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DESCRIPCIÓN 
 
Partículas de transducción no replicativas y sistemas indicadores basados en partículas de transducción 
 
ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 5 
 
Campo de la invención 
 
La invención se refiere a procedimientos y composiciones para empaquetar y suministrar moléculas indicadoras de 
transducción no replicativas en células para detectar genes diana en células. 10 
 
Descripción de la técnica relacionada 
 
Una partícula de transducción se refiere a un virus que puede suministrar un ácido nucleico no vírico en una célula. 
Se han usado sistemas indicadores basados en virus para detectar la presencia de células y se basan en la fase 15 
lisógena del virus para permitir la expresión de una molécula indicadora de la célula. Estos sistemas indicadores 
basados en virus usan partículas de transducción competentes en la replicación que expresan moléculas 
indicadoras y provocan que una célula diana emita una señal detectable. 
 
Sin embargo, se ha demostrado que el ciclo lítico del virus es perjudicial para los ensayos de indicadores basados 20 
en virus. Carriere, C. et al., Conditionally replicating luciferase reporter phages: Improved sensitivity for rapid 
detection and assessment of drug susceptibility of Mycobacterium tuberculosis. Journal of Clinical Microbiology, 
1997. 35(12): p. 3232-3239. Carrière et al. desarrollaron fagos indicadores de luciferasa de M. tuberculosis/vacuna 
antituberculosa (BCG) que tienen sus ciclos líticos suprimidos a 30 °C, pero activos a 37 °C. Usando este sistema, 
Carrière et al. han demostrado la detección de BCG usando indicadores de fagos con un ciclo lítico suprimido. 25 
 
Sin embargo, existen desventajas asociadas con suprimir pero no eliminar las funciones de replicación del 
bacteriófago en los ensayos de indicadores basados en bacteriófagos. En primer lugar, controlar las funciones de 
replicación del bacteriófago impone condiciones de ensayo limitantes. Por ejemplo, el ciclo lítico del fago indicador 
phAE40 usado por Carrière et al. se reprimió cuando se usó el fago para infectar células a la temperatura no 30 
permisiva de 30 °C. Este requisito de temperatura impuso condiciones limitantes en el ensayo de indicador ya que la 
temperatura óptima para las bacterias diana era de 37 °C. Estas condiciones limitantes impiden el rendimiento de 
ensayo óptimo. 
 
Además, las funciones de replicación del virus son difíciles de controlar. La replicación del virus se debe suprimir 35 
durante el uso de las partículas de transducción como sistema indicador. Por ejemplo, la actividad lítica del fago 
indicador phAE40 informada por Carrière et al. se redujo pero no se eliminó, dando como resultado un descenso en 
la señal de luciferasa en el ensayo. Carrière et al. destacaron las posibles causas para el descenso resultante en la 
señal indicadora, tales como los genes expresados en fagos intactos y limitaciones de temperatura del ensayo, todo 
derivado del hecho de que no se eliminó el ciclo lítico del indicador de fagos. 40 
 
Se puede esperar que los ensayos de indicadores que se basan en el ciclo lisógeno natural de fagos presenten 
actividad lítica esporádicamente. Además, los ensayos que se basan en el ciclo lisógeno del fago pueden ser 
propensos a la inmunidad de sobreinfección de células diana ya lisogenizadas con un fago similar, así como 
sistemas de restricción del huésped natural que seleccionan el ácido nucleico del virus entrante, limitando así la 45 
gama de huésped de estos fagos indicadores. 
 
En otros ejemplos, se diseñan sistemas de producción de partículas de transducción para empaquetar moléculas de 
ácido nucleico exógenas, pero la partícula de transducción a menudo contiene una combinación de moléculas de 
ácido nucleico exógenas y moléculas de ácido nucleico del virus descendiente natural. El virus natural puede 50 
presentar actividad lítica que es un impedimento para el rendimiento del ensayo, y la actividad lítica del virus se debe 
eliminar para purificar las partículas de transducción. Sin embargo, esta purificación en general no es posible. En el 
documento U.S. 2009/0155768 A, titulado Reporter Plasmid Packaging System for Detection of Bacteria, Scholl et al. 
describe el desarrollo de un sistema de partículas de transducción de este tipo. El producto del sistema es una 
combinación de partículas de transducción indicadoras y bacteriófago natural (figura 8 en la referencia). Aunque los 55 
autores indican que la partícula de transducción y el bacteriófago natural se pueden separar por ultracentrifugación, 
esta separación solo es posible en un sistema donde la partícula de transducción y el virus natural presentan 
diferentes densidades que permitirían la separación por ultracentrifugación. Aunque esta característica se presenta 
por el sistema de empaquetamiento basado en bacteriófago T7 descrito en la referencia, esta no es una 
característica que en general sea aplicable a otros sistemas de virus. Es común que el mecanismo de 60 
empaquetamiento vírico presente un empaquetamiento completo que daría como resultado que virus naturales y 
partículas de transducción presenten densidades indistinguibles que no se puedan separar por ultracentrifugación. 
Los sistemas de empaquetamiento de virus también se basan en una cantidad mínima de empaquetamiento como 
requisito para un ensamblaje estructural de virus apropiado que dé como resultado virus natural y partículas de 
transducción con densidades indistinguibles. 65 
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Por tanto, existe la necesidad de obtener partículas de transducción no replicativas que no sufran los efectos 
perjudiciales de las funciones líticas del virus y la posibilidad de limitarse por inmunidad de sobreinfección y 
mecanismos de restricción de huésped que seleccionan las moléculas de ácido nucleico del virus y las funciones 
víricas, todos estos pueden limitar el rendimiento del ensayo de indicador incrementando los límites de detección y 
dando como resultado resultados negativos falsos. 5 
 
Incluso cuando se han genomanipulado partículas de transducción, los procedimientos para usar las partículas de 
transducción para detectar e indicar la presencia de moléculas de ácido nucleico diana en las células tienen 
limitaciones. Algunos procedimientos requieren la alteración de la célula y técnicas engorrosas para aislar y detectar 
transcritos en el lisado. Los procedimientos de detección incluyen usar sondas marcadas tales como anticuerpos, 10 
aptámeros o sondas de ácido nucleico. Las sondas marcadas dirigidas a un gen diana pueden dar como resultado 
una unión inespecífica a dianas no previstas o generar señales que tienen una proporción señal/ruido alta. Por lo 
tanto, existe la necesidad de obtener procedimientos específicos, eficaces y exactos para la detección y para indicar 
moléculas de ácido nucleico endógeno en células. 
 15 
En consecuencia, se necesitan procedimientos y sistemas para generar partículas de transducción no replicativas 
que permitan el empaquetamiento y la expresión de moléculas indicadoras en células, mientras se elimina el virus 
descendiente competente en la replicación. También se necesitan procedimientos eficaces y exactos para detectar 
moléculas en células usando las moléculas indicadoras expresadas. 
 20 
SUMARIO DE LA INVENCIÓN 
 
La invención proporciona un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para empaquetar una molécula de 
ácido nucleico indicadora en una partícula de transducción no replicativa, comprendiendo dicho sistema de 
empaquetamiento de célula bacteriana una célula bacteriana huésped que comprende 25 
 
- un genoma de bacteriófago lisogenizado que comprende un primer gen de bacteriófago que comprende una 
deleción de una secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento de dicho primer gen de bacteriófago que evita 
el empaquetamiento de una molécula de ácido nucleico de bacteriófago en dicha partícula de transducción no 
replicativa; y 30 
 
- un plásmido que comprende una molécula de ácido nucleico indicadora que comprende un gen indicador y un 
segundo gen de bacteriófago que comprende una segunda secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento 
que facilita el empaquetamiento de una réplica de dicho plásmido que comprende dicha molécula de ácido nucleico 
indicadora en dicha partícula de transducción no replicativa, 35 
 
en el que dicho segundo gen de bacteriófago codifica una proteína, en el que dicha réplica de dicho plásmido que 
comprende una molécula de ácido nucleico indicadora forma un replicón para empaquetarse en dicha partícula de 
transducción no replicativa. 
 40 
La invención proporciona un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para empaquetar una molécula de 
ácido nucleico indicadora en una partícula de transducción no replicativa, comprendiendo dicho sistema de 
empaquetamiento de célula bacteriana una célula bacteriana huésped que comprende: 
 
- un genoma de bacteriófago lisogenizado que carece de un gen de bacteriófago que codifica que comprende una 45 
secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento, en el que la deleción de dicho gen de bacteriófago evita el 
empaquetamiento de una molécula de ácido nucleico de bacteriófago en dicha partícula de transducción no 
replicativa; y 
 
- un plásmido que comprende una molécula de ácido nucleico indicadora que comprende un gen indicador y un 50 
segundo gen de bacteriófago, en el que dicho segundo gen de bacteriófago codifica una secuencia del sitio de 
iniciación de empaquetamiento y facilita el empaquetamiento de una réplica de dicho plásmido que comprende dicha 
molécula de ácido nucleico indicadora en dicha partícula de transducción no replicativa, en el que dicho segundo 
gen de bacteriófago puede expresar una proteína que se codifica por dicho gen, en el que dicha réplica de dicho 
plásmido que comprende una molécula de ácido nucleico indicadora forma un replicón susceptible de empaquetarse 55 
en dicha partícula de transducción no replicativa. 
 
La invención proporciona un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para empaquetar una molécula de 
ácido nucleico indicadora en una partícula de transducción no replicativa, comprendiendo dicho sistema de 
empaquetamiento de célula bacteriana una célula bacteriana huésped que comprende: 60 
 
- un genoma de bacteriófago lisogenizado que comprende una primera secuencia del sitio de iniciación de 
empaquetamiento de bacteriófago, en el que dicha primera secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento de 
bacteriófago comprende una mutación sinónima que evita la escisión de la secuencia de iniciación de 
empaquetamiento, pero no altera la expresión del producto génico que engloba la secuencia del sitio de iniciación de 65 
empaquetamiento y evita el empaquetamiento de una molécula de ácido nucleico de bacteriófago en dicha partícula 
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de transducción no replicativa; y 
 
- un plásmido que comprende una molécula de ácido nucleico indicadora que comprende un gen indicador y que 
comprende una segunda secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento de bacteriófago, en el que dicha 
segunda secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento de bacteriófago carece de dicha mutación y facilita el 5 
empaquetamiento de una réplica de dicho plásmido que comprende dicha molécula de ácido nucleico indicadora en 
dicha partícula de transducción no replicativa, en el que dicha réplica de dicho plásmido que comprende dicha 
molécula de ácido nucleico indicadora forma un replicón para empaquetarse en dicha partícula de transducción no 
replicativa. 
 10 
La invención proporciona además un procedimiento para empaquetar una molécula de ácido nucleico indicadora en 
una partícula de transducción no replicativa, que comprende: 
 
- proporcionar condiciones a dicho sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las 
reivindicaciones precedentes que inducen una fase lítica de dicho bacteriófago para producir partículas de 15 
transducción no replicativas empaquetadas con dicho plásmido que comprende dicha molécula de ácido nucleico 
indicadora; y 
 
- aislar dicha partícula de transducción no replicativa que comprende una réplica de dicho plásmido de molécula de 
ácido nucleico indicadora. 20 
 
En el presente documento se divulga un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para empaquetar una 
molécula de ácido nucleico indicadora en una partícula de transducción no replicativa, comprendiendo dicha célula 
bacteriana un genoma de bacteriófago lisogenizado que carece de un gen de bacteriófago que codifica una 
secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento, en el que la deleción de dicho gen de bacteriófago evita el 25 
empaquetamiento de una molécula de ácido nucleico de bacteriófago en dicha partícula de transducción no 
replicativa; y una molécula de ácido nucleico indicadora que comprende un segundo gen de bacteriófago, en el que 
dicho segundo gen de bacteriófago codifica una secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento y facilita el 
empaquetamiento de una réplica de dicha molécula de ácido nucleico indicadora en dicha partícula de transducción 
no replicativa, en el que dicho segundo gen de bacteriófago puede expresar una proteína que se codifica por dicho 30 
gen, en el que dicha réplica de dicha molécula de ácido nucleico indicadora forma un replicón susceptible de 
empaquetarse en dicha partícula de transducción no replicativa. 
 
En algunos modos de realización, la molécula de ácido nucleico indicadora se enlaza funcionalmente a un promotor. 
En otro modo de realización, el promotor se selecciona para contribuir a la reactividad de una molécula indicadora 35 
expresada a partir de dicha molécula de ácido nucleico indicadora en dicha célula bacteriana. En un modo de 
realización, la molécula de ácido nucleico indicadora comprende un origen de replicación. Aún en otro modo de 
realización, el replicón comprende un concatámero susceptible de empaquetarse en dicha partícula de transducción 
no replicativa. 
 40 
En un modo de realización, el primer y dicho segundo genes de bacteriófago comprende cada uno un gen pacA del 
bacteriófago P1 de Enterobacteriaceae y comprende dicha secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento. En 
un modo de realización, el segundo gen de bacteriófago comprende la secuencia de SEQ ID NO:9. En otro modo de 
realización, el replicón es el replicón lítico de bacteriófago P1 de Enterobacteriaceae. En determinados modos de 
realización, el replicón comprende un promotor P53 controlado por represor C1, un promotor P53 antisentido, un gen 45 
repL y una deleción sin cambio de pauta de lectura de un gen kilA. En un modo de realización, el replicón 
comprende la secuencia de SEQ ID NO:3. 
 
Aún en otro modo de realización, el primer y dicho segundo genes de bacteriófago comprende cada uno un gen de 
la terminasa pequeña (terS) que comprende dicha secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento. En un 50 
modo de realización, el gen terS es un gen terS del bacteriófago φ11 o φ80α de S. aureus. 
 
En otro modo de realización, el replicón se deriva de un origen de replicación del plásmido pT181 de S. aureus. Aún 
en otro modo de realización, el replicón comprende la secuencia de SEQ ID NO:5. En algunos modos de realización, 
la secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento de dicho segundo gen de bacteriófago comprende un sitio 55 
pac. En otros modos de realización, el sitio pac de dicho segundo gen de bacteriófago comprende la secuencia de 
SEQ ID NO:7. En un aspecto, la secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento de dicho segundo gen de 
bacteriófago comprende un sitio cos. En otro aspecto, la secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento de 
dicho segundo gen de bacteriófago comprende una unión concatamérica. 
 60 
En otro aspecto, un plásmido comprende dicha molécula de ácido nucleico indicadora. En un aspecto, el segundo 
gen de bacteriófago se enlaza funcionalmente a un promotor. En otro modo de realización, el promotor es un 
promotor inducible o un promotor constitutivo. En un modo de realización, el bacteriófago comprende el bacteriófago 
P1 de Enterobacteriaceae. Aún en otro modo de realización, el bacteriófago comprende un bacteriófago φ80α o un 
bacteriófago φ11 de S. aureus. En un aspecto, la célula bacteriana comprende una célula de E. coli. En otro aspecto, 65 
la célula bacteriana comprende una célula de S. aureus. Aún en otro modo de realización, la célula bacteriana 
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comprende una célula gramnegativa. En otros modos de realización, la célula bacteriana comprende una célula 
grampositiva. 
 
En otro aspecto, la molécula de ácido nucleico indicadora comprende un gen indicador. En un aspecto, el gen 
indicador codifica un marcador detectable y/o seleccionable. En determinados aspectos, el gen indicador se 5 
selecciona del grupo que consiste en enzimas que median en reacciones de luminiscencia (luxA, luxB, luxAB, luc, 
ruc, nluc), enzimas que median en reacciones colorimétricas (lacZ, HRP), proteínas fluorescentes (GFP, eGFP, YFP, 
RFP, CFP, BFP, mCherry, proteínas fluorescentes en infrarrojo cercano), péptidos de afinidad (marca His, 3X-FLAG) 
y marcadores seleccionables (ampC, tet(M), CAT, erm). En otro aspecto, la molécula de ácido nucleico indicadora 
comprende un aptámero. Aún en otro aspecto, la molécula de ácido nucleico indicadora comprende una secuencia 10 
de transcrito de ácido nucleico que es complementaria a una segunda secuencia en dicha molécula de ácido 
nucleico indicadora. 
 
En un modo de realización, la secuencia de transcrito de ácido nucleico es complementaria a un transcrito celular. 
En otro modo de realización, la secuencia de transcrito de ácido nucleico comprende una secuencia de represión 15 
cis. Aún en otro modo de realización, la réplica de dicha molécula de ácido nucleico indicadora comprende una 
secuencia de transcrito de ácido nucleico que es complementaria a una segunda secuencia en dicha réplica de 
dicha molécula de ácido nucleico indicadora, en la que la secuencia de transcrito de ácido nucleico es 
complementaria a un transcrito celular y en la que dicha secuencia de transcrito de ácido nucleico comprende una 
secuencia de represión cis. 20 
 
En algunos modos de realización, el procedimiento para empaquetar una molécula de ácido nucleico indicadora en 
una partícula de transducción no replicativa, que comprende proporcionar condiciones a dicha célula bacteriana 
descrita en el presente documento que inducen una fase lítica de dicho bacteriófago para producir partículas de 
transducción no replicativas empaquetadas con dicha molécula de ácido nucleico indicadora; y aislar dicha partícula 25 
de transducción no replicativa que comprende dicha molécula de ácido nucleico indicadora. En un modo de 
realización, la partícula de transducción no replicativa no contiene un genoma de bacteriófago replicado. En otro 
modo de realización, la inducción de dicha fase lítica desencadena la escisión de dicha molécula de ácido nucleico 
de isla genómica de dicho genoma de dicha célula bacteriana. 
 30 
En otro modo de realización, la composición que comprende dicha partícula de transducción no replicativa que 
comprende una réplica de dicha molécula de ácido nucleico indicadora producida a partir del procedimiento descrito 
en el presente documento. 
 
La divulgación comprende un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para empaquetar una molécula de 35 
ácido nucleico indicadora en una partícula de transducción no replicativa, comprendiendo dicha célula bacteriana un 
genoma de bacteriófago lisogenizado que comprende una primera secuencia del sitio de iniciación de 
empaquetamiento de bacteriófago, en el que dicha primera secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento de 
bacteriófago comprende una mutación que evita el empaquetamiento de una molécula de ácido nucleico de 
bacteriófago en dicha partícula de transducción no replicativa; y una molécula de ácido nucleico indicadora que 40 
comprende una segunda secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento de bacteriófago, en el que dicha 
segunda secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento de bacteriófago carece de dicha mutación y facilita el 
empaquetamiento de una réplica de dicha molécula de ácido nucleico indicadora en dicha partícula de transducción 
no replicativa, en el que dicha réplica de dicha molécula de ácido nucleico indicadora forma un replicón para 
empaquetarse en dicha partícula de transducción no replicativa. 45 
 
En un modo de realización, la molécula de ácido nucleico indicadora se enlaza funcionalmente a un promotor. En 
otro modo de realización, el promotor se selecciona para contribuir a la reactividad de una molécula indicadora 
expresada a partir de dicha molécula de ácido nucleico indicadora en dicha célula bacteriana. Aún en otro modo de 
realización, la molécula de ácido nucleico indicadora comprende un origen de replicación. En un modo de 50 
realización, el replicón comprende un concatámero susceptible de empaquetarse en dicha partícula de transducción 
no replicativa. En otro aspecto, la primera y dicha segunda segundas secuencias del sitio de iniciación de 
empaquetamiento de bacteriófago comprenden cada una una secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento 
de un gen de la terminasa pequeña. En un aspecto, la primera y dicha segunda segundas secuencias del sitio de 
iniciación de empaquetamiento de bacteriófago comprenden cada una una secuencia del sitio pac de un gen pacA 55 
del bacteriófago P1 de Enterobacteriaceae. En otro aspecto, la primera secuencia del sitio de iniciación de 
empaquetamiento de bacteriófago comprende SEQ ID NO:2. Aún en otro aspecto, la segunda secuencia del sitio de 
iniciación de empaquetamiento de bacteriófago comprende SEQ ID NO:1. En un modo de realización, el replicón 
comprende un replicón lítico del bacteriófago P1 de Enterobacteriaceae. En otro modo de realización, el replicón 
comprende un promotor P53 controlado por represor C1, un promotor P53 antisentido, un gen repL y una deleción 60 
sin cambio de pauta de lectura de un gen kilA. En otro aspecto, el replicón comprende la secuencia de SEQ ID 
NO:3. En determinados aspectos, la primera y dicha segunda secuencias del sitio de iniciación de empaquetamiento 
de bacteriófago comprenden cada una una secuencia del sitio pac de un gen de la terminasa pequeña (terS) de un 
bacteriófago φ11 o φ80α de S. aureus. En otro aspecto, el replicón se deriva de un origen de replicación del 
plásmido pT181 de S. aureus. Aún en otro aspecto, el replicón comprende la secuencia de SEQ ID NO:5. En un 65 
aspecto, la primera secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento de bacteriófago comprende la secuencia 
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de SEQ ID NO:2. En algunos modos de realización, la segunda secuencia del sitio de iniciación de 
empaquetamiento de bacteriófago comprende la secuencia de SEQ ID NO:1. En otros modos de realización, la 
secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento comprende un sitio pac. En otro modo de realización, la 
secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento comprende un sitio cos. Aún en otro modo de realización, la 
secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento comprende una unión concatamérica. En algunos modos de 5 
realización, la mutación en dicha primera secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento de bacteriófago 
comprende una mutación sinónima. En otro modo de realización, la mutación en dicha primera secuencia del sitio de 
iniciación de empaquetamiento de bacteriófago evita la escisión de dicha secuencia de iniciación de 
empaquetamiento. En otro modo de realización, un plásmido comprende dicha molécula de ácido nucleico 
indicadora. En un modo de realización, el bacteriófago comprende el bacteriófago P1 de Enterobacteriaceae. 10 
 
En otro modo de realización, el bacteriófago comprende el bacteriófago ϕ11 o ϕ80α de S. aureus. En un modo de 
realización, la célula bacteriana comprende una célula de E. coli. En otro modo de realización, la célula bacteriana 
comprende una célula de S. aureus. En algunos modos de realización, la célula bacteriana comprende una célula 
bacteriana gramnegativa. En un aspecto, la célula bacteriana comprende una célula bacteriana grampositiva. En otro 15 
aspecto, la molécula de ácido nucleico indicadora comprende un gen indicador. Aún en otro aspecto, el gen 
indicador codifica un marcador detectable y/o un marcador seleccionable. 
 
En otros aspectos, el gen indicador se selecciona del grupo que consiste en: genes que codifican enzimas que 
median en reacciones de luminiscencia (luxA, luxB, luxAB, luc, ruc, nluc), genes que codifican enzimas que median 20 
en reacciones colorimétricas (lacZ, HRP), genes que codifican proteínas fluorescentes (GFP, eGFP, YFP, RFP, 
CFP, BFP, mCherry, proteínas fluorescentes en infrarrojo cercano), moléculas de ácido nucleico que codifican 
péptidos de afinidad (marca His, 3X-FLAG) y genes que codifican marcadores seleccionables (ampC, tet(M), CAT, 
erm). En otro aspecto, la molécula de ácido nucleico indicadora comprende un aptámero. En otros aspectos, el 
replicón se empaqueta en dicha partícula de transducción no replicativa por mecanismo de empaquetamiento de 25 
bacteriófago. En algunos modos de realización, la molécula de ácido nucleico indicadora comprende una secuencia 
de transcrito de ácido nucleico que es complementaria a una segunda secuencia en dicha molécula de ácido 
nucleico indicadora. En otro modo de realización, la secuencia de transcrito de ácido nucleico es complementaria a 
un transcrito celular. 
 30 
En un aspecto, la secuencia de transcrito de ácido nucleico comprende una secuencia de represión cis. En otro 
aspecto, la réplica de dicha molécula de ácido nucleico indicadora comprende una secuencia de transcrito de ácido 
nucleico que es complementaria a una segunda secuencia en dicha réplica de dicha molécula de ácido nucleico 
indicadora, en la que dicha secuencia de transcrito de ácido nucleico es complementaria a un transcrito celular, y en 
la que dicha secuencia de transcrito de ácido nucleico comprende una secuencia de represión cis. 35 
 
En determinados aspectos, el procedimiento para empaquetar una molécula de ácido nucleico indicadora en una 
partícula de transducción no replicativa, que comprende: proporcionar condiciones a dicha célula bacteriana descrita 
en el presente documento que inducen una fase lítica de dicho bacteriófago para producir partículas de transducción 
no replicativas empaquetadas con dicha molécula de ácido nucleico indicadora; y aislar dicha partícula de 40 
transducción no replicativa que comprende dicha molécula de ácido nucleico indicadora. 
 
En otros aspectos, la partícula de transducción no replicativa no contiene un genoma de bacteriófago replicado. En 
un aspecto, la inducción de dicha fase lítica desencadena la escisión de dicha molécula de ácido nucleico de isla 
genómica de dicho genoma de dicha célula bacteriana. 45 
 
En otro aspecto, la divulgación comprende una composición que comprende dicha partícula de transducción no 
replicativa que comprende una réplica de dicha molécula de ácido nucleico indicadora producida a partir de dicho 
procedimiento descrito en el presente documento. 
 50 
En un aspecto, la divulgación incluye un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para empaquetar una 
molécula de ácido nucleico indicadora en una partícula de transducción no replicativa, comprendiendo dicha célula 
bacteriana: un genoma de bacteriófago lisogenizado que comprende un primer gen de bacteriófago que comprende 
una deleción de una secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento de dicho primer gen de bacteriófago que 
evita el empaquetamiento de una molécula de ácido nucleico de bacteriófago en dicha partícula de transducción no 55 
replicativa; y una molécula de ácido nucleico indicadora que comprende un segundo gen de bacteriófago que 
comprende una segunda secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento que facilita el empaquetamiento de 
una réplica de dicha molécula de ácido nucleico indicadora en dicha partícula de transducción no replicativa, en el 
que dicho segundo gen de bacteriófago codifica una proteína, en el que dicha réplica de dicha molécula de ácido 
nucleico indicadora forma un replicón para empaquetarse en dicha partícula de transducción no replicativa. 60 
 
En otro aspecto, la molécula de ácido nucleico indicadora se enlaza funcionalmente a un promotor. En un aspecto, el 
promotor se selecciona para contribuir a la reactividad de una molécula indicadora expresada a partir de dicha 
molécula de ácido nucleico indicadora en dicha célula bacteriana. En determinados aspectos, el ácido nucleico 
indicador comprende un origen de replicación. En otro aspecto, el replicón comprende un concatámero susceptible 65 
de empaquetarse en dicha partícula de transducción no replicativa. En un aspecto, el primer y dicho segundo genes 
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de bacteriófago comprende cada uno un gen pacA del bacteriófago P1 de Enterobacteriaceae y comprenden dicha 
secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento. En otro aspecto, el primer gen de bacteriófago comprende la 
secuencia de SEQ ID NO:6. En determinados aspectos, el segundo gen de bacteriófago comprende la secuencia 
SEQ ID NO:7. En un aspecto, el replicón comprende un replicón lítico del bacteriófago P1 de Enterobacteriaceae. 
Aún en otro aspecto, el replicón comprende un promotor P53 controlado por represor C1, un promotor P53 5 
antisentido, un gen repL y una deleción sin cambio de pauta de lectura de un gen kilA. En otro aspecto, el replicón 
comprende la secuencia de SEQ ID NO:3. En otros aspectos, el primer y dicho segundo genes de bacteriófago 
comprende cada uno un gen de la terminasa pequeña (terS) que comprende dicha secuencia del sitio de iniciación 
de empaquetamiento. En un aspecto, el gen terS es un gen terS del bacteriófago φ11 o φ80α de S. aureus. En otro 
aspecto, el primer gen de bacteriófago comprende la secuencia de SEQ ID NO:8. Aún en otro aspecto, el segundo 10 
gen de bacteriófago comprende la secuencia de SEQ ID NO:9. En un aspecto, el replicón se deriva de un origen de 
replicación del plásmido pT181 de S. aureus. En un modo de realización, el replicón comprende la secuencia de 
SEQ ID NO:5. En otro modo de realización, la secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento de dicho 
segundo gen de bacteriófago comprende un sitio pac. Aún en otro modo de realización, la secuencia del sitio de 
iniciación de empaquetamiento de dicho segundo gen de bacteriófago comprende un sitio cos. 15 
 
En determinados modos de realización, la secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento de dicho segundo 
gen de bacteriófago comprende una unión concatamérica. En un modo de realización, un plásmido comprende dicha 
molécula de ácido nucleico indicadora. En otro modo de realización, el segundo gen de bacteriófago se enlaza 
funcionalmente a un promotor. Aún en otro modo de realización, el promotor es un promotor inducible o un promotor 20 
constitutivo. En determinados modos de realización, el bacteriófago comprende el bacteriófago P1 de 
Enterobacteriaceae. En un modo de realización, el bacteriófago comprende el bacteriófago φ80α o bacteriófago φ11 
de S. aureus. En otros modos de realización, la célula bacteriana comprende una célula de E. coli. En otro modo de 
realización, la célula bacteriana comprende una célula de S. aureus. En un modo de realización, la célula bacteriana 
comprende una célula gramnegativa. En otro modo de realización, la célula bacteriana comprende una célula 25 
grampositiva. 
 
En otro aspecto, la molécula de ácido nucleico indicadora comprende un gen indicador. En un aspecto, el gen 
indicador codifica un marcador detectable y/o seleccionable. En otro aspecto, el gen indicador se selecciona del 
grupo que consiste en: genes que codifican enzimas que median en reacciones de luminiscencia (luxA, luxB, luxAB, 30 
luc, ruc, nluc), genes que codifican enzimas que median en reacciones colorimétricas (lacZ, HRP), genes que 
codifican proteínas fluorescentes (GFP, eGFP, YFP, RFP, CFP, BFP, mCherry, proteínas fluorescentes en infrarrojo 
cercano), moléculas de ácido nucleico que codifican péptidos de afinidad (marca His, 3X-FLAG) y genes que 
codifican marcadores seleccionables (ampC, tet(M), CAT, erm). En un modo de realización, la molécula de ácido 
nucleico indicadora comprende un aptámero. En otro modo de realización, el replicón se empaqueta en dicha 35 
partícula de transducción no replicativa por mecanismo de empaquetamiento de bacteriófago. Aún en otro modo de 
realización, la molécula de ácido nucleico indicadora comprende una secuencia de transcrito de ácido nucleico que 
es complementaria a una segunda secuencia en dicha molécula de ácido nucleico indicadora. En un modo de 
realización, la secuencia de transcrito de ácido nucleico es complementaria a un transcrito celular. En otro modo de 
realización, la secuencia de transcrito de ácido nucleico comprende una secuencia de represión cis. En 40 
determinados modos de realización, la réplica de dicha molécula de ácido nucleico indicadora comprende una 
secuencia de transcrito de ácido nucleico que es complementaria a una segunda secuencia en dicha réplica de 
dicha molécula de ácido nucleico indicadora, en la que dicha secuencia de transcrito de ácido nucleico es 
complementaria a un transcrito celular, y en la que dicha secuencia de transcrito de ácido nucleico comprende una 
secuencia de represión cis. 45 
 
La invención divulga un procedimiento para empaquetar una molécula de ácido nucleico indicadora en una partícula 
de transducción no replicativa, que comprende: proporcionar condiciones a dicha célula bacteriana de cualquiera de 
las reivindicaciones 86-125 que inducen una fase lítica de dicho bacteriófago para producir partículas de 
transducción no replicativas empaquetadas con dicha molécula de ácido nucleico indicadora; y aislar dicha partícula 50 
de transducción no replicativa que comprende dicha molécula de ácido nucleico indicadora. En un modo de 
realización, la partícula de transducción no replicativa no contiene un genoma de bacteriófago replicado. En otro 
modo de realización, la inducción de dicha fase lítica desencadena la escisión de dicha molécula de ácido nucleico 
de isla genómica de dicho genoma de dicha célula bacteriana. 
 55 
En algunos aspectos, la divulgación incluye una composición que comprende dicha partícula de transducción no 
replicativa que comprende una réplica de dicha molécula de ácido nucleico indicadora producida a partir de dicho 
procedimiento descrito en el presente documento. 
 
En otro aspecto, la divulgación incluye un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para empaquetar una 60 
molécula de ácido nucleico indicadora en una partícula de transducción no replicativa, comprendiendo dicha célula 
bacteriana: un genoma de bacteriófago lisogenizado que carece de un gen de empaquetamiento y que comprende 
genes que codifican proteínas que forman dicha partícula de transducción no replicativa; y una molécula de ácido 
nucleico de isla genómica que comprende una molécula de ácido nucleico indicadora y un gen de empaquetamiento. 
En un aspecto, el gen de empaquetamiento comprende un gen de la terminasa pequeña (terS). El gen terS 65 
comprende un gen terS de bacteriófago φ80α o un gen terS de bacteriófago φ11 de S. aureus. 
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En un aspecto, el gen terS comprende la secuencia de SEQ ID NO:9. En otro aspecto, la molécula de ácido nucleico 
de isla genómica comprende una molécula de ácido nucleico de isla genómica SaPIbov2. Aún en otro aspecto, la 
molécula de ácido nucleico de isla genómica se selecciona del grupo que consiste en una molécula de ácido 
nucleico de isla genómica SaPI, SaPI1, SaPI2, SaPIbov1 y SaPIbov2. En otro modo de realización, la molécula de 5 
ácido nucleico indicadora se enlaza funcionalmente a un promotor. Aún en otro modo de realización, la molécula de 
ácido nucleico indicadora comprende un origen de replicación. En algunos modos de realización, el bacteriófago 
comprende un bacteriófago φ80α o bacteriófago φ11 de S. aureus. En otros modos de realización, la célula 
bacteriana comprende una célula de S. aureus. En un modo de realización, la molécula de ácido nucleico de isla 
genómica comprende un gen de la integrasa y en la que dicho gen de la integrasa codifica una proteína integrasa 10 
para escindir e integrar dicha molécula de ácido nucleico de isla genómica fuera y dentro de un genoma bacteriano 
de dicha célula bacteriana. En otro modo de realización, el gen de la integrasa comprende la secuencia de SEQ ID 
NO:10. Aún en otro modo de realización, la molécula de ácido nucleico de isla genómica se integra en un genoma 
bacteriano de dicha célula bacteriana. 
 15 
En determinados aspectos, la molécula de ácido nucleico de isla genómica se puede replicar y forma un replicón de 
molécula que es susceptible de empaquetarse por el mecanismo de empaquetamiento de bacteriófago en dicha 
célula bacteriana. En otro aspecto, la molécula de ácido nucleico forma un concatámero. Aún en otro aspecto, la 
molécula de ácido nucleico de isla genómica replicada puede empaquetarse en dicha partícula de transducción no 
replicativa. En determinados aspectos, el gen de empaquetamiento comprende una secuencia del sitio pac. En otro 20 
aspecto, el gen de empaquetamiento comprende una secuencia del sitio cos. Aún en otro modo de realización, el 
gen de empaquetamiento comprende una unión concatamérica. 
 
