli y K. pneumoniae se cultivaron durante la noche en LB a 37 °C y se subcultivaron al dia
siguiente a una dilucion 1:100 en LB recién preparado y se cultivaron hasta una DO600 de 0,2. Se afadieron
indculos de cada cepa de aproximadamente 10* UFC de cada especie de bacteria a pocillos separados de una
microplaca que contenia cada uno 50 ul de LB o LB con APN con murA a una concentracion final de 4,5 pM.
Posteriormente, todos los pocillos recibieron 100 ul de una particula de transduccién no replicativa indicadora-
luminiscente de enterobacteridceas como se describe en el documento PCT/US2014/026536, ejemplo 1 y las
muestras se incubaron a 30 °C durante 2 horas. Después del periodo de incubacion, se sometieron a ensayo las
placas para determinar la luminiscencia usando un luminémetro de microplacas Molecular Devices SpectraMax L en
el que se inyectd una solucion de tridecanal en cada pocillo a medida que se tomaban las lecturas de luminiscencia.

La fig. 3 representa los resultados del experimento de luminiscencia para E. coliy K. pneumoniae. En presencia de
APN, la sefal de luminiscencia producida por E. coli se alterd, mientras que la sefial de luminiscencia producida por
K. pneumoniae no. Los resultados indican que el APN con murA inhibe especificamente la produccion de sefales de
E. coliy no inhibe la produccién de sefiales de K. pneumoniae, lo que demuestra la capacidad de distinguir E. coli de
K. pneumoniae usando un sistema indicador de enterobacteriaceas y un péptido-APN especifico de E. coli.

Ejemplo 2: determinacion de carbapenemasa especifica ligada a un fenotipo CRE por medio de pruebas de
difusion en disco antimicrobiana de AST usando péptido-APN.

En este ejemplo, se realiza la prueba de difusién en disco antimicrobiana de AST con la adicion de péptido-APN en
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una cepa de CRE para determinar el mecanismo especifico ligado al fenotipo CRE. Sin el uso de péptido-APN, la
CRE presenta un resultado resistente a carbapenem. Cuando se afiade el péptido-APN disefiado para seleccionar
un gen de carbapenemasa especifico y el resultado de AST cambia a un fenotipo sensible a carbapenem (CSE),
esto indica que el gen de carbapenemasa seleccionado por el péptido-APN es el mecanismo ligado al fenotipo CRE.
De esta manera, se puede usar el péptido-APN para determinar el mecanismo especifico ligado al fenotipo de
resistencia antimicrobiana de la bacteria.

Un péptido-APN se disefa para seleccionar los transcritos blakec-3 y blanom-1 de E. coli. En resumen, se analizan las
secuencias de genes de los genes diana en E. coli 1289012 y E. coli 1289014, dos aislados clinicos de E. coli que
expresan los genes blakec-s y blanom-1, respectivamente, para identificar la secuencia de la TIR para cada gen (tabla
1, SEQ ID NO 11 y 12). Las secuencias antisentido de 9-12 pb que seleccionan una regién dentro de la TIR se usan
para disefiar los APN potenciales. A partir de este andlisis, se pueden identificar sitios de unién potenciales para
APN para seleccionar los genes blaxec-s (SEQ ID NO 2) y blanom-1 (SEQ ID NO 3).

El APN se conjuga con el péptido KFFKFFKFFK siguiendo (11) puesto que se ha demostrado que este péptido
facilita la penetracion del APN en las células bacterianas.

Prueba de difusion en disco que somete a prueba el AST:

Las pruebas de difusion en disco se llevan a cabo siguiendo CLSI-M02 (12) y se interpretan siguiendo M100-S22
(13). En resumen, para someter a prueba cada bacteria para determinar la sensibilidad al meropenem, se inoculan
placas de agar Mueller-Hinton (MHA) usando un hisopo de algodén estéril sumergido en una suspension de un
cultivo de bacterias a un estandar de McFarland de 0,5 de modo que toda la superficie del MHA esté cubierta. Se
aplica un disco de 10 ug de meropenem a la superficie de la placa inoculada y se incuba la placa a 35 °C en aire
ambiente durante de 16 a 18 horas. Se determina que la cepa de bacterias es sensible al meropenem si el diametro
de la zona de inhibicion alrededor del disco de meropenem es =223 mm y resistente al meropenem si el didmetro de
la zona es €19 mm.

E. coli 1289012, 1289014, una E. coli 1289018 de control que es CSE y no expresa una carbapenemasa, y E. coli
1289011, una cepa de control que es CRE y que expresa una carbapenemasa VIM se someten a prueba para
determinar la resistencia al meropenem por medio de difusién en disco. La segunda fila de la fig. 4 representa los
resultados tipicos de difusion en disco de meropenem para las cepas de E. coli donde 1289011, 1289012 y 1289014
son CRE y 1289018 es CSE.

Para determinar el mecanismo especifico ligado al fenotipo resistente a meropenem, se llevan a cabo pruebas de
difusién en disco con discos de 10 ug de meropenem incluyendo blanom-1- y blaxpc-3-péptido-APN. Si el péptido-APN
inhibe la carbapenemasa especifica ligada a la resistencia al meropenem en la cepa de E. coli, entonces el didametro
de la zona observado disminuira cuando se compara con el diametro de la zona de la cepa cuando se expone a un
disco que contiene solo meropenem.

La fig. 4 representa los resultados tipicos de difusion en disco de meropenem/péptido-APN para E. coli 1289011,
1289012, 1289014 y 1289018. En la figura, 401 representa una vista superior de una placa de Petri que contiene
MHA y un césped de bacterias cultivadas en la superficie del agar, 402 representa un disco que se ha dispuesto en
la superficie de 401, y 403 indica el diametro de la zona que resulta en el césped de bacterias debido al contenido
del disco 402.

La fila superior de la figura demuestra que el péptido-APN solo no tiene un efecto inhibidor sobre las cepas de E.
coli. La fila 3 demuestra que 1289011 es CRE puesto que el diametro de la zona es 223 mm y el mecanismo ligado
con el fenotipo CRE no es blakrc-s puesto que en presencia de péptido-APN con blakec-s, el diametro de la zona no
se reduce cuando se compara con el de meropenem solo, 1289012 es CRE, donde blaic-3 €s el mecanismo ligado
al fenotipo CRE puesto que el diametro de la zona se reduce, y 1289014 es CRE y el mecanismo ligado al fenotipo
CRE no es blakec-s puesto que el didmetro de la zona no se reduce. La fila 4 demuestra que 1289011 es CRE
puesto que el diametro de la zona es 223 mm y el mecanismo ligado al fenotipo CRE no es blanom-1 puesto que en
presencia de péptido-APN con blanom-1, €l diametro de la zona no se reduce cuando se compara con el de
meropenem solo, 1289012 es CRE y el mecanismo ligado al fenotipo CRE no es blanpom-1 puesto que el diametro de
la zona no se reduce, y 1289014 es CRE donde blanom-1 es el mecanismo ligado al fenotipo CRE puesto que el
diametro de la zona se reduce.

A partir de estos resultados, se puede determinar que el mecanismo subyacente ligado a la resistencia al
carbapenem de cada cepa de E. coli es blakrc-3 para 1289012, blanom-1 para 1289014, y ni blakec-s ni blanom-1 en
1289011.

Ejemplo 3: determinacion de carbapenemasa especifica ligada a un fenotipo CRE por medio de pruebas de
indicador celular de AST usando péptido-APN.