En otros modos de realización, la molécula de ácido nucleico indicadora comprende un gen indicador. En algunos 
modos de realización, el gen indicador codifica un marcador seleccionable y/o un marcador seleccionable. En otro 25 
modo de realización, el gen indicador se selecciona del grupo que consiste en enzimas que median en reacciones 
de luminiscencia (luxA, luxB, luxAB, luc, ruc, nluc), enzimas que median en reacciones colorimétricas (lacZ, HRP), 
proteínas fluorescentes (GFP, eGFP, YFP, RFP, CFP, BFP, mCherry, proteínas fluorescentes en infrarrojo cercano), 
péptidos de afinidad (marca His, 3X-FLAG) y marcadores seleccionables (ampC, tet(M), CAT, erm). En 
determinados modos de realización, la molécula de ácido nucleico indicadora comprende un aptámero. En otros 30 
modos de realización, la molécula de ácido nucleico de isla genómica carece de un gen de la integrasa. En otro 
modo de realización, la divulgación incluye un gen bacteriano que comprende un gen de la integrasa enlazado 
funcionalmente a un promotor y en el que dicho gen de la integrasa codifica una proteína integrasa para escindir e 
integrar dicha molécula de ácido nucleico de isla genómica fuera y dentro de un genoma bacteriano de dicha célula 
bacteriana. En un modo de realización, la molécula de ácido nucleico indicadora comprende una secuencia de 35 
transcrito de ácido nucleico que es complementaria a una segunda secuencia en dicha molécula de ácido nucleico 
indicadora. En otros modos de realización, la secuencia de transcrito de ácido nucleico es complementaria a un 
transcrito celular. Aún en otros modos de realización, la secuencia de transcrito de ácido nucleico comprende una 
secuencia de represión cis. En otro modo de realización, la réplica de dicha molécula de ácido nucleico indicadora 
comprende una secuencia de transcrito de ácido nucleico que es complementaria a una segunda secuencia en dicha 40 
réplica de dicha molécula de ácido nucleico indicadora. En otros modos de realización, la secuencia de transcrito de 
ácido nucleico es complementaria a un transcrito celular. En otros modos de realización, la secuencia de transcrito 
de ácido nucleico comprende una secuencia de represión cis. 
 
La invención divulga un procedimiento para empaquetar una molécula de ácido nucleico indicadora en una partícula 45 
de transducción no replicativa, que comprende: proporcionar condiciones a dicha célula bacteriana de cualquiera de 
las reivindicaciones 130-160 que inducen una fase lítica de dicho bacteriófago para producir partículas de 
transducción no replicativas empaquetadas con dicha molécula de ácido nucleico indicadora; y aislar dicha partícula 
de transducción no replicativa que comprende dicha molécula de ácido nucleico indicadora. En algunos modos de 
realización, la partícula de transducción no replicativa no contiene un genoma de bacteriófago replicado. En un modo 50 
de realización, la inducción de dicha fase lítica desencadena la escisión de dicha molécula de ácido nucleico de isla 
genómica de dicho genoma de dicha célula bacteriana. 
 
En otro modo de realización, la divulgación incluye una composición que comprende dicha partícula de transducción 
no replicativa que comprende una réplica de dicha molécula de ácido nucleico indicadora producida a partir de dicho 55 
procedimiento descrito en el presente documento. 
 
La invención también divulga un procedimiento para detectar una presencia o una ausencia de una célula bacteriana 
en una muestra, que comprende: introducir en una muestra una partícula de transducción no replicativa que 
comprende un gen indicador que codifica una molécula indicadora y que carece de un genoma de bacteriófago en 60 
condiciones tales que dicha partícula de transducción no replicativa puede transducir dicha célula bacteriana y en el 
que dicho gen indicador se puede expresar en dicha célula bacteriana; proporcionar condiciones para la activación 
de dicha molécula indicadora; y detectar una presencia o una ausencia de una señal indicadora transmitida a partir 
de dicha molécula indicadora expresada, en el que una presencia de dicha señal indicadora indica correctamente 
dicha presencia de dicha célula bacteriana. 65 
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En un modo de realización, el procedimiento logra al menos un 80 % de especificidad de detección con referencia a 
un estándar, al menos un 90 % de especificidad de detección con referencia a un estándar, o al menos un 95 % de 
especificidad de detección con referencia a un estándar. En otro modo de realización, el procedimiento logra al 
menos un 80 % de sensibilidad de detección con referencia a un estándar, al menos un 85 % de sensibilidad de 
detección con referencia a un estándar, o al menos un 90 % de sensibilidad de detección con referencia a un 5 
estándar, o al menos un 95 % de sensibilidad de detección con referencia a un estándar. Aún en otro modo de 
realización, el procedimiento logra al menos un 95 % de especificidad de detección y al menos un 90 % de 
sensibilidad de detección con referencia a un estándar. En otro modo de realización, el estándar es un estándar de 
referencia. Aún en otro modo de realización, la célula bacteriana comprende una célula de Staphylococcus aureus 
resistente a meticilina (SARM). En otros modos de realización, la célula bacteriana comprende una célula de 10 
Staphylococcus aureus sensible a meticilina (SASM). 
 
En otro modo de realización, el gen indicador codifica un marcador detectable o seleccionable. En un modo de 
realización, el gen indicador se selecciona del grupo que consiste en: genes que codifican enzimas que median en 
reacciones de luminiscencia (luxA, luxB, luxAB, luc, ruc, nluc), genes que codifican enzimas que median en 15 
reacciones colorimétricas (lacZ, HRP), genes que codifican proteínas fluorescentes (GFP, eGFP, YFP, RFP, CFP, 
BFP, mCherry, proteínas fluorescentes en infrarrojo cercano), moléculas de ácido nucleico que codifican péptidos de 
afinidad (marca His, 3X-FLAG) y genes que codifican marcadores seleccionables (ampC, tet(M), CAT, erm). En un 
modo de realización, el gen indicador se enlaza funcionalmente a un promotor constitutivo. 
 20 
En otro aspecto, la señal indicadora se puede detectar a partir de una muestra en un límite de detección (LdD) de 
menos de 1.000 unidades formadoras de colonias (UFC). En otros aspectos, la señal indicadora se puede detectar a 
partir de una muestra en un límite de detección (LdD) de menos de 100 unidades formadoras de colonias (UFC). En 
un aspecto, la señal indicadora se puede detectar a partir de una muestra en un límite de detección (LdD) de menos 
de 10 unidades formadoras de colonias (UFC). En otros aspectos, la señal indicadora se puede detectar a partir de 25 
una muestra en un LdD de menos de cinco UFC. En otro aspecto, la señal indicadora se puede detectar a partir de 
una muestra en un LdD de tres o menos UFC. 
 
En un modo de realización, el procedimiento incluye proporcionar un antibiótico a dicha muestra a una concentración 
predeterminada y detectar una presencia o ausencia de dicha señal indicadora para determinar si dicha célula 30 
bacteriana es resistente o sensible a dicho antibiótico. En otro modo de realización, el procedimiento incluye 
proporcionar concentraciones predeterminadas variables antibióticas a dicha muestra y detectar la cantidad de dicha 
señal indicadora para determinar la concentración inhibidora mínima de dicha célula bacteriana para dicho 
antibiótico. 
 35 
En un aspecto, la divulgación incluye una composición que comprende una construcción de ácido nucleico que 
codifica un transcrito indicador de ácido nucleico que puede formar al menos dos conformaciones que comprenden 
una primera conformación que evita la expresión de indicador que comprende una región bicatenaria intramolecular 
que comprende una primera subsecuencia y una segunda subsecuencia, y una segunda conformación que carece 
de dicha región bicatenaria intramolecular y permite la expresión del gen indicador, en la que la conversión entre 40 
dichas primera y segunda conformaciones está mediada por la unión competitiva de un transcrito celular a dicha 
primera y/o dicha segunda subsecuencia. 
 
En otro aspecto, la divulgación incluye una partícula de transducción no replicativa que comprende dicha 
construcción de ácido nucleico. Aún en otro aspecto, la unión competitiva de dicho transcrito celular a dicha primera 45 
y/o dicha segunda subsecuencia da como resultado dicha segunda conformación de dicha construcción indicadora 
de ácido nucleico. En un aspecto, la primera subsecuencia o dicha segunda subsecuencia comprende una 
secuencia de represión cis. En otro aspecto, la secuencia de represión cis comprende una secuencia que es 
complementaria o sustancialmente complementaria a una porción de dicho transcrito celular. En otros aspectos, la 
primera subsecuencia o dicha segunda subsecuencia comprende una secuencia de gen indicador. Aún en otro 50 
aspecto, la secuencia de gen indicador comprende un sitio de unión a ribosoma. En otros aspectos, la secuencia de 
gen indicador codifica una molécula detectable. En otro aspecto, el marcador detectable comprende una molécula 
fluorescente o una enzima que puede mediar en una reacción de luminiscencia o colorimétrica. En un modo de 
realización, la secuencia de gen indicador codifica un marcador seleccionable. En otro modo de realización, el 
marcador seleccionable comprende un gen de resistencia a antibióticos. 55 
 
En otros modos de realización, la primera subsecuencia y dicha segunda subsecuencia se localizan cis entre sí en 
dicha construcción de ácido nucleico para formar dicha región bicatenaria intramolecular. En determinados modos 
de realización, la primera subsecuencia y dicha segunda subsecuencia son complementarias o sustancialmente 
complementarias entre sí para formar dicha región bicatenaria intramolecular. En un modo de realización, la primera 60 
subsecuencia o dicha segunda subsecuencia de dicha primera conformación comprende una secuencia 
potenciadora transcripcional, y en la que dicha secuencia potenciadora transcripcional está hacia 5' de una región 
codificante de dicha secuencia de gen indicador. En otro modo de realización, la primera conformación de dicho 
transcrito indicador de ácido nucleico se puede unir a una enzima de escisión. En otros modos de realización, la 
primera conformación de dicho transcrito indicador de ácido nucleico es una diana para degradación por una enzima 65 
celular. En otros aspectos, la primera conformación comprende una región intramolecular sin unión. En otro aspecto, 
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la región intramolecular sin unión se localiza en 3' de dicha primera subsecuencia y en 5' de dicha segunda 
subsecuencia. En otros aspectos, la región intramolecular sin unión comprende una secuencia YUNR, en la que Y 
es una pirimidina, U es un uracilo, N es cualquier nucleótido y R es una purina. 
 
En un modo de realización, la primera subsecuencia o dicha segunda subsecuencia comprende una secuencia 5 
modificada de dicho transcrito celular. En otro modo de realización, la secuencia modificada comprende una 
sustitución nucleotídica. Aún en otro modo de realización, la secuencia modificada comprende una inserción de 
secuencia, una deleción o una inversión de dicho transcrito celular. 
 
El procedimiento incluye una composición que comprende una construcción de ácido nucleico que codifica un 10 
transcrito indicador de ácido nucleico que comprende una secuencia indicadora de gen y que puede formar al menos 
dos conformaciones de dicho transcrito indicador de ácido nucleico, una primera conformación inestable que evita la 
traducción de dicha secuencia de gen indicador en dicho transcrito indicador de ácido nucleico, y una segunda 
conformación estable que resulta de la unión de dicha primera conformación inestable con un transcrito celular, 
permitiendo dicha segunda conformación secundaria estable la traducción de dicha secuencia de gen indicador de 15 
dicho transcrito indicador de ácido nucleico. 
 
En un modo de realización, la composición comprende una partícula de transducción no replicativa que comprende 
dicha construcción de ácido nucleico. En otro modo de realización, el transcrito celular se une a una secuencia 
3'UTR de dicho transcrito indicador de ácido nucleico. En un modo de realización, la segunda conformación 20 
secundaria estable se forma por escisión de una porción de una secuencia de dicha primera conformación 
secundaria inestable. En otro modo de realización, la secuencia de gen indicador codifica una molécula detectable. 
En algunos modos de realización, el marcador detectable comprende una molécula fluorescente o una enzima que 
puede mediar en una reacción de luminiscencia o colorimétrica. En otros modos de realización, la secuencia de gen 
indicador codifica un marcador seleccionable. En otro modo de realización, el marcador seleccionable comprende un 25 
gen de resistencia a antibióticos. 
 
La divulgación también incluye una composición que comprende una construcción de ácido nucleico que codifica un 
transcrito indicador de ácido nucleico que comprende una secuencia de gen indicador y que puede formar al menos 
dos conformaciones de dicho transcrito indicador de ácido nucleico, que comprende una primera conformación que 30 
evita otra transcripción de dicha construcción de ácido nucleico, y una segunda conformación formada tras la unión 
de dicha primera conformación con un transcrito celular, en la que dicha segunda conformación permite la 
transcripción de dicha construcción de ácido nucleico. En algunos modos de realización, la composición comprende 
una partícula de transducción no replicativa que comprende dicha construcción de ácido nucleico. En otro modo de 
realización, el transcrito indicador de ácido nucleico comprende una secuencia de represión cis. 35 
 
En un modo de realización, el transcrito indicador de ácido nucleico comprende una secuencia de gen indicador. En 
otro modo de realización, la primera conformación se forma a partir de una unión de dicha secuencia de represión 
cis a dicha secuencia de gen indicador. En algunos modos de realización, la primera conformación es un sustrato 
para una enzima de escisión. En un modo de realización, la primera conformación de dicho transcrito indicador de 40 
ácido nucleico comprende una secuencia que forma una estructura de terminación de la transcripción. En otros 
modos de realización, la unión de dicho transcrito celular a dicha secuencia que forma una estructura de terminación 
de la transcripción da como resultado la escisión de una porción de dicho transcrito indicador de ácido nucleico y la 
formación de dicha segunda conformación. 
 45 
La divulgación comprende un vector que comprende una secuencia reguladora enlazada funcionalmente a una 
secuencia de ácido nucleico que codifica dicho transcrito indicador de ácido nucleico descrita en el presente 
documento. 
 
La divulgación incluye un procedimiento para detectar un transcrito diana en una célula, que comprende: introducir 50 
en dicha célula dicha construcción indicadora de ácido nucleico descrita en el presente documento; y detectar la 
presencia o ausencia de una señal de salida de dicha célula, en el que dicha presencia de dicha señal de salida 
indica la presencia del transcrito diana en dicha célula. El procedimiento incluye detectar una presencia de una 
célula bacteriana en base a la detección de dicha presencia de dicho transcrito diana. 
 55 
En un modo de realización, el procedimiento para detectar una presencia de una célula bacteriana en una muestra 
que comprende introducir en dicha muestra dicha construcción indicadora de ácido nucleico descrita en el presente 
documento; y detectar la presencia o ausencia de una señal de salida de dicha muestra, en el que dicha presencia 
de dicha señal de salida indica la presencia de la célula bacteriana en dicha muestra. 
 60 
La divulgación comprende un kit, que comprende un compartimento para contener una muestra que comprende una 
célula y dicha construcción indicadora de ácido nucleico descrita en el presente documento; e instrucciones para 
detectar la presencia o ausencia de una señal de salida de dicha muestra, en el que la presencia de la señal de 
salida indica la presencia de un transcrito diana en dicha célula. 
 65 
La divulgación comprende una composición, que comprende una partícula de transducción no replicativa que 
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comprende una construcción indicadora de ácido nucleico, comprendiendo la construcción indicadora de ácido 
nucleico un primer promotor enlazado funcionalmente a un gen indicador, en el que dicho primer promotor se puede 
inducir por una proteína inductora endógena en una célula bacteriana. 
 
La divulgación incluye un procedimiento para detectar una presencia de una célula bacteriana en una muestra que 5 
comprende poner en contacto dicha muestra con una partícula de transducción no replicativa que comprende una 
construcción indicadora de ácido nucleico que comprende un primer promotor enlazado funcionalmente a un gen 
indicador, en el que dicho primer promotor se puede inducir por una proteína inductora endógena en dicha célula 
bacteriana; y detectar la presencia o ausencia de una señal de salida de dicho gen indicador, en el que dicha 
presencia de dicha señal de salida indica la presencia de dicha célula bacteriana en dicha muestra. 10 
 
En un modo de realización, el primer promotor es el mismo que un promotor inducible enlazado funcionalmente a 
una molécula de ácido nucleico diana en dicha célula bacteriana. 
 
La divulgación comprende una composición, que comprende una partícula de transducción no replicativa que 15 
comprende una construcción indicadora de ácido nucleico, comprendiendo la construcción indicadora de ácido 
nucleico un gen indicador que codifica una molécula indicadora, la partícula de transducción no replicativa puede de 
entrar en una célula bacteriana; y un sustrato encajado que es exógeno a dicha célula bacteriana que una vez 
desencajado puede reaccionar con dicha molécula indicadora en dicha célula. 
 20 
La divulgación comprende un procedimiento para detectar una presencia de una célula bacteriana en una muestra 
que comprende poner en contacto dicha muestra con un sustrato encajado y una partícula de transducción no 
replicativa que comprende una construcción indicadora de ácido nucleico, comprendiendo la construcción indicadora 
de ácido nucleico un gen indicador que codifica una molécula indicadora, el sustrato encajado exógeno a dicha 
célula que una vez desencajado se puede unir a dicha molécula indicadora en dicha célula bacteriana; y detectar la 25 
presencia o ausencia de una señal de salida de dicha molécula indicadora, en el que dicha presencia de dicha señal 
de salida indica la presencia de dicha célula bacteriana en dicha muestra. 
 
En un modo de realización, una enzima diana en dicha célula se une a dicho sustrato encajado para producir un 
sustrato desencajado. En algunos modos de realización, el sustrato desencajado reacciona con dicha molécula 30 
indicadora para producir dicha señal de salida. 
 
La divulgación también incluye una composición, que comprende una partícula de transducción no replicativa que 
comprende una construcción indicadora de ácido nucleico, codificando la construcción indicadora de ácido nucleico 
una molécula intercambiable que se puede unir a una molécula diana en una célula bacteriana para formar un 35 
complejo; y un sustrato que puede penetrar en dicha célula y unirse a dicho complejo para producir una señal 
detectable de dicha célula. 
 
La divulgación incluye un procedimiento para detectar una presencia de una célula bacteriana en una muestra que 
comprende poner en contacto dicha muestra con un sustrato y una partícula de transducción no replicativa que 40 
comprende una construcción indicadora de ácido nucleico que codifica una molécula intercambiable, la molécula 
intercambiable se puede unir a una molécula diana en dicha célula para formar un complejo, el sustrato se puede 
unir a dicho complejo para formar un complejo unido al sustrato; y detectar la presencia o ausencia de una señal de 
salida de dicho complejo unido al sustrato, en el que dicha presencia de dicha señal de salida indica la presencia de 
dicha célula bacteriana en dicha muestra. En un modo de realización, la unión de dicha molécula intercambiable a 45 
dicha molécula diana produce un cambio conformacional en dicha molécula intercambiable. En otro modo de 
realización, el cambio conformacional en dicha molécula intercambiable permite que dicho sustrato se una a dicho 
complejo. 
 
BREVE DESCRIPCIÓN DE VARIAS VISTAS DE LOS DIBUJOS 50 
 
Estos y otros rasgos característicos, aspectos y ventajas de la presente invención se entenderán mejor con respecto 
a la siguiente descripción y dibujos adjuntos, donde: 
 
La figura 1 ilustra un ejemplo del diseño y función del sistema de empaquetamiento de plásmido P1 basado en 55 
mutación sinónima/complementación, de acuerdo con un modo de realización de la invención. 
 
La figura 2 ilustra un esquema del vector pGWP 10001, de acuerdo con un modo de realización de la invención. 
 
La figura 3 ilustra un ejemplo del diseño y función de un sistema de empaquetamiento de plásmido de deleción del 60 
sitio pac/complementación, de acuerdo con un modo de realización de la invención. 
 
La figura 4 ilustra un esquema del vector pGW80A0001, de acuerdo con un modo de realización de la invención. 
 
La figura 5 representa el proceso para el empaquetamiento de isla genómica (GI) por un bacteriófago, de acuerdo 65 
con un modo de realización de la invención. 
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La figura 6 representa un ejemplo del diseño y función de un sistema de empaquetamiento basado en GI, de 
acuerdo con un modo de realización de la invención. 
 
La figura 7 representa el diseño y función de un sistema de empaquetamiento basado en GI que carece del gen de 5 
la integrasa, de acuerdo con un modo de realización de la invención. 
 
La figura 8 representa el diseño y función de un sistema de empaquetamiento basado en SaPIbov2 que carece del 
gen de la integrasa, de acuerdo con un modo de realización de la invención. 
 10 
La figura 9 representa un sistema para el uso de NRTP para la detección de inductores para seleccionar promotores 
de genes dentro de células viables, de acuerdo con un modo de realización de la invención. 
 
La figura 10 representa un sistema indicador que incluye una molécula de ácido nucleico indicadora (por ejemplo, 
plásmido) que se construye para detectar VanR, el inductor del promotor del gen de resistencia a vancomicina 15 
(vanA) en Enterococcus faecium (o E. faecalis), de acuerdo con un modo de realización de la invención. El plásmido 
indicador porta un gen indicador que se enlaza funcionalmente al promotor del gen vanA. 
 
La figura 11 representa un sistema indicador que incluye una molécula de ácido nucleico indicadora construida para 
detectar TcdD, el inductor de los promotores de los genes de las toxinas A y B (tcdA y tcdB, respectivamente) de C. 20 
difficile, de acuerdo con un modo de realización de la invención. La molécula de ácido nucleico indicadora incluye un 
gen indicador que se enlaza funcionalmente al promotor del gen tcdA. 
 
La figura 12 representa un sistema indicador que incluye una molécula de ácido nucleico indicadora construida para 
detectar SarS, el inductor del promotor del gen de la proteína A (spa) en S. aureus, de acuerdo con un modo de 25 
realización de la invención. La molécula de ácido nucleico indicadora incluye los genes de la luciferasa bacteriana 
luxA y luxB enlazados funcionalmente al promotor del gen spa (Pspa). 
 
La figura 13 muestra un sistema indicador que comprende un sistema para la detección de enzimas intracelulares 
dentro de células viables que emplea moléculas de sustrato encajadas que se pueden desencajar por una enzima 30 
intracelular diana, de acuerdo con un modo de realización de la invención. 
 
La figura 14 representa el diseño y función de un sistema de detección de enzima β-lactamasa, de acuerdo con un 
modo de realización de la invención. 
 35 
La figura 15 muestra un sistema indicador para la detección de moléculas intracelulares dentro de células viables 
que emplea moléculas intercambiables que pueden generar una señal detectable tras su unión a una molécula 
diana, de acuerdo con un modo de realización de la invención. 
 
La figura 16 representa el diseño y función de un sistema indicador de molécula intracelular basado en 40 
bacteriófago/aptámero intercambiable (SA), de acuerdo con un modo de realización de la invención. 
 
La figura 17 representa un ejemplo de un sistema que usa un mecanismo de represión cis que puede seleccionar la 
5' UTR (región no traducida) de una secuencia indicadora en un transcrito indicador, de acuerdo con un modo de 
realización de la invención. 45 
 
La figura 18 muestra un ejemplo de un sistema para detectar la presencia de un transcrito diana en una célula que 
se basa en un mecanismo de represión cis que selecciona el sitio de unión al ribosoma (RBS) de una secuencia 
indicadora en un transcrito indicador, de acuerdo con un modo de realización de la invención. 
 50 
La figura 19 ilustra un sistema ejemplar para detectar la presencia de un transcrito diana en una célula que se basa 
en un mecanismo de represión cis que selecciona la región codificante ("AUG") de una secuencia indicadora en un 
transcrito indicador, de acuerdo con un modo de realización de la invención. 
 
La figura 20 ilustra un sistema de ejemplo para detectar la presencia de un transcrito diana en una célula que se 55 
basa en un mecanismo de represión que usa un transcrito indicador inestable, de acuerdo con un modo de 
realización de la invención. 
 
La figura 21 muestra los resultados del ensayo de transducción en el que 36 SARM sensibles a tetraciclina se 
expusieron a partículas de transducción que portaban pGW80A0001 y a continuación se colocaron en placas de 60 
medio que contenían 5 ug/ml de tetraciclina, de acuerdo con un modo de realización de la invención. 
 
La figura 22 ilustra la luminiscencia medida a partir de 80 aislados clínicos de SARM y 28 aislados clínicos de S. 
aureus sensible a meticilina (SASM) transducidos con la partícula de transducción, de acuerdo con un modo de 
realización de la invención. 65 
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La figura 23 muestra los resultados de proliferación de S. aureus a 4, 8, 16, 32, 64 y 128 ug/ml de cefoxitina. 
 
La figura 24 muestra los valores de RLU obtenidos por el ensayo de NRTP en presencia de 4, 8, 16, 32, 64 y 
128 ug/ml de cefoxitina. El eje x en la figura 24 se establece en el valor de corte de RLU SASM. 
 5 
La figura 25 muestra una estructura secundaria del transcrito de mecA generada en base a la conformación de 
menor energía calculada por MFold y visualizada con VARNA. 
 
La figura 26 muestra el bucle terminal 23 (T23) del transcrito de mecA que contiene una secuencia consenso YUNR. 
 10 
La figura 27 representa una secuencia de represión cis añadida al extremo 5' de los genes luxAB y diseñada para 
formar una estructura de tallo-bucle que bloquea la secuencia de RBS ("AAGGAA") del gen luxA. 
 
La figura 28 muestra un diagrama de emparejamiento de bases entre el transcrito diana y la secuencia de represión 
cis del transcrito indicador. 15 
 
La figura 29 muestra un ejemplo de una secuencia del gen mecA diana, de acuerdo con un modo de realización de 
la invención. 
 
La figura 30 muestra una secuencia de transcrito de mecA ejemplar que se puede usar para diseñar un transcrito 20 
indicador (SEQ ID NO:16), de acuerdo con un modo de realización de la invención. 
 
La figura 31 es un ejemplo de una secuencia de ADN de locus del gen luxAB que se puede usar para diseñar un 
transcrito indicador, de acuerdo con un modo de realización de la invención. 
 25 
La figura 32 es un ejemplo de una secuencia de transcrito de luxAB que se puede usar para diseñar un transcrito 
indicador (SEQ ID NO:18), de acuerdo con un modo de realización de la invención. 
 
La figura 33 es un ejemplo de una secuencia de transcrito reprimida en cis luxAB que se puede usar en un transcrito 
indicador (SEQ ID NO:19), de acuerdo con un modo de realización de la invención. 30 
 
La figura 34 muestra un ejemplo de una célula que comprende un vector que codifica un transcrito indicador, donde 
no hay un transcrito de mecA endógeno en la célula, de acuerdo con un modo de realización de la invención. 
 
La figura 35 muestra un vector introducido en una célula, donde el vector codifica el transcrito indicador, lo que 35 
incluye una secuencia de represión cis y una secuencia indicadora (genes luxA y luxB). Cuando el transcrito de 
mecA presente en la célula se une a la secuencia de represión cis, el bucle de horquilla inhibidor se abre y se 
expone el RBS para el gen luxA. Se puede producir la traducción de las secuencias indicadoras (luxA y luxB), dando 
como resultado la formación de una enzima luxAB. La enzima luxAB produce una señal luminiscente detectable. De 
esta manera, el vector indicador de transcrito indica la presencia de transcritos de mecA endógenos dentro de una 40 
célula. 
 
DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 
 
I. Definiciones 45 
 
Los términos usados en las reivindicaciones y la memoria descriptiva se definen como se establece a continuación a 
menos que se especifique de otro modo. 
 
Como se usa en el presente documento, "molécula de ácido nucleico indicadora" se refiere a una secuencia de 50 
nucleótidos que comprende una molécula de ADN o ARN. La molécula de ácido nucleico indicadora puede ser 
natural o una molécula artificial o sintética. En algunos modos de realización, la molécula de ácido nucleico 
indicadora es exógena a una célula huésped y se puede introducir en una célula huésped como parte de una 
molécula de ácido nucleico exógena, tal como un plásmido o vector. En determinados modos de realización, la 
molécula de ácido nucleico indicadora puede ser complementaria a un gen diana en una célula. En otros modos de 55 
realización, la molécula de ácido nucleico indicadora comprende un gen indicador que codifica una molécula 
indicadora (por ejemplo, proteína, enzima indicadora). En algunos modos de realización, la molécula de ácido 
nucleico indicadora se denomina "construcción indicadora" o "construcción indicadora de ácido nucleico". 
 
Una "molécula indicadora" o "indicador" se refiere a una molécula (por ejemplo, ácido nucleico o proteína) que 60 
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 en reacciones de luminiscencia (luxA, luxB, luxAB, luc, ruc, nluc), 
genes que codifican enzimas que median en reacciones colorimétricas (lacZ, HRP), genes que codifican proteínas 
fluorescentes (GFP, eGFP, YFP, RFP, CFP, BFP, mCherry, proteínas fluorescentes en infrarrojo cercano), 65 
moléculas de ácido nucleico que codifican péptidos de afinidad (marca His, 3X-FLAG) y genes que codifican 
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marcadores seleccionables (ampC, tet(M), CAT, erm). La molécula indicadora se puede usar como marcador para la 
captación exitosa de una molécula de ácido nucleico o secuencia exógena (plásmido) en una célula. La molécula 
indicadora también se puede usar para indicar la presencia de un gen diana, molécula de ácido nucleico diana, 
molécula intracelular diana o una célula, como se describe en el presente documento. De forma alternativa, la 
molécula indicadora puede ser un ácido nucleico, tal como un aptámero o ribozima. 5 
 
En algunos aspectos de la invención, la molécula de ácido nucleico indicadora se enlaza funcionalmente a un 
promotor. En otros aspectos de la invención, el promotor se puede elegir o diseñar para contribuir a la reactividad y 
reactividad cruzada del sistema indicador en base a la actividad del promotor en células específicas (por ejemplo, 
especies específicas) y no en otras. En determinados aspectos, la molécula de ácido nucleico indicadora comprende 10 
un origen de replicación. En otros aspectos, la elección del origen de replicación puede contribuir de forma similar a 
la reactividad y reactividad cruzada del sistema indicador, cuando la replicación de la molécula de ácido nucleico 
indicadora dentro de la célula diana contribuye a o se requiere para la producción de señal indicadora en base a la 
actividad del origen de replicación en células específicas (por ejemplo, especies específicas) y no en otras. En 
algunos modos de realización, la molécula de ácido nucleico indicadora forma un replicón que se puede empaquetar 15 
como ADN concatamérico en un virus descendiente durante la replicación del virus. 
 
Como se usa en el presente documento, un "transcrito diana" se refiere a una porción de una secuencia de 
nucleótidos de una secuencia de ADN o una molécula de ARNm que se forma naturalmente por una célula diana 
incluyendo la formada durante la transcripción de un gen diana y ARNm que es un producto del procesamiento de 20 
ARN de un producto de transcripción primaria. El transcrito diana también se puede denominar transcrito celular o 
transcrito natural. 
 
Como se usa en el presente documento, el término "transcrito" se refiere a una longitud de secuencia de nucleótidos 
(ADN o ARN) transcrita a partir de un gen o secuencia molde de ADN o ARN. El transcrito puede ser una secuencia 25 
de ADNc transcrita a partir de un molde de ARN o una secuencia de ARNm transcrita a partir de un molde de ADN. 
El transcrito puede ser codificante o no codificante de proteína. El transcrito también se puede transcribir a partir de 
una construcción de ácido nucleico genomanipulada. 
 
Un transcrito derivado de una molécula de ácido nucleico indicadora se puede denominar un "transcrito indicador". El 30 
transcrito indicador puede incluir una secuencia indicadora y una secuencia de represión cis. El transcrito indicador 
puede tener secuencias que forman regiones de complementariedad, de modo que el transcrito incluye dos regiones 
que forman un dúplex (por ejemplo, una región dúplex intermolecular). Una región se puede denominar una 
"secuencia de represión cis" y tiene complementariedad con una porción o todo un transcrito diana y/o una 
secuencia indicadora. Una segunda región del transcrito se llama "secuencia indicadora" y puede tener 35 
complementariedad con la secuencia de represión cis. La complementariedad puede ser complementariedad 
completa o complementariedad sustancial. La presencia y/o unión de la secuencia de represión cis con la secuencia 
indicadora puede formar una conformación en el transcrito indicador, que puede bloquear la expresión adicional de 
la molécula indicadora. El transcrito indicador puede formar estructuras secundarias, tales como una estructura de 
horquilla, de modo que las regiones dentro del transcrito indicador que son complementarias entre sí se pueden 40 
hibridar entre sí. 
 
"Introducir en una célula", cuando se refiere a una molécula de ácido nucleico o una secuencia exógena (por 
ejemplo, plásmido, vector, construcción), quiere decir facilitar la captación o absorción en la célula, como se entiende 
por los expertos en la técnica. La absorción o captación de construcciones o transcritos de ácido nucleico se puede 45 
producir a través de procesos celulares activos o difusivos sin ayuda, o por agentes o dispositivos auxiliares 
incluyendo por medio del uso de bacteriófago, virus y partículas de transducción. El significado de este término no se 
limita a las células in vitro; una molécula de ácido nucleico también se puede "introducir en una célula", en la que la 
célula es parte de un organismo vivo. En dicho caso, la introducción en la célula incluirá el suministro al organismo. 
Por ejemplo, para suministro in vivo, las moléculas, construcciones o vectores de ácido nucleico se pueden inyectar 50 
en un sitio de tejido o administrarse por vía sistémica. La introducción in vitro en una célula incluye procedimientos 
conocidos en la técnica, tales como electroporación y lipofección. Otros enfoques se describen en el presente 
documento o son conocidos en la técnica. 
 
Una "partícula de transducción" se refiere a un virus que puede administrar una molécula de ácido nucleico no vírico 55 
en una célula. El virus puede ser un bacteriófago, adenovirus, etc. 
 
Una "partícula de transducción no replicativa" se refiere a un virus que puede suministrar una molécula de ácido 
nucleico no vírico en una célula, pero no empaqueta su propio genoma vírico replicado en la partícula de 
transducción. El virus puede ser un bacteriófago, adenovirus, etc. 60 
 
Un "plásmido" es una molécula de ADN pequeña que está físicamente separada de, y se puede replicar 
independientemente de, el ADN cromosómico dentro de una célula. Los plásmidos, encontrados más comúnmente 
como moléculas de ADN bicatenario circulares pequeñas en bacterias, a veces están presentes en arqueas y 
organismos eucariotas. Los plásmidos se consideran replicones, que se pueden replicar de forma autónoma dentro 65 
de un huésped adecuado. 
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Un "vector" es una molécula de ácido nucleico usada como vehículo para portar artificialmente material genético 
exógeno en otra célula, donde se puede replicar y/o expresar. 
 
Un "virus" es un agente infeccioso pequeño que se replica solo en dentro de las células vivas de otros organismos. 5 
Las partículas de virus (conocidas como viriones) incluyen dos o tres partes: i) el material genético hecho de 
moléculas de ADN o bien ARN que portan información genética; ii) una cubierta proteica que protege estos genes; y 
en algunos casos, iii) una envoltura de lípidos que rodea la cubierta proteica. 
 
"SARM" se refiere a Staphylococcus aureus resistente a meticilina. 10 
 
"SASM" se refiere a Staphylococcus aureus sensible a meticilina. 
 
El término "mejorar" se refiere a cualquier resultado terapéuticamente beneficioso en el tratamiento de un estado de 
enfermedad, por ejemplo, un estado de enfermedad, incluyendo profilaxis, disminución en la gravedad o progresión, 15 
remisión o cura de la misma. 
 
El término "in situ" se refiere a procesos que se producen en una célula viva que prolifera separada de un organismo 
vivo, por ejemplo, que prolifera en cultivo hístico. 
 20 
El término "in vivo" se refiere a procesos que se producen en un organismo vivo. 
 
El término "mamífero" como se usa en el presente documento incluye tanto humanos como no humanos e incluye 
pero no se limita a humanos, primates no humanos, caninos, felinos, murinos, bovinos, equinos y porcinos. 
 25 
"G", "C", "A" y "U" en general representan cada uno un nucleótido 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 desoxirribonucleótido en el que la nucleobase es timina, por ejemplo, desoxirribotimina. Sin embargo, se 
entenderá que el término "ribonucleótido" o "nucleótido" o "desoxirribonucleótido" también se puede referir a un 
nucleótido modificado, como se detalla además a continuación, o un resto de reemplazo sustituto. El experto en la 30 
técnica es consciente de que guanina, citosina, adenina y uracilo se pueden reemplazar por otros restos sin alterar 
sustancialmente las propiedades de emparejamiento de bases de un oligonucleótido que comprende un nucleótido 
que lleva dicho resto de reemplazo. Por ejemplo, sin limitación, un nucleótido que comprende inosina como su base 
se puede emparejar con nucleótidos que contienen adenina, citosina o uracilo. Por tanto, los nucleótidos que 
contienen uracilo, guanina o adenina se pueden reemplazar en las secuencias de nucleótidos de la invención por un 35 
nucleótido que contiene, por ejemplo, inosina. Las secuencias que comprenden dichos restos de reemplazo son 
modos de realización de la invención. 
 
Como se usa en el presente documento, el término "complementario", cuando se usa para describir una primera 
secuencia de nucleótidos en relación con una segunda secuencia de nucleótidos, se refiere a la capacidad de un 40 
oligonucleótido o polinucleótido que comprende la primera secuencia de nucleótidos para hibridarse y formar una 
estructura dúplex bajo determinadas condiciones con un oligonucleótido o polinucleótido que comprende la segunda 
secuencia de nucleótidos, como se entenderá por el experto en la técnica. Las secuencias complementarias también 
se describen como unidas entre sí y caracterizadas por afinidades de unión. 
 45 
Por ejemplo, una primera secuencia de nucleótidos se puede describir como complementaria a una segunda 
secuencia de nucleótidos cuando las dos secuencias se hibridan (por ejemplo, hibridación) en condiciones de 
hibridación rigurosas. Las condiciones de hibridación incluyen temperatura, fuerza iónica, pH y concentración de 
disolvente orgánico para las etapas de hibridación y/o lavado. El término condiciones de hibridación rigurosas se 
refiere a condiciones bajo las que una primera secuencia de nucleótidos se hibridará preferentemente a su 50 
secuencia diana, por ejemplo, una segunda secuencia de nucleótidos, y en menor medida a, o en absoluto a, otras 
secuencias. Las condiciones de hibridación rigurosas son dependientes de la secuencia y son diferentes en 
parámetros ambientales diferentes. En general, se seleccionan las condiciones de hibridación rigurosas para que 
sean aproximadamente 5 °C menores que el punto de fusión térmico (Tf) para la secuencia de nucleótidos a una 
fuerza iónica y pH definidos. La Tf es la temperatura (a una fuerza iónica y pH definidos) a la que un 50 % de las 55 
primeras secuencias de nucleótidos se hibrida a una secuencia diana perfectamente emparejada. Una guía extensa 
para la hibridación de ácidos nucleicos se encuentra, por ejemplo, en Tijssen (1993) Laboratory Techniques in 
Biochemistry and Molecular Biology--Hybridization with Nucleic Acid Probes part I, 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 condiciones fisiológicamente pertinentes como se pueden encontrar dentro de un 60 
organismo. El experto en la técnica podrá determinar el conjunto de condiciones más apropiadas para una prueba 
de complementariedad de dos secuencias de acuerdo con la aplicación final de los nucleótidos hibridados. 
 
Esto incluye el emparejamiento de bases del oligonucleótido o polinucleótido que comprende la primera secuencia 
de nucleótidos con el oligonucleótido o polinucleótido que comprende la segunda secuencia de nucleótidos en toda 65 
la longitud de la primera y segunda secuencia de nucleótidos. Dichas secuencias se pueden denominar 
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"completamente complementarias" entre sí 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 más, pero en general no 
más de 4, 3 o 2 pares de bases con emparejamiento erróneo tras la hibridación, mientras que conservan la 
capacidad de hibridarse en las condiciones más pertinentes para su aplicación final. Sin embargo, cuando dos 5 
oligonucleótidos se diseñan para formar, tras la hibridación, uno o más salientes monocatenarios, dichos salientes 
no se considerarán emparejamientos erróneos con respecto a la determinación de complementariedad. Por ejemplo, 
un ARNbc que comprende un oligonucleótido de 21 nucleótidos de longitud y otro oligonucleótido de 23 nucleótidos 
de longitud, en el que el oligonucleótido más largo comprende una secuencia de 21 nucleótidos que es 
completamente complementaria al oligonucleótido más corto, aún se puede denominar "completamente 10 
complementario" para los propósitos descritos en el presente documento. 
 
Las secuencias "complementarias", como se usa en el presente documento, también pueden incluir, o formarse en 
su totalidad de pares de bases distintas de Watson-Crick y/o pares de bases formadas de nucleótidos no naturales y 
modificados, en la medida en que los requisitos anteriores con respecto a su capacidad de hibridación se cumplan. 15 
Dichos pares de bases distintas de Watson-Crick incluyen, pero no se limitan a, 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 20 
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 entenderá del contexto de su uso. 
 
Como se usa en el presente documento, una "estructura dúplex" comprende dos secuencias de ácido nucleico 
antiparalelas y sustancialmente complementarias. Las secuencias complementarias en una construcción de ácido 25 
nucleico, entre dos transcritos, entre dos regiones dentro de un transcrito, o entre un transcrito y una secuencia 
diana pueden formar una "estructura dúplex". En general, la mayoría de los nucleótidos de cada hebra son 
ribonucleótidos, pero como se describe en detalle en el presente documento, cada una o ambas hebras también 
pueden incluir al menos un no ribonucleótido, por ejemplo, un desoxirribonucleótido y/o un nucleótido modificado. 
Las dos hebras que forman la estructura dúplex pueden ser porciones diferentes de una molécula de ARN más 30 
grande, o pueden ser moléculas de ARN separadas. Cuando las dos hebras son parte de una molécula más grande 
y, por lo tanto, se conectan por una cadena ininterrumpida de nucleótidos entre el extremo 3' de una hebra y el 
extremo 5' de la otra hebra respectiva que forma la estructura dúplex, la cadena de ARN de conexión se denomina 
"bucle de horquilla". Cuando las dos hebras se conectan covalentemente por medios distintos de una cadena 
ininterrumpida de nucleótidos entre el extremo 3' de una hebra y el extremo 5' de la otra hebra respectiva que forma 35 
la estructura dúplex, la estructura de conexión se denomina "conector". Las hebras de ARN pueden tener el mismo 
número o uno diferente de nucleótidos. El número máximo de pares de bases es el número de nucleótidos en la 
hebra más corta del dúplex menos cualquier saliente que esté presente en el dúplex. En general, la estructura 
dúplex tiene entre 15 y 30 o entre 25 y 30, o entre 18 y 25, o entre 19 y 24, o entre 19 y 21, o 19, 20 o 21 pares de 
bases de longitud. En un modo de realización, el dúplex tiene 19 pares de bases de longitud. En otro modo de 40 
realización, el dúplex tiene 21 pares de bases de longitud. Cuando se usan dos ARNip diferentes en combinación, 
las longitudes de dúplex pueden ser idénticas o pueden diferir. 
 
Como se usa en el presente documento, el término "región de complementariedad" se refiere a la región en la hebra 
antisentido que es sustancialmente complementaria a una secuencia, por ejemplo, una secuencia diana, como se 45 
define en el presente documento. Cuando la región de complementariedad no es completamente complementaria a 
la secuencia diana, los emparejamientos erróneos son los más tolerados en las regiones terminales y, si están 
presentes, en general están en una región o regiones terminales, por ejemplo, dentro de 6, 5, 4, 3 o 2 nucleótidos 
del extremo 5' y/o 3'. 
 50 
El término porcentaje de "identidad" en el contexto de dos o más secuencias de ácido nucleico o polipeptídicas, se 
refiere a dos o más secuencias o subsecuencias que tienen un porcentaje especificado de nucleótidos o residuos 
aminoacídicos que son iguales, cuando se comparan y alinean para una correspondencia máxima, como se mide 
usando uno de los algoritmos de comparación de secuencias descritos a continuación (por ejemplo, BLASTP y 
BLASTN u otros algoritmos disponibles para los expertos) o por inspección visual. Dependiendo de la aplicación, el 55 
porcentaje de "identidad" puede existir en una región de la secuencia que se está 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 comparación de secuencias, típicamente una secuencia actúa como una secuencia de referencia con la que 
se comparan las secuencias de prueba. Cuando se usa un algoritmo de comparación de secuencias, las secuencias 60 
de prueba y de referencia se introducen en un ordenador, se designan coordenadas de subsecuencia, si es 
necesario, y se designan parámetros del programa de algoritmo de secuencias. A continuación, el algoritmo de 
comparación de secuencias calcula el porcentaje de identidad de secuencia para la(s) secuencia(s) de prueba en 
relación con la secuencia de referencia, en base a los parámetros del programa designados. 
 65 
Se puede llevar a cabo la alineación óptima de secuencias para su comparación, por ejemplo, por el algoritmo de 
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homología local de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), por el algoritmo de alineación de homología 
de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), por la búsqueda del procedimiento de similitud de Pearson y 
Lipman, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), por 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 por inspección visual (véase en general Ausubel et al., más abajo). 5 
 
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 informático para realizar los análisis de BLAST está disponible públicamente a través del National Center 
for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov/). 10 
 
El término "cantidad suficiente" quiere decir una cantidad suficiente para producir un efecto deseado, por ejemplo, 
una cantidad suficiente para producir una señal detectable de una célula. 
 
El término "cantidad terapéuticamente eficaz" es una cantidad que es eficaz para mejorar un síntoma de una 15 
enfermedad. Una cantidad terapéuticamente eficaz puede ser una "cantidad profilácticamente eficaz", ya que la 
profilaxis se puede considerar tratamiento. 
 
Cabe destacar que, como se usan en la memoria descriptiva y 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. 20 
 
II. Ciclo lisógeno y lítico de los virus 
 
Los virus experimentan ciclos lisógenos y líticos en una célula huésped. Si se adopta el ciclo lisógeno, el cromosoma 
del fago se puede integrar en el cromosoma bacteriano, o se puede establecer por sí mismo como un plásmido 25 
estable en el huésped, donde puede permanecer inactivo durante largos períodos de tiempo. Si se induce el 
lisógeno, el genoma de fago se escinde del cromosoma bacteriano e inicia el ciclo lítico, que culmina en la lisis de la 
célula y la liberación de partículas de fago. El ciclo lítico da lugar a la producción de nuevas partículas de fago que 
se liberan por lisis del huésped. 
 30 
Determinados fagos moderados pueden presentar actividad lítica, y la propensión a esto puede variar con bacterias 
huésped variables. Para ilustrar este fenómeno, la actividad lítica de dos fagos de S. aureus moderados en diez 
aislados clínicos de SARM se examinó por medio de un ensayo en placa (tabla 1). El fago φ11 presentó actividad 
lítica en 10 de 10 aislados clínicos de SARM y φ80α presentó actividad lítica en seis de los 10 aislados clínicos de 
SARM. Por tanto, se puede esperar que los ensayos de indicadores que se basan en el ciclo lisógeno natural de los 35 
fagos presenten actividad lítica esporádicamente. 
 
Tabla 1: Actividad lítica (indicada por la letra "x") de los fagos moderados de S. aureus φ11 y φ80α en diez 
aislados clínicos de SARM 
 40 

Aislado de 
SARM 

Φ 11 Φ80α 

1 x 
 

2 x 
 

3 x x 

4 x x 

5 x x 

6 x 
 

7 x x 

8 x 
 

9 x x 

10 x x 

 
Además, los ensayos de indicadores basados en virus, tales como los indicadores basados en fagos, pueden sufrir 
una reactividad limitada (es decir, inclusividad analítica) debido a los límites en la gama de huéspedes de fagos 
provocada por mecanismos de resistencia a fagos derivados de profagos y basados en huéspedes. Estos 
mecanismos de resistencia seleccionan el ácido nucleico del fago natural que puede dar como resultado la 45 
degradación o inhibición de otro modo de las funciones y ADN del fago. Dichos mecanismos de resistencia incluyen 
sistemas de restricción que escinden el ADN del fago y sistemas CRISPR que inhiben los transcritos derivados del 
fago. 
 
Tanto la actividad lítica como la resistencia a fagos pueden inhibir los ensayos basados en fagos indicadores. La 50 
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actividad lítica puede inhibir la señal destruyendo o inhibiendo de otro modo la célula en su capacidad para generar 
una señal detectable y por tanto afectar a los límites de detección reduciendo la cantidad de señal detectable o 
evitando la generación de una señal detectable. Los mecanismos de resistencia a fagos pueden limitar la gama de 
huéspedes del fago y limitar la inclusividad del indicador basado en fagos, afectando de forma similar a los límites de 
detección reduciendo la cantidad de señal detectable o evitando la generación de una señal detectable. Tanto la 5 
actividad lítica como la resistencia a fagos provocadas por la incorporación del ADN del fago en un fago indicador 
puede dar lugar a resultados negativos falsos en los ensayos que incorporan estos indicadores de fagos. 
 
III. Procedimientos para producir partículas de transducción no replicativas (NRTP) 
 10 
A. Procedimientos basados en alteración/complementación para producir partículas de transducción no 
replicativas 
 
1) Sistema de empaquetamiento de mutación sinónima/complementación 
 15 
La divulgación incluye procedimientos para producir NRTP usando un procedimiento basado en mutación 
sinónima/complementación. 
 
Este sistema de empaquetamiento de partículas de transducción no replicativas se basa en introducir una mutación 
sinónima en un componente del genoma de un virus que se reconoce por el mecanismo de empaquetamiento vírico 20 
como el elemento a partir del que se inicia el empaquetamiento genómico durante la producción vírica. Los ejemplos 
de un elemento de este tipo incluyen la secuencia del sitio pac de bacteriófagos de tipo pac y la secuencia del sitio 
cos de bacteriófagos de tipo cos. 
 
Debido a que estos sitios de iniciación de empaquetamiento a menudo se encuentran dentro de regiones 25 
codificantes de genes que son esenciales para la producción de virus, la mutación sinónima se introduce de modo 
que el sitio pac ya no se reconoce como sitio de iniciación de empaquetamiento por el mecanismo de 
empaquetamiento vírico. Al mismo tiempo, la mutación no altera el gen en el que se codifica el sitio. Al alterar la 
secuencia del sitio de empaquetamiento, el virus mutado puede experimentar un ciclo lítico, pero no puede 
empaquetar su ADN genómico en su unidad de empaquetamiento. 30 
 
Una molécula de ácido nucleico indicadora exógena, tal como ADN plasmídico, se puede introducir en una célula 
huésped que se ha lisogenizado con un genoma vírico con una secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento 
mutada. La molécula de ácido nucleico indicadora exógena puede incluir una secuencia del sitio de iniciación de 
empaquetamiento natural. La molécula de ácido nucleico indicadora exógena se puede introducir en la célula y 35 
replicarse en la célula. Cuando el virus mutado está experimentando un ciclo lítico, el mecanismo de 
empaquetamiento vírico expresado empaqueta la molécula de ácido nucleico indicadora exógena con la secuencia 
del sitio de iniciación de empaquetamiento natural en la unidad de empaquetamiento vírica. El genoma vírico no se 
empaqueta en la unidad de empaquetamiento porque su secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento se ha 
mutado. En determinados modos de realización, la mutación en la secuencia del sitio de iniciación de 40 
empaquetamiento comprende una mutación sinónima que evita la escisión de la secuencia de iniciación de 
empaquetamiento, pero no altera la expresión del producto génico que engloba la secuencia del sitio de iniciación de 
empaquetamiento. Esto produce partículas de transducción no replicativas, por ejemplo, componentes estructurales 
víricos que portan la molécula de ácido nucleico exógena replicada. 
 45 
Un ejemplo de un sistema de este tipo se basa en el bacteriófago P1, un fago de tipo pac. En un modo de 
realización, un plásmido que incluye un sitio P1 pac natural se transforma en una célula. La célula se lisogeniza con 
un genoma de profago P1. El genoma de profago P1 incluye una mutación sinónima en la secuencia del sitio pac 
codificada dentro del gen pacA de P1. Cuando se induce el ciclo lítico del profago, el sistema da como resultado la 
producción de partículas de transducción basadas en P1 que portan el ADN plasmídico. Un ejemplo de una 50 
mutación sinónima que es adecuada para este sistema se describe en la publicación de EE. UU. n.º 2005/0118719, 
presentada el 7 de noviembre de 2002. También se encuentra un ejemplo en SEQ ID NO: 2, enumerado a 
continuación (sitio pac P1 con mutaciones sinónimas, las letras en minúscula significan bases mutadas). 
 
La figura 1 ilustra un ejemplo del diseño y función del sistema de empaquetamiento de plásmido P1 basado en 55 
mutación sinónima/complementación 100, de acuerdo con un modo de realización de la invención. En este sistema, 
una célula de E. coli 101 se lisogeniza con un profago P1 102 que incluye una mutación sinónima en su secuencia 
del sitio de iniciación de empaquetamiento (por ejemplo, sitio pac). La célula se transforma con un plásmido que 
contiene el sitio pac natural 103 y el plásmido se replica en la célula para formar concatámeros plasmídicos 104. El 
plásmido también puede incluir un gen indicador que codifica una molécula indicadora. Cuando se induce el ciclo 60 
lítico del profago P1, el profago P1 se escinde del genoma bacteriano y los componentes estructurales P1, tales 
como las proteínas de la cápside, se expresan 105. Los componentes estructurales P1 solo empaquetan ADN que 
contiene un sitio pac natural (por ejemplo, ADN plasmídico), produciendo así partículas de transducción no 
replicativas que portan el ADN plasmídico 106 (por ejemplo, un gen indicador). 
 65 
Un vector de ejemplo para su uso en el sistema de empaquetamiento de plásmido P1 basado en mutación 
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sinónima/complementación se muestra en la figura 2. Los detalles sobre cómo construir las cepas y los vectores del 
sistema de empaquetamiento de plásmido P1 basado en mutación sinónima/complementación se describen en 
detalle en el ejemplo 1 a continuación. 
 
2) Sistema de empaquetamiento basado en deleción/complementación 5 
 
La divulgación incluye procedimientos para producir NRTP usando un procedimiento basado en 
deleción/complementación. 
 
Este sistema de empaquetamiento de partículas de transducción no replicativas se basa en la deleción de un 10 
componente del genoma de un virus que se reconoce por el mecanismo de empaquetamiento vírico como el 
elemento a partir del que se inicia el empaquetamiento genómico durante la producción vírica. Los ejemplos de un 
elemento de este tipo incluyen la secuencia del sitio pac de bacteriófagos de tipo pac y la secuencia del sitio cos de 
bacteriófagos de tipo cos. Estos sitios de iniciación de empaquetamiento a menudo se encuentran dentro de 
regiones codificantes de genes que son esenciales para la producción de virus. En algunos modos de realización, el 15 
sitio de iniciación de empaquetamiento solo se deleciona, lo que permite que el virus mutado experimente un ciclo 
lítico pero no permite que el virus empaquete su ADN genómico. Por ejemplo, SEQ ID NO: 6 es un ejemplo de un 
gen pacA de P1 con una secuencia del sitio pac delecionada (las letras en minúscula indican la secuencia del sitio 
pac delecionada). En otros modos de realización, el gen completo que comprende el sitio de iniciación de 
empaquetamiento se deleciona. Por ejemplo, SEQ ID NO: 8 muestra la deleción del gen terS (los caracteres en 20 
minúscula muestran la secuencia delecionada). 
 
En un ejemplo, el genoma de una célula se lisogeniza con un genoma vírico donde se ha delecionado el sitio de 
iniciación de empaquetamiento. Un plásmido complementario se introduce en la célula, y el ADN plasmídico incluye 
un gen con una secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento que complementa la secuencia del sitio de 25 
iniciación de empaquetamiento delecionado en el genoma vírico. Cuando el virus mutado está experimentando un 
ciclo lítico, las proteínas de empaquetamiento vírico empaquetan un replicón del ADN plasmídico en la unidad de 
empaquetamiento debido a su sitio de iniciación de empaquetamiento, y se producen partículas de transducción no 
replicativas que portan el ADN plasmídico replicado. 
 30 
En algunos modos de realización, es preferente que la deleción/complementación se diseñe de modo que no exista 
homología entre el ADN del virus mutado y el ADN exógeno complementario. Esto se debe a que la falta de 
homología entre el ADN del virus mutado y el ADN exógeno complementario evita la posibilidad de recombinación 
homóloga entre las dos moléculas de ADN que puede dar como resultado la reintroducción de una secuencia de 
empaquetamiento en el genoma del virus. Para lograr una falta de homología, una estrategia es delecionar todo el 35 
gen que contiene la secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento del genoma del virus y a continuación 
complementar este gen con una molécula de ADN exógeno que no contenga más que exactamente la secuencia de 
ADN que se delecionó del virus. En esta estrategia, la molécula de ADN complementaria se diseña para expresar el 
gen que se delecionó del virus. 
 40 
Otro ejemplo de un sistema de este tipo se proporciona usando el bacteriófago φ80α, un fago de tipo pac. El 
genoma de fago se lisogeniza en una célula bacteriana huésped, y el genoma de fago incluye un gen de la 
terminasa pequeña donde el sitio pac de un profago de tipo pac φ80α se ha delecionado. Un plásmido que incluye 
un gen de la terminasa pequeña complementario con un sitio pac natural se transforma en la célula. Cuando se 
induce el ciclo lítico del profago lisogenizado, el sistema de empaquetamiento de bacteriófagos empaqueta el ADN 45 
plasmídico en componentes estructurales del bacteriófago descendiente, en lugar de empaquetar el ADN del 
bacteriófago natural. El sistema de empaquetamiento produce así partículas de transducción no replicativas que 
portan ADN plasmídico. 
 
La figura 3 ilustra un ejemplo del diseño y función de un sistema de empaquetamiento de plásmido de deleción del 50 
sitio pac/complementación 300, de acuerdo con un modo de realización de la invención. Una célula bacteriana 301 
se lisogeniza con un fago de tipo pac 302 que tiene su gen de la terminasa pequeña (terS) delecionado. La célula se 
transforma con un plásmido de replicación por círculo rodante 303 que incluye un gen de la terminasa pequeña que 
complementa la deleción del gen terS en el fago. El gen de la terminasa pequeña contiene la secuencia del sitio de 
iniciación de empaquetamiento, por ejemplo, un sitio pac. El plásmido 303 también puede incluir un gen indicador 55 
que codifica una molécula indicadora. 
 
Un complejo de proteínas que comprende las proteínas terminasa pequeña y terminasa grande puede reconocer y 
escindir una molécula de ADN bicatenario en o cerca del sitio pac, y esto permite que la molécula de ADN 
plasmídico se empaquete en una cápside de fago. Cuando se induce el profago en la célula, el ciclo lítico del fago 60 
produce las proteínas estructurales del fago 304 y la proteína terminasa grande del fago 305. El plásmido 
complementario se replica, y la proteína terminasa pequeña 306 se expresa. El ADN plasmídico replicado 307 que 
contiene el gen terS (y el gen indicador) se empaqueta en cápsides de fago, dando como resultado partículas de 
transducción no replicativas que portan solo el ADN plasmídico 308. La figura 4 muestra un ejemplo de un vector 
resultante usado en el sistema de empaquetamiento de plásmido de deleción del sitio pac/complementación. Otros 65 
detalles sobre los componentes y la construcción del sistema de empaquetamiento de plásmido de deleción del sitio 
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pac/complementación están en el ejemplo 2 a continuación. 
 
B. Sistema de empaquetamiento basado en isla de patogenicidad 
 
Las islas de patogenicidad (PTI) son un subconjunto de elementos genéticos transferidos horizontalmente conocidos 5 
como islas genómicas. Existe una familia particular de PTI altamente móviles en Staphylococcus aureus que se 
inducen para escindirse y replicarse por determinados profagos residentes. Estas PTI se empaquetan en partículas 
pequeñas con forma de fago y se transfieren en frecuencias acordes con el título de formación de placa del fago. 
Este proceso se denomina ciclo de escisión-replicación-empaquetamiento (ERP) de SaPI, y la transferencia de SaPI 
de alta frecuencia se denomina transferencia específica de SaPI (SPST) para distinguirla de la transducción 10 
generalizada clásica (CGT). Las SaPI tienen una organización genética altamente conservada que es paralela a la 
de los bacteriófagos y las distingue claramente de todas las otras islas genómicas adquiridas horizontalmente. Las 
integrasas codificadas por SaPI1 y codificadas por SaPIbov2 se requieren tanto para la escisión como para la 
integración de los elementos correspondientes, y se supone que lo mismo es cierto para las otras SaPI. El fago 80α 
puede inducir varias SaPI diferentes, incluyendo SaPI1, SaPI2 y SaPIbov1, mientras que φ11 puede inducir 15 
SaPIbov1 pero ninguna de las otras dos SaPI. 
 
La figura 5 representa el proceso natural para el empaquetamiento de isla genómica (GI) 500 por un bacteriófago. 
En la naturaleza, una célula bacteriana 501 lisogenizada con un profago adecuado 503 y que porta una GI 504 
puede producir partículas de fago que portan concatámeros de GI 512. En este proceso, cuando el fago se induce 20 
en su ciclo lítico, el genoma de fago se escinde (no mostrado) del genoma bacteriano 502, que a continuación 
expresa proteínas bacteriófagas incluyendo los constituyentes de cápside 505 y la proteína terminasa grande (TerL) 
506. La inducción de profago también desencadena la escisión de GI por medio de la expresión de la proteína 
integrasa de GI (int) 507. De forma similar al genoma de fago escindido (no mostrado), la GI se circulariza 508, 
expresa su propia proteína terminasa pequeña (TerS) 509 y comienza a replicarse formando un concatámero de GI 25 
510. A continuación, el gen TerL del fago y el gen TerS de GI pueden combinar, unir y escindir el concatámero de GI 
por medio de una secuencia del sitio pac en el genoma de GI, y a continuación el concatámero de GI se puede 
empaquetar en las cápsides del fago 511 dando como resultado partículas de fago que portan los concatámeros de 
GI 512. 
 30 
En sistemas naturales, como se representa en la figura 5, el lisado resultante producido a partir de la producción de 
fagos incluye tanto partículas de fago naturales como partículas de fago que contienen GI. Las partículas de fago 
naturales son un resultado del empaquetamiento del genoma de fago natural debido al reconocimiento del sitio pac 
dentro de concatámeros del genoma de fago. 
 35 
1) Diseño y función del sistema de empaquetamiento de isla genómica (GI) 
 
Los procedimientos de la divulgación para producir NRTP incluyen un sistema de empaquetamiento basado en GI. 
 
En comparación con un sistema de empaquetamiento de plásmido, el sistema de empaquetamiento de GI natural se 40 
beneficia del hecho de que el ADN que se empaqueta se deriva de una región genómica dentro del genoma 
bacteriano y por tanto no requiere el mantenimiento de un plásmido por el huésped bacteriano. 
 
En algunos modos de realización, la divulgación incluye un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para 
empaquetar una molécula de ácido nucleico indicadora en una partícula de transducción no replicativa, en el que la 45 
célula bacteriana comprende un genoma de bacteriófago lisogenizado que carece de un gen de empaquetamiento, y 
una isla genómica, fago críptico u otra molécula de ácido nucleico que requiere un bacteriófago (por ejemplo, un 
fago cooperador) para la movilización de la molécula de ácido nucleico y que comprende una molécula de ácido 
nucleico indicadora y un gen de empaquetamiento. Los sistemas basados en islas genómicas se pueden basar en 
islas de patogenicidad de S. aureus (SaPI), el fago críptico P4 de E. coli y el fago cooperador P2, y el fago 50 
cooperador P1 y el fago críptico P7 de enterococos, por ejemplo. 
 
Los sistemas de empaquetamiento de GI se pueden explotar de modo que las secuencias de ácido nucleico 
exógenas se empaqueten por el bacteriófago. Esto se puede lograr incorporando dichas secuencias de ácido 
nucleico exógenas en la GI. 55 
 
Para eliminar el fago natural de este proceso, se puede delecionar el gen de la terminasa pequeña del profago. La 
secuencia del gen de la terminasa pequeña contiene la secuencia del sitio pac del fago natural, y esta deleción tiene 
el efecto de evitar el empaquetamiento del ADN del fago natural. En otros modos de realización, solo se puede 
delecionar el sitio pac del gen de la terminasa pequeña. La GI que se empaquetará incluye su propio sitio pac y un 60 
gen de la terminasa pequeña que expresa una proteína terminasa pequeña adecuada, y solo el ADN de GI será 
susceptible de empaquetarse en este sistema. 
 
La figura 6 representa un ejemplo del diseño y función de un sistema de empaquetamiento basado en GI 600, de 
acuerdo con un modo de realización de la invención. En este sistema, una célula bacteriana 601 tiene su genoma 65 
lisogenizado con un profago 603 adecuado que tiene su gen de la terminasa pequeña delecionado, y el genoma de 
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la célula 602 porta una GI 604. Cuando el fago se induce en su ciclo lítico, el genoma de fago se escinde (no 
mostrado) del genoma bacteriano 602. El genoma de fago expresa proteínas bacteriófagas, incluyendo 
constituyentes de cápside 605 y la proteína terminasa grande (TerL) 606. La inducción de profago también 
desencadena la escisión de GI por medio de la expresión de la proteína integrasa de GI (int) 607. De forma similar al 
genoma de fago escindido (no mostrado), la GI se circulariza 608 y expresa su propia proteína terminasa pequeña 5 
(TerS) 609 y se replica formando un concatámero de GI 610. A continuación, el gen TerL de fago y el gen TerS de 
GI pueden combinar, unir y escindir el concatámero de GI por medio de una secuencia del sitio pac en el ADN de GI. 
A continuación, el concatámero de GI se puede empaquetar en las cápsides de fago 611 dando como resultado 
partículas de fago que portan los concatámeros de GI 612. En este sistema, el ADN del fago no se empaquetará en 
partículas de fago, ya que carece del gen terS que contiene la secuencia del sitio pac del fago y, por tanto, no se 10 
puede reconocer por las proteínas TerS de GI y TerL de fago expresadas. 
 
Cuando las partículas de fago que contienen ADN de GI empaquetado se administran a una célula receptora, el fago 
se unirá a la superficie de la célula receptora y a continuación introducirá el concatámero de ADN de GI 
empaquetado en la célula. Una vez dentro de la célula, la GI puede expresar de nuevo su proteína integrasa, y a 15 
continuación la GI se puede integrar en su sitio específico en el genoma de la célula receptora. Si se incluyen 
secuencias de ADN exógenas en la GI antes del empaquetamiento, el sistema de empaquetamiento permite así 
suministrar secuencias de ADN exógenas a una célula receptora e integrar estas secuencias de ADN exógenas en 
el genoma de la célula receptora. 
 20 
2) Sistema de empaquetamiento basado en GI que carece de integrasa 
 
En otro modo de realización, el sistema de empaquetamiento descrito anteriormente se diseña de modo que el ADN 
de GI empaquetado no se puede integrar en el genoma de una célula receptora. Esto se puede lograr delecionando 
el gen de la integrasa en la GI y complementando la deleción provocando la expresión del gen de la integrasa en 25 
trans de la GI. De esta manera, la proteína integrasa está disponible para la escisión de la GI en la célula huésped 
de empaquetamiento, y el ADN de GI que se ha empaquetado en un bacteriófago no contiene el gen de la integrasa 
y no puede expresar la proteína integrasa, evitando así la integración de la GI suministrada. 
 