En este ejemplo, la técnica de AST descrita en el ejemplo 2 se extiende a las pruebas de AST en base a ensayos de
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indicador celular. Se emplea un indicador celular de enterobacteriaceas como se describe en el documento
PCT/US2014/026536, ejemplo 1 y el ensayo se ejecuta como sigue. En resumen, se preparan los cultivos de E. coli
1289011, 1289012, 1289014 y 1289018 y se usan para inocular pocillos de una placa de micropocillos que contiene
50 pl de LB con 50 pl de indculo, de modo que cada pocillo reciba 10* UFC de cada cepa de bacterias. Un conjunto
de pocillos no contiene ningun aditivo adicional, otro conjunto de pocillos contiene 5 ug/ml de meropenem, otro
conjunto de pocillos contiene 5 pg/ml de meropenem y blakrc-3-péptido-APN, otro conjunto de pocillos contiene
5 pg/ml de meropenem y blanom-1-péptido-APN, y otros dos conjuntos de pocillos contienen solo péptido-APN con
blaxec-s 0 blanom-1, respectivamente. Todos los pocillos también reciben 100 pl del indicador de enterobacteriaceas.
A continuacién, se incuban las muestras a 30 °C durante 2 horas y a continuacién se someten a ensayo las
muestras para determinar la luminiscencia como se describe en el ejemplo 1.

La fig. 5 representa los resultados del ensayo de AST de indicador celular donde + indica que el ensayo de indicador
produjo un resultado positivo y - indica que el ensayo de indicador produjo un resultado negativo.

La columna 1 indica que el indicador de enterobacteriaceas da una sefal positiva para todas las cepas de E. coli. La
columna 5 demuestra que el péptido-APN no inhibe un resultado positivo en ninguna de las cepas de E. coli. La
columna 2 indica que todas las cepas de E. coli son CRE excepto 1289018 puesto que todas las cepas de E. coli
excepto 1289018 contindan dando una sefal positiva en presencia de meropenem. La columna 3 demuestra que
1289011 y 1289014 son CRE y el mecanismo ligado al fenotipo CRE no es blakrc-3 puesto que en presencia de
meropenem y péptido-APN con blakpec-3 continla produciendo una sefial positiva, y 1289012 es CRE donde blakrc-3
es el mecanismo ligado al fenotipo CRE puesto que en presencia de meropenem y péptido-APN con blakrc-3 ya no
produce una sefial positiva. La columna 4 demuestra que 1289011 y 1289012 son CRE y el mecanismo ligado al
fenotipo CRE no es blanom-1 puesto que en presencia de meropenem y péptido-APN con blanpm-1 continda
produciendo una senal positiva, y 1289014 es CRE donde blanow-1 es el mecanismo ligado al fenotipo CRE puesto
que en presencia de meropenem y péptido-APN con blanom-1 ya no produce una sefal positiva.

A partir de estos resultados, se puede determinar que el mecanismo ligado al fenotipo de resistencia a carbapenem
en cada cepa de E. coli es blakrc-s para 1289012, blanom-1 para 1289014, y ni blakec-3 ni blanom-1 en 1289011.

Ejemplo 4: determinacion de B-lactamasa especifica ligada a un fenotipo no sensible por medio de pruebas
de indicador celular de AST usando CRISPR/Cas9.

En este ejemplo, la técnica de AST descrita en el ejemplo 3 se modifica para determinar la B-lactamasa especifica
ligada a un fenotipo CRE usando un sistema CRISPR/Cas9 disefiado para seleccionar genes de B-lactamasa
codificados por plasmidos.

Los indicadores celulares de enterobacteriaceas como se describe en el documento PCT/US2014/026536, ejemplo
1, se disenan con plasmidos indicadores que también transportan sistemas CRISPR/Cas9 de guia Unica[14] con
locus de CRISPR que transportan secuencias que seleccionan los genes blanpm-1y blasHv-1s (tabla 1, SEQ ID NO 11
y 13), una resistencia a carbapenem y un gen de resistencia a la p-lactama extendido, respectivamente. El plasmido
indicador pGWP10001 se modifica para incluir el gen cas9, el ARNtracr bajo el control del activador PLieto-1) y un
sitio de clonacién de CRISPR, y los locus de CRISPR se disefian para seleccionar los genes blanom-1 (SEQ ID NO 4)
y blasrv-1s (SEQ ID NO 5) y cada uno se clona en vectores pGWP10001/CRISPR/Cas9 para generar plasmidos
indicadores que seleccionan simultaneamente los genes blanom-1y blasHv-1s.

Los vectores se usan para generar particulas de transduccién no replicativa que transportan cada plasmido y estos
se emplean en un sistema indicador para determinar el mecanismo responsable de la no sensibilidad a la B-lactama.
En resumen, se preparan cultivos de E. coli 1289018 (blanom-1, negativo para blasHv-1s), 1289023 (positivo para
blanpm-1), 1289027 (positivo para blasnv) y 1289011 (positivo para blaviv) y se usan para inocular los pocillos de una
placa de micropocillos que contienen 50 pl de LB con 50 pl de indculo de modo que cada pocillo reciba 104 UFC de
cada cepa de bacterias. A estos pocillos se afiaden 100 pl de lo siguiente: un conjunto de pocillos contiene 5 pug/ml
de meropenem y NRTP que seleccionan blanow-1, otro conjunto de pocillos contiene 5 pg/ml de meropenem y blastv-
15-NRTP, otro conjunto de pocillos contiene 5 pg/ml de ceftazidima y NRTP que seleccionan blanowm-1, y otro conjunto
de pocillos contiene 5 ug/ml de ceftazidima y blasnv-18-NRTP. A continuacion, se incuban las muestras a 30 °C
durante 2 horas y a continuacién se someten a ensayo las muestras para determinar la luminiscencia como se
describe en el ejemplo 1.

La fig. 6 representa los resultados del ensayo de AST de indicador celular donde + indica que el ensayo de indicador
produjo un resultado positivo y - indica que el ensayo de indicador produjo un resultado negativo.

La fila 1 indica que la cepa 1289018 se inhibe por meropenem y ceftazidima independientemente de qué NRTP se
incluye en el ensayo y, por tanto, probablemente no transporte ni blanom-1 ni blasuv-1s. La fila 2 indica que la cepa
1289023 solo se inhibe por las B-lactamas cuando esta en presencia de las NRTP que seleccionan blanom-1 'y por
tanto, probablemente transporte el gen blanom-1. La fila 3 indica que la cepa 1289027 se inhibe en presencia de
meropenem y se inhibe en presencia de ceftazidima solo cuando también esta en presencia de las NRTP que
seleccionan blasHv-1s y por tanto, probablemente transporte un gen blasnv-1s. La fila 4 indica que la cepa 1289011 no
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se inhibe por ninguna de las B-lactamas independientemente de las NRTP incluidas en el ensayo y por tanto,
probablemente transporte un mecanismo de resistencia a carbapenem que no estéd mediado solo por blanowm-1.

A partir de estos resultados, se puede determinar que el mecanismo ligado al fenotipo de resistencia a la B-lactama
en la cepa 1289023 es blanpom-1 y en la cepa 1289027 es blasHv-1s.

Ejemplo 5: ensayo de enterococos resistentes a la vancomicina.

En otro modo de realizacion, se puede desarrollar un ensayo para la deteccién de enterococos resistentes a la
vancomicina (VRE).

El VRE consiste en Enterococcus spp. que han adquirido resistencia a la vancomicina por medio de genes de
resistencia, incluyendo los genes vanA'y vanB. Los Enterococcus spp. que transportan otros genes de resistencia a
la vancomicina y expresan otros fenotipos de resistencia a la vancomicina, incluyendo el fenotipo VanC codificado
por genes que incluyen vanC-1, vanC-2 y vanC-3, sin embargo, dichos organismos no se consideran VRE.