La figura 7 representa el diseño y función de un sistema de empaquetamiento basado en GI que carece del gen int 30 
700, de acuerdo con un modo de realización de la invención. En este sistema, una célula bacteriana 701 se 
lisogeniza con un profago adecuado al que se le ha delecionado 703 su gen de la terminasa pequeña. El genoma de 
la célula 702 porta una GI que tiene su gen de la integrasa (int) delecionado 704 y también porta el gen int 
delecionado enlazado funcionalmente a un promotor adecuado 705. Por tanto, el gen int puede expresar la proteína 
integrasa (Int) en trans de la GI 706. Cuando el fago se induce en su ciclo lítico, el genoma de fago se escinde (no 35 
mostrado) del genoma bacteriano 702, que a continuación expresa proteínas bacteriófagas incluyendo los 
constituyentes de cápside 707 y la proteína terminasa grande (TerL) 708. La inducción de profago también 
desencadena la escisión de GI por medio de la expresión de la proteína integrasa 707. De forma similar al genoma 
de fago escindido (no mostrado), la GI escindida se circulariza 709, expresa su propia proteína terminasa pequeña 
(TerS) 710 y comienza a replicarse formando un concatámero de GI 711. A continuación, el gen TerL del fago y el 40 
gen TerS de GI pueden combinar, unir y escindir el concatámero de GI por medio de una secuencia del sitio pac en 
el ADN de GI, y a continuación el concatámero de GI se puede empaquetar en las cápsides del fago 712 dando 
como resultado partículas de fago que portan los concatámeros de GI 713. En este sistema, el ADN del fago no se 
empaquetará, ya que carece del gen terS que contiene la secuencia del sitio pac del fago y, por tanto, no se puede 
reconocer por las proteínas TerS de GI y TerL de fago expresadas. 45 
 
Cuando las partículas de fago que contienen ADN de GI empaquetado que carece del gen int se administran a una 
célula receptora, el fago se unirá a la superficie de la célula receptora y a continuación introducirá el concatámero de 
ADN de GI empaquetado en la célula. Una vez dentro de la célula, la GI no puede expresar su proteína integrasa 
debido a la falta del gen integrasa y a continuación la GI no se puede integrar en su sitio específico en el genoma de 50 
la célula receptora. Si se incluyen secuencias de ADN exógenas en la GI antes del empaquetamiento, el sistema de 
empaquetamiento permite por tanto suministrar secuencias de ADN exógenas a una célula receptora y las 
secuencias de ADN suministradas no se integran en el genoma de la célula receptora en el sitio específico para la 
integración de GI. 
 55 
3) Diseño y función del empaquetamiento basado en SaPIbov2 que carece de integrasa 
 
En algunos modos de realización, el procedimiento de producción de NRTP emplea un SaPIbov2 de GI y un 
bacteriófago φ11 en un sistema de empaquetamiento basado en GI. Los modos de realización alternativos pueden 
emplear otras GI de SaPI y otros bacteriófagos adecuados, incluyendo SaPI1, SaPI2, SaPIbov1 y SaPIbov2 de SaPI 60 
junto con el bacteriófago 80α, y SaPIbov1 y SaPIbov2 de SaPI junto con el bacteriófago φ11. En base a la 
descripción a continuación, un experto en la técnica sabría cómo desarrollar un sistema de empaquetamiento 
basado en GI que no carezca del gen int, como se describe en la sección II A. 
 
La figura 8 representa el diseño y función de un sistema de empaquetamiento basado en SaPIbov2 800 que carece 65 
del gen int, de acuerdo con un modo de realización de la invención. En este sistema, una célula de S. aureus 801 se 

E14775849
23-03-2020ES 2 780 827 T3

 



22 

lisogeniza con φ11 que tiene su gen de la terminasa pequeña delecionado 803. El genoma de la célula 802 porta 
SaPIbov2 que tiene su gen de la integrasa (int) delecionado 804 y también porta el gen int delecionado enlazado 
funcionalmente al promotor del gen PclpB expresado constitutivamente 805. El gen int puede expresar la proteína 
integrasa (Int) en trans de SaPIbov2 806. Cuando el fago se induce en su ciclo lítico, el genoma de fago se escinde 
(no mostrado) del genoma bacteriano 802, que a continuación expresa proteínas bacteriófagas incluyendo los 5 
constituyentes de cápside 807 y la proteína terminasa grande (TerL) 808. La inducción de profago también 
desencadena la escisión de SaPIbov2 por medio de la expresión de la proteína integrasa 806. De forma similar al 
genoma de fago escindido (no mostrado), la SaPIbov2 escindida se circulariza 809, expresa su propia proteína 
terminasa pequeña (TerS) 810 y comienza a replicarse formando un concatámero de SaPIbov2 811. A continuación, 
el gen TerL de fago y el gen TerS de SaPIbov2 pueden combinar unir y escindir el concatámero de SaPIbov2 por 10 
medio de una secuencia del sitio pac en el ADN de SaPIbov2 y a continuación el concatámero de SaPIbov2 se 
puede empaquetar en cápsides de fago 812 dando como resultado partículas de fago que portan concatámeros de 
SaPIbov2 813. En este sistema, el ADN del fago no se empaquetará, ya que carece del gen terS que contiene la 
secuencia del sitio pac del fago y, por tanto, no se puede reconocer por las proteínas TerS de SaPIbov2 y TerL de 
fago expresadas. 15 
 
IV. Indicadores 
 
En algunos modos de realización, las NRTP y construcciones de la invención comprenden una molécula de ácido 
nucleico indicadora que incluye un gen indicador. El gen indicador puede codificar una molécula indicadora, y la 20 
molécula indicadora puede ser un marcador detectable o seleccionable. En determinados modos de realización, el 
gen indicador codifica una molécula indicadora que produce una señal detectable cuando se expresa en una célula. 
 
En determinados modos de realización, la molécula indicadora puede ser una molécula indicadora fluorescente, tal 
como, pero sin limitarse a, una proteína fluorescente verde (GFP), GFP potenciada, proteína fluorescente amarilla 25 
(YFP), proteína fluorescente cian (CFP), proteína fluorescente azul (BFP), proteína fluorescente roja (RFP) o 
mCherry, así como proteínas fluorescentes en infrarrojo cercano. 
 
En otros modos de realización, 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 30 
bacteriana, una luciferasa eucariota, una enzima adecuada para la detección colorimétrica (lacZ, HRP), una proteína 
adecuada para inmunodetección, tal como péptidos de afinidad (marca His, 3X-FLAG), un ácido nucleico que 
funciona como un aptámero o que presenta actividad enzimática (ribozima), o un marcador seleccionable, tal como 
un gen de resistencia a los antibióticos (ampC, tet(M), CAT, erm). Se pueden usar otras moléculas indicadoras 
conocidas en la técnica para producir señales para detectar ácidos nucleicos o células diana. 35 
 
En otros aspectos, la molécula indicadora comprende una molécula de ácido nucleico. En algunos aspectos, la 
molécula indicadora es un aptámero con actividad de unión específica o que presenta actividad enzimática (por 
ejemplo, aptazima, ADNzima, ribozima). 
 40 
Los indicadores y ensayos de indicadores se describen además en la sección V en el presente documento. 
 
V. Ensayos de NRTP e indicadores 
 
A. Ensayo de indicador e inductor 45 
 
La divulgación comprende procedimientos para el uso de NRTP como moléculas indicadoras para su uso con 
inductores endógenos o naturales que seleccionan promotores de genes dentro de células viables. Las NRTP de la 
invención se pueden genomanipular usando los procedimientos descritos en la sección III y a continuación en los 
ejemplos 1-6. 50 
 
En algunos modos de realización, el procedimiento comprende emplear una NRTP como indicador, en el que la 
NRTP comprende un gen indicador que se enlaza funcionalmente a un promotor inducible que controla la expresión 
de un gen diana dentro de una célula diana. Cuando la NRTP que incluye el gen indicador se introduce en la célula 
diana, la expresión del gen indicador es posible por medio de la inducción del promotor del gen diana en la molécula 55 
de ácido nucleico indicadora. 
 
La figura 9 representa un locus genómico de una célula diana 900 con dos genes, un gen que codifica un inductor 
902 y un gen diana 903. También se representa una molécula de ácido nucleico indicadora 904 que incluye un gen 
indicador 905 que se enlaza funcionalmente al promotor 906 del gen diana de la célula diana. La molécula de ácido 60 
nucleico indicadora 904 se puede introducir en la célula por medio de una NRTP. En la célula natural, cuando el gen 
inductor 902 se expresa y produce la proteína inductora 907, la proteína inductora 907 puede inducir el promotor del 
gen diana 906 que se enlaza funcionalmente al gen diana, provocando así la expresión del gen diana y la 
producción del producto génico diana 908. 
 65 
Cuando la molécula de ácido nucleico indicadora 904 está presente dentro del organismo diana, el inductor 907 
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también puede inducir el promotor del gen diana 906 presente dentro de la molécula de ácido nucleico indicadora 
904, provocando así la expresión del gen indicador 905 dando como resultado la producción de una molécula 
indicadora 909 que puede generar una señal detectable. 
 
Por tanto, la producción de una señal detectable de la molécula indicadora 909 es indicativa de la presencia de la 5 
célula, en base a la presencia de la proteína inductora 907 dentro de una célula diana. 
 
1) Sistema indicador de VanR 
 
En un modo de realización, el sistema indicador incluye NRTP que comprende una molécula de ácido nucleico 10 
indicadora (por ejemplo, plásmido). La molécula de ácido nucleico indicadora se puede construir para detectar VanR, 
el inductor del promotor del gen de resistencia a vancomicina (vanA) en Enterococcus faecium (o E. faecalis). El 
plásmido indicador porta un gen indicador que se enlaza funcionalmente al promotor del gen vanA. 
 
La figura 10 explica el diseño y función de un sistema indicador de VanR. La figura 10 representa una región del 15 
transposón Tn1546 1001 que puede estar presente en E. faecium. El transposón Tn1546 puede incluir el gen 
inductor vanR 1002 y el gen diana vanA 1003. También se representa en la figura una molécula de ácido nucleico 
indicadora 1004 que se puede empaquetar en una NRTP e introducirse en la célula. La molécula de ácido nucleico 
indicadora 1004 incluye un gen indicador 1005 que se enlaza funcionalmente a un promotor PH 1006 que controla la 
expresión del operón vanHAX que incluye el gen vanA. En la célula natural, cuando el gen vanR 1002 se expresa y 20 
produce la proteína VanR 1007, VanR puede inducir PH 1006 en el transposón Tn1546, provocando así la expresión 
del gen vanA y produciendo así la proteína VanA 1008. Cuando la molécula de ácido nucleico indicadora 1003 
(vector) está presente dentro del organismo diana, VanR también puede inducir PH 1006 dentro de la molécula de 
ácido nucleico indicadora 1003, provocando así la expresión de una molécula indicadora 1009. Por tanto, la 
producción de una molécula indicadora es indicativa de la presencia de VanR dentro de una célula diana. 25 
 
Los ejemplos de promotores que son adecuados para el desarrollo de un ensayo VRE incluyen: el promotor del gen 
vanA y un promotor del gen vanB. Arthur, M., et al., The VanS sensor negatively controls VanR-mediated 
transcriptional activation of glycopeptide resistance genes of Tn1546 and related elements in the absence of 
induction. J. Bacteriol., 1997. 179(1): p. 97-106. 30 
 
2) Sistema indicador de TcdD 
 
En otro modo de realización de este sistema, se introduce una molécula de ácido nucleico indicadora en una célula 
usando una NRTP. La molécula de ácido nucleico indicadora se puede construir para detectar TcdD, el inductor de 35 
los promotores de los genes de las toxinas A y B (tcdA y tcdB, respectivamente) de C. difficile. La molécula de ácido 
nucleico indicadora incluye un gen indicador que se enlaza funcionalmente al promotor del gen tcdA. 
 
La figura 11 describe el diseño y función de un sistema indicador de TcdD, de acuerdo con un modo de realización 
de la invención. La figura 11 representa una región del transposón PaLoc 1101 que puede estar presente en C. 40 
difficile. El transposón PaLoc puede contener el gen tcdD 1102 y el gen diana tcdA 1103. También se representa en 
la figura una molécula de ácido nucleico indicadora 1104 (por ejemplo, vector) que se introduce en la célula usando 
una NRTP. La molécula de ácido nucleico indicadora 1104 incluye el gen indicador 1105 que se enlazó 
funcionalmente al promotor del gen tcdA (PtcdA) 1106. 
 45 
En la célula natural, cuando el gen tcdD se expresa y produce la proteína TcdD 1107, TcdD puede inducir P tcdA 1106 
en el transposón PaLoc 1101, provocando así la expresión del gen tcdA 1103 y produciendo así la proteína de toxina 
A 1108. 
 
Cuando la molécula de ácido nucleico indicadora 1104 está presente dentro del organismo diana, TcdD también 50 
puede inducir PtcdA 1106 dentro del vector indicador, provocando así la expresión de una molécula indicadora 1109. 
Por tanto, la producción de una molécula indicadora 1109 es indicativa de la presencia de TcdD dentro de una célula 
diana. 
 
Los ejemplos de promotores adecuados para el desarrollo de un ensayo de C. difficile incluyen: el promotor del gen 55 
tcdA y el promotor del gen tcdB. Karlsson, S., et al., Expression of Clostridium difficile Toxins A and B and Their 
Sigma Factor TcdD Is Controlled by Temperature. Infect. Immun., 2003. 71(4): p. 1784-1793. 
 
Células diana e inductores: Las células diana pueden incluir dianas de células eucariotas y procariotas e inductores 
asociados. 60 
 
Sistemas de suministro de vector: El suministro del vector que contiene el ADN recombinante se puede realizar por 
sistemas abiológicos o biológicos. Incluyendo pero sin limitarse a liposomas, partículas similares a virus, partículas 
de transducción derivadas de fagos o virus, y conjugación. 
 65 
3) Sistema indicador de SarS basado en bacteriófagos 
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En otro modo de realización de la invención, se construye una molécula de ácido nucleico indicadora para detectar 
SarS, el inductor del promotor del gen de la proteína A (spa) en S. aureus. La molécula de ácido nucleico indicadora 
se puede introducir en la célula en una NRTP e incluye los genes de la luciferasa bacteriana luxA y luxB enlazados 
funcionalmente al promotor del gen spa (Pspa). La molécula de ácido nucleico indicadora se suministra a S. aureus 5 
por medio de una NRTP, por ejemplo. Si SarS está presente en la célula, inducirá la expresión de los genes luxAB, 
produciendo así la enzima luciferasa que puede generar una señal luminiscente. 
 
La figura 12 explica el diseño y función de un sistema indicador de SarS, de acuerdo con un modo de realización de 
la invención. La figura 12 representa una región del genoma de S. aureus 1201 que contiene el gen sarS 1202 y el 10 
gen spa 1203. También se representa en la figura una molécula de ácido nucleico indicadora (por ejemplo, Vector) 
1204 suministrada por NRTP a la célula y que incluye los genes indicadores luxAB 1205 que se enlazaron 
funcionalmente al promotor Pspa 1206 que controla la expresión del gen spa 1203. 
 
En la célula natural, cuando se expresa el gen sarS 1202, que produce la proteína SarS 1207, la proteína puede 15 
inducir Pspa 1206 en el transposón del genoma de S. aureus, provocando así la expresión del gen spa 1203 y 
produciendo la proteína A 1208. 
 
Cuando la molécula de ácido nucleico indicadora 1204 está presente dentro del organismo diana, SarS 1207 
también puede inducir Pspa 1206 dentro de la molécula de ácido nucleico indicadora 1204, provocando así la 20 
expresión de luxAB dando como resultado la producción de la enzima luciferasa 1209 que puede generar una señal 
luminiscente. Por tanto, la producción de luciferasa es indicativa de la presencia de SarS dentro de una célula diana. 
 
B. Ensayo de indicador de enzima 
 25 
La divulgación comprende un sistema para la detección de enzimas intracelulares dentro de células viables que 
emplea moléculas de sustrato encajadas que se pueden desencajar por una enzima intracelular diana, de acuerdo 
con un modo de realización de la invención. 
 
La figura 13 representa el diseño y función de un sistema de detección de enzimas intracelulares. Un vector que 30 
expresa la molécula indicadora 1301 se suministra a una célula diana 1302 con una NRTP (no mostrado). El vector 
que expresa la molécula indicadora 1301 puede penetrar en la célula diana 1302 por medio de la NRTP y 
suministrar un gen de la molécula indicadora 1303 en la célula diana 1302, y una molécula indicadora 1304 se 
puede expresar a continuación a partir del gen de la molécula indicadora 1303. También se añade un sustrato 
encajado 1305 a la célula diana 1302 y puede penetrar en la célula diana 1302. Si una enzima intracelular diana 35 
1307 está presente en la célula diana 1306, la enzima 1307 puede retirar el componente de encajado del sustrato 
encajado 1305, produciendo así un sustrato desencajado 1308. El sustrato desencajado 1308 puede reaccionar con 
la molécula indicadora 1304 dentro de la célula 1302, y el producto de esta reacción da como resultado una señal 
detectable 1309. 
 40 
Células diana y enzimas: Las células diana pueden incluir dianas de células eucariotas y procariotas y enzimas 
asociadas, incluyendo, por ejemplo, β-lactamasas en S. aureus. 
 
Sistemas de suministro de vector: El suministro del vector que contiene el ADN recombinante se puede realizar 
por sistemas abiológicos o biológicos. Incluyendo pero sin limitarse a liposomas, partículas similares a virus, 45 
partículas de transducción derivadas de fagos o virus, y conjugación. 
 
Moléculas indicadoras y sustratos encajados: Se pueden emplear diversas moléculas indicadoras y sustratos 
encajados como los descritos en Daniel Sobek, J.R., Enzyme detection system with caged substrates, 2007, 
Zymera, Inc. 50 
 
1) Indicador de β-lactamasa basado en bacteriófagos 
 
En un modo de realización, un vector que expresa la molécula indicadora se puede portar por una NRTP, de modo 
que el vector se puede suministrar a una célula bacteriana. La molécula indicadora que se va a expresar puede ser 55 
la luciferasa de Renilla, y el sustrato encajado puede ser la luciferina de Renilla que está encajada, de modo que una 
enzima β-lactamasa que es endógena a la célula diana puede escindir el compuesto de encajado de la luciferina 
encajada y liberar luciferina desencajada. 
 
La figura 14 representa el diseño y función de un sistema de detección de enzima β-lactamasa, de acuerdo con un 60 
modo de realización de la invención. Un vector que expresa luciferasa de Renilla portado por una NRTP basada en 
bacteriófagos 1401 se añade a una célula de S. aureus diana 1402. El vector que expresa luciferasa de Renilla 
puede penetrar en la célula diana 1402 usando una NRTP que comprende el vector. La NRTP administra el gen de 
la luciferasa de Renilla 1403 en la célula diana 1402, y la luciferasa de Renilla 1404 se puede expresar a 
continuación a partir de su gen. También se añade luciferina de Renilla encajada 1405 a la célula diana 1402 y 65 
puede penetrar en la célula diana 1402. Si una β-lactamasa intracelular 1407 está presente en la célula diana 1402, 
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la enzima puede retirar el componente de encajado de la luciferina encajada 1406, produciendo así una luciferina 
desencajada 1408. La luciferina desencajada 1408 puede reaccionar a continuación con la luciferasa de Renilla 
1404 dentro de la célula 1402, y el producto de esta reacción da como resultado la luminiscencia 1409. 
 
De esta manera, cuando una célula diana que contiene la β-lactamasa se expone a la NRTP y a la luciferina 5 
encajada, la célula presentará una señal luminiscente que es indicativa de la presencia de la β-lactamasa presente 
en la célula. 
 
C. Indicador de molécula intracelular 
 10 
La divulgación incluye un sistema para la detección de moléculas intracelulares dentro de células viables que 
emplea moléculas intercambiables que pueden generar una señal detectable tras su unión a una molécula diana. 
 
La figura 15 representa el diseño y función de un sistema de detección de molécula intracelular basado en molécula 
intercambiable (SM). Un vector que expresa SM 1501 se suministra a una célula diana 1502 en una NRTP. El vector 15 
que expresa SM 1501 puede penetrar en la célula diana 1502 y suministrar un gen SM 1503 en la célula diana 1502. 
A continuación, una proteína SM 1504 se puede expresar a partir del gen SM 1503. A continuación, la proteína SM 
1504 se puede unir a una molécula diana 1505 dentro de la célula y por tanto forma un complejo SM-molécula diana 
1506. La unión de la SM 1504 a la molécula diana 1505 da como resultado un cambio conformacional en la SM 1504 
que hace que la SM unida sea susceptible de unirse a un sustrato. Un sustrato 1508 se añade a la célula 1507 y 20 
puede penetrar en la célula 1502. La SM unida dentro de la célula 1502 también se puede unir al sustrato, formando 
así un complejo SM-molécula diana-sustrato 1509. Finalmente, la unión del sustrato 1508 por la SM unida a la 
molécula diana tiene el efecto de producir una señal detectable 1510. Por tanto, una señal detectable generada por 
el sistema es indicativa de la presencia de una molécula diana dentro de una célula. 
 25 
Moléculas y células diana: Se pueden emplear varias dianas de células eucariotas y procariotas y se pueden 
diseñar SM basadas en aptámeros intercambiables para seleccionar diversas dianas moleculares intracelulares 
basadas en ácidos nucleicos y aminoácidos, como se describe en Samie Jaffrey, J.P., Coupled recognition/detection 
system for in vivo and in vitro use, 2010, Cornell University. 
 30 
Sistemas de suministro de vector: El suministro del vector que contiene el ADN recombinante se puede realizar 
por sistemas abiológicos o biológicos. Incluyendo pero sin limitarse a liposomas, partículas similares a virus, 
partículas de transducción derivadas de fagos o virus, y conjugación. 
 
1) Sistema indicador de molécula intracelular basado en aptámero intercambiable/partícula de transducción 35 
no replicativa 
 
En un ejemplo de este procedimiento, un vector de expresión de molécula intercambiable se puede portar por una 
partícula de transducción basada en bacteriófagos de modo que el vector se puede suministrar en una célula 
bacteriana. La molécula intercambiable que se va a expresar puede ser un aptámero intercambiable que se diseña 40 
para experimentar un cambio conformacional tras su unión a una molécula diana intracelular. El cambio 
conformacional permite que el aptámero se una a continuación a un fluoróforo que presenta una fluorescencia 
potenciada cuando se une por el aptámero. 
 
La figura 16 representa el diseño y función de un sistema indicador de molécula intracelular basado en aptámero 45 
intercambiable (SA)/bacteriófago. Se añade un vector que expresa SA portado por una NRTP 1601 a una célula 
diana 1602. La NRTP 1601 puede administrar el vector que expresa SA y el gen que expresa SA 1603 en la célula 
diana 1602. Una proteína SA 1604 se puede expresar a continuación a partir del gen SA 1603. La proteína SA 1604 
se puede unir a una molécula diana 1605 dentro de la célula y por tanto formar un complejo SA-molécula diana 
1606. La unión de la SA 1604 a la molécula diana 1605 da como resultado un cambio conformacional en la SA que 50 
hace que la SA unida sea susceptible de unirse a un fluoróforo 1608. Se añade un fluoróforo 1607 a la célula y 
puede penetrar en la célula 1608. La SA unida dentro de la célula también puede unir el fluoróforo formando así un 
complejo SA-molécula diana-fluoróforo 1609. Finalmente, la unión del fluoróforo por la SA unida a la molécula diana 
tiene el efecto de potenciar la fluorescencia del fluoróforo 1610. Por tanto, una señal fluorescente detectable 
generada por el sistema es indicativa de la presencia de una molécula diana dentro de una célula. 55 
 
D. Ensayo de indicador de transcrito 
 
La divulgación comprende un ensayo de indicador que comprende un procedimiento basado en ARN antisentido 
para detectar transcritos diana dentro de células viables provocando la expresión de una molécula indicadora si un 60 
transcrito diana está presente dentro de una célula. 
 
Determinados procedimientos intracelulares en la técnica para inhibir la expresión génica emplean ARN interferente 
pequeño, tal como ARN bicatenario (ARNbc), para seleccionar genes transcritos en células. El ARNbc comprende 
hebras antisentido y sentido que se suministran en o se expresan en células, y las hebras del ARNbc actúan por 65 
medio de un mecanismo de inhibición de acción trans, donde una hebra (típicamente la hebra antisentido) se une a 
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una secuencia del gen diana (transcrito de ARN) y evita la expresión de la secuencia del gen diana. Se ha 
demostrado que las moléculas de ARN bicatenario bloquean (destruyen) la expresión génica en un mecanismo 
regulador altamente conservado conocido como interferencia de ARN (ARNi). El documento WO 99/32619 (Fire et 
al.) divulga el uso de un ARNbc de al menos 25 nucleótidos de longitud para inhibir la expresión de genes en C. 
elegans. También se ha mostrado que el ARNbc degrada el ARN diana en otros organismos, incluyendo plantas 5 
(véase, por ejemplo, el documento WO 99/53050, Waterhouse et al.; y el documento WO 99/61631, Heifetz et al.), 
Drosophila (véase, por ejemplo, Yang, D., et al., Curr. Biol. (2000) 10:1191-1200) y mamíferos (véase el documento 
WO 00/44895, Limmer; y el documento DE 101 00 586.5, Kreutzer et al.). Sin embargo, la unión de una hebra del 
ARNbc al gen diana puede ser inespecífica. Si se aplicara un mecanismo similar a un sistema de detección, esta 
unión inespecífica puede dar como resultado altas tasas de positivos falsos, lo que lo hace inadecuado para el 10 
desarrollo de sistemas de detección clínicamente útiles. 
 
Se ha demostrado que los mecanismos de inhibición de acción trans previos no inadecuados para el desarrollo de 
sistemas de detección clínicamente útiles. Por ejemplo, algunos procedimientos dan como resultado niveles altos de 
señales inespecíficas y hasta un 90 % de tasa de positivos falsos, cuando se logra un 90 % de sensibilidad del 15 
ensayo. Véase la patente de EE. UU. n.º 8.329.889. Se han desarrollado determinados procedimientos para la 
regulación postranscripcional de la expresión génica que usan un transcrito de marcador reprimido en cis, tal como 
un marcador de proteína fluorescente verde, donde el sitio de unión ribosómico del marcador se bloquea por la 
secuencia de represión cis, junto con un transcrito de ARN de activación trans. Cuando el transcrito de ARN de 
activación trans se une al transcrito del marcador reprimido en cis, se altera la estructura en horquilla del transcrito 20 
del marcador reprimido en cis y se expone el sitio de unión al ribosoma hacia 5' del gen marcador, permitiendo la 
transcripción y expresión del gen marcador. Sin embargo, estos procedimientos no se han usado previamente para 
la detección de transcritos endógenos, ni tienen éxito más allá de un mecanismo de intercambio básico para 
controlar la expresión de genes en células. 
 25 
1) Interacciones y mecanismos de la molécula de ácido nucleico 
 
Los procedimientos de la invención aprovechan los mecanismos de regulación a nivel de transcrito, incluyendo el 
mecanismo de ARN antisentido (ARNas) en células, para suministrar moléculas de ácido nucleico en células. El 
mecanismo antisentido incluye todas las formas de reconocimiento de ARNm de secuencia específica que dan lugar 30 
a la expresión reducida, eliminada, incrementada, activada o alterada de otro modo de un transcrito diana. Véase 
Good, L., Translation Repression By Antisense Sequences. Cellular and Molecular Life Sciences, 2003. 60(5): p. 
854-861, y Lioliou, E., RNA-mediated regulation in bacteria: from natural to artificial systems, New Biotechnology. 
2010. 27(3): p. 222-235. Los ARNas naturales se encuentran en los tres reinos de la vida y afectan a la destrucción, 
represión y activación del ARN mensajero (ARNm), así como al procesamiento y transcripción del ARN. Véase 35 
Sabine, B., Antisense-RNA regulation and RNA Interference. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Gene Structure 
and Expression, 2001. 1575(1-3): p. 15-25. Este mecanismo se ha explotado en la inhibición de la síntesis de 
proteínas para aplicaciones terapéuticas. 
 
El ARN antisentido es un ARN monocatenario que es complementario a una hebra de ARN mensajero (ARNm) 40 
transcrita dentro de una célula. El ARNas se puede introducir en una célula para inhibir la traducción de un ARNm 
complementario por emparejamiento de bases con él y obstrucción física del mecanismo de traducción. El ARN 
antisentido se hibrida a una secuencia diana de ARNm complementario, y la traducción de la secuencia diana de 
ARNm se altera como resultado del impedimento estérico del acceso al ribosoma o bien de la lectura ribosómica. 
 45 
El mecanismo de ARN antisentido es diferente de la interferencia de ARN (ARNi), un proceso relacionado en el que 
los fragmentos de ARN bicatenario (ARNbc, también llamado ARN interferente pequeño (ARNip)) desencadenan la 
inactivación génica mediada catalíticamente, más típicamente seleccionando el complejo silenciador inducido por 
ARN (RISC) para unirse y degradar el ARNm. La hibridación de una hebra de la molécula de ARNbc a ARNm o ADN 
puede dar como resultado una degradación rápida de ARN dúplex, dúplex de ARN/ADN híbrido o ARN dúplex que 50 
se asemeja al ARNt precursor por ribonucleasas en la célula, o por escisión del ARN diana por el mismo compuesto 
antisentido. 
 
La vía 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 nucleótidos que se llaman ARNip. Cada ARNip 55 
se desenrolla en dos ARN monocatenarios (ARNmc), a saber, la hebra pasajera y la hebra guía. La hebra pasajera 
se degrada y la hebra guía se incorpora en el complejo silenciador inducido por ARN (RISC). En el silenciamiento 
génico postranscripcional, la base de la hebra guía se empareja con una secuencia complementaria en una 
molécula de ARN mensajero, y la escisión se induce por una proteína llamada Argonauta, el componente catalítico 
del complejo RISC. 60 
 
Con respecto a las interacciones de ácido nucleico de los mecanismos de la invención, las interacciones entre un 
transcrito indicador y un transcrito diana se pueden basar en emparejamientos de bases entre bucles presentes en 
ambos transcritos (por ejemplo, "complejos bucle-bucle (kissing complexes)"), o entre un bucle y una región 
monocatenaria (mc). En algunos casos, la formación del complejo bucle-bucle es suficiente para mediar el efecto 65 
deseado de la interacción, y en otros casos, la propagación de los contactos primarios dará lugar a una interacción 

E14775849
23-03-2020ES 2 780 827 T3

 



27 

que da como resultado el efecto deseado. 
 
2) Mecanismos para la represión cis y la transactivación de la traducción de una construcción de indicador 
por medio de la regulación a nivel de transcrito 
 5 
La siguiente descripción ilustra sistemas indicadores de transcrito basados en diversos mecanismos de 
represión/activación que se pueden usar, de acuerdo con modos de realización de la presente invención. En cada 
una de las figuras 17-20, un vector incluye una construcción indicadora que comprende una secuencia indicadora, y 
las regiones en la construcción indicadora se muestran en cada una de las figuras, incluyendo regiones que se 
pueden seleccionar para represión por una secuencia de represión cis. La descripción a continuación proporciona 10 
ejemplos no limitantes de diversos mecanismos de inhibición, incluyendo atenuación de transcripción, atenuación de 
traducción y desestabilización del transcrito, y diversos mecanismos de activación incluyendo cambios 
conformacionales y escisión. 
 
La figura 17 representa un ejemplo de un sistema 1700 que usa un mecanismo de represión cis que puede 15 
seleccionar la 5' UTR (región no traducida) 1701 de la secuencia indicadora 1702 en un transcrito indicador 1703. 
También se muestran las regiones dentro de la secuencia indicadora 1702 (5'UTR (1701), RBS, región codificante y 
3'UTR). La secuencia de represión cis 1705 está hacia 5' de la secuencia indicadora y hasta el 5' UTR 1701 de la 
secuencia indicadora. Una ARN polimerasa 1704 transcribe la secuencia de la construcción indicadora 1703 del 
vector 1706. 20 
 
En algún momento durante la transcripción, el proceso de transcripción se detiene por la formación de una 
estructura tallo-bucle de terminación de la transcripción (TT) 1707 en el transcrito indicador 1703, debido a una 
interacción dentro de la secuencia de represión cis transcrita 1705. La estructura de terminación de la transcripción 
1707 impide 1708 que la ARN polimerasa 1704 transcriba el vector 1706. En algunos modos de realización, una 25 
proteína de terminación de la transcripción (por ejemplo, NusA en E. coli) se une a la ARN polimerasa y/o a la 
estructura de terminación de la transcripción 1707 para interrumpir la transcripción de la construcción indicadora. 
 
Cuando un transcrito diana 1709 está presente en la célula, el transcrito diana 1709 se une al transcrito indicador 
1703. En algunos modos de realización, la unión entre el transcrito diana y el transcrito indicador es por 30 
emparejamiento de bases de los nucleótidos en cada secuencia. La interacción entre el transcrito diana 1709 y el 
transcrito indicador 103 provoca que la estructura tallo-bucle de terminación de la transcripción (TT) 1707 se escinda 
1710. La escisión del transcrito indicador 1703 se puede producir por una enzima celular, tal como la ARNasa III, por 
ejemplo. En este caso, la estructura secundaria de un transcrito diana se analiza para determinar la presencia de 
una secuencia consenso de ARNasa III entre las regiones de ARNmc de la estructura secundaria, por ejemplo 5'-35 
nnWAWGNNNUUN-3' o 5'-NAGNNNNCWUWnn-3' donde "N" y "n" son cualquier nucleótido y "W" es A o U y "N" 
indica un requisito relativamente estricto para el emparejamiento de bases de Watson-Crick, mientras que "n" indica 
un requisito mínimo para el emparejamiento de bases. Cuando se encuentra una secuencia consenso de este tipo 
en un transcrito diana, el bucle de la estructura de terminación de la transcripción 1707 se puede diseñar para ser 
complementario a dicha secuencia consenso de ARNasa III de modo que cuando el ARNmc en cada molécula de 40 
ARN se hibride, se forma el sitio de escisión de ARNasa III permitiendo la escisión de la estructura de terminación de 
la transcripción 1707. En el transcrito de mecA, el bucle T23, que comienza en el nucleótido 1.404, tiene la 
secuencia CAGAUAACAUUUU que es adecuada para un enfoque de este tipo. 
 
En algunos modos de realización, se genomanipula un sitio de escisión en la construcción indicadora, de modo que 45 
el transcrito indicador se escinde después de la transcripción. La escisión, en el ejemplo proporcionado, se puede 
producir inmediatamente adyacente a la localización del bucle en la estructura terminadora de la transcripción. La 
transcripción se reinicia 1711 por la ARN polimerasa 104. La escisión de la estructura tallo-buble de terminación de 
la transcripción (TT) 1707 permite que el resto de la secuencia indicadora 1702 se transcriba y posteriormente se 
traduzca. Esto da como resultado la producción de un marcador detectable o seleccionable a partir de la molécula 50 
indicadora traducida. 
 