En este ejemplo, se emplea un indicador celular de enterococos en combinacién con vancomicina y moléculas
antisentido que seleccionan la expresién del gen vanC-2. El ensayo permite la deteccion de VRE vy la discriminacion
de enterococos sensible a la vancomicina (VSE) y enterococos que expresan el gen vanC-2y no los genes vanA o
vanB. El indicador de enterococos se disefia para provocar que los Enterococcus spp. produzcan una sefial
detectable. Un péptido-APN se disefa para seleccionar los transcritos de vanC-2. Las secuencias de genes de los
genes diana en E. casseliflavus 1279015, un aislado clinico que expresa el gen vanC-2 (tabla 1, SEQ ID NO 14), se
analiza para identificar la secuencia de la TIR para el gen. Las secuencias antisentido de 9-12 pb que seleccionan
una region dentro de la TIR se usan para disefiar los APN potenciales. A partir de este andlisis, se pueden identificar
los sitios de unién potenciales de APN para seleccionar el gen vanC-2 (SEQ ID NO 6).

En resumen, se preparan cultivos de E. faecalis 1259012 VSE, E. faecalis 1259016 VRE positivo para vanA, E.
faecium 1269011 VSE, E. faecium 1269014 VRE positivo para vanB y E. casseliflavus 1279015 no sensible a la
vancomicina positivo para vanC-2 y se usan para inocular los pocillos de una placa de micropocillos que contienen
50 pl de LB con 50 pl de inéculo de modo que cada pocillo reciba 10 UFC de cada cepa de bacterias. Un conjunto
de pocillos no contiene ningln aditivo adicional, otro conjunto de pocillos contiene 5 g/ml de vancomicina, y otro
conjunto de pocillos contiene 5 pug/ml de vancomicina y vanC-2-péptido-APN. Todos los pocillos también reciben
100 pl del indicador de enterococos. A continuacién, se incuban las muestras a 37 °C durante 2 horas y a
continuacion se someten a ensayo las muestras para determinar la luminiscencia como se describe en el ejemplo 1.

La fig. 7 representa los resultados del ensayo de indicador celular donde + indica que el ensayo de indicador produjo
un resultado positivo y - indica que el ensayo de indicador produjo un resultado negativo.

La columna 1 indica que el indicador de enterococos da una sefal positiva para todos los Enterococcus spp. La
columna 4 demuestra que el péptido-APN no inhibe un resultado positivo en ninguna de las cepas. La columna 2
indica que todas las cepas que expresan un gen van continian dando una sefal positiva, mientras que las cepas
que no transportan un gen van no lo hacen. La columna 3 indica que solo las cepas que expresan un gen vanA o
vanB contindan dando una sefal positiva. Estos resultados demuestran por tanto que se puede usar un ensayo de
este tipo que combina un indicador de enterococos en combinacién con vancomicina y moléculas antisentido que
seleccionan la expresion del gen vanC-2 para detectar VRE.

Ejemplo 6: ensayo de indicador de candida.

En otro modo de realizacién, se puede desarrollar un ensayo de micologia para la identificacién de candida.

Un sistema indicador de levadura disefiado para provocar que las células de levadura produzcan un marcador
detectable o seleccionable se aplica en combinacién con moléculas antisentido que seleccionan las secuencias
especificas de especie. Cuando el sistema se aplica a una muestra que contiene la especie diana, la molécula
antisentido provoca la supresion de la sefal, la viabilidad y/o el crecimiento de la célula diana.

El plasmido indicador se basa en el vector pLG5 de E. colilevadura que incluye luciferasa bacteriana de V. harveyi
fusionada bajo el control del activador GAL1 (15, 16). Las moléculas antisentido especificas de especie se disefian
para seleccionar secuencias dentro de regiones espaciadoras transcritas internas (ITS) en levaduras. Las ITS
consisten en segmentos de ARN no funcional localizados entre secuencias de ARN ribosomicos (ARNr) en un
transcrito a partir del que se cortan las ITS durante la maduracion del ARNr. La regién espaciadora transcrita interna
2 (ITS2) en Candida spp. presenta especificidad de secuencia que se puede usar para identificar diferentes especies
de candida (17) y la interrupcién de la maduracién del ARNr por moléculas antisentido presenta efectos fungicidas
(18). La fig. 8 incluye una lista de secuencias de ITS2 usadas para producir oligonucleétidos antisentido (AON)
modificados con 2'-OMe que seleccionan cada especie.

Las secuencias antisentido para seleccionar cada especie se disefan llevando a cabo una alineacion de secuencia
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entre las secuencias de ITS2 para cada especie. Se eligen secuencias de 9-12 pb que son Unicas de cada especie
en base a los datos de alineaciéon y estos candidatos de secuencia se analizan para determinar su homologia a
través de los datos genémicos de una coleccién de organismos potencialmente de reactividad cruzada. A partir de
estos analisis se pueden elegir candidatos de secuencia que son Unicos para cada especie diana.

En base a este analisis, se disefiaron las secuencias de AON para Candida albicans, Candida tropicalis y Candida
parapsilosis (SEQ ID NO 7, 8 y 9, respectivamente).

En resumen, Candida albicans 5120012, Candida tropicalis 5160014 y Candida parapsilosis 5150013 se transforman
con el plasmido indicador y el AON por medio de una transformacion celular inalterada (16). Las muestras se
incuban durante un periodo de 24 horas y se someten a ensayo para determinar su luminiscencia usando como se
describe en el ejemplo 1 (19).

La fig. 9 representa la configuracion del ensayo para la combinacion del AON usada para la identificacion de
Candida spp. Se muestran los resultados del ensayo de indicador celular donde + indica que el ensayo de indicador
produjo un resultado positivo y - indica que el ensayo de indicador produjo un resultado negativo.

La columna 1 indica que el indicador da una sefial positiva para todos los organismos sometidos a prueba en el
ensayo. Las columnas 2-5 indican que cuando se incluyen AON que seleccionan especies especificas en el ensayo,
las muestras que contienen esas especies a continuacién producen un resultado negativo en el ensayo, mientras
que las muestras que contienen especies para las que un AON que selecciona esa especie no esta presente en el
ensayo da como resultado un resultado positivo.

Estos resultados demuestran por tanto que un ensayo de este tipo que combina un indicador de levadura en
combinacion con moléculas oligonucleotidicas antisentido que seleccionan secuencias derivadas de [TS2
especificas de especie se puede usar para detectar especies especificas de candida.

Tabla 1 Secuencias de genes de resistencia diana

blakrc-3 AGCTGTAGCGGCCTGATTACATCCGGCCGCTACACCTAGCT SEQ ID NO 11
CCACCTTCAAACAAGGAATATCGTTGATGTCACTGTATCGC

CGTCTAGTTCTGCTGTCTTGTCTCTCATGGCCGCTGGCTGGC
TTTTCTGCCACCGCGCTGACCAACCTCGTCGCGGAACCATT

CGCTAAACTCGAACAGGACTTTGGCGGCTCCATCGGTGTGT
ACGCGATGGATACCGGCTCAGGCGCAACTGTAAGTTACCGC
GCTGAGGAGCGCTTCCCACTGTGCAGCTCATTCAAGGGCTT

TCTTGCTGCCGCTGTGCTGGCTCGCAGCCAGCAGCAGGCCG
GCTTGCTGGACACACCCATCCGTTACGGCAAAAATGCGCTG
GTTCCGTGGTCACCCATCTCGGAAAAATATCTGACAACAGG
CATGACGGTGGCGGAGCTGTCCGCGGCCGCCGTGCAATACA
GTGATAACGCCGCCGCCAATTTGTTGCTGAAGGAGTTGGGC
GGCCCGGCCGGGCTGACGGCCTTCATGCGCTCTATCGGCGA
TACCACGTTCCGTCTGGACCGCTGGGAGCTGGAGCTGAACT
CCGCCATCCCAGGCGATGCGCGCGATACCTCATCGCCGCGC
GCCGTGACGGAAAGCTTACAAAAACTGACACTGGGCTCTGC
ACTGGCTGCGCCGCAGCGGCAGCAGTTTGTTGATTGGCTAA
AGGGAAACACGACCGGCAACCACCGCATCCGCGCGGCGAT