En procariotas, la estructura de terminación de la transcripción 1707 implica un mecanismo independiente de Rho 
con una estructura tallo-bucle que tiene 7-20 pares de bases de longitud, rica en pares de bases citosina-guanina y 
es seguida por una cadena de residuos uracilo. NusA se une a la estructura tallo-buble de terminación de la 55 
transcripción 1707 provocando que la ARN polimerasa se pare durante la transcripción de la secuencia de poli-
uracilo. Los enlaces adenina-uracilo débiles reducen la energía de desestabilización para el dúplex ARN-ADN, 
permitiéndole desenrollarse y disociarse de la ARN polimerasa. En eucariotas, la estructura de terminación de la 
transcripción 1707 se reconoce por factores proteicos e implica la escisión del nuevo transcrito seguido de 
poliadenilación. 60 
 
La figura 18 muestra un ejemplo de un sistema 1800 para detectar la presencia de un transcrito diana en una célula 
que se basa en un mecanismo de represión cis que selecciona el sitio de unión al ribosoma (RBS) 1801 de la 
secuencia indicadora 1702 en el transcrito indicador 1703. El RBS 1801 es una secuencia de ARNm que se une por 
el ribosoma 1802 cuando se inicia la traducción de proteínas. La secuencia de represión cis 1705 se diseña para 65 
unirse al RBS 1801 (por ejemplo, la secuencia de represión cis 1705 es complementaria a la secuencia de RBS 
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1801). El RBS 1801 se une a la secuencia de represión cis 1705 y queda secuestrado (inaccesible por un ribosoma 
1802), evitando la traducción del transcrito indicador 1703. Cuando un transcrito diana 109 de la célula se une al 
transcrito indicador 1703, el transcrito diana 1709 tiene una afinidad de unión mayor por la secuencia de RBS 1801, 
y se produce un cambio conformacional en el transcrito indicador 1703 de manera que libera la unión entre la 
secuencia de represión cis 1705 y la secuencia de RBS 1801. Esto permite que el ribosoma 1802 se una al RBS 5 
1801, permitiendo de este modo la traducción del transcrito indicador 1703. 
 
La figura 19 ilustra un sistema ejemplar 1900 para detectar la presencia de un transcrito diana en una célula que se 
basa en un mecanismo de represión cis que selecciona la región codificante ("AUG") 1901 de la secuencia 
indicadora 1702 en el transcrito indicador 1703. La secuencia de represión cis 1705 se construye de modo que se 10 
une con (por ejemplo, complementaria a) la región codificante 1901 de la secuencia indicadora 1702. El codón de 
inicio "AUG" se muestra como parte de la región codificante 1901. La unión de la secuencia de represión cis 1705 y 
la región codificante 1901 da como resultado una conformación que da lugar a la escisión 1902 de la construcción 
indicadora 1703. La escisión del transcrito indicador 1703 evita la traducción. 
 15 
Cuando un transcrito diana 1709 está presente en la célula, el transcrito diana 1709 se une a la secuencia de 
represión cis 1705 de manera que provoca un cambio conformacional en el transcrito indicador 1703. Este cambio 
conformacional evita o retira la interacción entre la secuencia de represión cis 1705 y la región codificante 1901 de la 
secuencia indicadora 1702, permitiendo de este modo la traducción de la secuencia indicadora 1702. 
 20 
La figura 20 ilustra un sistema de ejemplo 2000 para detectar la presencia de un transcrito diana en una célula que 
se basa en un mecanismo de represión que usa un transcrito indicador inestable 2001. El transcrito indicador 2001 
se diseña para ser inestable de modo que forma una conformación inestable que impide la traducción del transcrito 
indicador 2001. Un transcrito indicador 2001 se define como inestable si es propenso a la degradación rápida debido 
a una variedad de factores, tales como la actividad de complejos de exosomas o un degradosoma. Un transcrito 25 
diana 1709 en la célula se une a una porción del transcrito indicador inestable 2001. En este ejemplo, la porción 
responsable de desestabilizar el transcrito se localiza en la 3' UTR 2005 de la secuencia indicadora, y la 3' UTR 
2005 actúa como la secuencia de represión cis de la construcción indicadora 1703. La unión del transcrito diana 
1709 con la 3' UTR 2005 de la secuencia indicadora da como resultado un acontecimiento de escisión 2003 que 
estabiliza el transcrito indicador 2001 y permite la traducción 2004 del transcrito indicador 2001. La escisión se 30 
produce tras la unión del transcrito diana 1709 y sirve para retirar la porción de secuencia que es responsable de 
desestabilizar el transcrito. En este ejemplo, el transcrito diana 1709 se une a la 3' UTR 405 de la secuencia 
indicadora, pero el sistema 400 también se puede diseñar de modo que la unión y escisión se produzcan en la 5' 
UTR, hacia 5' de la 5 'UTR, o hacia 3' de la 3' UTR. La unión y escisión se pueden producir en cualquier lugar fuera 
de las regiones necesarias para la traducción de la secuencia indicadora 1702. 35 
 
En algunos modos de realización, la secuencia de represión cis en sí misma comprende dos secuencias que se 
pueden unir entre sí (por ejemplo, complementarias entre sí) y la conformación del transcrito indicador que resulta de 
la unión de las dos secuencias de la secuencia de represión cis evita la traducción de la secuencia indicadora en el 
transcrito indicador. 40 
 
3) Sistemas naturales y sintéticos para mecanismos de represión/activación 
 
Se han descrito varios mecanismos a nivel de transcrito producidos de forma natural y sintética que demuestran los 
mecanismos individuales (es decir, cambio conformacional y escisión) empleados en cada uno de los ejemplos 45 
ilustrados en las figuras 17-20. 
 
Se ha observado la terminación de la transcripción en la atenuación transcripcional mediada por ARN antisentido 
(ARNas). En un ejemplo, dos interacciones bucle-bucle entre ARN III/ARNm repR se siguen posteriormente por la 
formación de un dúplex estable. Este complejo estabiliza una estructura terminadora independiente de Rho para 50 
detener el alargamiento por la ARN polimerasa (RNAP). 
 
El mecanismo de secuestro de RBS se ha descrito por medio del desarrollo de un sistema de riborregulador 
sintético. En este sistema, una secuencia complementaria a un RBS se coloca hacia 5' del RBS, permitiendo la 
presencia de una secuencia conectora entre las dos regiones. Después de la transcripción del ARNm, las dos 55 
regiones complementarias se hibridan creando una horquilla que evita el acoplamiento del ribosoma. Para activar la 
traducción, un ARN de activación trans sintético que porta la secuencia de RBS se une al ARN hibridado, 
permitiendo que el RBS quede expuesto y disponible para traducción. 
 
La prevención de la traducción debido a la escisión del ARN también se ha descrito en un sistema natural donde 60 
MicC de ARNas selecciona una secuencia dentro de la región codificante del ARNm ompD. La interacción, que se 
promueve por Hfq, provoca la escisión del ARNm por la ARNasa E. 
 
Aún otro mecanismo natural demuestra un acontecimiento de división para activar la traducción en lugar de inhibirla. 
El ARNas de GadY de E. coli selecciona la región intergénica entre dos genes del operón gadXW. Después de la 65 
formación de una hélice estable entre GadY y la 3'UTR de gadX, se produce una escisión de RNasa en el transcrito 
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y estabiliza el transcrito de gadX permitiendo su traducción. 
 
4) Mecanismo de cambio conformacional por represión cis de la secuencia indicadora y por unión de un 
transcrito diana 
 5 
Los mecanismos generales empleados en la invención son interacciones de moléculas de ácido nucleico 
intermoleculares que pueden dar como resultado dos mecanismos posteriores: (1) un cambio conformacional en la 
estructura secundaria de las moléculas de ácido nucleico, y (2) un acontecimiento de escisión. En el presente 
documento se describen procedimientos para diseñar transcritos indicadores que pueden experimentar un cambio 
conformacional entre una conformación reprimida en cis y una conformación desreprimida, de modo que el cambio 10 
conformacional se induce por la unión de un transcrito diana al transcrito indicador. 
 
Como se describe anteriormente, un transcrito indicador puede comprender una secuencia indicadora y diseñarse 
de modo que la traducción de la secuencia de gen indicador se bloquee por represión cis del sitio de unión al 
ribosoma (RBS) del gen indicador. 15 
 
En algunos modos de realización, las siguientes herramientas se pueden usar para diseñar los transcritos 
indicadores. 
 
1) La estructura secundaria de ARN se calcula usando un programa de estructura secundaria, tal como Mfold 20 
disponible en un servidor mantenido por The RNA Institute College of Arts and Sciences, University at Albany, State 
University of New York (Mfold web server for nucleic acid folding and hybridization prediction. Nucleic Acids Res. 31 
(13), 3406-15, (2003)) (http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/RNA-Folding-Form). 
 
2) Las interacciones de ARN intermoleculares se calculan usando un programa informático tal como la predicción 25 
RNA-RNA InterACTion usando Integer Programming (RactIP) disponible en un servidor mantenido por The Graduate 
School of Information Science, Nara Institute of Science and Technology (NAIST), Department of Biosciences and 
Informatics, Keio University Japan (http://rna.naist.jp/ractip/). 
 
3) La estructura secundaria de ARN se visualiza usando Visualization Applet for RNA (VARNA) (http://varna.lri.fr/), 30 
que es una Applet ligera de Java dedicada a dibujar la estructura secundaria de ARN. 
 
Se puede generar una estructura secundaria del transcrito diana en base a la conformación de menor energía 
calculada por MFold y visualizada con VARNA. 
 35 
Se pueden identificar regiones de ARNmc o regiones diana dentro del transcrito diana que puede ser ideal para la 
unión a un transcrito indicador. En algunos casos, la estructura secundaria del transcrito diana incluye una secuencia 
consenso o secuencia de bucle que se puede unir a una porción de la secuencia indicadora. Por ejemplo, en el 
transcrito de mecA de S. aureus resistente a meticilina, existe un bucle terminal que incluye una secuencia YUNR 
consenso ("UUGG") que se puede usar para unirse a una secuencia de represión cis de un transcrito indicador. El 40 
análisis de la estructura secundaria del transcrito diana puede revelar estas una o más regiones de ARNmc que 
pueden ser adecuadas para la unión a una secuencia de represión cis. La secuencia de represión cis del transcrito 
indicador se puede diseñar a continuación para unirse a estas una o más regiones de ARNmc. 
 
En algunos modos de realización, la secuencia de represión cis se puede diseñar para unirse al RBS de la 45 
secuencia indicadora en el transcrito indicador y formar una estructura tallo-bucle dentro del transcrito indicador, de 
modo que la secuencia de represión cis bloquea la unión de una ARN polimerasa a la RBS de la secuencia 
indicadora. Tras la unión de la secuencia de represión cis a la región de ARNmc del transcrito diana, el RBS de la 
secuencia indicadora se puede exponer y la traducción de la secuencia indicadora se puede iniciar. 
 50 
En algunos modos de realización, la secuencia de represión cis del transcrito indicador se puede diseñar para 
situarse en el extremo 5' de la secuencia indicadora y diseñarse para generar una estructura tallo-bucle en la 
secuencia indicadora, de modo que la secuencia de RBS de la secuencia indicadora se bloquea. La estructura tallo-
bucle de represión cis se puede diseñar para bloquear la secuencia de RBS en base a la conformación de menor 
energía del transcrito indicador, calculada por MFold y visualizada con VARNA. Las interacciones intermoleculares 55 
predichas entre el transcrito diana y la secuencia de represión cis del transcrito indicador se pueden calcular por 
RactIP y visualizarse por VARNA. Se puede dibujar un diagrama para visualizar el emparejamiento de bases entre el 
transcrito diana y la secuencia de represión cis del transcrito indicador, como se muestra en la figura 28 a 
continuación. 
 60 
La interacción puede incluir el emparejamiento de bases entre 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o 50 o 
más nucleótidos en la secuencia diana y la secuencia de represión cis. La unión complementaria entre las dos 
secuencias puede ser completamente complementaria, sustancialmente complementaria o parcialmente 
complementaria. El emparejamiento de bases puede ser a través de secuencias de nucleótidos contiguas o regiones 65 
dentro de las secuencias diana y de represión cis, por ejemplo, como se muestra en la figura 28. 
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5) Mecanismos de escisión para transcritos reprimidos en cis o transcritos indicadores 
 
Los mecanismos generales empleados en la invención son interacciones de moléculas de ácido nucleico 
intermoleculares que pueden dar como resultado dos mecanismos posteriores: (1) un cambio conformacional en la 5 
estructura secundaria de las moléculas de ácido nucleico, y (2) un acontecimiento de escisión. En el presente 
documento se describen procedimientos y sistemas para diseñar transcritos indicadores que emplean un 
acontecimiento de escisión. 
 
En algunos modos de realización, se puede emplear un mecanismo de escisión en el sistema y los procedimientos 10 
de la invención para represión cis o para activación trans. Por ejemplo, como se describe anteriormente en las 
figuras 17, 19 y 20, se puede diseñar un sistema para aprovechar un mecanismo de escisión exponiendo una 
secuencia de ácido nucleico del transcrito indicador a una enzima de escisión (RNasa) o secuestrando una 
secuencia monocatenaria que se reconoce por una secuencia específica de ARNasa. 
 15 
En un ejemplo, se puede diseñar un sitio de ribonucleasa E (ARNasa E) en el transcrito indicador ("*" indica el sitio 
de escisión): 
(G,A)N(C,A)N(G)(G,U,A)*(A,U)(C,U)N(C,A)(C,A). Véase Kaberdin et al., Probing the substrate specificity of E. coli 
RNase E using a novel oligonucleotide-based assay. Nucleic Acids Research, 2003, Vol. 31, n.º 16 (doi: 
10.1093/nar/gkg690). 20 
 
En un sistema de represión cis, se puede incorporar una secuencia de represión cis en el diseño de un transcrito 
indicador, de modo que cuando se transcribe, la conformación del transcrito indicador expone una región 
monocatenaria que contiene un motivo de reconocimiento de ARNasa E de secuencia en el sitio deseado que se 
escinda. En algunos modos de realización, el sitio de escisión puede estar implicado en la represión de la 25 
transcripción del transcrito indicador, por ejemplo, si el sitio de escisión está dentro de la región codificante del gen 
indicador. 
 
Para un sistema de desrepresión trans, el transcrito reprimido en cis se puede diseñar para unirse a un transcrito 
diana, de modo que la interacción provoca un cambio conformacional en el transcrito indicador que secuestra la 30 
región monocatenaria que contiene el sitio de ARNsa E. 
 
El sistema se puede diseñar de modo que el mecanismo de represión cis se deba a una estructura secundaria 
específica generada por una conformación de la secuencia de represión cis, tal como la estructura de terminación de 
la transcripción descrita anteriormente. En este ejemplo, un acontecimiento de escisión sirve para desreprimir la 35 
secuencia indicadora. Esto se puede lograr diseñando la secuencia de represión cis para interactuar con (unirse a) 
un plásmido natural u otro transcrito celular, de modo que la interacción da como resultado la generación de una 
región monocatenaria que contiene el sitio de ARNasa E que se puede escindir y por tanto retira la secuencia de 
represión cis del transcrito indicador. 
 40 
En algunos modos de realización, cuando se emplea un acontecimiento de escisión para la expresión del indicador, 
el sitio de ARNasa E se diseña para estar fuera de la región codificante de una secuencia indicadora con longitud de 
secuencia suficiente en la 5' y 3' UTR para permitir un transcrito indicador viable. En este caso, el sitio de ARNasa E 
se diseña para ser al menos 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500 o más pares 
de bases hacia 5' del codón de inicio en sistemas procariotas y al menos 18, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 45 
300, 400, 500 o más bases pares hacia 5' del codón de inicio en sistemas eucariotas o al menos 10, 20, 30, 40, 50, 
60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500 o más pares de bases hacia 3' del codón de parada. En otros modos de 
realización, cuando se emplea un acontecimiento de escisión para la represión del indicador, el sitio de ARNasa E 
se diseña para estar dentro de la región codificante de la secuencia indicadora o colocado de otro modo para inhibir 
la expresión del indicador. 50 
 
6) Transcritos 
 
Como se describe anteriormente, un transcrito es una longitud de secuencia de nucleótidos (ADN o ARN) transcrita 
a partir de un gen o secuencia molde de ADN o ARN. El transcrito puede ser una secuencia de ADNc transcrita a 55 
partir de un molde de ARN o una secuencia de ARNm transcrita a partir de un molde de ADN. El transcrito se puede 
transcribir a partir de una construcción de ácido nucleico genomanipulada. El transcrito puede tener regiones de 
complementariedad dentro de sí misma, de modo que el transcrito incluye dos regiones que pueden formar un 
dúplex intramolecular. Una región se puede denominar una "secuencia de represión cis" que se une a y bloquea la 
traducción de una secuencia indicadora. Una segunda región del transcrito se denomina una "secuencia indicadora" 60 
que codifica una molécula indicadora, tal como un marcador detectable o seleccionable. 
 
Los transcritos pueden ser una secuencia de transcrito que puede tener 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, o 25 nucleótidos de longitud. En otros modos de realización, el transcrito puede tener al 
menos 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 500, 1000, 1500, 2000, 3000, 4000, 5000 o más nucleótidos de longitud. 65 
La secuencia de represión cis y la secuencia indicadora pueden tener la misma longitud o diferentes longitudes. 
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En algunos modos de realización, la secuencia de represión cis se separa de la secuencia indicadora por 1, 2, 3, 4, 
5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 o 
más nucleótidos espaciadores. 
 5 
7) Vectores 
 
En otro aspecto, los transcritos (incluyendo las secuencias antisentido y sentido) se expresan a partir de unidades de 
transcripción insertadas en vectores de ADN o ARN (véase, por ejemplo, Couture, A, et al., TIG. (1996), 12:5-10; 
Skillern, A., et al., publicación PCT internacional n.º WO 00/22113, Conrad, publicación PCT internacional n.º WO 10 
00/22114, y Conrad, patente de EE. UU. n.º 6.054.299). Estas secuencias se pueden introducir como una 
construcción lineal, un plásmido circular o un vector vírico, incluyendo vectores basados en bacteriófagos, que se 
pueden incorporar y heredar como un transgén integrado en el genoma del huésped. El transcrito también se puede 
construir para permitir que se herede como un plásmido extracromosómico (Gassmann, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA (1995) 92:1292). 15 
 
Las secuencias de transcrito se pueden transcribir por un promotor localizado en el plásmido de expresión. En un 
modo de realización, las secuencias de represión cis e indicadoras se expresan como una repetición invertida unida 
por una secuencia polinucleotídica conectora de modo que el transcrito tiene una estructura tallo-bucle. 
 20 
Se pueden usar vectores de expresión recombinantes para expresar los transcritos. Los vectores de expresión 
recombinantes son en general plásmidos de ADN o vectores víricos. Se pueden construir vectores víricos que 
expresan los transcritos en base a, pero sin limitarse a, virus adenoasociados (para una revisión, véase Muzyczka, 
et al., Curr. Topics Micro. Immunol. (1992) 158:97-129)); adenovirus (véase, por ejemplo, Berkner, et al., 
BioTechniques (1998) 6:616), Rosenfeld et al. (1991, Science 252:431-434), Rosenfeld et al. (1992), Cell 68:143-25 
155)); o alfavirus así como otros conocidos en la técnica. Se han usado retrovirus para introducir una variedad de 
genes en muchos tipos celulares diferentes, incluyendo células epiteliales, in vitro y/o in vivo (véase, por ejemplo, 
Eglitis, et al., Science (1985) 230:1395-1398; Danos y Mulligan, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1998) 85:6460-6464; 
Wilson et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:3014-3018; Armentano et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
87:61416145; Huber et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8039-8043; Ferry et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. 30 
USA 88:8377-8381; Chowdhury et al., 1991, Science 254:1802-1805; van Beusechem. et al., 1992, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 89:7640-19; Kay et al., 1992, Human Gene Therapy 3:641-647; Dai et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
89:10892-10895; Hwu et al., 1993, J. Immunol. 150:4104-4115; patente de EE. UU. n.º 4.868.116; patente de 
EE. UU. n.º 4.980.286; solicitud PCT WO 89/07136; solicitud PCT WO 89/02468; solicitud PCT WO 89/05345; y 
solicitud PCT WO 92/07573). Los vectores retrovíricos recombinantes que pueden transducir y expresar genes 35 
insertados en el genoma de una célula se pueden producir transfectando el genoma retrovírico recombinante en 
líneas celulares de empaquetamiento adecuadas tales como PA317 y Psi-CRIP (Comette et al., 1991, Human Gene 
Therapy 2:5-10; Cone et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6349). Los vectores 
adenovíricos recombinantes se pueden usar para infectar una amplia variedad de células y tejidos en huéspedes 
susceptibles (por ejemplo, rata, hámster, perro y chimpancé) (Hsu et al., 1992, J. Infectious Disease, 166:769), y 40 
también tienen la ventaja de no requerir células mitóticamente activas para la infección. 
 
Se puede usar cualquier vector vírico que pueda aceptar las secuencias codificante para el/los transcrito(s) que se 
van a expresar, por ejemplo, vectores derivados de adenovirus (AV); virus adenoasociado (AAV); retrovirus (por 
ejemplo, lentivirus (LV), rabdovirus, virus de la leucemia murina); virus del herpes y similares. El tropismo de los 45 
vectores víricos se puede modificar seudotipando los vectores con proteínas de envoltura u otros antígenos de 
superficie de otros virus, o sustituyendo diferentes proteínas de la cápside víricas, según sea apropiado. 
 
Por ejemplo, los vectores lentivíricos presentados en la invención se pueden seudotipar con proteínas de superficie 
del virus de la estomatitis vesicular (VSV), rabia, ébola, Mokola y similares. Los vectores AAV presentados en la 50 
invención se pueden preparar para seleccionar diferentes células genomanipulando los vectores para expresar 
diferentes serotipos de proteínas de la cápside. Las técnicas para construir vectores AAV que expresan diferentes 
serotipos de proteínas de la cápside están dentro de la habilidad en la técnica; véase, por ejemplo, Rabinowitz J E et 
al. (2002), J Virol 76:791-801. 
 55 
La selección de vectores víricos recombinantes adecuados para su uso en la invención, procedimientos para insertar 
secuencias de ácido nucleico para expresar los transcritos en el vector, y procedimientos para suministrar el vector 
vírico a las células de interés están dentro de la habilidad en la técnica. Véase, por ejemplo, Dornburg R (1995), 
Gene Therap. 2: 301-310; Eglitis M A (1988), Biotechniques 6: 608-614; Miller A D (1990), Hum Gene Therap. 1: 5-
14; Anderson W F (1998), Nature 392: 25-30; y Rubinson D A et al., Nat. Genet. 33: 401-406. 60 
 
Los vectores víricos se pueden derivar de AV y AAV. Un vector AV adecuado para expresar los transcritos 
presentados en la invención, un procedimiento para construir el vector AV recombinante, y un procedimiento 
adecuado para suministrar el vector en células diana, se describen en Xia H et al. (2002), Nat. Biotech. 20: 1006-
1010. Los vectores AAV adecuados para expresar los transcritos presentados en la invención, procedimientos para 65 
construir el vector AV recombinante y procedimientos para suministrar los vectores en células diana se describen en 
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Samulski R et al. (1987), J. Virol. 61: 3096-3101; Fisher K J et al. (1996), J. Virol, 70: 520-532; Samulski R et al. 
(1989), J. Virol. 63: 3822-3826; patente de EE. UU. n.º 5.252.479; patente de EE. UU. n.º 5.139.941; solicitud de 
patente internacional n.º WO 94/13788; y solicitud de patente internacional n.º WO 93/24641. 
 
El promotor que dirige la expresión del transcrito en un plásmido de ADN o bien un vector vírico presentado en la 5 
invención puede ser una ARN polimerasa eucariota I (por ejemplo, promotor de ARN ribosómico), ARN polimerasa II 
(por ejemplo, promotor temprano de CMV o promotor de actina o promotor de ARNsn de U1) o en general promotor 
de ARN polimerasa III (por ejemplo, promotor de ARNsn de U6 o ARN de 7SK) o un promotor procariota, por 
ejemplo, el promotor T7, siempre que el plásmido de expresión también codifique la ARN polimerasa de T7 
requerida para la transcripción de un promotor T7. El promotor también puede dirigir la expresión transgénica al 10 
páncreas (véase, por ejemplo, la secuencia reguladora de insulina para el páncreas (Bucchini et al., 1986, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 83:2511-2515)). 
 
Además, la expresión del transcrito se puede regular con precisión, por ejemplo, usando una secuencia reguladora 
inducible y sistemas de expresión tales como una secuencia reguladora que es sensible a determinados reguladores 15 
fisiológicos, por ejemplo, niveles de glucosa en circulación u hormonas (Docherty et al., 1994, FASEB J. 8:20-24). 
Dichos sistemas de expresión inducibles, adecuados para el control de la expresión transgénica en células o en 
mamíferos incluyen la regulación por ecdisona, por estrógeno, progesterona, tetraciclina, inductores químicos de 
dimerización e isopropil-beta-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG). Un experto en la técnica podría elegir la secuencia 
reguladora/promotora apropiada en base al uso previsto del transgén de ARNbc. 20 
 
En general, los vectores recombinantes que pueden expresar moléculas de transcrito se suministran como se 
describe a continuación, y persisten en células diana. De forma alternativa, se pueden usar vectores víricos que 
proporcionan la expresión transitoria de moléculas de transcrito. Dichos vectores se pueden administrar 
repetidamente según sea necesario. Una vez expresado, el transcrito se une al ARN diana y modula su función o 25 
expresión. El suministro de vectores que expresan el transcrito puede ser sistémico, tal como por administración 
intravenosa o intramuscular, por administración a células diana explantadas del paciente seguido de reintroducción 
en el paciente, o por cualquier otro medio que permita la introducción en una célula diana deseada. 
 
Los plásmidos de ADN de expresión de transcrito se transfectan típicamente en células diana como un complejo con 30 
vehículos lipídicos catiónicos (por ejemplo, oligofectamina) o vehículos basados en lípidos no catiónicos (por 
ejemplo, Transit-TKO™). También se contemplan por la divulgación múltiples transfecciones lipídicas para 
inactivaciones mediadas por ARNbc que seleccionan diferentes regiones de un solo gen PROC o múltiples genes 
PROC durante un período de una semana o más. La introducción exitosa de vectores en células huésped se puede 
seguir usando diversos procedimientos conocidos. Por ejemplo, la transfección transitoria se puede señalar con un 35 
indicador, tal como un marcador fluorescente, tal como proteína fluorescente verde (GFP). La transfección estable 
de células ex vivo se puede garantizar usando marcadores que proporcionen a la célula transfectada resistencia a 
factores ambientales específicos (por ejemplo, antibióticos y fármacos), tales como resistencia a higromicina B. 
 
El suministro del vector que contiene el ADN recombinante se puede realizar por sistemas abiológicos o biológicos. 40 
Incluyendo pero sin limitarse a liposomas, partículas similares a virus, partículas de transducción derivadas de fagos 
o virus, y conjugación. 
 
8) Indicadores para el ensayo de transcrito 
 45 
En algunos modos de realización, la construcción de ácido nucleico comprende una secuencia indicadora (por 
ejemplo, una secuencia de gen indicador). El gen indicador codifica una molécula indicadora que produce una señal 
cuando se expresa en una célula. En algunos modos de realización, la molécula indicadora puede ser un marcador 
detectable o seleccionable. En determinados modos de realización, la molécula indicadora puede ser una molécula 
indicadora fluorescente, tal como una proteína fluorescente verde (GFP), proteína fluorescente amarilla (YFP), 50 
proteína fluorescente cian (CFP), proteína fluorescente azul (BFP) o proteína fluorescente roja (RFP). En otros 
modos de realización, la molécula indicadora puede ser una proteína quimioluminiscente. 
 
Las moléculas indicadoras pueden ser una luciferasa bacteriana, una luciferasa eucariota, una proteína fluorescente, 
una enzima adecuada para detección colorimétrica, una proteína adecuada para inmunodetección, un péptido 55 
adecuado para inmunodetección y/o un ácido nucleico que funciona como un aptámero o que presenta actividad 
enzimática. 
 
Los marcadores seleccionables también se pueden usar como indicador. El marcador seleccionable puede ser un 
gen de resistencia a antibióticos, por ejemplo. 60 
 
9) Células y genes diana para el ensayo de indicador de transcrito 
 
Los ejemplos de células que se pueden usar para la detección incluyen bacterias grampositivas y gramnegativas, 
tales como S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, etc., hongos como Streptomyces coelicolor y otras células eucariotas, 65 
incluyendo células de humanos, otros mamíferos, insectos, invertebrados o plantas. 
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Los transcritos diana pueden incluir cualquier transcrito endógeno, ya sea codificante o no codificante. Los 
transcritos diana se pueden derivar de células eucariotas y procariotas, incluyendo, por ejemplo, transcrito de mecA 
en células de S. aureus (indicativo de SARM), transcrito de tcdB en C. difficile (indicativo de C. diff toxinógeno) y 
transcritos E6/E7 de PVH en células epiteliales cervicouterinas (indicativas de cáncer cervicouterino). Los genes 5 
asociados con agentes infecciosos, tales como virus, también pueden ser dianas, incluyendo VIH, PVH, etc. Otros 
ejemplos de genes diana incluyen ARN no codificante tal como ARN de transferencia (ARNt) y ARN ribosómico 
(ARNr), así como los ARN tales como ARNnop, microARN, ARNip, ARNsn, ARNex, y ARNpi y ARNnc. 
 
EJEMPLOS 10 
 
A continuación hay ejemplos de modos de realización específicos para llevar a cabo la presente invención. Los 
ejemplos se ofrecen solo para propósitos ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la presente invención de 
ningún modo. Se han realizado esfuerzos para garantizar la exactitud con respecto a los números usados (por 
ejemplo, cantidades, temperaturas, etc.) pero se debe tener en cuenta alguna desviación y error experimental. 15 
 
La práctica de la presente invención empleará, a menos que se indique de otro modo, procedimientos 
convencionales de química de proteínas, bioquímica, técnicas de ADN recombinante y farmacología, dentro de la 
habilidad de la técnica. Dichas técnicas se explican completamente en la literatura. Véanse, por ejemplo, T.E. 
Creighton, Proteins: Structures and Molecular Properties (W.H. Freeman and Company, 1993); A.L. Lehninger, 20 
Biochemistry (Worth Publishers, Inc., current addition); Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2.ª 
edición, 1989); Methods In Enzymology (S. Colowick y N. Kaplan eds., Academic Press, Inc.); Remington's 
Pharmaceutical Sciences, 18.ª edición (Easton, Pennsylvania: Mack Publishing Company, 1990); Carey y Sundberg 
Advanced Organic Chemistry 3.ª ed. (Plenum Press) Vol. A y B(1992). 
 25 
Ejemplo 1: sistema de empaquetamiento de mutación sinónima/complementación 
 
El siguiente es un ejemplo del diseño y construcción de un sistema de empaquetamiento basado en mutación 
sinónima/complementación para producir partículas de transducción no replicativas. 
 30 
Los materiales usados para desarrollar el sistema de empaquetamiento se enumeran a continuación: 
 
Cepas bacterianas: 
 
N1706, un lisógeno de E. coli K-12 P1 c1-100 Tn9 35 
 
Vectores: 
 
Y14439 (cadena principal pBHR1) 
 40 
Los siguientes números de acceso de GenBank (N.B., las secuencias a las que se hace referencia por número de 
acceso son las que figuran en la base de datos a partir de la fecha de prioridad de esta solicitud) o se pueden usar 
SEQ ID NO. para la cadena principal del vector y secuencias de casete: 
 
X06758 (genes de la luciferasa bacteriana luxAB) 45 
 
SEQ ID NO:1 (sitio pac P1 natural) 
 
SEQ ID NO:3 (replicón lítico P1 que contiene el promotor P53 controlado por represor C1, el promotor P53 
antisentido, los genes repL y una deleción sin cambio de pauta de lectura del gen kilA) 50 
 
SEQ ID NO:4 (promotor de Pblast que dirige la expresión de luxAB) 
 
Construcción de N1706 (pac): cepa mutada de pacA: una secuencia ejemplar de una secuencia mutada de pacA se 
muestra en SEQ ID NO:2, mostrada en la lista de secuencias informal a continuación. La mutación se puede lograr 55 
construyendo la secuencia mutada por medio de síntesis génica y a continuación reemplazando la secuencia natural 
en N1706 con la secuencia mutada por medio de un enfoque de intercambio alélico. 
 
Construcción del vector indicador GWP10001: el vector GWP10001 contiene el origen de replicación pBHR1 que 
presenta amplia actividad gramnegativa, dos marcadores seleccionables para kanamicina y cloranfenicol, la 60 
secuencia del sitio pac de bacteriófago P1 natural, los genes luxA y luxB son de Vibrio harveyi enlazados 
funcionalmente al promotor de blasticilina constitutivo (Pblast), y el replicón lítico P1 que contiene el promotor P53 
controlado por represor C1, el promotor P53 antisentido, los genes repL y una deleción sin cambio de pauta de 
lectura del gen kilA. 
 65 
La figura 2 muestra el vector resultante (GWP10001, SEQ ID NO:11), que se puede construir de una variedad de 
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maneras que son conocidas por un experto en la técnica incluyendo obtener los casetes por medio de PCR de sus 
fuentes naturales o por medio de síntesis génica y ensamblaje del vector por medio de clonación basada en enzimas 
de restricción tradicional o técnicas alternativas tales como ensamblaje de Gibson. 
 
Sistema de empaquetamiento sinónimo/complementación: el sistema de empaquetamiento incluye la cepa mutante 5 
de pacA N1706 (pac) complementada con el vector pGWP10001. Como es conocido para un experto en la técnica, 
la manera de construir este sistema se puede lograr por transformación de N1706 (pac) con el vector pGWP10001. 
El vector pGWP10001 se puede mantener en cultivos del N1706 transformado (pac) haciendo proliferar el 
transformante en presencia de 50 ug/ml de kanamicina. 
 10 
Producción de partículas de transducción que portan ADN plasmídico: las partículas de transducción no replicativas 
que portan el vector pGWP10001 se pueden producir a partir de transformantes N1706 (pac) por medio de inducción 
térmica a 42 °C. La incubación a 42 °C da como resultado la inducción del ciclo lítico P1 en el que el profago se 
escinde del genoma N1706, produce elementos estructurales del fago y empaqueta el ADN concatamérico de 
pGWP10001 formado por el replicón lítico en partículas de fago descendiente, como se representa en la figura 1. El 15 
lisado celular resultante se recoge a continuación y contiene partículas de transducción no replicativas, consistiendo 
cada una en partículas de bacteriófago P1 que portan un concatámero lineal de ADN de pGWP10001. 
 
Ejemplo 2: sistema de empaquetamiento de deleción/complementación 
 20 
El siguiente es un ejemplo del diseño y construcción de un sistema de empaquetamiento basado en 
deleción/complementación para producir partículas de transducción no replicativas. 
 
Los materiales usados para desarrollar el sistema de empaquetamiento se enumeran a continuación: 
 25 
Cepas bacterianas: 
 
RN4220 es una cepa de S. aureus defectuosa de restricción que es un derivado no lisógeno de NCTC 8325 y es un 
receptor eficaz para el ADN de E. coli. Se describió por primera vez en Kreiswirth, B.N. et al., The toxic shock 
syndrome exotoxin structural gene is not detectably transmitted by a prophage. Nature, 1983. 305(5936): p. 709-712. 30 
 
RN10616 se deriva lisogenizando RN4220 con el bacteriófago φ80α. Ubeda, C. et al., Specificity of staphylococcal 
phage and SaPI DNA packaging as revealed by integrase and terminase mutations. Molecular Microbiology, 2009. 
72(1): p. 98-108. 
 35 
ST24 se deriva de la deleción del gen de la terminasa pequeña terS del bacteriófago lisogenizado φ80α en 
RN10616. Ubeda, C. et al., Specificity of staphylococcal phage and SaPI DNA packaging as revealed by integrase 
and terminase mutations. Molecular Microbiology, 2009. 72(1): p. 98-108. 
 
Vectores: 40 
 
Los ejemplos de plásmidos que se pueden usar como plásmidos fuente para casetes, en algunos modos de 
realización de la invención, se describen en Charpentier, E., et al., Novel Cassette-Based Shuttle Vector System for 
Gram-Positive Bacteria. Appl. Environ. Microbiol., 2004. 70(10): p. 6076-6085. 
 45 
Los siguientes números de acceso de GenBank se pueden usar para secuencias de casete: 
 
SEQ ID NO:5 (origen de replicación del plásmido pT181 de S. aureus, variante en el número de copias pT181cop-
623 repC) 
 50 
M21136 (tetA(M)) 
 
SEQ ID NO:12 (secuencia promotora PclpB) 
 
SEQ ID NO:9 (secuencia del gen de la terminasa pequeña (terS) φ11) 55 
 
L09137 (amp ColE1 ori) 
 
X06758 (luxAB) 
 60 
M62650 (terminación de la transcripción) 
 
Deleción de terS: la construcción de la cepa con terS inactivado ST24 se puede lograr por medio de una estrategia 
basada en intercambio alélico que da como resultado una deleción sin cambio de pauta de lectura que retira la 
mayor parte de la secuencia codificante del gen de la terminasa pequeña de φ80α. Los detalles de esta estrategia se 65 
describen en Ubeda, C. et al., Specificity of staphylococcal phage and SaPI DNA packaging as revealed by integrase 
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and terminase mutations. Molecular Microbiology, 2009. 72(1): p. 98-108. 
 
Una secuencia ejemplar de una cepa con terS inactivado se muestra en SEQ ID NO:13 (mostrado en el listado de 
secuencias a continuación). SEQ ID NO:13 es un locus de secuencia genómica de RN10616 que muestra la 
deleción de terS de φ80α y complementación. 5 
 
Construcción de vector: el vector GW80A0001 es un vector transportador de E. coli/S. aureus. El vector contiene 
orígenes de replicación de S. aureus (pT181cop-623 repC) y E. coli (ColE1ori), los marcadores seleccionables de 
resistencia a ampicilina (amp) y tetraciclina (tet(M)) para la selección en E. coli y S. aureus, respectivamente, la 
secuencia del gen de la terminasa pequeña (terS) φ11 que incluye su propio promotor, los genes luxA y luxB son de 10 
Vibrio harveyi enlazados funcionalmente al promotor PclpB de S. aureus constitutivo, y una secuencia de terminación 
de la transcripción (TT). 
 
La figura 4 muestra el vector resultante (pGW80A0001, SEQ ID NO:14), que se puede construir de una variedad de 
maneras que son conocidas por un experto en la técnica. En un ejemplo, el casete tet(M) y los genes luxAB se 15 
pueden obtener por medio de amplificación por PCR a partir de los vectores pCN36 y pCN58 disponibles 
públicamente (Charpentier, E., et al.). Se puede obtener PclpB a partir de la amplificación por PCR de RN4220 de S. 
aureus y se puede obtener terS por medio de la amplificación por PCR a partir de RN10616. Se puede obtener una 
cadena principal del vector retirando el gen ermC del vector pCN48 disponible públicamente (Charpentier, E., et al.), 
y los diversos componentes del vector final pGW80A0001 se pueden ensamblar en esta estructura principal del 20 
vector por medio de clonación basada en enzima de restricción diseñada apropiadamente. 
 
Sistema de empaquetamiento de deleción/complementación: el sistema de empaquetamiento puede incluir la cepa 
con terS inactivado ST24 complementada con el vector pGW80A0001 para generar la cepa GW24. Como es 
conocido para un experto en la técnica, la manera de construir este sistema se puede lograr por transformación de 25 
ST24 con el vector pGW80A0001. El vector pGW80A0001 se puede mantener en cultivos de ST24 transformada 
haciendo proliferar el transformante en presencia de 5 ug/ml de tetraciclina. 
 
Producción de partículas de transducción que portan ADN plasmídico: se pueden producir partículas de transducción 
no replicativas que portan el vector pGW80A0001 a partir de GW24 por medio de un procedimiento de inducción de 30 
mitomicina C que se demostró por primera vez en E. coli y ahora es una técnica estándar para obtener profagos de 
bacterias lisogenizadas. Otsuji, N. et al., Induction of Phage Formation in the Lysogenic Escherichia coli K-12 by 
Mitomycin C. Nature, 1959. 184(4692): p. 1079-1080. Este procedimiento de inducción de profago da como 
resultado la inducción del ciclo lítico de φ80α en el que el profago se escinde del genoma de GW24, produce 
elementos estructurales de fago y empaqueta ADN concatamérico de pGW80A0001 en partículas de fago 35 
descendiente, como se representa en la figura 2. El lisado celular resultante se recoge a continuación y contiene 
partículas de transducción no replicativas, consistiendo cada una en partículas de bacteriófago φ80α que portan un 
concatámero lineal de ADN de pGW80A0001. 
 
Ejemplo 3: sistema de empaquetamiento basado en SaPIbov2 que carece de integrasa 40 
 
El siguiente es un ejemplo del diseño y construcción de un sistema de empaquetamiento basado en SaPIbov2 para 
producir partículas de transducción no replicativas. 
 
Los materiales usados para desarrollar el sistema de empaquetamiento se enumeran a continuación: 45 
 
Los siguientes materiales se pueden usar para desarrollar un sistema de empaquetamiento basado en SaPIbov2 
que carece de integrasa. 
 
Cepas bacterianas: 50 
 
RN451 es una cepa de S. aureus lisogenizada con bacteriófago φ11. 
 
JP2131 es RN451 que se ha lisogenizado con SaPIbov2. Véase Maiques, E. et al., Role of Staphylococcal Phage 
and SaPI Integrase in Intra- and Interspecies SaPI Transfer. J. Bacteriol., 2007. 189(15): p. 5608-5616. 55 
 
JP2488 es la cepa JP2131 en la que el gen int se ha delecionado de SapIbov2 (SaPIbov2Δint). Maiques, E. et al., 
Role of Staphylococcal Phage and SaPI Integrase in Intra- and Interspecies SaPI Transfer. J. Bacteriol., 2007. 
189(15): p. 5608-5616. 
 60 
Bacteriófago: 
 
Se puede obtener el bacteriófago φ11 a partir de la cepa RN0451 de S. aureus por medio de un procedimiento de 
inducción de mitomicina C que se describió por primera vez en E. coli y ahora es una técnica estándar para obtener 
profagos de bacterias lisogenizadas. Otsuji, N. et al., Induction of Phage Formation in the Lysogenic Escherichia 65 
coliK-12 by Mitomycin C. Nature, 1959. 184(4692): p. 1079-1080. 
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Promotores: 
 
Se puede usar PclpB como promotor en este ejemplo. El promotor del gen clpB es un promotor constitutivo usado 
para controlar la expresión del gen int. La secuencia del promotor del gen clpB (PclpB) de S. aureus se describió por 5 
primera vez en 2004. Frees, D., et al., Clp ATPases are required for stress tolerance, intracellular replication and 
biofilm formation in Staphylococcus aureus. Molecular Microbiology, 2004. 54(5): p. 1445-1462. También se empleó 
por primera vez para controlar la expresión génica en un plásmido en 2004. Arnaud, M., A. Chastanet y M. 
Debarbouille, New Vector for Efficient Allelic Replacement in Naturally Nontransformable, Low-GC-Content, Gram-
Positive Bacteria. Appl. Environ. Microbiol., 2004. 70(11): p. 6887-6891. El promotor se puede obtener a partir de 10 
RN4220 de S. aureus usando cebadores descritos en 2004. Id. 
 
Producción de colisógeno de φ11/ SaPIbov2Δint (RN451(φ11SaPIbov2Δint)): la cepa JP2488 (φ11 SaPIbov2Δint) se 
puede producir lisogenizando JP2488 con φ11. 
 15 
Deleción de terS de φ11 (RN451 (φ11ΔterS (φ11ΔterS SaPIbov2Δint)): la cepa RN451(φ11ΔterS SaPIbov2Δint) se 
puede producir por deleción del gen φ11 terS de RN451(φ11SaPIbov2Δint), como se describe en Tormo, M.A. et al., 
Staphylococcus aureus Pathogenicity Island DNA Is Packaged in Particles Composed of Phage Proteins. J. 
Bacteriol., 2008. 190(7): p. 2434-2440. 
 20 
Incorporación de PclpB-int en el genoma de S. aureus (RN451(φ11ΔterS SaPIbov2Δint PclpB-int)): RN451(φ11ΔterS 
SaPIbov2Δint PclpB-int) se puede producir fusionando en primer lugar PclpB e int por medio de técnicas de biología 
molecular estándar, a continuación insertando la fusión PclpB-int en el genoma de RN451 (φ11ΔterS SaPIbov2Δint) y 
a continuación seleccionando clones que tienen PclpB-int insertada fuera de las regiones SaPIbov2 y φ11. 
 25 
Producción de partículas de φ11 que portan solo concatámeros de SaPIbov2Δint PclpB-int: las partículas de φ11 que 
portan solo concatámeros de SaPIbov2Δint PclpB-int se pueden producir por medio de inducción de mitomicina C de 
RN451(φ11ΔterS SaPIbov2Δint PclpB-int), como se describe por Otsuji, N. et al., Induction of Phage Formation in the 
Lysogenic Escherichia coliK-12 by Mitomycin C. Nature, 1959. 184(4692): p. 1079-1080. El lisado celular contiene 
partículas de transducción no replicativas, consistiendo cada una en proteínas estructurales del bacteriófago φ11 30 
que portan un concatámero lineal de ADN derivado de GI. 
 
Un experto en la materia comprenderá cómo construir las NRTP usando los materiales mencionados anteriormente 
y técnicas genéticas y de biología molecular bien conocidas en la técnica. 
 35 
Ejemplo 4: partículas de transducción indicadoras de SarS basadas en deleción de terS/complementación 
 
El siguiente es un ejemplo de un sistema indicador de SarS basado en indicador de inductor que emplea una 
partícula de transducción no replicativa basada en deleción de terS/complementación. 
 40 
Gen indicador: luciferasa bacteriana (luxAB). Los genes luxA y luxB son de Vibrio harveyi. Carecen de un promotor 
transcripcional y cada uno contiene su propio sitio de unión al ribosoma. 
 
Promotor del gen Spa (Pspa): el promotor del gen spa se usará para controlar la expresión de los genes luxAB. 
 45 
Construcción de la fusión Pspa-luxAB: los genes luxAB se pueden fusionar a la secuencia del promotor Pspa de modo 
que los genes luxAB se enlazan funcionalmente al promotor Pspa. 
 
Construcción del vector indicador que expresa luxAB 
 50 
el vector indicador que expresa luxAB se puede construir por medio de técnicas de biología molecular estándar 
incorporando el producto de fusión Pspa-luxAB en el MCS del vector transportador representado a continuación. 
 

 
 55 
El vector transportador de E. coli/S. aureus que porta orígenes de replicación de E. coli (ColE1ori) y S. aureus 
(pT181cop-623 repC), genes de resistencia a ampicilina (amp) y tetraciclina (tet(M)), el gen de la terminasa pequeña 
(terS) de ϕ11 bajo el control de un promotor constitutivo (PclpB), un sitio de clonación múltiple (MCS) y una secuencia 
de terminación de la transcripción (TT). 
 60 
Números de acceso de GenBank para secuencias de casete: 
 
J01764 (replicones pT181) 
 
M21136 (tetA(M)) 65 
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Número de acceso aún no disponible (PclpB) 
 
REGIÓN AF424781: 16526..16966 (terS) 
 5 
L09137 (amp ColE1 ori) 
 
M62650 (TT) 
 
La propagación del vector para llevar a cabo manipulaciones in vitro y para la verificación de manipulaciones se 10 
puede lograr por medio del Top 10 de E. coli y el vector modificado final se puede introducir a continuación en 
RN0451ΔterS de S. aureus. Las partículas de transducción que portan el vector transportador se pueden producir a 
partir de los transformantes RN0451ΔterS por medio de un procedimiento de inducción de mitomicina C que se 
describió por primera vez en E. coli 1959 y ahora es una técnica estándar para obtener profagos de bacterias 
lisogenizadas. Otsuji, N., et al., Induction of Phage Formation in the Lysogenic Escherichia coliK-12 by Mitomycin C. 15 
Nature, 1959. 184(4692): p. 1079-1080. El lisado celular se recoge a continuación y contiene partículas de 
transducción no replicativas, consistiendo cada una en proteínas estructurales del bacteriófago φ11 que portan un 
concatámero lineal de ADN plasmídico que puede indicar la presencia de SarS en células de S. aureus diana. 
 
Ejemplo 5: partículas de transducción indicadoras de β-lactamasa basadas en deleción de 20 
terS/complementación 
 
El siguiente es un ejemplo de un sistema indicador de β-lactamasa basado en indicador de enzima intracelular que 
emplea una partícula de transducción no replicativa basada en deleción de terS/complementación. 
 25 
Gen indicador: luciferasa de Renilla (ruc) 
 
Promotor: el promotor puede ser PblaZ. El promotor de beta-lactamasa constitutivo se puede usar para dirigir la 
expresión del gen ruc. 
 30 
Sustrato encajado: coelenterazina-fosfato encajado como se describe en Daniel Sobek, J.R., Enzyme detection 
system with caged substrates, 2007, Zymera, Inc. 
 
Construcción de la fusión PblaZ-ruc: Los genes ruc se pueden fusionar a la secuencia del promotor PblaZ de modo que 
los genes ruc se enlacen funcionalmente al promotor PblaZ. 35 
 
Construcción del vector indicador que expresa ruc: el vector indicador que expresa ruc se puede construir por medio 
de técnicas de biología molecular estándar incorporando el producto de fusión PblaZ-ruc en el MCS del vector 
transportador representado en la sección V, A, 3), i) anterior. 
 40 
La propagación del vector para llevar a cabo manipulaciones in vitro y para la verificación de manipulaciones se 
puede lograr por medio del Top 10 de E. coli y el vector modificado final se puede introducir a continuación en 
RN0451ΔterS de S. aureus. Las partículas de transducción que portan el vector transportador se pueden producir a 
partir de los transformantes RN045 1ΔterS por medio de un procedimiento de inducción de mitomicina C que se 
describió por primera vez en E. coli 1959 y ahora es una técnica estándar para obtener profagos de bacterias 45 
lisogenizadas. Otsuji, N., et al., Induction of Phage Formation in the Lysogenic Escherichia coliK-12 by Mitomycin C. 
Nature, 1959. 184(4692): p. 1079-1080. El lisado celular se recoge a continuación y contiene NRTP consistiendo 
cada una en proteínas estructurales del bacteriófago φ11 que portan un concatámero lineal de ADN plasmídico que 
puede expresar luciferasa de Renilla dentro de células de S. aureus viables dentro de la gama de huéspedes de 
ϕ11. 50 
 
Ejemplo 6: partículas de transducción indicadoras de moléculas intracelulares basadas en deleción de 
terS/complementación 
 
El siguiente es un ejemplo de un sistema indicador basado en indicador de molécula intracelular que emplea una 55 
partícula de transducción no replicativa basada en deleción de terS/complementación. 
 
Promotor: el promotor puede ser PblaZ. El promotor de beta-lactamasa constitutivo se puede usar para dirigir la 
expresión del gen ruc. 
 60 
Aptámero intercambiable: los aptámeros intercambiables se pueden diseñar y construir como se describe en Samie 
Jaffrey, J.P., Coupled recognition/detection system for in vivo and in vitro use, 2010, Cornell University. 
 
Sustrato fluoróforo: los sustratos fluoróforos correspondientes junto con los aptámeros intercambiables anteriores se 
pueden diseñar y construir como se describe en Samie Jaffrey, J.P., Coupled recognition/detection system for in vivo 65 
and in vitro use, 2010, Cornell University. 
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Construcción de la fusión PbraZ-SA: El gen SA se puede fusionar a la secuencia del promotor PblaZ de modo que el 
gen SA se enlace funcionalmente al promotor PblaZ. 
 
Construcción del vector indicador que expresa SA: el vector indicador que expresa SA se puede construir por medio 5 
de técnicas de biología molecular estándar incorporando el producto de fusión PblaZ-SA en el MCS del vector 
transportador representado en el ejemplo 4 anterior. La propagación del vector para llevar a cabo manipulaciones in 
vitro y para la verificación de manipulaciones se puede lograr por medio del Top 10 de E. coli y el vector modificado 
final se puede introducir a continuación en RN0451ΔterS de S. aureus. Las partículas de transducción que portan el 
vector transportador se pueden producir a partir de los transformantes RN0451ΔterS por medio de un procedimiento 10 
de inducción de mitomicina C que se describió por primera vez en E. coli 1959 y ahora es una técnica estándar para 
obtener profagos de bacterias lisogenizadas. Otsuji, N. et al., Induction of Phage Formation in the Lysogenic 
Escherichia coli K-12 by Mitomycin C. Nature, 1959. 184(4692): p. 1079-1080. El lisado celular se recoge a 
continuación y contiene partículas de transducción no replicativas, consistiendo cada una en proteínas estructurales 
del bacteriófago φ11 que portan un concatámero lineal de ADN plasmídico que puede expresar el SA dentro de 15 
células de S. aureus viables dentro de la gama de huéspedes de φ11. 
 
Ejemplo 7: sistema indicador basado en partículas de transducción no replicativas 
 
Las partículas de transducción no replicativas descritas anteriormente se pueden usar en un sistema indicador para 20 
detectar la presencia de bacterias viables por medio de la expresión de una molécula indicadora (por ejemplo, 
luxAB). Cuando esta partícula de transducción introduce un vector indicador (por ejemplo, PGW80A0001) en una 
célula dentro de la gama de huéspedes de la partícula de transducción, las células en las que el promotor (por 
ejemplo, PclpB) se reconoce por el mecanismo de transcripción celular puede dirigir la expresión de la molécula 
indicadora dentro de esa célula. 25 
 
Para someter a prueba la funcionalidad de las partículas de transducción no replicativas como indicadores para 
detectar la presencia de células de S. aureus, se desarrollaron diversos ensayos de indicadores SASM/SARM. En 
un modo de realización, se desarrolló una partícula de transducción no replicativa a partir de un bacteriófago 
específico de S. aureus y se incorporaron los genes de la luciferasa bacteriana luxAB bajo el control de un promotor 30 
constitutivo. Cuando la partícula de transducción no replicativa suministró ácido nucleico indicador en S. aureus, el 
promotor constitutivo expresó luxAB adecuado para indicar la presencia de un S. aureus viable. 
 
Además, el antibiótico cefoxitina se añadió antes de, simultáneamente con, o después de la adición de las partículas 
de transducción en una muestra que contenía células de S. aureus. Si las células no fueron fenotípicamente 35 
resistentes a cefoxitina (es decir, no fueron SARM), la luminiscencia disminuyó o se eliminó, indicando que las 
células fueron SASM. Sin embargo, si las células fueron fenotípicamente resistentes a cefoxitina (es decir, fueron 
SARM), se observó una luminiscencia incrementada o detectable, indicando que las células fueron SARM. 
 
Función del ensayo de indicador celular viable basado en partículas de transducción no replicativas 40 
 
Se analizó la función de la partícula de transducción no replicativa como indicador. La gama de huéspedes de 
transducción de la partícula de transducción no replicativa basada en bacteriófago φ80α se examinó en 101 ais lados 
clínicos de SARM. El ensayo de transducción se llevó a cabo exponiendo cultivos de cada aislado bacteriano 
cultivado en TSB modificado al lisado celular GW24 que contenía las partículas de transducción no replicativas y 45 
cultivando la mezcla en medios sólidos que contenían tetraciclina. 
 
En este ejemplo, la partícula de transducción no replicativa portó un marcador seleccionable de tetraciclina. Se 
esperaba que las células transducidas con las partículas de transducción no replicativas fueran resistentes a 
tetraciclina. Además, la transducción se examinó por medio de un ensayo de luminiscencia exponiendo cada aislado 50 
bacteriano en cultivo líquido al lisado celular que contenía las partículas de transducción no replicativas y evaluando 
la mezcla para determinar la actividad de luminiscencia de luciferasa bacteriana después de un período de 
incubación. 
 
El ensayo de transducción mostró que la partícula de transducción no replicativa basada en φ80α pudo transducir 55 
todos los 101 aislados clínicos de SARM y ninguno de los estafilococos distintos de S. aureus. 
 
La figura 21 muestra los resultados del ensayo de transducción en el que 36 SARM sensibles a tetraciclina se 
expusieron a partículas de transducción que portaban pGW80A0001 y a continuación se colocaron en placas de 
medios que contenían 5 ug/ml de tetraciclina. Los resultados muestran que las 36 cepas de SARM proliferaron en 60 
los medios que contenían tetraciclina debido a la transducción con pGW80A0001. Los experimentos de control en 
los que se colocaron los aislados de SARM en medios que contenían tetraciclina sin exposición a partículas de 
transducción no mostraron proliferación (no mostrado). Además, el aislamiento del plásmido a partir de cepas de 
SARM transducidas demostró la recuperación del plásmido pGW80A0001 como se confirma por medio de 
secuenciación del plásmido aislado. Los resultados de transducción demostraron por tanto que el origen de 65 
replicación del plásmido indicador presenta actividad en todos los aislados de SARM sometidos a prueba. 
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La figura 22 ilustra la luminiscencia medida a partir de 80 aislados clínicos de SARM y 28 aislados clínicos de S. 
aureus sensible a meticilina (SASM) transducidos con la partícula de transducción. En el experimento, los cultivos de 
SARM y SASM se cultivaron a una densidad óptica a 600 nm de 0,1 y a continuación se mezclaron 100 ul de los 
cultivos cultivados en TSB modificado con 10 ul de lisados celulares de GW24 que contenían partículas de 5 
transducción y se incubaron adicionalmente a 37 °C durante un período de 4 horas antes de someter a ensayo la 
luminiscencia. Las mediciones de luminiscencia se realizaron añadiendo 10 ul de una solución 1 mM de decanal, un 
aldehído que desencadena una reacción luminiscente dentro de las células que expresan luciferasa bacteriana. 
Como se esperaba, se observó luminiscencia tanto de SARM como de SASM transducidas con la partícula de 
transducción no replicativa específica de S. aureus. Además, cuando se añadió cefoxitina a los cultivos celulares al 10 
mismo tiempo que la adición de partículas de transducción, se observó luminiscencia de SARM pero no de SASM, 
demostrando así la capacidad de las partículas de transducción de indicar tanto la presencia de SASM como de 
SARM. Los resultados de luminiscencia demuestran por tanto que el promotor que dirige la expresión de luxAB 
presenta actividad en todos los aislados de S. aureus sometidos a prueba. 
 15 
Optimización del ensayo de SARM de indicador de células viables basado en partículas de transducción no 
replicativas - Formulación de reactivo de partícula de transducción 
 
La producción y formulación del reactivo de partícula de transducción no replicativas se optimizó para una 
formulación final. En resumen, se realizó una fermentación a escala de 15 l usando medios TSB incluyendo 20 
inducción con peróxido de GW24. El lote de fermentador de 15 l se inoculó a partir de un cultivo de inóculos durante 
la noche de 200 ml (una proporción de inóculo de un 1,3 % (v/v)). El cultivo se indujo a una DO de 0,8 con peróxido 
de hidrógeno y se enfrió hasta 25 °C después de la inducción sin control de pH o DO. El sobrenadante de cultivo se 
recogió por filtración de flujo tangencial (TFF) a la mañana siguiente con el propósito de aclarar las partículas de 
transducción de fagos de los restos celulares. A continuación, el material se concentró adicionalmente y se diafiltró 25 
en tampón SM sin gelatina y se almacenó a 2-8 °C antes de la filtración estéril final y el almacenamiento. 
 
A continuación se detalla un resumen detallado del proceso: 
 

Proliferación en matraz de inóculos 

(1) Inocular 200 ml de TSB que contiene 5 ug/ml de tetraciclina con GW24 

(2) Incubar a 37 °C, 200 rpm durante 10-18 horas. 

Inoculación para fermentación (15 l de TSB con 5 ug/ml de tetraciclina) 

(1) Preparar el patín del fermentador con las siguientes condiciones de fermentación: 37 °C, agitación a 250 rpm, 
flujo de aire a 15 lpm y contrapresión a 20,7 kPa (3 psig). 

(2) Inocular el fermentador usando 200 ml del cultivo de inóculos durante la noche. 

Inducir cultivo 

(1) Una vez que la DO 600 nm alcanza 0,8 (0,6-0,9), inducir el cultivo con H2O2 0,5 mM 

(2) Incrementar el punto de ajuste de temperatura del fermentador hasta 42 °C 

Condiciones posteriores a la inducción y seguimiento 

(1) Una vez se completa la inducción de 30 minutos, restablecer la temperatura objetivo del fermentador a 25 °C 

(2) Una hora después del enfriamiento, apagar la alimentación de aire al fermentador y ajustar la agitación a cero 

(3) Realizar seguimiento del cultivo de fermentación a intervalos de una hora, o con más frecuencia según sea 
necesario, hasta que la DO 600 nm haya disminuido a 0,40 o inferior. 

Recogida/Aclaración 

(1) Después de que la DO600 de cultivo de fermentación haya alcanzado un mínimo menor que o igual a 0,40, tomar 
una muestra aséptica de 20 ml y añadir 30 µl de benzonasa al fermentador. 

(2) Restablecer la agitación a 250 rpm. Permitir 60 minutos con agitación para la incubación de benzonasa. 

(3) Aclarar la muestra de EOF con una centrifugación de 15 minutos a 3000 g. 

(4) Pasar el material aclarado a través de un filtro de membrana de 0,45 uM 

Concentración e intercambio de tampones 

(1) Concentrar el cultivo aclarado por TFF usando una membrana de lámina plana de 500 kDa 10 veces. 

(2) Diafiltrar el cultivo concentrado a un volumen constante frente a SM Buffer sin gelatina usando la membrana TFF 
de 500 kDa usada para la concentración 

Filtración final 

(1) Filtrar el material con tampón intercambiado concentrado a través de un filtro de 0,2 µm. 

(2) Almacenar el material de fago filtrado final a 2-8 °C. 

 30 
Se pueden usar diversos otros reactivos y formulaciones como es conocido para los expertos en la técnica para 

E14775849
23-03-2020ES 2 780 827 T3

 



40 

derivar la formulación. 
 
Optimización del ensayo de SARM de indicador de células viables basado en partículas de transducción no 
replicativas - Formulación de medio de proliferación 
 5 
Se optimizó una formulación de medio de proliferación para el ensayo de SARM de indicador de células viables 
basado en NRTP. Para producir luminiscencia en el ensayo de SARM basado en NRTP, el medio debe estar 
equilibrado para proliferación de Staphylococcus aureus y tener una concentración adecuada de cationes y aditivos 
para favorecer la transducción de NRTP. Se conocía que el medio TSBmod usado en ensayos previos a este 
estudio de desarrollo tenía problemas de precipitación que afectarían la estabilidad del medio. La formulación de 10 
medio de proliferación requirió estabilidad en la formulación final con un objetivo de 1 año a temperatura ambiente. 
 
Procedimientos: preparación de células para el ensayo de SARM 
 

(1) Diez cepas únicas de SARM para el ensayo de subconjunto y una cepa única de SASM se sometieron a 
prueba en el ensayo de SARM. 

(2) Los cultivos nocturnos se iniciaron en una placa profunda de 96 pocillos a una dilución 1:50 en TSB de una 
reserva congelada de un solo uso y se incubaron a 37 °C en un agitador orbital durante >15 horas. MRSA/MSSA 
(8 µl) en TSB (392 µl) 

(3) Al día siguiente, un cultivo de día a una dilución 1:50 del cultivo durante la noche se inició en TSB en una placa 
pocillos profundos de 96 pocillos (392 µl de TSB + 8 ul de células) y se incubó a 37 °C en un agitador orbital durante 
4 horas. 

(4) Las células se centrifugaron en una centrífuga durante 5 minutos a una fuerza de 1800 g y 10 °C, se aspiró el 
medio gastado sin alterar el sedimento. 

(5) Las células centrifugadas se lavaron en Tris-HCl 50 mM, pH 7,2, se centrifugó, se aspiró con tampón sin alterar 
el sedimento y se resuspendió en 400 µl de RPMI. Se usa RPMI para reducir la variabilidad en el estado metabólico 
de las células y para imitar el bajo metabolismo como se encuentra en muestras clínicas. 

(6) La placa se cubrió con un cierre AirPore y se incubó en la mesa durante 48 h. 

(7) Se leyó la DO transfiriendo 200 µl de cultivo de RPMI en una placa de DO de pocillos poco profundos y se usó 
un pocillo en blanco con medio de RPMI solo para restar la DO en blanco. 

(8) Las células se normalizaron a DO 0,1 en 100 µl. 

(9) Se realizó otra dilución 1:10 en RPMI para producir una DO de 0,005. 

 15 
Se preparó medio base de ensayo para someterse a prueba como se muestra en la tabla 2 y se muestra un conjunto 
representativo de modificaciones de medio en preparación para el ensayo de SARM en la tabla 3. 
 
Tabla 2: Medio base para el desarrollo de la formulación en medio de proliferación 
 20 

Componentes TSB B2 BSS-2 Notas 

Digerido enzimático de harina de soja 
(g) 

3 0 3 

Ajustar pH a 7,2 
con NaOH 10 N. 

Someter a 
autoclave o a 

filtrado esterilizado 

Digerido enzimático de caseína (g) 17 10 10 

Extracto de levadura (g) ND 25 25 

Cloruro de sodio (g) 5 25 25 

Fosfato de dipotasio (g) 2,5 1 0 

alfa-D-glucosa (g) 2,5 5 5 

Volumen (litro) 1 1 1 

 
Tabla 3: Modificaciones de medio base para el desarrollo de formulación en medio de proliferación 
 

Concentración de sal/ aditivos para modificación 

Medio base 
(30 ml) 

Número 
mod. 

CaCl2 
(mM) 

MgCl2 
(mM) 

BGP 
(mM) 

Tris-HCl 
pH7,0 (mM) 

EDTA 
(mM) 

HEPES 
(mM) 

B2 M53 5,0 2,0 0,0 50,0 10,0 0,0 

BSS-2 M50 10,0 2,0 60,0 50,0 10,0 0,0 

BSS-2 M54 6,7 3,3 60,0 50,0 0,0 0,0 

BSS-2 M55 5,0 5,0 60,0 50,0 0,0 0,0 
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Concentración de sal/ aditivos para modificación 

Medio base 
(30 ml) 

Número 
mod. 

CaCl2 
(mM) 

MgCl2 
(mM) 

BGP 
(mM) 

Tris-HCl 
pH7,0 (mM) 

EDTA 
(mM) 

HEPES 
(mM) 

BSS-2 M56 6,7 3,3 60,0 0,0 0,0 10,0 

BSS-2 M57 5,0 5,0 60,0 0,0 0,0 10,0 

TSB M1 (original) 5,0 10,0 60,0 0,0 0,0 0,0 

TSB M58 5,0 10,0 60,0 0,0 11,1 0,0 

 
A cada preparación de medio, se le añadió NRTP y cefoxitina de acuerdo con la tabla 4 a continuación para preparar 
el reactivo de medio de NRTP: 
 
Tabla 4: combinación de medio de proliferación de ensayo de SARM/ reactivo de partícula de transducción 5 
 

30 ml medio Concentración final 

Cefoxitina 5 ug/ml 

Lisado GW24 30X 

 
El ensayo de SARM se ejecutó con las siguientes etapas: 
 

(1) Configuración de placa de ensayo: añadir 198 µl de reactivo de medio de fago y 2,0 µl de cada dilución de 
bacterias DO 0,05 y DO 0,005 en RPMI (aproximadamente equivalente a 20.000 y 2.000 UFC/ml, respectivamente) 
o 2,0 ul de RPMI como blanco. 

(2) Placa de ensayo de incubación: incubar la placa de ensayo en agitador orbital a ~100 rpm durante 4 horas a 
37 °C. 

(3) Preparar el luminómetro (Molecular Devices SpectraMax L): lavar la línea de reactivo con etanol al 70 % 
seguido de agua DI y a continuación cebar con el reactivo de sustrato. Configurar el programa informático como Fast 
Kinetic con inyección de 50 µl de reactivo de sustrato a 250 µl/s después de 10 puntos de referencia y leer en 40 
puntos cada 0,25 segundos. 

(4) Ejecutar el ensayo: Someter a prueba cada placa de dilución bacteriana, después de dejar que la placa se 
equilibre a temperatura ambiente durante 5 minutos. 

 10 
Análisis 
 

(1) Determinar el límite de corte promediando RLU en blanco en todos los replicador y puntos temporales y 
añadiendo tres desviaciones estándar. 

(2) Determinar RLU máxima para cada muestra usando SoftMaxPro. 

(3) Determinar si la RLU máxima fue mayor que la RLU de corte y, de ser así, a continuación se usaron los datos 
de muestra para las comparaciones del rendimiento de medio. 

(4) Normalizar todos los valores de RLU máx. a la RLU máx. en TSB M1 (medio en uso hasta que comience el 
desarrollo) para la cepa que se analiza en la dilución específica. 

(5) Promediar los valores de RLU normalizados en todas las cepas de SARM para un medio en particular y su 
modificación 

(6) Promediar los promedios para las dos placas de dilución, dando lugar en última instancia a un valor numérico 
único que representa el incremento en veces en el rendimiento en base a RLU de un medio en particular a través de 
10 cepas diferentes de SARM en diluciones de 2 células sometidas a prueba. 

 
Resultados del ensayo de SARM de indicador de células viables basado en NRTP 
 15 
Determinación de RLU de corte: el promedio y desviación estándar de la RLU se calculó en todos los puntos 
temporales (25) para cada replicado en blanco (4). El valor de corte se calculó para cada placa como el promedio de 
RLU en blanco más tres desviaciones estándar. 
 