GCCGGCAGACTGGGCAGTCGGAGACAAAACCGGAACCTGC
GGAGTGTATGGCACGGCAAATGACTATGCCGTCGTCTGGCC
CACTGGGCGCGCACCTATTGTGTTGGCCGTCTACACCCGGG

CGCCTAACAAGGATGACAAGTACAGCGAGGCCGTCATCGC

CGCTGCGGCTAGACTCGCGCTCGAGGGATTGGGCGTCAACG
GGCAGTAAGGCTCTGAAAATCATCTATTGGCCCACCACCGC
CGCCCTTGCGGGCGGCATGGATTACCAACCACTGTCAC
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blanom-1

AAAGCCCAGCTTCGCATAAAACGCCTCTGTCACATCGAAAT
CGCGCGATGGCAGATTGGGGGTGACGTGGTCAGCCATGGCT
CAGCGCAGCTTGTCGGCCATGCGGGCCGTATGAGTGATTGC
GGCGCGGCTATCGGGGGCGGAATGGCTCATCACGATCATGC
TGGCCTTGGGGAACGCCGCACCAAACGCGCGCGCTGACGC
GGCGTAGTGCTCAGTGTCGGCATCACCGAGATTGCCGAGCG
ACTTGGCCTTGCTGTCCTTGATCAGGCAGCCACCAAAAGCG
ATGTCGGTGCCGTCGATCCCAACGGTGATATTGTCACTGGT
GTGGCCGGGGCCGGGGTAAAATACCTTGAGCGGGCCAAAG

TTGGGCGCGGTTGCTGGTTCGACCCAGCCATTGGCGGCGAA
AGTCAGGCTGTGTTGCGCCGCAACCATCCCCTCTTGCGGGG

CAAGCTGGTTCGACAACGCATTGGCATAAGTCGCAATCCCC
GCCGCATGCAGCGCGTCCATACCGCCCATCTTGTCCTGATG
CGCGTGAGTCACCACCGCCAGCGCGACCGGCAGGTTGATCT
CCTGCTTGATCCAGTTGAGGATCTGGGCGGTCTGGTCATCG
GTCCAGGCGGTATCGACCACCAGCACGCGGCCGCCATCCCT
GACGATCAAACCGTTGGAAGCGACTGCCCCGAAACCCGGC
ATGTCGAGATAGGAAGTGTGCTGCCAGACATTCGGTGCGAG
CTGGCGGAAAACCAGATCGCCAAACCGTTGGTCGCCAGTTT
CCATTTGCTGGCCAATCGTCGGGCGGATTTCACCGGGCATG
CACCCGCTCAGCATCAATGCAGCGGCTAATGCGGTGCTCAG
CTTCGCGACCGGGTGCATAATATTGGGCAATTCCATCAAGT
TTTCCTTTTATTCAGCATTAAAAACCCCGCAAATGCGAGGC
CTAGTAAATAGATGATCTTAATTTGGTTCACTGTAGCAAAA
ATATGGGGCGAATTCAAACATGAGGTGCGACAGTTTCAA

SEQID NO 12
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blasHv-1s

TTGTGAATCAGCAAAACGCCGGGTTATTCTTATTTGTCGCTT
CTTTACTCGCCTTTATCGGCCCTCACTCAAGGATGTATTGTG
GITATGCGTTATTTTCGCCTGTGTATTATCTCCCTGTTAGCC
ACCCTGCCGCTGGCGGTACACGCCAGCCCGCAGCCGCTTGA
GCAAATTAAACTAAGCGAAAGCCAGCTGTCGGGCAGCGTA
GGCATGATAGAAATGGATCTGGCCAGCGGCCGCACGCTGA
CCGCCTGGCGCGCCGATGAACGCTTTCCCATGATGAGCACC
TTTAAAGTAGTGCTCTGCGGCGCAGTGCTGGCGCGGGTGGA
TGCCGGTGACGAACAGCTGGAGCGAAAGATCCACTATCGC
CAGCAGGATCTGGTGGACTACTCGCCGGTCAGCGAAAAAC
ACCTTGCCGACGGCATGACGGTCGGCGAACTCTGTGCCGCC
GCCATTACCATGAGCGATAACAGCGCCGCCAATCTGCTGCT
GGCCACCGTCGGCGGCCCCGCAGGATTGACTGCCTTTTTGC
GCCAGATCGGCGACAACGTCACCCGCCTTGACCGCTGGGAA
ACGGAACTGAATGAGGCGCTTCCCGGCGACGCCCGCGACA
CCACTACCCCGGCCAGCATGGCCGCGACCCTGCGCAAGCTG
CTGACCAGCCAGCGTCTGAGCGCCCGTTCGCAACGGCAGCT
GCTGCAGTGGATGGTGGACGATCGGGTCGCCGGACCGTTGA
TCCGCTCCGTGCTGCCGGCGGGCTGGTTTATCGCCGATAAG
ACCGGAGCTGCCAAACGGGGTGCGCGCGGGATTGTCGCCCT
GCTTGGCCCGAATAACAAAGCAGAGCGGATTGTGGTGATTT
ATCTGCGGGATACGCCGGCGAGCATGGCCGAGCGAAATCA
GCAAATCGCCGGGATCGGCGCGGCGCTGATCGAGCACTGG
CAACGCTAACCCGGCGGTGGCCGCGCGCGTTATCCGGCTCG
TAG

SEQID NO 13
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vanC-2 GACTGAATGTAGTAAGAATCGAAAAGCGGAAGGAAGAAAA SEQID NO 14
ACATGAAAAAAATCGCCATTATTTITGGAGGCAATTCACCG
GAATACACCGTTTCTTTAGCTTCAGCAACTAGCGCAATCGA
AGCACTCCAATCATCTCCCTATGACTACGACCTCTCTTTGAT
CGGGATCGCCCCAGATGCTATGGATTGGTACTTGTATACAG
GAGAACTGGAAAACATCCGACAAGACACGTGGTTGTTGGA
TACGAAACATAAACAGAAAATACAGCCGCTATTCGAAGGA
AACGGCTTTTGGCTAAGTGAAGAGCAGCAAACGTTGGTACC
TGATGTTTTATTTCCCATTATGCATGGCAAATACGGGGAAG
ATGGCAGTATCCAAGGATTGTTTGAATTGATGAAGCTGCCT
TATGTAGGCTGCGGGGTGGCAAGTTCTGCCTTATGTATGAA
CAAATGGCTGCTGCATCAAGCTGCAGCAGCCATTGGCGTAC
AAAGTGCTCCTACGATTCTCTTGACAAATCAAGCCAACCAG
CAAGAACAAATCGAAGCTTTTATCCAGACCCATGGCTTTCC
AGTTTTCTTTAAGCCTAATGAAGCGGGCTCCTCAAAAGGGA
TCACTAAAGTCACCTGCGTTGAAGAAATCGCTTCTGCCTITA
AAAGAAGCCTTTACTTATTGTTCCGCAGTGCTCCTACAAAA
AAATATTGTCGGTGTTGAGATCGGTTGCGGTATTTTGGGCA
ACGACTCTTTGACTGTCGGTGCTTGTGACGCCATTTCATTAG
AAGACGGCTTTTTCGATTTTGAAGAAAAGTACCAGCTGATC
AGCGCCAAAATCACCGTCCCTGCGCCATTGCCTGAAACGAT
TGAAACCAAGGTCAAAGAACAAGCTCAGCTGCTCTATCGTA
GTCTTGGTCTTAAAGGTCTTGCTCGCATCGATTTTTTTGTCA
CGGATCAAGGAGAACTATACCTGAATGAAATCAATACTATG
CCGGGCTTTACGAGTCACTCCCGCTATCCTGCCATGATGGC
AGCGGTCGGCTTATCCTATCAAGAACTACTACAAAAACTGC
TTATCTTAGCAAAGGAGGAAGTCAAATGAATCCCTATCTAC
AGTTAGTTAGCAAAAAATTTCCGTTAGAAAAAAACCAAGA
ACCCCCTCATTTAGTCCTTGCTGCCTTCAGCGAAGACGAGG
TTTACTTGCAGC
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1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