Determinación de mejoras relativas: la RLU máxima se exportó para cada muestra (blancos, SASM y SARM en 20 
todas las diluciones) de SoftMaxPro y se comparó con la RLU de corte. Si la muestra tenía 2 puntos de datos 
mayores que el valor de corte para la concentración de fagos, entonces se utilizó el valor de RLU máximo para el 
análisis. 
 
Los valores se normalizaron dividiendo una RLU máxima particular entre la RLU máxima de su condición de control 25 
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(esa cepa en medios original TSB M1, en la dilución que se analiza). Las proporciones obtenidas se promediaron en 
10 SARM para cada condición de medio y cada dilución, como se muestra en la tabla 5. El promedio de las dos 
diluciones también se muestra en la tabla. 
 
Tabla 5: Resultados del ensayo de SARM de diversas formulaciones del medio de proliferación 5 
 

Medio Placa 1 Placa 2 
Promedio para 

ambas 
diluciones 

B2 M53 1,89 1,88 1,89 

BSS-2 M50 1,37 1,47 1,42 

BSS-2 M54 1,50 1,76 1,63 

BSS-2 M55 1,82 2,90 2,36 

BSS-2 M56 2,38 6,00 4,19 

BSS-2 M57 2,00 3,92 2,96 

TSB M1 1,00 1,00 1,00 

TSB M58 1,18 0,96 1,07 

 
Conclusiones 
 
BSS2-M56 presentó el mejor rendimiento en promedio en los diversos medios sometidos a prueba. El medio basado 10 
en tampón HEPES respondió mejor que el medio tamponado con Tris-HCl. Es conocido que HEPES es un sistema 
tamponador biológicamente favorable a diferencia de Tris-HCl. La base/caldo a base de B2 tuvo un mejor 
rendimiento que el caldo a base de TSB. 
 
Se pueden usar diversos otros reactivos y formulaciones como es conocido para los expertos en la técnica para 15 
derivar la formulación. Se desarrollaron otras formulaciones adecuadas por medio de experimentos similares como 
se describe anteriormente. Los ejemplos de otras formulaciones adecuadas se incluyen a continuación en las tablas 
6, 7 y 8. 
 
Tabla 6: Formulación de medio BSC 20 
 

Componentes BSC Cantidad 

Digerido enzimático de 
caseína 

14,5 g 

Extracto de levadura 35,5 g 

Cloruro de sodio 35,5 g 

alfa-D-glucosa 7 g 

Vol. total 1 l 

 
Tabla 7: Modificación de medio BSC 
 

BSC-M64 
 

Nombre químico Conc. final (ensayo) 

BGP (mM) 60,0 

HEPES (mM) 10,0 

LiCl (mM) 84,0 

BSC Hasta 1 l 

 25 
Tabla 8: Modificación de medio de partícula de transducción 
 

Formulación de partícula de transducción 
(PM4) 

 

Productos químicos Conc. final 
(ensayo) 
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Formulación de partícula de transducción 
(PM4) 

 

Productos químicos Conc. final 
(ensayo) 

CaCl2 (M) 0,00667 

MgCl2 (M) 0,00335 

HEPES (M) 0,01000 

reserva de lisado GW24 0,01250 

Acida de sodio (%) 0,0006 

Agua Hasta 1 ml 

 
Optimización del ensayo de SARM de indicador de células viables basado en partículas de transducción no 
replicativas - Formulación de reactivo de sustrato 
 
Para producir luminiscencia en el ensayo de SARM, el reactivo de sustrato debe incluir un aldehído como sustrato 5 
para la luciferasa. Una formulación de aldehído alifático desarrollada inicialmente (tridecanal 4,2 mM en TSB) no era 
estable y formó una emulsión heterogénea en lugar de una solución. Este ejemplo explica el desarrollo de una 
formulación de reactivo de sustrato que aborda estos problemas con un objetivo de 6 meses a temperatura ambiente 
o 2-8 °C de estabilidad. 
 10 
Este ejemplo describe las etapas que se tomaron para desarrollar el reactivo de sustrato para una formulación final. 
 
Procedimientos 
 
Todos los experimentos de cribado y estabilidad se sometieron a prueba usando un "sistema modelo" que consiste 15 
en la cepa RN4220 de S. aureus que alberga un plásmido que expresa LuxAB. El procedimiento de preparación y 
prueba típico fue como sigue. 
 

(1) Cultivo durante la noche: 2 ml de TSB+1 ul de 10 mg/ml de tetraciclina+1 colonia de bacterias del sistema 
modelo de la placa TSA, agitando a 225 rpm durante la noche a 37 °C 

(2) Cultivo de día: cultivo durante la noche diluido 1:50 o 1:100 en TSB+5 ug/ml de tetraciclina, agitando a 225 rpm 
durante 1,5-2 horas a 37 °C. 

(3) Normalizar el cultivo de día: se midió 1 ml de cultivo de día en Nanodrop con cubeta a 600 nm, en blanco con 
TSB+5 ug/ml de tetraciclina. se diluyó hasta 0,1 DO con TSB+5 ug/ml de tetraciclina. 

(4) Cultivo diluido para someter a prueba: cultivo diluido 0,1 DO con TSB + 5 ug/ml de tetraciclina a una dilución 
1:200, 1:2000 y 1:20000 que fue aproximadamente equivalente a 100000, 10000 y 1000 UFC/ml. 

(5) Bacterias de placa: se añadieron 200 ul de cada dilución y un blanco (TSB+5 ug/ml de tetraciclina sin bacterias) 
en tres replicados a una placa de ensayo blanca Greiner Bio-one para cada sustrato a analizar. 

(6) Preparar el luminómetro (SpectraMax L): lavar la línea de reactivo con etanol al 70 % seguido de agua DI y a 
continuación cebar con el sustrato. Configurar el programa informático como Fast Kinetic con inyección de 50 ul de 
sustrato a 250 ul/s después de 10 puntos de referencia y leer en 40 puntos cada 0,25 segundos. 

(7) Ejecutar el ensayo: someter a prueba cada formulación de reactivos de sustrato con lavado y cebado de 
SpectraMax L entre cada sustrato. Llevar todos los reactivos del sustrato a temperatura ambiente antes de realizar la 
prueba. 

 
Todos los experimentos de confirmación se sometieron a prueba usando el ensayo de SARM para garantizar 20 
resultados similares en el ensayo real como el sistema modelo usado para seleccionar nuevas formulaciones. 
 

(1) Preparar cultivo: se cultivaron diez cepas de SARM de bajo rendimiento y una cepa de SASM en fase 
logarítmica en TSB en un bloque de pocillos profundos de 2 ml. Las células se centrifugaron, se lavaron con 1x PBS, 
a continuación se resuspendieron en medio RPMI. 

(2) Normalizar bacterias: medir 200 ul de cultivo RPMI y blanco de RPMI en placa transparente Greiner Bio-one en 
VersaMax a 600 nm. Restar DO de blanco de cada cepa. Normalizar cada cepa a DO 0,05 en medio de RPMI. 

(3) Diluir bacterias: Diluir cultivo DO 0,05 1:10 en medio de RPMI a DO 0,005. 

(4) Preparar el reactivo de medio de fago: Añadir fago, cefoxitina y piruvato de sodio a BSS-M56 incluyendo: 

a. cefoxitina (5 ug/ml) 

b. reserva de lisado GW24 (0,03X) 
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c. piruvato de sodio (0,025 M) 

(5) Configurar placa de ensayo = añadir 198 ul de reactivo de medio de fago y 2 ul de cada dilución de bacterias 
(DO 0,05 y DO 0,005 en RPMI, aproximadamente equivalente a 20000 o 2000 UFC/ml) o 2 ul de RPMI como un 
blanco en dos replicados. 

(6) Incubar placa de ensayo = incubar placa de ensayo en agitador orbital a ~100 rpm (velocidad 3) durante 4 
horas a 37 °C. 

(7) Preparar el luminómetro (SpectraMax L) = lavar la línea de reactivo con etanol al 70 % seguido de agua DI y a 
continuación cebar con el sustrato. Configurar el programa informático como Fast Kinetic con inyección de 50 ul de 
sustrato a 250 ul/s después de 10 puntos de referencia y leer en 40 puntos cada 0,25 segundos. 

(8) Ejecutar el ensayo = Someter a prueba cada formulación de reactivos de sustrato con lavado y cebado de 
SpectraMax L entre cada sustrato. 

 
Los experimentos para el desarrollo de la formulación de reactivo de sustrato se diseñaron para mejorar lo siguiente: 
 

(1) Mejorar la solubilidad añadiendo de tensioactivos (Tween 20, Triton X-100, NP-40, Brij-35, SNS, etc.), 
añadiendo disolventes (etanol, metanol, DMSO, etc.), añadiendo aceites no volátiles (aceite de ricino) 

(2) Mejorar la estabilidad añadiendo estabilizantes (trietanolamina, ciclodextrina, etc.), añadiendo antioxidantes 
(vitamina E, acetato de vitamina E, vitamina E PEG 1000, oxirasa, etc.), ajustar el procedimiento de adición de 
tridecanal (con tensioactivo, con disolvente, en la solución final, con antioxidante, etc.), almacenar tridecanal y 
reactivo de sustrato en nitrógeno para reducir la oxidación del aldehído, y reducir la posibilidad de contaminación 
microbiana añadiendo conservantes tales como ProClin y por filtración estéril del reactivo de sustrato. 

(3) Mejorar el rendimiento del ensayo por medio de ajuste del pH de la formulación y sistema de tampón de pH 

(4) Mejorar el rendimiento global determinando el aldehído con la mayor producción de RLU (aldehídos sometidos 
a prueba de 6-14 carbonos en múltiples formulaciones para determinar si se observó una mejora en la solubilidad, 
estabilidad y rendimiento de ensayo). 

(5) Mejorar el rendimiento general añadiendo antiespumante para reducir la espumación durante la preparación 
del reactivo y la adición de reactivo a la muestra durante el ensayo. 

 
Análisis y resultados 5 
 
La reacción cinética se trazó para cada muestra y se ajustó una línea al promedio en cada punto de lectura de tres 
repeticiones. Típicamente, los resultados mostraron una dilución 1:2000 de bacterias del sistema modelo DO 0,1, 
aproximadamente equivalente a 10.000 UFC/ml o 2.000 UFC/ensayo. 
 10 
La RLU máxima normalizada a la del reactivo de sustrato de referencia se analizó para los experimentos de 
estabilidad. En cada punto temporal de estabilidad, la RLU máxima para cada muestra se normalizó a la RLU 
máxima del sustrato de referencia. La RLU máxima normalizada se representó con respecto a puntos temporales y 
se representó una regresión lineal con un IC de un 95 %. 
 15 
Conclusiones 
 
Los parámetros clave ajustados a partir de la formulación de referencia para producir una formulación de reactivo de 
sustrato final se resumen en la tabla 9. 
 20 
Tabla 9: Resumen de resultados del desarrollo de la formulación de reactivo 
 

Modificación al reactivo de sustrato Motivo 

Tridecanal 4,2 mM+TSB Reactivo de sustrato original 

Retirar TSB Reducir la posibilidad de contaminación 

Añadir Tween 20 al 1 % Mejorar la solubilidad 

Ajustar hasta pH 3 con tampón dibásico de 
ácido cítrico 0,1 M al 79,45 %-fosfato de sodio 
0,2 M al 19,55 % Mejorar el rendimiento de ensayo 

Añadir tridecanal directamente al tensioactivo 
concentrado Mejorar la estabilidad 

Añadir filtrado de reactivo del sustrato a través 
de membrana PES de 0,2 um Mejorar la estabilidad 

Añadir ProClin 300 al 0,05 % Mejorar la estabilidad 

Añadir trietanolamina Mejorar la estabilidad 
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Cambiar Tween 20 al 1 % a Triton X-100 al 
0,5 % 

Mejorar la estabilidad, mejorar la 
solubilidad 

Cambiar de tampón dibásico de ácido cítrico 
0,1 M al 79,45 %-fosfato de sodio 0,2 M al 
19,55 %, a tampón de ácido cítrico 0,1 M al 
82 %-citrato d sodio 0,1 M al 18 %, mantener a 
pH 3 

Mejorar el rendimiento de ensayo, reducir 
la posibilidad de precipitación con la 
retirada del tampón fosfato 

Añadir 100 ppm de antiespumante Y30 Mejorar el rendimiento de ensayo 

Añadir acetato de vitamina E al 0,5 % 
Mejorar la estabilidad, reducir la 
precipitación 

Cambiar el fabricante principal de tridecanal de 
Alfa Aesar a Sigma/OmegaChem Mejorar el rendimiento de ensayo 

Cambiar acetato de vitamina E al 0,5 % a 
vitamina E PEG 1000 al 1-2 % 

Mejorar el rendimiento del ensayo, 
mejorar la solubilidad, mejorar la 
estabilidad 

 
Se prepararon dos formulaciones de reactivo de sustrato para dos temperaturas de almacenamiento diferentes, una 
para el almacenamiento a 2-8 °C y otra a 18-24 °C. 
 
Formulaciones de reactivo de sustrato finales almacenadas a 2-8 °C. Formulación: Triton X-100 al 0,5 %+ tridecanal 5 
4,2 mM + acetato de vitamina E al 0,5 % + 100 ppm antiespumante Y30+ trietanolamina al 0,5 % + ácido cítrico 
0,1 M al 82 % + citrato de sodio 0,1 M al 18 % a pH 3 + ProClin 300 al 0,05 %. La formulación no precipitó después 
de 1 mes a 2-8 °C y se pudieron detectar cepas de SARM igual que el día 0. 
 
Formulaciones de reactivo de sustrato finales almacenadas a 18-24 °C. Formulación: Triton X-100 al 0,5 % + 10 
tridecanal 6,3 mM + 100 ppm antiespumante Y30 + trietanolamina al 0,5 % + ácido cítrico 0,1 M al 82 % + citrato de 
sodio 0,1 M al 18 % a pH 3 + succinato de a-tocoferol-PEG 1000 al 2 %+ ProClin 300 al 0,05 %. La formulación no 
precipitó después de 1 mes a 18-24 °C y se pudieron detectar cepas de SARM igual que el día 0. 
 
Se pueden usar diversos otros reactivos y formulaciones como es conocido para los expertos en la técnica para 15 
derivar la formulación. 
 
Rendimiento analítico del ensayo de SARM de indicador de células viables basado en partículas de 
transducción no replicativas 
 20 
Se examinó el rendimiento analítico del ensayo de SARM NRTP optimizado, incluyendo un análisis del límite de 
detección del ensayo y un análisis de la reactividad cruzada e interferencia microbiana del ensayo cuando se puso a 
prueba con organismos no diana. 
 
A) Ensayo del límite de detección 25 
 
El límite de detección del ensayo de NRTP se evaluó determinando la menor cantidad de células SARM que 
representan diversas cepas que podrían producir una señal de unidad de luz relativa (RLU) por encima de un valor 
umbral determinado a partir de muestras en blanco. Las cepas de SARM incluyeron los tipos SCCmec I, II y IV, así 
como una cepa SARM que porta la variante del gen mecA mecC, una cepa de SARM que los ensayos de PCR de 30 
SARM aprobados por la FDA no han podido detectar. 
 
Los siguientes materiales clave se usaron en el estudio de rendimiento clínico: 
 
Reactivo de medio de proliferación: BSS-M56 35 
 
Reactivo de sustrato: las formulaciones de reactivo de sustrato finales se almacenarán a 18-24 °C como se describe 
anteriormente. 
 
Reactivo de partícula de transducción: base BSS-M56 con 10 ug/ml (es decir, 2X concentración) de cefoxitina y 40 
reactivo de partícula de transducción como se describe anteriormente a una 2X concentración. 
 
Protocolo de estudio del LdD: 
 
Cultivo durante la noche: para cada cepa de SARM y una cepa de control negativo de SASM, se inocularon 2 ml de 45 
TSB con una colonia de la cepa cultivada previamente en placas de TSA. Los cultivos de SARM durante la noche 
incluyeron 5 ug/ml de cefoxitina. Todas las muestras se incubaron durante la noche a 37 °C en una incubadora con 
agitación. 
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Cultivo de día: se transfirieron 20 ul de cada uno de los cultivos nocturnos a un nuevo tubo de cultivo que contenía 
2 ml de reactivo de medio de proliferación. A continuación se incubaron los inóculos a 37 °C con agitación durante 
aproximadamente 1 h 45 min, hasta que la DO(600 nm) alcanzó 0,1. 
 
Diluciones en serie: 5 
 
a) se repartieron 1000 ul de cada una de las muestras en la fila A de una placa de 96 pocillos de pozo profundo de 
2 ml. 
 
b) A continuación se llenaron las filas restantes (B-H) con 900 ul de reactivo de medio de proliferación. 10 
 
c) A continuación se prepararon diluciones en serie de 10 veces tomando 100 ul de la fila A y mezclando en la fila B, 
etc., de modo que la fila H contenía muestras de material de la fila A a una dilución de 10-7. 
 
Enumeración de carga bacteriana: Se colocaron 5 ul de cada pocillo de la fila E en una placa de TSA que se inclinó 15 
a continuación para permitir que la mancha de líquido se extendiera sobre la placa (para facilitar más tarde el 
recuento de colonias). (La fila E es una dilución 10-4 de la fila A). A continuación se incubaron las placas durante la 
noche a 37 °C. 
 
Preparación del ensayo: 20 
 
a) Los pocillos de una placa de ensayo de 96 pocillos blancos se llenaron con 100 ul de 2x reactivo de partícula de 
transducción. 
 
b) Las filas F y G (es decir, diluciones de 10-5 y 10-6 veces de la fila A, respectivamente) se usaron a continuación 25 
para llenar los pocillos de la placa de ensayo de 96 pocillos que contenía el reactivo de partícula de transducción de 
modo que cada muestra se añadió a la placa en cuatro replicados. 
 
c) A continuación se selló la placa con un cierre transpirable y se incubó durante 4 horas a 37 °C con agitación 
moderada, 50 rpm. 30 
 
Al final de las 4 horas, se retiró la placa de la incubadora y se midió de inmediato la luminiscencia en un SpectraMax 
L que inyectó 50 µl del reactivo de sustrato y se midió la luminiscencia durante un período de 1 minuto. 
 
Análisis: 35 
 
Los datos de luminiscencia de cada muestra se representaron como RLU frente al tiempo. Se usaron muestras en 
blanco para determinar un valor de corte calculado a partir de todos los puntos temporales de las muestras en 
blanco usando la siguiente fórmula: (media RLU blanco + 3* DE RLU blanco) 
 40 
A continuación se obtuvo el pico promedio de RLU de inyección posterior de sustrato para cada muestra para 
determinar la muestra de mayor dilución para la que se generó un valor de RLU que estaba por encima del valor de 
corte de las muestras en blanco. Los recuentos de unidades formadoras de colonias (UFC) a la mayor dilución para 
la que se generó un valor de RLU que estaba por encima del valor de corte de las muestras en blanco se 
determinaron a partir del estudio de enumeración, y este recuento de UFC se informó como el LdD en el estudio. 45 
 
Resultados: 
 
Se determinó que el LdD para todas las muestras de SARM sometidas a prueba fue inferior a 10 UFC. La tabla 11 
resume los resultados de los menores LdD obtenidos en el estudio. 50 
 
Tabla 11: resultados de los menores LdD obtenidos en el estudio de LdD. 
 

Tipo SCCmec LdD (UFC) 

I 3 

II 2 

IV 3 

mecC 1 

 
Todas las cepas de SARM sometidas a prueba dieron como resultado menos de 10 UFC detectadas con el ensayo 55 
de NRTP por encima de un valor de corte calculado a partir de muestras en blanco. SASM no generó valores de 
RLU por encima del valor de corte de las muestras en blanco. 
 
Los valores de RLU mostrados a la mayor dilución para la que se generó un valor de RLU que estaba por encima del 
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valor de corte de las muestras en blanco se representaron como el promedio de los valores de RLU y la desviación 
estándar para los cuatro replicados sometidos a prueba para cada muestra. El eje horizontal se establece en el corte 
de muestras en blanco y los recuentos de UFC para la muestra que generó cada punto de datos de RLU se 
superponen con los datos. Todas las muestras de SARM generaron valores de RLU por encima del valor de corte, 
mientras que SASM no. 5 
 
Estudio de reactividad cruzada e interferencia microbiana 
 
Se realizó un estudio de reactividad cruzada e interferencia microbiana. El propósito del estudio fue someter a 
prueba un conjunto de cepas bacterianas comúnmente encontradas en muestras clínicas y conocidas por estar 10 
potencialmente en la gama de huéspedes del bacteriófago ϕ80α en el ensayo de SARM para ver si existió 
reactividad cruzada o interferencia de estas cepas con el fago o sustrato usado en la prueba. 
 
Los experimentos previos con muestras clínicas habían dado como resultado resultados positivos falsos con una 
presencia de Enterococci faecalis y Staphylococcus epidermidis según lo indicado por la presencia de colonias 15 
azules y blancas al plaquear en placas de Staph aureus BBL™ CHROMagar™. Además, Listeria monocytogenes y 
Listeria innocua pueden estar dentro de la gama de huéspedes infecciosos o penetrantes del fago φ80α, lo que 
también puede contribuir a la reactividad cruzada en el ensayo de SARM. El estudio sometió a prueba Enterococci 
faecalis, Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes y Listeria innocua para determinar la reactividad 
cruzada/interferencia con el ensayo de viabilidad de SARM. Cada cepa se sometió a prueba con un alto número de 20 
células en el orden de 106, 107 o 108 células en el volumen de ensayo. Las pruebas se realizaron sin la adición de 
lisado GW24 para abordar la autoluminiscencia potencial de las cepas. 
 
El experimento 1 sometió a prueba diversas cepas (MSSA-S121, NRS# 9-Staphylococcus haemolyticus, NRS # 6- 
Staphylococcus epidermidis, ATCC 12228-Staphylococcus epidermidis, ATCC 15305- Staphylococcus 25 
saprophyticus, ATCC 29212-Enterococcus. faecalis, ATCC 60193-Candida albicans, ATCC 12453-Proteus mirabilis) 
para determinar la luminiscencia con un alto número de células en condiciones de ensayo normales. 
 
Experimento 2: se volvió a someter a ensayo un subconjunto de cepas que eran luminiscentes del experimento 1 en 
presencia de diversos antibióticos a diversas concentraciones para desactivar la luminiscencia de fondo. 30 
 
Experimento 3: se sometieron a prueba E. faecalis y S32 (SARM) con diversas formulaciones de sustrato 
desarrolladas como se describe anteriormente sin lisado GW24 y sin incubación. 
 
Experimento 4: se sometieron a prueba ATCC 33090-Listeria innocua y ATCC 19111-Listeria monocytogenes para 35 
determinar la señal de fondo y luminiscencia inespecífica y se volvieron a someter a prueba con diversas 
formulaciones de sustrato desarrolladas como se describe anteriormente junto con E. faecalis y S. epidermidis. 
 
Experimento 5: se volvió a someter a prueba E. faecalis con una formulación de sustrato final desarrollada como se 
describe anteriormente. 40 
 
Las formulaciones de reactivo de sustrato sometidas a prueba en este estudio se resumen en la tabla 9. 
 
Tabla 10: Formulaciones de reactivo de sustrato 
 45 

Experimento Sustrato Descripción 

1 Sustrato original 
Tween20 al 1 % + tridecanal 4,2 mM, pH 3,0 

2 Sustrato original 

3 
Sustrato 1 

Tridecanal 6,3 mM + acetato de vitamina E al 0,5 %, 
pH 3,0 

Sustrato 2 
Nonanal 20 mM + acetato de vitamina E al 0,5 %, pH 
3,0 

Sustrato 3 
Tridecanal 8,4 mM + acetato de vitamina E al 0,5 %, 
pH 3,0 

Sustrato 4 
Tridecanal 6,3 mM + succinato de a-tocoferol-PEG 
1000 al 1 %, pH 3,0 

4 Sustrato original Tween20 al 1 %+ tridecanal 4,2 mM, pH 3,0 

Sustrato 5 
Triton al 0,5 % + tridecanal 4,2 mM (Sigma) + acetato 
de vitamina E al 0,5 %, pH 3,0 

5 Sustrato 6 Tridecanal 6,3 mM + VitE PEG al 2 %, pH 3,0 

 
Procedimientos: 
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Las siguientes fueron etapas realizadas para el ensayo de SARM. 
 
A) Cepas cultivadas para los experimentos 1-5 
 5 
El día antes del ensayo, se inició un cultivo durante la noche en una placa profunda de 96 pocillos a una dilución 
1:50 en TSB de una reserva congelada de un solo uso y se incubó a 37 °C en un agitador orbital durante> 15 horas. 
Bacterias (8 ul) en TSB (392 ul). 
 
La absorbancia del cultivo se midió en Versamax. Se estableció la TSB como blanco en la plantilla en SoftmaxPro. 10 
Se midió la densidad óptica (DO) a 600 nm. 
 
El día del ensayo, se resuspendieron las células a una DO 0,5 para configurar los ensayos. Se preparó BSS-M56 
para los experimentos 1-5. 
 15 
B) Se preparó el reactivo de medio de partícula de transducción para todos los experimentos 1, 2, 4 y 5 (no se usó 
reactivo de partícula de transducción en el experimento 3): 15 ug/ml de cefoxitina + reserva de lisado GW24 como se 
describe anteriormente a 30X. 
 
C) Preparación de muestra: Se realizaron diversas diluciones a partir de cultivos durante la noche de cepas. Todas 20 
las cepas se diluyeron en BSS M56. 
 
D) El ensayo de SARM se ejecutó para los experimentos 1-5 
 
Se cargó el medio con o sin fago y cefoxitina a 5 µg/ml en la placa de ensayo. Se añadieron 2,5 ul de células. Se 25 
incubó la placa de ensayo con una tapa de placa a 37 °C en un agitador orbital con la velocidad establecida a 
aproximadamente 100 rpm durante 4 horas. 
 
A continuación, se midieron las placas de ensayo en el SpectraMax L con los siguientes parámetros de ensayo 
estándar: 30 
 
Luminiscencia cinética rápida 
 
Lectura durante 20 puntos temporales a intervalos de 0,5 segundos. Se inyectó el sustrato con un inyector M con 
50 ul/pocillo a 250 ul/s incluyendo 5 lecturas de referencia. No se estableció temperatura de incubación y se leyó a 35 
temperatura ambiente. 
 
Se cebó el SpectraMax L con reactivo de sustrato antes de realizar el ensayo. 
 
Se analizaron los resultados con lo siguiente: 40 
 
A) Límite de corte determinado promediando RLU en blanco en todos los replicador y puntos temporales y 
añadiendo tres desviaciones estándar. 
 
B) RLU máxima determinada para cada muestra usando SoftMaxPro. 45 
 
C) Se determinó si la RLU máxima era mayor que la RLU de corte y, de ser así, a continuación se usaron los datos 
de muestra para el análisis. 
 
Resumen de resultados 50 
 
Experimento 1: Se sometieron a prueba diversas cepas para determinar la reactividad cruzada e interferencia 
usando la formulación de sustrato original, de las sometidas a prueba, NRS# 9- S. haemolyticus, NRS # 6- S. 
epidermidis y E. faecalis dieron positivo falso en el ensayo de MRSA. 
 55 
Experimento 2: De las tres cepas sometidas a prueba, NRS #9 y E. faecalis dieron positivo en MRSA con todas las 
condiciones de cefoxitina sometidas a prueba. Las tres cepas (NRS #9, E. faecalis, NRS #6) dieron positivo cuando 
no se usó reactivo de partícula de transducción en el ensayo, lo que indica que la luminiscencia inespecífica no fue 
dependiente del reactivo de partícula de transducción sino que fue dependiente del reactivo de sustrato y la cepa. El 
carbohidrato (carbencilina) en todas las concentraciones sometidas a prueba fue eficaz para retirar la señal de 60 
positivo falso. 
 
Experimento 3: E. faecalis dio una señal positiva sin reactivo de partícula de transducción. La cepa de SARM S32 
también dio una señal positiva sin reactivo de partícula de transducción. Este resultado fue indicativo de que el 
reactivo del sustrato provocó luminiscencia de fondo. El sustrato 4 fue eficaz para eliminar la señal de fondo en el 65 
ensayo. 
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Experimento 4: Se sometieron a prueba las cepas ATCC 33090 -Listeria innocua, ATCC 19111-Listeria 
monocytogenes, para determinar la luminiscencia con reactivo de partícula de transducción y reactivo de sustrato YA 
QUE Listeria sp. puede estar dentro de la gama de huéspedes del bacteriófago usado en el ensayo de SARM. Se 
observó luminiscencia de L. innocua con y sin reactivo de partícula de transducción usando la formulación de 5 
sustrato original, lo que indica que la luminiscencia se debió a una reacción inespecífica potencialmente con el 
sustrato. El sustrato 5 fue eficaz para eliminar la luminiscencia de Listeria pero no de E. faecalis. 
 
Experimento 5: Se volvió a someter a prueba E. faecalis con el sustrato 6. En dos ejecuciones independientes en 
dos días diferentes con alta carga de células a DO 0,5, el ensayo proporcionó resultados negativos. 10 
 
Conclusiones 
 
El estudio de reactividad cruzada demostró la luminiscencia de fondo de varias especies bacterianas a altas cargas. 
La producción de luz no requirió reactivo de partícula de transducción y determinadas formulaciones de sustrato que 15 
utilizan iones fosfato contribuyeron a la señal inespecífica. Debido a que no se observó producción de luz de 
especies de reacción cruzada por el uso del reactivo de partícula de transducción, en el caso de que α80α penetre 
en especies de reacción cruzada, se evita la producción de luz por la falta de actividad del promotor PclpB de S. 
aureus que se enlaza funcionalmente a los genes de la luciferasa bacteriana y/o la falta de actividad del origen de 
replicación pT181 de S. aureus dentro de estas especies. 20 
 
El reemplazo del tampón de fosfato de sodio dibásico en la formulación con citrato de sodio y ácido cítrico eliminó la 
luminiscencia de fondo de todas las especies de reacción cruzada sometidas a prueba, excepto E. faecalis. El 
sustrato 6 con el ingrediente añadido de succinato de α tocoferol-PEG 1000 eliminó la señal inespecífica restante de 
E. faecalis. 25 
 
Rendimiento clínico del ensayo de SARM de indicador de células viables basado en partículas de 
transducción no replicativas - Resultados con referencia al plaqueado directo en CHROMAgar SARM II 
 
Se desarrolló un ensayo de detección de SARM empleando partículas de transducción no replicativas (NRTP) que 30 
expresan luxAB basadas en ϕ80α. El ensayo consistió en añadir NRTP a una muestra clínica sospechosa de 
contener SARM, incubar la muestra durante un período de 4 horas a 37 °C y a continuación someter a ensayo la 
muestra incubada inyectando un aldehído en la muestra mientras se mide la luminiscencia con un tubo 
fotomultiplicador. Los resultados del ensayo se compararon con los del medio cromogénico disponible 
comercialmente diseñado para la detección de SARM como referencia para determinar la sensibilidad y 35 
especificidad del ensayo. Se esperaba que el ensayo basado en NRTP se correlacionara bien con la referencia 
basada en cultivo ya que ambos requieren la presencia de células de SARM viables y ambos se basan en la 
expresión del fenotipo de SARM. Los resultados mostraron una correlación excelente con la referencia. 
 
El propósito del estudio fue determinar el rendimiento del ensayo de SARM basado en NRTP con referencia a 40 
CHROMAgar SARM II a partir de pruebas de muestras de hisopados nasales residuales recogidos con el propósito 
del cribado de SARM. 
 
Alcance: 
 45 
Las muestras de hisopados nasales no identificadas recogidas de pacientes con el propósito de vigilancia de SARM 
por una institución clínica se sometieron a prueba para detectar la presencia de SARM usando el ensayo de SARM 
basado en NRTP, CHROMAgar SARM II, CHROMAgar SA y agar con sangre TSA por medio de plaqueo directo y 
por medio de cultivo enriquecido seguido de plaqueo. Los resultados del ensayo de SARM basado en NRTP se 
compararon con los resultados del ensayo CHROMAgar SARM II para calcular la sensibilidad y especificidad del 50 
ensayo de SARM basado en NRTP con referencia a CHROMAgar SARM II. 
 
Los siguientes materiales clave se usaron en el estudio de rendimiento clínico: 
 
Reactivo de medio de proliferación: BSS-M56 55 
 
Reactivo de sustrato: las formulaciones de reactivo de sustrato finales se almacenarán a 18-24 °C como se describe 
anteriormente 
 
Reactivo de partícula de transducción: base BSS-M56 con 10 ug/ml (es decir, 2X concentración) de cefoxitina y 60 
reactivo de partícula de transducción como se describe anteriormente a una 2X concentración. 
 
Procedimientos 
 
Descripción de muestra clínica: Se proporcionaron tubos de transporte de muestra que contenían Amies líquido 65 
(220093 - BD BBL™ CultureSwab™ Liquid Amies) a una institución clínica para recoger hisopados nasales 
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residuales no identificados recogidos por la institución clínica. Antes de colocar los hisopados nasales en el tubo de 
transporte de muestra proporcionado, la institución clínica usó el hisopado para realizar su propio cribado de SARM 
de cultivo directo sembrando en estrías el hisopado en una placa de cultivo. Más específicamente, se recogieron 
muestras de narinas anteriores en los procedimientos estándar internos de la institución clínica y usando el hisopado 
de recogida estándar de la institución clínica. La institución clínica realizó a continuación un cribado de cultivo directo 5 
con el hisopado. A continuación se añadió el hisopado residual al tubo de transporte de muestra en el que la punta 
del hisopo se sumergió en el tampón Amies en el tubo de transporte de muestra. Las muestras se mantuvieron a 
continuación a temperatura ambiente durante 2-24 horas antes del procesamiento adicional. 
 
Manejo de muestra: Tras recibirlas, las muestras se almacenaron durante la noche a temperatura ambiente en un 10 
armario de bioseguridad en vertical para garantizar la inmersión del hisopado en el tampón Amies del tubo de 
transporte de muestra. Después del almacenamiento durante la noche, las muestras se procesaron adicionalmente 
como sigue. 
 
Preparación de muestra clínica 15 
 
Usando una pipeta de 1 ml, se añadieron 300 µl de reactivo de medio de proliferación a tubos Falcon de 15 ml. 
 