ccgttaagca
tttecaggagt
ttattaaaga
ttttaacatt
ctcacctett
gacgtttgte
tagatttttt
atagtttgac
tacatgaaca
ctgtaaaagt
ttattgaaat
gtatgaaacyg
ctgttgaaaa
gagacatgta
acattgttce
ctgataaaaa
aaaactattg
taacgaaagce
aattggttga
atactaaata
ctaaattagt
attaccatca
aatatccaaa
aaatgattge
ctaatatcat
gocctotaat
ttgecacagt
tacagacagg
ttgctegtaa
cttattecagt
ttaaagagtt

actttttaga

attaaaagaa
tgaagataga
taaagatttt
gaccttattt
tgatgataag
tegaaaattyg
gaaatcagat
atttaaagaa
tattgcaaat
tgttgatgaa
ggcacgtgaa
aatcgaagaa
tactcaattg
tgtggaccaa
acaaagtttc
tegtggtaaa
gagacaactt
tgaacgtgga
aactcgccaa
cgatgaaaat
ttctgacttce
tgceocatgat
acttgaatcg
taagtetgag
gaacttecttc
cgaaactaat
gcgcaaagta
cggattetec
aaaagactgg
cctagtggtt
actagggatc

agctaaagga

ES 2761631 T3

gattatttca
tttaatgett
ttggataatg
gaagataggy
gtgatgaaac
attaatggta
ggttttgeca
gacattcaaa
ttagctggta
ttggtcaaag
aatcagacaa
ggtatcaaag
caaaatgaaa
gaattagata
cttaaagacg
teggataacyg
ctaaacgccea
ggtttgagty
atcactaagc
gataaactta
cgaaaagatt
gegtatcetaa
gagtttgtet
caagaaatag
aaaacagaaa
ggggaaactg
ttgtccatge
aaggagtcaa
gatccaaaaa
gctaaggtgg
acaattatgg

tataaggaag

aaaaaataga
cattaggtac
aagaaaatga
agatgattga
agcttaaacyg
ttagggataa
atcgecaattt
aagcacaagt
gccctgetat
taatggggeqg
ctcaaaaggyg
aattaggaag
agctectatet
ttaatcgttt
attcaataga
ttccaagtga
agttaatcac
aacttgataa
atgtggcaca
ttcgagaggt
tccaattcta
atgecgtegt
atggtgatta
gecaaagcaac
ttacacttgc
gagaaattgt
cccaagtcaa
ttttaccaaa
aatatggtgyg
aaaaagggaa
aaagaagttc

ttaaaaaaga

28

atgttttgat
ctaccatgat
agatatctta
ggaaagactt
tegeegttat
geaatetgge
tatgcagetyg
gtctggacaa
taaaaaaggt
geataageea
ccagaaaaat
tecagattett
ctattatctc
aagtgattat
caataaggtc
agaagtagte
tecaacgtaag
agetggtttt
aattttggat
taaagtgatt
taaagtacgt
tggaactget
taaagtttat
cgcaaaatat
aaatggagag
ctgggataaa
tattgtcaag
aagaaatteg
ttttgatagt
atcgaagaag
ctttgaaaaa

cttaatcatt

agtgttgaaa
ttgctaaaaa
gaggatattyg
aaaacatatg
actggttaggyg
aaaacaatat
atccatgatg
ggcgatagtt
attttacaga
gaaaatatcg
tegegagage
aaagageate
caaaatggaa
gatgtcgatc
ttaacgcegtt
aaaaagatga
tttgataatt
atcaaacgee
agtcgcatga
accttaaaat
gagattaaca
ttgattaaga
gatgttegta
ttettttact
attcgcaaac
gggcgagatt
aaaacagaaqg
gacaagcetta
cecaacggtag
ttaaaatccg
aatccgattyg

aaactaccta

1860

1920

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

35490

3600

3660

3720



10

aatatagtct
tacaaaaagg
gtcattatga
agcagcataa
ttattttage
aaccaatacg
ctccocegetge
aagaagtttt
ttgatttgag
geteagtega
agtaggacaa
aggtataatg
aaaataaggc
agatgatgat

<210> 5

<211> 4549
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 5
tcecctatcag

aggacgecact
ccatcacatg
ggeggtgate
gceacagtat
aagcgactcg
gttatctaca
gacttgaaga
gaaatatagt
aaaaattggt
atatgattaa

atgtggacaa

ttttgagtta
aaatgagctg
aaagttgaag
gcattattta
agatgccaat
tgaacaagca
ttttaaatat
agatgccact
tcagctagga
aagactgggce
atccogeegec
ctagetteca
tagtcecgtta

taaggatcta

Secuencia artificial

tgatagagat
gaccgaattc
gataagaaat
actgatgaat
caaaaaaaat
tctcaaacgg
ggagattttt
gtcttttttg
agatgaagtt
agattetact
gtttegtggt

actatttatc

ES 2761631 T3

gaaaacggtce
gctectgcocaa
ggtagtccag
gatgagatta
ttagataaag
gaaaatatta
tttgatacaa
cttatccatc
ggtgactgac
ctttegtttt
ctagacetag
acggtttgat
tcaacttgaa

tttttttggyg

tgacatccct
attaaagagg
actcaatagg
ataaggttcc
cttatagggg
acagctcgta
tcaaatgaga
gtggaagaag
gettateatg
gataaagegyg
cattttttga

cagttggtac

gtaaacggat
gcaaatatgt
aagataacga
ttgagcaaat
ttettagtge
tteatttatt
caattgatcg
aatccatcac
tcgagctaga
atectgttgtt
caccctgeag
cgtecagtttt
aaagtggeac

cggggccgec

Sistema CRISPR/Cas9 que selecciona blaSHV-18

atcagtgata
agaaaggtge
cttagatatc
gtetgttcaa
ctettttatt
gaaggtatac
tggcgaaagt
acaagaagca
agaaatatcc
atttgegett
ttgagggaga

aaacctacaa

29

gctggectagt
gaatttttta
acaaaaacaa
cagtgaattt
atataacaaa
tacgttgacg
taaacgatat
tggtctttat
ggcatcaaat
tgteggtgaa
ttgacagcecta
agagctagaa
cgagtcogtyg

caaaaaaat

gagatactga
ggccgeatge
ggcacaaata
ggttctggga
tgacagtgga
acgtcggaag
agatgatagt
tgaacgtcat
aactatctat
aatctatttg
tttaaatecet

tcaattattt

gocggagaat
tatttagecta
ttgtttgtgg
tcetaagegtyg
catagagaca
aatcttggag
acgtctacaa
gaaacacgca
aaaacgaaagqg
cgetetectg
getecagtect
atagcaagtt

ctttttttct

gecacatcage
atcaccatca
gegteggatyg
aatacagacc
gagacagcgyg
aatcgtattt
ttctttcate
cctatttttyg
catctgegaa
gecettagege
gataatagtg

gaagaaaacc

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

42Q0

4240

4320

4380

4440

4500

4549

60

129

180

240

300

360

42Q

48Q

540

600

660

72Q



ctattaacgce
gacgattaga
atctcattge
aagatgctaa
cgcaaattgg
ttttacttte
caatgattaa
gacaacaact
caggttatat
tagaaaaaat
goaagcoaacqg
atgctatttt
ttgaaaaaat
gtcgttttge
aagttgtcga
aaaatcttce
tttataacga
ttteocaggtga
ccgttaagca
tttcaggagt
ttattaaaga
ttttaacatt
ctcacetett
gacgtttgte
tagatttttt
atagtttgac
tacatgaaca
ctgtaaaagt
ttattgaaat
gtatgaaacg
ctgttgaaaa

gagacatgta

aagtggagta
aaatctcatt
tttgtcattg
attacagett
agatcaatat
agatatecta
acgctacgat
tccagaaaag
tgatggggga
ggatggtact
gacctttgac
gagaagacaa
cttgactttt
atggatgact
taaaggtgct
aaatgaaaaa
attgacaaag
acagaagaaa
attaaaagaa
tgaagataga
taaagatttt
gaccttattt
tgatgataag
tegaaaattyg
gaaatcagat
atttaaagaa
tattgcaaat
tgttgatgaa
ggcacgtgaa
aatcgaagaa

tactcaattg

tgtggaccaa

ES 2761631 T3

gatgctaaag
gctcagcectcce
ggtttgaccce
tcaaaagata
gotgatttgt
agagtaaata
gaacatcatc
tataaagaaa
gctagccaag
gaggaattat
aacggeteta
gaagactttt
cgaattcctt
cggaagtcty
tcagctcaat
gtactaccaa
gtcaaatatg
gecattgttg
gattatttca
tttaatgcett
ttggataatg
gaagataggg
gtgatgaaac
attaatggta
ggttttgcca
gacattcaaa
ttagctggta
ttggtcaaag
aatcagacaa
ggtatcaaag
caaaatgaaa

gaattagata

cgattctttc
ccggtgagaa
ctaattttaa
cttacgatga
ttttggeage
ctgaaataac
aagacttgac
tcttttttga
aagaatttta
tggtgaaact
ttecccatea
atccattttt
attatgttgg
aagaaacaat
catttattga
aacatagttt
ttactgaagyg
atttactett
aaaaaataga
cattaggtac
aagaaaatga
agatgattga
agcttaaacyg
ttagggataa
atcgcaattt
aagcacaagt
gcectgetat
taatggggcy
ctcaaaaggyg
aattaggaag
agctctatct

ttaatcgttt

30

tgcacgattg
gaaaaatggc
atcaaatttt
tgatttagat
taagaattta
taaggetece
tcttttaaaa
tcaatcaaaa
taaatttatc
aaatcgtgaa
aattcacttyg
aaaagacaat
tccattggeg
taccccatgg
acgcatgaca
getttatgag
aatgcgaaaa
caaaacaaat
atgttttgat
ctaccatgat
agatatctta
ggaaagactt
tegeocgttat
gcaatctgge
tatgcagctg
gtctggacaa
taaaaaaggt
geataageca
ccagaaaaat
teagattett
ctattatctc

aagtgattat

agtaaatcaa
ttatttggga
gatttggcag
aatttattgg
teagatgeta
ctatcagett
gctttagttce
aacggatatg
aaaccaattt
gatttgetge
ggtgagetge
cgtgagaaga
cgtggcaata
aattttgaag
aactttgata
tattttacgg
ccageattte
cgaaaagtaa
agtgttgaaa
ttgctaaaaa
gaggatattg
aaaacatatg
actggttggy
aaaacaatat
atccatgatg
ggcgatagtt
attttacaga
gaaaatateg
tegegagage
aaagageatce

caaaatggaa

gatgtcgatc

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



acattgttcec
ctgataaaaa
aaaactattg
taacgaaagc
aattggttga
atactaaata
ctaaattagt
attaccatca
aatatccaaa
aaatgattgc
ctaatatcat
gccctctaat
ttgceacagt
tacagacagg
ttgctegtaa
cttattcagt
ttaaagagtt
actttttaga
aatatagtet
tacaaaaaqgy
gteattatga
agcagcataa
ttattttagc
aaccaatacg
ctecegetge
aagaagtttt
ttgatttgag
gctcagtcga
agtaggacaa
aggtataatg

aaaataagge

acaaagtttc
tcgtggtaaa
gagacaactt
tgaacgtgga
aactcgccaa
cgatgaaaat
ttctgactte
tgcecatgat
acttgaatcg
taagtctgag
gaacttcttc
cgaaactaat
gcgecaaagta
cggattetec
aaaagactgg
cctagtggtt
actagggatc
agctaaagga
ttttgagtta
aaatgagctg
aaagttgaag
gcattattta
agatgccaat
tgaacaagca
ttttaaatat
agatgccact
teagetagga
aagactggge
atccgeoeogec
ctagcctaag

tagteegtta

ES 2761631 T3

cttaaagacg
tcggataacg
ctaaacgcca
ggtttgagtg
atcactaagc
gataaactta
cgaaaagatt
gcgtatctaa
gagtttgtet
caagaaatag
aaaacagaaa
ggggaaactg
ttgtecatge
aaggagtcaa
gatccaaaaa
gctaaggtgg
acaattatgg
tataaggaag
gaaaacggte
getetgecaa
ggtagtcoccag
gatgagatta
ttagataaag
gaaaatatta
tttgatacaa
cttatececate
ggtgactgac
ctttegtttt
ctagacctag
cgaaagccag

tcaacttgaa

attcaataga
ttccaagtga
agttaatcac
aacttgataa
atgtggcaca
ttcgagaggt
tccaattcta
atgccgtegt
atggtgatta
gcaaagcaac
ttacacttgc
gagaaattgt
cocaagtcaa
ttttaccaaa
aatatggtgg
aaaaagggaa
aaagaagttc
ttaaaaaaga
gtaaacggat
gcaaatatgt
aagataacga
ttgagcaaat
ttettagtge
ttcatttatt
caattgateg
aatceatcac
tcgagetaga
atctgttygtt
caccctgcag
ctgtegtett

aaagtggeac

31

caataaggtc
agaagtagtc
tcaacgtaag
agctggtttt
aattttggat
taaagtgatt
taaagtacgt
tggaactgct
taaagtttat
cgcaaaatat
aaatggagag
ctgggataaa
tattgtecaag
aagaaatteg
ttttgatagt
atcgaagaag
ctttgaaaaa
cttaatcatt
getggetagt
gaatttttta
acaaaaacaa
cagtgaattt
atataacaaa
tacgttgacyg
taaacgatat
tggtetttat
ggcateaaat
tgtcggtgaa
ttgacageta
agagctagaa

cgagteggty

ttaacgcegtt
aaaaagatga
tttgataatt
atcaaacgecc
agtcgcatga
accttaaaat
gagattaaca
ttgattaaga
gatgttegta
ttcttttact
attcgcaaac
gggcgagatt
aaaacagaag
gacaagctta
ccaacggtag
ttaaaatccg
aatccgattg
aaactaccta
goeggagaat
tatttagcecta
ttgtttgtgyg
tctaagegtyg
catagagaca
aatcttggaqg
acgtctacaa
gaaacacgea
aaaacgaaadg
cgetetectyg
gctcagtcecet
atagcaagtt

ctttttttet

2700

2760

2820

2880

2340

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

402Q

4080

4140

4200

4260

432Q

4380

4440

4500
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40

45
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55

60

ES 2761631 T3

agatgatgat taaggatcta tttttttggg cggggcocgec caaaaaaat

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

6

12

ADN

Secuencia artificial

secuencia de acido peptidonucleico que selecciona vanC-2

6

atgtttttet te

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

7

12

ADN

Secuencia artificial

secuencia 1 de oligonucleétidos antisentido que selecciona ITS2 en C. albicans

7

ceattgtcaa ag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

8

12

ADN

Secuencia artificial

secuencia 2 de oligonucleotidos antisentido que selecciona ITS2 en C. tropicalis

8

tcgeottaaaa ta

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9

12

ADN

Secuencia artificial

secuencia 3 de oligonucleétidos antisentido que selecciona ITS2 en C. parapsilosis

9

aaacccgagg gt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

10

10

PRT

Secuencia artificial

Péptido de penetracién

10

Lys Phe Phe Lys Phe Phe Lys FPhe FPhe Lys

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>

5 10
11
1020

ADN
Escherichia coli

gen

32

4549

12

12

12

12



10

15

<222>
<223>

<400>

agctgtagcg gecctgattac
ategttgatg
tggettttet
ggactttgge
ttaccgcget
tgtgctgget
aaatgcgectg
ggcggagety
gaaggagttyg
gttecgtetyg
tacctcatcg
ggctgogoecy
ccgcatcege
agtgtatgge
gttggecgte
cgectgagget

tcatctattg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

aaagcccage
ggtgacgtgg
tgcggcgegg
cgecaccaaac
gagcgacttg

gatcecaacg

(1) .. (1020)
blakPC-3

11

12

1020

ADN
Escherichia coli

gen
(1) .. (1020)
blaNDM-1

12

tecactgtate
gecacegege
ggctecateg
gaggagcgct
cgcagccage
gttcegtggt
teegeggeeg
ggeggeccgy
gacegetggg
cocgegegeoy
cagcggcage
geggeggtge
acggcaaatg
tacaceeggyg
agactegege

gocccaccacc

ttcgcataaa
tcagccatgg
ctateggggg
gegegegetyg
geecttgetgt

gtgatattgt

ES 2761631 T3

atccggeoge
gecgtetagt
tgaccaacct
gtgtgtacge
tcccactgtg
agcaggeogyg
cacccatcte
cogtgeaata
cegggetgac
agectggaget
tgacggaaag
agtttgttga
cggcagactg
actatgecagt
cgectaacaa
tegagggatt

gccgeccttg

acgcectetgt
ctcagcgcag
cggaatgget
acgcggegta
ccttgatcag

cactggtgtg

tacacctagc
tetgetgtet
cgtegeggaa
gatggatace
cagctcattc
cttgctggac
ggaaaaatat
cagtgataac
ggectteatyg
gaactecgee
cttacaaaaa
ttggctaaag
ggcagtcgga
cgtetggece
ggatgacaaqg
gggegtcaac

cgggcggeat

cacatcgaaa
cttgteggee
catcacgatec
gtgctcagtg
goageccacea

gecceggggecyg

33

tccaccttca
tgteteteat
ccattegeta
ggcteaggeg
aagggcttte
acacccatce
ctgacaacag
gecgacgeca
cgetetateg
atcccaggeg
ctgacactgg
ggaaacacga
gacaaaaccyg
actgggegeg
tacagegagg
gggcagtaag

ggattaccaa

togegegatg
atgcgggceg
atgctggecet
tcggcatcac
aaagcgatgt

gggtaaaata

aacaaggaat
ggcegetgge
aactcgaaca
caactgtaag
ttgctgecge
gttacggcaa
gcatgacggt
atttgttgct
gegataceac
atgegegega
gctctgcact
ccggcaacca
gaacctgcgg
cacctattgt
cegtecatege
getetgaaaa

ccactgtcac

gcagattggyg
tatgagtgat
tggggaacgc
cgagattgec
cggtgeoegte

ccttgagegg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

60

1290

180

240

300

360



10

15

gccaaagttg
ttgcgcoccgea
cgcaatccce
caccacegec
ggtectggtea
caaaccgttg
gacattcggt
ttgctggcca
ggctaatgeg
ttecttttat
atttggttea

<210> 13

<211> 983
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

gen

<400> 13
ttgtgaatca

gcecctecacte
ttagccacce
agcgaaagcc
acgetgaceg
ctetgeggeg
cactategee

ggcatgacgg

aatctgctge
ggcgacaacyg
gacgeccegeg
agccagegte
gtcgccocggac
ggagctgcca

gageggattg

ggcgeggttyg
accatcccct
gccgcatgea
agegegaceq
teggtecagg
gaagcgactg
gcgagctgge
atcgtoggge
gtgctcaget
toageattaa

ctgtagcaaa

Escherichia coli

(1)..(983)
blaSHV-18

gcaaaacgcc
aaggatgtat
tgcecgetgge
agctgtcggg
cctggegege
cagtgetgge
agcaggatcet

tcggogaact
tggccaccgt

tcaccegect
acaccactac
tgagegeoceyg
cgttgatceg
aacggggtge

tggtgattta

ES 2761631 T3

ctggttcgac
cttgegggge
gcgegtccat
gcaggttgat
cggtategac
coccgaaace
ggaaaaccag
ggatttcacec
tcgogacegyg
aaacecccogea

aatatgggge

gggttattct
tgtggttatg
ggtacacgcc
cagcgtagge
cgatgaacge
gegggtggat
ggtggactac
ctgtgcegece
cggcggcecce
tgaccgetgg
ccoggocage
ttcgecaacgg
ctcegtgetg
gegegggatt

tetgegggat

ccagccattg
aagctggttc
accgeccate
ctectgettg
caccageacy
cggeatgteg
atcgeccaaac
gggcatgeac
gtgcataata
aatgegaggce

gaattcaaac

tatttgtege
cgttatttte
agcccgcagce
atgatagaaa
ttteccatga
goeoeggtgacg
togoeggtea
gccattacca
gcaggattga
gaaacggaac
atggeccgcga
cagctgectge
ccggeggget
gtegeccetge

acgceggega

34

gcggcgaaag
gacaacgcat
ttgtcctgat
atccagttga
cggccgecat
agataggaag
cgttggtege
ccgcetcagea
ttgggcaatt

ctagtaaata

atgaggtgeg

ttctttacte
goctgtgtat
cgcttgageca
tggatctggc
tgagcacectt
aacagcetgga
gcgaaaaaca

tgagcgataa

ctgcettttt
tgaatgaggc
ccctgegeaa
agtggatggt
ggtttatecge
ttggcccgaa

gcatggeega

tcaggetgtg
tggcataagt
gcgegtgagt
ggatctggge
coctgacgat
tgtgetgeca
cagtttccat
tcaatgcagc
ccatcaagtt
gatgatetta

acagtttcaa

gcctttateg
tatcteocecctg
aattaaacta
cagcggecge
taaagtagtg
gogaaagate
cettgecgac

cagcegooged

gcgecagatc
gcttecegge
gctgetgace
ggacgatcgg
cgataagacc
taacaaagca

goegaaatcag

4290

480

540

600

660

720

78Q

840

200

960

1020

60

120

180

240

300

360

420

480
540

600

660

720

780

840

900



10

15

ES 2761631 T3

caaatogecg ggateggege ggegetgate gageactgge aacgetaace eggeggtgge

cgegegegtt ateeggeteg tag

<210> 14

<211> 1200
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

gen
vanC-2

<400> 14
gactgaatgt

atttttggag
gaagcactcc
gctatggatt
ttggatacga
agtgaagagc
ggggaagatg
ggggtggcaa
attggcgtac
atcgaagett
tectcaaaag
gectttactt
tgeggtattt
gacggctttt
gcgeccattge

agtettggte

tacctgaatg
atggcagegy
gaggaagtea

accaagaacc

(1)..(1200)

agtaagaatc
gcaattcacc
aatcatctecc
ggtacttgta
aacataaaca
agcaaacgtt
gcagtatcca
gttctgeett
aaagtgctce
ttatecagac
ggatcactaa
attgttecge
tgggcaacga
tocgattttga
ctgaaacgat

ttaaaggtet

aaatcaatac
teggettate
aatgaatccce

ccctcattta

Enterococcus casseliflavus

gaaaagcgga
ggaatacacc
ctatgactac
tacaggagaa
gaaaatacag
ggtacctgat
aggattgttt
atgtatgaac
tacgattctc
ccatggettt
agtcacctge
agtgectecta
ctctttgact
agaaaagtac
tgaaaccaag

tgetegeate

tatgccggge
ctatcaagaa
tatctacagt

gtccttgetg

aggaagaaaa
gtttctttag
gacctctctt
ctggaaaaca
ccgetatteg
gttttattte
gaattgatga
aaatggctge
ttgacaaatc
ccagttttet
gttgaagaaa
caaaaaaata
gtcocggtgett
cagctgatca
gtcaaagaac

gatttttttg

tttacgagtc
ctactacaaa
tagttagcaa

ccttecagega

35

acatgaaaaa
cttcagcaac
tgatcgggat
tccgacaaga
aaggaaacgyg
ccattatgeca
agctgocetta
tgcatcaagc
aagccaacca
ttaagcectaa
togettetge
ttgteggtgt
gtgacgccat
gcgccaaaat
aagctcaget

tecacggatea

actcccgeta
aactgettat
aaaattteceg

agacgaggtt

aatcgccatt
tagegcaate
cgeccccagat
cacgtggttg
cttttggecta
tggcaaatac
tgtaggctge
tgcagcagce
gcaagaacaa
tgaageggge
cttaaaagaa
tgagatcggt
ttcattagaa
caccgtceect
gctetategt

aggagaacta

tcctgecatg
cttagcaaag
ttagaaaaaa

tacttgecage
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento para determinar un mecanismo para un fenotipo de sensibilidad antimicrobiana, que
comprende:

- proporcionar una muestra que comprende al menos un microorganismo que no es sensible a al menos un
agente antimicrobiano;

- poner en contacto la muestra con el agente antimicrobiano, en el que el agente antimicrobiano puede
destruir, inhibir el crecimiento o de otro modo alterar la viabilidad de uno 0 mas microorganismos;

- poner en contacto el al menos un microorganismo con al menos un compuesto que comprende una
molécula oligonucleotidica que selecciona al menos una secuencia de acido nucleico especifica que esta
implicada en un fenotipo no sensible al agente antimicrobiano;

- poner en contacto la muestra con una particula de transduccién no replicativa (NRTP) que comprende una
molécula de acido nucleico indicadora que codifica una molécula indicadora en condiciones tales que la
NRTP inserte en el microorganismo la molécula de &cido nucleico indicadora y tales que la molécula
indicadora proporcione la indicacion detectable de viabilidad; y

- determinar el mecanismo para el fenotipo de sensibilidad antimicrobiana del microorganismo en base a la
presencia o ausencia de una indicacion detectable de viabilidad asociada con el microorganismo cuando el
microorganismo esta en contacto con el agente antimicrobiano y la molécula oligonucleotidica, en el que la
presencia de la indicacién detectable de viabilidad indica que la secuencia de acido nucleico especifica
seleccionada por la molécula oligonucleotidica no esta relacionada con el mecanismo para el fenotipo de
sensibilidad antimicrobiana al agente antimicrobiano, y en el que la ausencia de la indicacion detectable de
viabilidad indica que la secuencia de acido nucleico especifica seleccionada por la molécula oligonucleotidica
esta relacionada con el mecanismo para el fenotipo de sensibilidad antimicrobiana al agente antimicrobiano.

Un procedimiento para determinar un mecanismo implicado en un fenotipo no sensible, que comprende:
- proporcionar una muestra que comprende una enterobacteridcea que no es sensible al carbapenem;
- poner en contacto la muestra con carbapenem;

- poner en contacto la enterobacteriacea con una molécula oligonucleotidica que selecciona un gen asociado
con la resistencia al carbapenem;

- poner en contacto la muestra con una particula de transduccién no replicativa (NRTP) que comprende una
molécula de acido nucleico indicadora que codifica una molécula indicadora en condiciones tales que la
NRTP inserte en la enterobacteriacea la molécula de acido nucleico indicadora y tales que la molécula
indicadora proporcione la indicacion detectable de viabilidad; y

- determinar el mecanismo de no sensibilidad de carbapenem para las enterobacteriaceas en base a la
presencia o ausencia de una indicacion detectable de viabilidad asociada con las enterobacteriaceas cuando
la enterobacteridcea estd en contacto con el carbapenem y la molécula oligonucleotidica, en el que la
presencia de la indicacion detectable de viabilidad indica que el gen seleccionado por la molécula
oligonucleotidica no esta relacionado con el mecanismo de no sensibilidad al carbapenem, y en el que la
ausencia de la indicacion detectable de viabilidad indica que el gen seleccionado por la molécula
oligonucleotidica esta relacionado con el mecanismo de no sensibilidad al carbapenem.

Un procedimiento para reducir la cantidad de organismos potencialmente interferentes o de reactividad
cruzada en un ensayo disefiado para detectar un organismo diana que comprende:

- proporcionar una muestra que comprende al menos un organismo que es potencialmente interferente o de
reactividad cruzada en un ensayo disefiado para detectar un organismo diana;

- poner en contacto el organismo interferente o de reactividad cruzada con al menos un compuesto que
comprende una molécula oligonucleotidica que selecciona al menos una secuencia de acido nucleico
especifica que estd implicada con la viabilidad del organismo potencialmente interferente o de reaccion
cruzada, en el que la secuencia de acido nucleico especifica es Unica para el organismo potencialmente
interferente o de reactividad cruzada; y provocar que el organismo potencialmente interferente o de
reactividad cruzada pierda viabilidad; y

- poner en contacto la muestra con una particula de transduccién no replicativa (NRTP) que comprende una
molécula de acido nucleico indicadora que codifica una molécula indicadora en condiciones tales que la
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NRTP inserte en el organismo diana la molécula de &cido nucleico indicadora y tales que la molécula
indicadora proporcione una indicacion detectable de viabilidad del organismo diana.

El procedimiento de la reivindicacién 3, en el que el organismo diana es de la familia Enterobacteriaceae.

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4, en el que la al menos una secuencia de
acido nucleico especifica que esta implicada con la viabilidad del organismo potencialmente interferente o de
reactividad cruzada es el gen murA.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la al menos una secuencia de acido nucleico especifica que
estd implicada en un fenotipo no sensible al agente antimicrobiano se selecciona del grupo que consiste en
un gen blakrc-3, un gen blanom-1, un gen blasnv-18'y un gen vanC.

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1y 6, en el que el microorganismo es de la familia
Enterobacteriaceae, el género Enterococcus o el género Candida.

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1y 6 a 7, en el que el antimicrobiano es una -
lactama o vancomicina.

El procedimiento de la reivindicaciéon 2, en el que la molécula oligonucleotidica se selecciona del grupo que
consiste en SEQ ID NO 2 o SEQ ID NO 3, o en el que la molécula oligonucleotidica es un sistema
CRISPR/Cas9 que comprende la SEQ ID NO 4 o SEQ ID NO 5.

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que la molécula de acido nucleico
indicadora es un gen que codifica una molécula emisora de luz.

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la NRTP se produce a partir de
un sistema de encapsidacion de células bacterianas que comprende una célula de bacteria huésped, una
primera construccion de acido nucleico en el interior de la célula de bacteria huésped que comprende un
genoma de bacteriéfago que tiene una secuencia de sitio de inicio de encapsidacion no funcional, en el que la
secuencia de sitio de inicio de encapsidacién no funcional evita la encapsidacion del genoma de bacteriéfago
en la NRTP, y una segunda construccion de acido nucleico en el interior de la célula de bacteria huésped y
separada de la primera construccion de éacido nucleico, que comprende la molécula de &cido nucleico
indicadora que tiene un gen indicador y una secuencia de sitio de inicio de encapsidacion funcional para
facilitar la encapsidacion de un replicon de la molécula de acido nucleico indicadora en la NRTP, en el que la
segunda secuencia de sitio de inicio de encapsidacion funcional en la segunda construccion de acido nucleico
complementa la secuencia de sitio de inicio de encapsidacion no funcional en el genoma de bacteriéfago en
la primera construccion de acido nucleico.

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, 10 y 11, en el que el compuesto se

selecciona del grupo que consiste en un &cido peptidonucleico (APN), un péptido-APN, un ARN CRISPR
(ARNCcr), un oligonucledtido antisentido y un ARN bicatenario (ARNbc).
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