Los hisopados de hisopados nasales residuales se retiraron del tubo de transporte original y se sumergieron en el 
reactivo de medio de proliferación en un tubo Falcon correspondiente. El contenido del hisopo se eluyó a 20 
continuación en el reactivo de medio de proliferación en el tubo Falcon balanceándolo de un lado a otro en el 
reactivo de medio de proliferación 4-6 veces. El hisopado se volvió a colocar a continuación en el tubo de transporte 
original y se almacenó a 2-8 °C hasta el final del estudio, mientras que las muestras clínicas eluidas en el tubo 
Falcon se transfirieron a tubos de 1,5 ml y se mantuvieron a temperatura ambiente hasta su procesamiento 
adicional. 25 
 
Ejecución del ensayo de SARM NRTP: Las siguientes muestras se cargaron directamente en una placa de ensayo 
de 96 pocillos blanca. 
 
Muestras clínicas: 100 µl del material eluido de cada muestra clínica individual. 30 
 
Control positivo de SARM: 2 µl de un cultivo de DO 0,1 completamente mezclado de un aislado de SARM conocido 
en 98 ul de reactivo de medio de proliferación por triplicado. 
 
Control negativo de SASM: 2 µl de un cultivo de DO 0,1 completamente mezclado de un aislado de SASM conocido 35 
en 98 ul de reactivo de medio de proliferación por triplicado. 
 
Blancos: 100 µl de reactivo de medio de proliferación por triplicado. 
 
A cada muestra, se añadieron 100 µl de reactivo de partícula de transducción. La placa de ensayo se colocó a 40 
continuación en una incubadora establecida a 37 °C, agitando en un agitador orbital durante 4 horas. Al final de las 4 
horas, se retiró la placa de la incubadora y se midió de inmediato la luminiscencia en un SpectraMax L que inyectó 
50 µl del reactivo de sustrato y se midió la luminiscencia durante un período de 1 minuto. 
 
Plaqueo de bacterias para enumeración de UFC de muestra clínica: Cada muestra clínica eluida se plaqueó para 45 
determinar los recuentos de colonias bacterianas en CHROMAgar SARM II, CHROMAgar SA y agar con sangre 
(TSA II) por medio de cultivo directo y enriquecido como sigue. Se determinaron recuentos de UFC en el organismo 
por plaqueo directo. Se determinaron recuentos de UFC de SARM por plaqueo en CHROMAgar SARM II. Se 
determinaron recuentos de UFC de S. aureus por plaqueo en placa CHROMAgar SA. Se determinaron recuentos de 
UFC de cualquier organismo con proliferación soportada por agar con sangre TSA por plaqueo en agar con sangre 50 
TSA. En el caso de que el plaqueo directo no produjera colonias debido a que la carga de organismos estaba por 
debajo del límite de detección de las placas usadas, también se realizó un enriquecimiento de muestra incubando 
una porción de la muestra clínica eluida en TSB durante la noche a 37 °C con agitación y a continuación de nuevo 
por plaqueo del cultivo enriquecido en CHROMAgar SARM II. Todas las placas se incubaron durante 20-24 horas a 
37 °C. Después de la incubación, se registraron los recuentos de UFC de cualquier colonia que aparecían en cada 55 
placa. 
 
Análisis: La presencia y carga de UFC de SARM, S. aureus y organismos totales por muestra clínica eluida se 
calcularon en base a los recuentos de UFC obtenidos en CHROMAgar SARM II, CHROMAgar SA y agar con sangre 
TSA, respectivamente. 60 
 
Análisis del ensayo de NRTP: Los datos de cada muestra se representaron como RLU frente al tiempo. 
 
Determinación del valor de corte: El valor de corte del ensayo se calculó a partir de todos los puntos temporales de 

las muestras en blanco usando la siguiente fórmula: (media RLU blanco + 3∗ DE RLU blanco). 65 
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Determinación positiva de SARM: Se determinó que la RLU de cada punto temporal después de la inyección del 
sustrato estaba por encima o por debajo del valor de corte del ensayo. Si dos o más puntos de datos después de la 
inyección estaban por encima del valor de corte del ensayo, a continuación la muestra se designó como "SARM 
positivo". 
 5 
Resultados: Los resultados positivos de SARM del ensayo de NRTP se compararon con los del cultivo directo y 
enriquecido de plaqueo en CHROMAgar SARM II. Los siguientes cálculos se llevaron a cabo para determinar la 
sensibilidad y especificidad del ensayo de NTRP con referencia a CHROMAgar SARM II. 

• Positivo verdadero (TP) 

o Muestra que produjo un resultado positivo de SARM tanto en el ensayo de NRTP como en CHROMAgar SARM 
II 

• Negativo verdadero (TN) 

o Muestra que produjo un resultado negativo de SARM tanto en el ensayo de NRTP como en CHROMAgar 
SARM II 

• Positivo falso (FP) 

o Muestra que produjo un resultado positivo de SARM en el ensayo de NRTP y un resultado negativo de SARM 
en CHROMAgar SARM II 

• Negativo falso (FN) 

o Muestra que produjo un resultado negativo de SARM en el ensayo de NRTP y un resultado positivo de SARM 
en CHROMAgar SARM II 

• Sensibilidad = TP/(TP+FN) 

• Especificidad = TN/(TN+FP) 

 
Resultados con referencia al plaqueo directo en CHROMAgar SARM II 10 
 
La tabla 11 muestra los siguientes resultados que se obtuvieron comparando el ensayo de NRTP con referencia al 
plaqueo directo en CHROMAgar SARM II. 
 
Tabla 11. Resultados del ensayo de NRTP frente al plaqueo directo en los resultados de CHROMAgar SARM 15 
II 
 

Muestras 
totales 

Positivo 
CHROMAgar 
SARM II 

Negativo 
CHROMAgar 
SARM II 

Positivo 
ensayo de 
NRTP 

Negativo 
ensayo de 
NRTP 

Positivo 
verdadero 

Negativo 
verdadero 

Positivo 
falso 

Negativo 
falso 

69 7 62 12 57 7 57 5 0 

 
En base a los datos anteriores, se calculó que la sensibilidad y especificidad del ensayo con referencia al plaqueo 
directo en CHROMAgar SARM II fue: 20 
 
Sensibilidad = 100 % 
 
Especificidad = 92 % 
 25 
Rendimiento clínico del ensayo de SARM de indicador de células viables basado en partículas de 
transducción no replicativas - Resultados con referencia al cultivo enriquecido, seguido de plaqueo en 
CHROMAgar SARM II 
 
En base a los resultados con referencia al plaqueo directo en CHROMAgar SARM II, todas las muestras clínicas se 30 
volvieron a someter a prueba con referencia al cultivo enriquecido, seguido de plaqueo en CHROMAgar SARM II. La 
justificación para las pruebas de seguimiento se basó en la posibilidad de que los resultados positivos falsos en 
comparación con el plaqueo directo puedan ser positivos verdaderos que se detectaron por el ensayo de NRTP, 
pero que se hayan podido pasar por alto en el plaqueo directo. Una porción de las muestras de hisopados eluidos 
restantes se volvieron a someter a prueba por medio del ensayo de NRTP como se describe anteriormente. Otra 35 
porción de las muestras de hisopados eluidos restantes también se sometieron a prueba por medio de cultivo 
enriquecido, seguido de plaqueo en CHROMAgar SARM II. Las pruebas de cultivo enriquecido consistieron en 
añadir 100 ul del material de hisopado eluido restante a 2 ml de TSB e incubar a 37 °C con agitación durante un 
período de 18-24 horas. El cultivo resultante se sembró en estrías a continuación en CHROMAgar SARM II para 
determinar la presencia de SARM en el cultivo. La tabla 12 resume los datos tanto del plaqueo directo como del 40 
enriquecimiento seguido de ensayos de plaqueo, solo se muestran las muestras que produjeron un resultado 
positivo de SARM en el ensayo de NRTP o CHROMAgar SARM II. 
 
Tabla 12: Resultados del ensayo de NRTP frente a plaqueo directo y cultivo enriquecido seguido de plaqueo 
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en CHROMAgar SARM II 
 
Solo se muestran las muestras que produjeron un resultado positivo de SARM en el ensayo de NRTP o bien 
CHROMAgar SARM II. 

N.º de 
muestra 

Ensayo 
de 

NRTP 

CHROMagar 
SARM II 
directo 

Enriquecimiento 
+ ensayo de 

NRTP 

Enriquecimiento + 
CHROMagar SARM 

II 

1 + + + + 

2 + + + + 

3 + + + + 

4 + + + + 

5 + + + + 

6 + + + + 

7 + + + + 

8 + - + + 

9 + - + + 

10 + - + + 

11 + - + + 

12 + - + - 

 5 
La tabla 13 muestra los siguientes resultados que se obtuvieron comparando el ensayo de NRTP con referencia al 
cultivo enriquecido de muestras clínicas, seguido de plaqueo en CHROMAgar SARM II. 
 
Tabla 13. Resultados del ensayo de NRTP frente a resultados del cultivo enriquecido seguido de plaqueo en 
CHROMAgar SARM II 10 
 

Muestras 
totales 

Positivo 
CHROMAgar 
SARM II 

Negativo 
CHROMAgar 
SARM II 

Positivo 
ensayo 
de 
NRTP 

Negativo 
ensayo 
de 
NRTP 

Positivo 
verdadero 

Negativo 
verdadero 

Positivo 
falso 

Negativo 
falso 

69 11 58 12 57 11 57 1 0 

 
En base a los datos anteriores, se calculó que la sensibilidad y especificidad del ensayo con referencia al cultivo 
enriquecido seguido de plaqueo en CHROMAgar SARM II fue: 
 15 
Sensibilidad = 100 % 
 
Especificidad = 98,3 % 
 
Ejemplo 8: Ensayo basado en NRTP para pruebas de susceptibilidad antimicrobiana: correlación de la 20 
concentración inhibidora mínima con la producción de luminiscencia 
 
En otro ejemplo, se desarrolló un ensayo de susceptibilidad a cefoxitina de S. aureus para determinar la 
concentración inhibidora mínima de cefoxitina requerida para inhibir la proliferación de S. aureus resistente a 
cefoxitina. A diferencia de un ensayo de resistencia a cefoxitina de SARM como se describe anteriormente, que 25 
diferencia S. aureus sensible a cefoxitina de resistente a cefoxitina, el ensayo de susceptibilidad a cefoxitina de 
SARM en este ejemplo describe el desarrollo de un ensayo para determinar la cantidad mínima de cefoxitina 
necesaria para inhibir la proliferación de S. aureus en presencia de cefoxitina. 
 
Los siguientes materiales clave se usaron en el estudio de rendimiento clínico: 30 
 
Reactivo de medio de proliferación: BSS-M56 
 
Reactivo de sustrato: las formulaciones de reactivo de sustrato finales se almacenarán a 18-24 °C como se describe 
en el ejemplo 7. 35 
 
Reactivo de partícula de transducción: base BSS-M56 con 10 ug/ml (es decir, 2X concentración) de cefoxitina y 
reactivo de partícula de transducción como se describe en el ejemplo 7 a una 2X concentración Protocolo de estudio 
MIC. 
 40 
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Cultivo durante la noche: Para cada cepa de SARM (NRS35 y S7) y una cepa de control negativo de SASM 
(MSSA121), se inocularon 2 ml de TSB con una colonia de la cepa cultivada previamente en placas de TSA. Los 
cultivos de SARM durante la noche incluyeron 5 ug/ml de cefoxitina. Todas las muestras se incubaron durante la 
noche a 37 °C en una incubadora con agitación. 
 5 
Cultivo de día: se transfirieron 20 ul de cada uno de los cultivos nocturnos a un nuevo tubo de cultivo que contenía 
2 ml de reactivo de medio de proliferación. A continuación se incubaron los inóculos a 37 °C con agitación durante 
aproximadamente 1 h 45 min, hasta que la DO(600 nm) alcanzó 0,1. 
 
Determinación de MIC por plaqueo: 10 
 
a) Cada uno de los cultivos de día se sembró en estrías en placas de TSA que contenían cefoxitina a 4, 8, 16, 32, 64 
y 128 ug/ml. 
 
b) Las placas se incubaron durante 18 horas a 37 °C para determinar la proliferación. 15 
 
Preparación del ensayo de NRTP: 
 
a) Los pocillos de una placa de ensayo de 96 pocillos blancos se llenaron con 100 ul de 2x reactivo de partícula de 
transducción. 20 
 
b) Para cada uno de los cultivos de día, se llenaron a continuación cinco pocillos con 100 ul de cultivo de día. 
 
c) Para cada uno de los cultivos de día, se añadió cefoxitina a un pocillo cada uno de modo que la concentración de 
cefoxitina en el pocillo fue de 4, 8, 16, 32, 64 y 128 ug/ml. 25 
 
d) A continuación se selló la placa con un cierre transpirable y se incubó durante 4 horas a 37 °C con agitación 
moderada, 50 rpm. 
 
Al final de las 4 horas, se retiró la placa de la incubadora y se midió de inmediato la luminiscencia en un SpectraMax 30 
L que inyectó 50 µl del reactivo de sustrato y se midió la luminiscencia durante un período de 1 minuto. 
 
Análisis: 
 
Se representó el valor de luminiscencia máximo después de la adición de reactivo de sustrato de cada muestra. Se 35 
usaron valores de RLU de muestra SASM para determinar un valor de corte calculado usando la siguiente fórmula: 
(Media RLU SASM + 3* DE RLU SASM). 
 
Resultados: 
 40 
La figura 23 muestra los resultados de proliferación de S. aureus a 4, 8, 16, 32, 64 y 128 ug/ml de cefoxitina. La 
figura 24 muestra los valores de RLU obtenidos por el ensayo de NRTP en presencia de 4, 8, 16, 32, 64 y 128 ug/ml 
de cefoxitina. El eje x en la figura 24 se establece en el valor de corte de RLU SASM. 
 
Como se puede observar en la figura 23, NRS25 SARM presentó una MIC de 128 ug/ml de cefoxitina, mientras que 45 
S7 SARM presentó una MIC de 64 ug/ml de cefoxitina. En consecuencia, NRS25 SARM presentó luminiscencia 
apreciable por encima del valor de corte de RLU SASM a una concentración de cefoxitina de hasta 64 ug/ml de 
cefoxitina, mientras que S7 SARM presentó luminiscencia por encima del valor de corte de RLU SASM a una 
concentración de cefoxitina de hasta 32 ug/ml. 
 50 
En base a los datos anteriores, el ensayo de NRTP demuestra que los valores de RLU obtenidos del ensayo se 
correlacionan con los resultados de MIC y, por tanto, el ensayo de NRTP se puede usar para desarrollar ensayos de 
susceptibilidad a antibióticos. 
 
Ejemplo 9: ensayo de indicador de transcrito: mecanismo de cambio conformacional de represión cis por 55 
bloqueo de RBS de la traducción de LuxAB activada por el transcrito del gen mecA de SARM 
 
Como se describe anteriormente, se puede diseñar un transcrito indicador de modo que la traducción de la 
secuencia de gen indicador se bloquee por represión cis del sitio de unión al ribosoma (RBS) del gen indicador. 
 60 
Las siguientes herramientas se usaron para diseñar los transcritos indicadores. 
 
1) Se calculó la estructura secundaria de ARN usando un programa de estructura secundaria, tal como Mfold 
(http://mfold.rna.albanv.edu/?q=mfold/RNA-Folding-Form). 
 65 
2) Se calcularon las interacciones de ARN intermoleculares usando un programa informático tal como la predicción 
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RNA-RNA InterACTion usando Integer Programming (RactIP) (http://rna.naist.jp/ractip/). 
 
3) Se visualizó la estructura secundaria de ARN usando Visualization Applet for RNA (VARNA) (http://varna.lri.fr/). 
 
La figura 25 muestra una estructura secundaria del transcrito de mecA generada en base a la conformación de 5 
menor energía calculada por MFold y visualizada con VARNA. El bucle terminal 23 (T23) contiene una secuencia 
YUNR UUGG que consiste en las bases 1.487-1.490 de la secuencia de transcrito de mecA. El análisis de la 
estructura secundaria del transcrito del gen mecA reveló varias regiones de ARNmc que eran adecuadas para 
diseñar un indicador luxAB reprimido en cis que se puede desreprimir por medio de interacciones entre el indicador y 
una región ARNmc. 10 
 
Como se muestra en detalle en la figura 26, el bucle terminal 23 (T23) del transcrito de mecA contiene una 
secuencia consenso YUNR. Se ha demostrado que una secuencia consenso YUNR (pYrimidine-Uracil-Nucleotide-
puRine) es una diana crítica para los complejos de ARN intermoleculares en los sistemas naturales. Se diseñó una 
secuencia de represión cis para formar una estructura tallo-bucle con el RBS de la secuencia indicadora, de modo 15 
que la secuencia de represión cis bloquee la unión de una ARN polimerasa al RBS de la secuencia indicadora. La 
secuencia indicadora se expuso tras la unión del bucle de la estructura tallo-bucle de represión cis con T23 del 
transcrito de mecA. 
 
Como se muestra en la figura 27, se añadió una secuencia de represión cis 2701 al extremo 5' de los genes luxAB y 20 
se diseñó para formar una estructura tallo-bucle que bloquea la secuencia de RBS ("AAGGAA") 2702 del gen luxA. 
Se predijo que la estructura tallo-bucle de represión cis bloquea la secuencia de RBS de luxA("AAGGAA"), en base a 
la conformación de menor energía del transcrito de luxAB, incluyendo la secuencia de represión cis en el extremo 5' 
del transcrito de luxAB, como se calcula por MFold y se visualiza con VARNA. 
 25 
Los primeros 61 nucleótidos de los genes luxAB reprimidos en cis se muestran en la FIG. 7, hasta el codón de inicio 
AUG del gen luxA. La secuencia de RBS "AAGGAA" incluye las bases 47-52. Este bucle terminal del transcrito 
indicador se diseñó para interactuar con (unirse al) bucle terminal 23 (T23) del transcrito de mecA, que contiene una 
secuencia YUNR. 
 30 
El bucle terminal de la secuencia de represión cis se diseñó para interactuar con T23 del transcrito de mecA, de 
modo que la hibridación del transcrito de luxAB reprimida en cis y el transcrito de mecA por medio de la interacción 
del bucle desde la estructura tallo-bucle de represión cis y T23 del transcrito de mecA da como resultado la 
exposición del RBS del gen luxA. La figura 28 muestra las interacciones intermoleculares predichas entre la 
secuencia mecA de T23 y la secuencia de represión cis en el transcrito de luxAB calculado por RactIP y visualizado 35 
por VARNA. Las líneas indican el emparejamiento de bases entre el transcrito de mecA y el transcrito de luxAB 
reprimido en cis. La interacción entre las dos secuencias da como resultado la exposición de la secuencia de RBS 
de luxA AAGGAA y, por tanto, la desrepresión del indicador luxAB. 
 
Ejemplo 10: ensayo de indicador de transcrito: procedimientos de detección de transcritos o genes diana 40 
usando un sistema indicador mecA - luxAB 
 
En otro ejemplo, se proporciona un procedimiento para detectar un gen mecA diana usando un sistema indicador 
mecA-luxAB. Aquí, mecA es el transcrito diana, y luxAB es la molécula indicadora. 
 45 
1. Construcción de la construcción indicadora 
 
Un vector que comprende una construcción indicadora que codifica luxAB se puede construir por medio de técnicas 
de biología molecular estándar incorporando la construcción indicadora en un vector transportador que se puede 
propagar tanto en E. coli como en S. aureus. El vector puede contener un origen de replicación que es funcional en 50 
E. coli y un marcador seleccionable que se expresa en E. coli y es adecuado para permitir la proliferación de células 
de E. coli transformadas con el vector y cultivadas en condiciones selectivas. El vector también puede contener un 
origen de replicación que es funcional en S. aureus y un marcador seleccionable que se expresa en S. aureus y es 
adecuado para permitir la proliferación de células de E. coli transformadas con el vector y cultivadas en condiciones 
selectivas. La propagación del vector para llevar a cabo manipulaciones in vitro y para la verificación de 55 
manipulaciones se puede lograr por medio de una cepa de clonación de laboratorio adecuada de E. coli y el vector 
modificado final se puede introducir a continuación en cepas de S. aureus. 
 
La construcción indicadora se puede introducir en primer lugar en una célula de S. aureus para transcribir la 
construcción y producir el transcrito indicador. 60 
 
2. Construcción de un transcrito indicador reprimido en cis 
 
Se proporcionan procedimientos para construir un transcrito indicador reprimido en cis que se puede unir a un 
transcrito diana de mecA. El transcrito indicador se puede construir por medio de técnicas de biología molecular 65 
estándar. Los genes luxA y luxB sirven como genes indicadores y se pueden derivar de Vibrio harveyi. Los genes 
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carecen de un promotor transcripcional, y cada uno contiene su propio sitio de unión ribosómica (RBS). Cuando 
ambos genes luxA y luxB se traducen en una célula, las proteínas luxA y luxB se complejan para formar la enzima 
luciferasa activa (LuxAB). Véase Farinha, M.A. a A.M. Kropinski, Construction of broad-host-range plasmid vectors 
for easy visible selection and analysis of promoters. J. Bacteriol., 1990. 172(6): p. 3496-3499. 
 5 
La secuencia de represión cis se puede situar hacia 5' de los genes luxAB y hacia 3' de un promotor e incluye una 
secuencia que es complementaria al RBS de luxA. Una secuencia conectora puede separar las regiones 
complementarias de la secuencia de represión cis y la secuencia de luxA. Después de la transcripción del vector, las 
regiones complementarias de la secuencia de represión cis y el complejo de secuencia de RBS de luxA crean un 
tallo-bucle que evita el acoplamiento de un ribosoma y por tanto la traducción. 10 
 
El tallo-bucle del transcrito indicador se diseña para desestabilizar y formar un complejo abierto cuando interactúa 
con una secuencia de transcrito de mecA natural (endógena a la célula). Para activar la traducción de la secuencia 
del gen luxA, el transcrito de mecA natural sirve como un ARN de activación trans que se une al transcrito indicador 
reprimido en cis y abre el tallo-bucle inhibidor que secuestra el RBS del gen luxA. Una vez que el RBS no está 15 
secuestrado por la secuencia de represión cis, se puede producir la traducción de luxA. La transcripción de la 
construcción indicadora se logra enlazando funcionalmente la secuencia indicadora a un promotor constitutivo, hacia 
5' de la secuencia de represión cis. 
 
Un ejemplo de una secuencia del gen mecA diana se muestra en la figura 29. La secuencia es una secuencia de 20 
ADN de locus del gen mecA (de Staphylococcus aureus subsp. Aureus SA40, genoma completo GenBank: 
CP003604.1; SEQ ID NO:15) y se puede usar para generar una construcción indicadora que comprende una 
secuencia indicadora y una secuencia de represión cis. Se muestran la posición -10 2901, la posición de inicio de 
transcripción 2902, el RBS 2903, la región codificante (en gris 904) y la secuencia de terminación de la transcripción 
2905. 25 
 
La figura 30 muestra una secuencia de transcrito de mecA ejemplar que se puede usar para diseñar un transcrito 
indicador (SEQ ID NO:16), de acuerdo con un modo de realización de la invención. El RBS 3001 y la secuencia 
codificante 3002 se muestran para mecA. 
 30 
La figura 31 es un ejemplo de una secuencia de ADN de locus del gen luxAB que se puede usar para diseñar un 
transcrito indicador, de acuerdo con un modo de realización de la invención. La secuencia de ADN de locus del gen 
luxAB se obtuvo a partir de los genes de Vibrio fischeri luxA y luxB para las subunidades alfa y beta de luciferasa 
(GenBank: X06758.1) (SEQ ID NO: 17). Se muestran la posición -10 3101, la posición de inicio de transcripción 
3102, el RBS para luxA 3103, la secuencia codificante de luxA 3104 (sombreado gris), el RBS para luxB 3105 y la 35 
secuencia codificante de luxB (sombreado gris) 3106. 
 
La figura 32 es un ejemplo de una secuencia de transcrito de luxAB que se puede usar para diseñar un transcrito 
indicador (SEQ ID NO:18). Se muestran el RBS para luxA 3201, la secuencia codificante de luxA 3202 (sombreado 
gris), el RBS para luxB 3203 y la secuencia codificante de luxB (sombreado gris) 3204. 40 
 
La figura 33 es un ejemplo de una secuencia de transcrito reprimida en cis de luxAB que se puede usar en un 
transcrito indicador (SEQ ID NO:19). Se muestran la secuencia de represión cis (cuadro de línea discontinua) 3301, 
el RBS para luxA 3302, la secuencia codificante de luxA 3303 (sombreado gris), el RBS para luxB 3304 y la 
secuencia codificante de luxB (sombreado gris) 3305. 45 
 
3. Procedimientos para detectar la presencia o ausencia de un transcrito diana de mecA usando el transcrito 
indicador 
 
Se proporcionan ejemplos para detectar la presencia o ausencia de un transcrito diana de mecA en una célula 50 
usando los transcritos indicadores. La figura 34 muestra un ejemplo de una célula que comprende un vector 3400 
que codifica un transcrito indicador 1410, donde no existe un transcrito de mecA endógeno en la célula 3401 (por 
ejemplo, el genoma de la célula no contiene el gen mecA). En este caso, la secuencia de represión cis 3420 se une 
al RBS 3430 de los genes luxAB. En algunos modos de realización, la secuencia de represión cis 3420 se puede 
unir a una porción de o la totalidad del RBS del gen luxA, el RBS del gen luxB, o ambos. Este acontecimiento de 55 
unión bloquea y evita la traducción de los genes luxAB, y la molécula indicadora (por ejemplo, luciferasa) no se 
produce en la célula. Por tanto, no se detecta señal, lo que indica la ausencia del gen mecA en la célula. 
 
En otro ejemplo, la célula incluye un transcrito endógeno de mecA (por ejemplo, el genoma de la célula contiene el 
gen mecA). La figura 35 muestra un vector 3400 introducido en una célula 3401. El vector 3400 codifica el transcrito 60 
indicador 3410, que incluye una secuencia de represión cis 3420 y una secuencia indicadora (genes luxA y luxB). 
Cuando el transcrito de mecA 3510 presente en la célula se une a la secuencia de represión cis 1420, se abre el 
bucle de horquilla inhibidor y se expone el RBS 3430 para el gen luxA. Se puede producir la traducción de las 
secuencias indicadoras (luxA y luxB), dando como resultado la formación de una enzima luxAB 3520. La enzima 
luxAB 3520 produce una señal luminiscente detectable 3530. De esta manera, el vector indicador de transcrito 3400 65 
indica la presencia de transcritos de mecA endógenos 3510 dentro de una célula 3401. 
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LISTADO DE SECUENCIAS INFORMAL 
 
SEQ ID NO: 1 
 
Sitio pac de P1 natural 5 
 

 
 
SEQ ID NO: 2 
 10 
Sitio pac de P1 con mutaciones sinónimas, las letras en minúscula significan bases mutadas 
 

 
 
SEQ ID NO: 3 15 
 
Replicón lítico de P1 que contiene el promotor P536 controlado por represor C1, el promotor P53 antisentido, los 
genes repL, y una deleción sin cambio de pauta de lectura del gen kilA 
 

 20 
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SEQ ID NO: 4 
 
Secuencia del promotor Pblast 5 
 

 
 
SEQ ID NO: 5 
 10 
Origen de replicación del plásmido pT191 de S. aureus, variante en el número de copias pT181cop-623 repC 
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SEQ ID NO: 6 
 
gen pacA de P1, las letras en minúscula significan la secuencia del sitio pac delecionada 5 
 

 
 
SEQ ID NO: 7 
 10 
Gen pacA de P1 natural 
 

ES 2 780 827 T3

 



63 

 
 
SEQ ID NO: 8 
 
Gen terS, los caracteres en minúscula significan secuencias delecionadas 5 
 

 
 
SEQ ID NO: 9 
 10 
Secuencia que contiene el gen terS natural 
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SEQ ID NO: 10 
 
Gen de la integrasa de SaPibov2 5 
 

 
 

 
 10 
SEQ ID NO: 11 
 
Secuencia completa de pGWP10001 
 

ES 2 780 827 T3

 



65 

 

ES 2 780 827 T3

 



66 

 

ES 2 780 827 T3

 



67 

 

ES 2 780 827 T3

 



68 

 

ES 2 780 827 T3

 



69 

 
 
SEQ ID NO: 12 
 
Secuencia del promotor PclpB de S. aureus 5 
 

 
 
SEQ ID NO: 13 
 10 
Locus de secuencia genómica de RN10616 que muestra la deleción de terS de φ80α y complementación. 
 
terS=texto en corchetes, Deleción=subrayado, Complemento=negrita 
 

 15 
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SEQ ID NO: 14 
 
Secuencia completa de pGW80A001 5 
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SEQ ID NO: 15 (secuencia de ADN de locus del gen mecA (de Staphylococcus aureus subsp. aureus SA40, genoma 
completo GenBank: CP003604.1)) 
 5 
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SEQ ID NO: 16 (secuencia de transcrito de mecA) 
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SEQ ID NO: 17 (secuencia de ADN de locus del gen IuxAB (de los genes de Vibrio fischeri luxA y luxB para las 
subunidades alfa y beta de luciferasa, GenBank: X06758.1)) 
 5 
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SEQ ID NO: 18 (secuencia de transcrito de luxAB) 
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SEQ ID NO: 19 (secuencia de transcrito de luxAB reprimida en cis) 5 
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LISTADO DE SECUENCIAS 
 
<110> GENEWEAVE BIOSCIENCES, INC. 
 
<120> PARTÍCULAS DE TRANSDUCCIÓN NO REPLICATIVAS Y SISTEMAS INDICADORES BASADOS EN 5 
PARTÍCULAS DE TRANSDUCCIÓN 
 
<130> 28421-25938/PCT 
 
<140> PCT/US2014/026536 10 
<141> 13/03/2014 
 
<150> 61/939.126 
<151> 12/02/2014 
 15 
<150> 61/897.040 
<151> 29/10/2013 
 
<150> 61/779.177 
<151> 13/03/2013 20 
 
<160> 22 
 
<170> PatentIn versión 3.5 
 25 
<210> 1 
<211> 177 
<212> ADN 
<213> Fago P1 de Enterobacteria 
 30 
<400> 1 

 
 
<210> 2 
<211> 177 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: polinucleótido sintético 40 
 
<400> 2 

 
 
<210> 3 45 
<211> 1727 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 50 
<223> Descripción de secuencia artificial: polinucleótido sintético 
 
<400> 3 
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<210> 4 
<211> 131 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
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<223> Descripción de secuencia artificial: polinucleótido sintético 
 
<400> 4 

 
 5 
<210> 5 
<211> 4681 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 10 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: polinucleótido sintético 
 
<220> 
<221> base_modificada 15 
<222> (301) . . (301) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 
 
<220> 
<221> base_modificada 20 
<222> (4056) . . (4056) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 
 
<400> 5 

 25 
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<210> 6 
<211> 1194 
<212> ADN 5 
<213> Fago P1 de Enterobacteria 
 
<400> 6 

 
 10 
<210> 7 
<211> 1194 
<212> ADN 
<213> Fago P1 de Enterobacteria 
 15 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 525 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: polinucleótido sintético 
 10 
<400> 8 

 
 

 
 15 
<210> 9 

ES 2 780 827 T3

 



88 

<211> 663 
<212> ADN 
<213> Fago 80alfa de Staphylococcus 
 
<400> 9 5 

 
 
<210> 10 
<211> 1116 
<212> ADN 10 
<213> Staphylococcus aureus 
 
<400> 10 

 
 15 
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<210> 11 
<211> 10844 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: polinucleótido sintético 
 10 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (8807) . . (8807) 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 
 15 
<400> 11 
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<210> 12 
<211> 128 
<212> ADN 5 
<213> Staphylococcus aureus 
 
<400> 12 

 
 10 
<210> 13 
<211> 2769 
<212> ADN 
<213> Fago 80alfa de Staphylococcus 
 15 
<400> 13 
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<210> 14 
<211> 10319 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: polinucleótido sintético 
 10 
<400> 14 
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<210> 15 
<211> 2088 
<212> ADN 5 
<213> Staphylococcus aureus 
 
<400> 15 

 
 10 
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<210> 16 
<211> 2075 
<212> ARN 5 
<213> Staphylococcus aureus 
 
<400> 16 
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<210> 17 
<211> 2166 
<212> ADN 5 
<213> Vibrio fischeri 
 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (1194) . . (1194) 10 
<223> a, c, t, g, desconocida u otra 
 
<400> 17 

 
 15 
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<210> 18 
<211> 2143 
<212> ARN 5 
<213> Vibrio fischeri 
 
<400> 18 

 
 10 
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<210> 19 
<211> 2294 
<212> ARN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: polinucleótido sintético 
 10 
<400> 19 
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<210> 20 
<211> 12 
<212> ARN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: oligonucleótido sintético 
 10 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (1) . . (2) 
<223> a, c, u, g, desconocida u otra 
 15 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (7) . . (9) 
<223> a, c, u, g, desconocida u otra 
 20 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (12) . . (12) 
<223> a, c, u, g, desconocida u otra 
 25 
<220> 
<223> Véase la memoria descriptiva presentada para la descripción detallada de sustituciones y modos de 
realización preferentes 
 
<400> 20 30 

 
 
<210> 21 
<211> 13 
<212> ARN 35 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: oligonucleótido sintético 
 40 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (1) . . (1) 
<223> a, c, u, g, desconocida u otra 
 45 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (4) . . (7) 
<223> a, c, u, g, desconocida u otra 
 50 
<220> 
<221> base_modificada 
<222> (12) . . (13) 
<223> a, c, u, g, desconocida u otra 
 55 
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<220> 
<223> Véase la memoria descriptiva presentada para la descripción detallada de sustituciones y modos de 
realización preferentes 
 
<400> 21 5 

 
 
<210> 22 
<211> 13 
<212> ARN 10 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de secuencia artificial: oligonucleótido sintético 
 15 
<400> 22 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para empaquetar una molécula de ácido nucleico 
indicadora en una partícula de transducción no replicativa, comprendiendo dicho sistema de empaquetamiento de 5 
célula bacteriana una célula bacteriana huésped que comprende 
 
- un genoma de bacteriófago lisogenizado que comprende un primer gen de bacteriófago que comprende una 
deleción de una primera secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento de dicho primer gen de bacteriófago 
que evita el empaquetamiento de una molécula de ácido nucleico de bacteriófago en dicha partícula de transducción 10 
no replicativa; y 
 
- un plásmido que comprende una molécula de ácido nucleico indicadora que comprende un gen indicador y un 
segundo gen de bacteriófago que comprende una segunda secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento 
que facilita el empaquetamiento de una réplica de dicho plásmido que comprende dicha molécula de ácido nucleico 15 
indicadora en dicha partícula de transducción no replicativa, 
 
en el que dicho segundo gen de bacteriófago codifica una proteína, en el que dicha réplica de dicho plásmido que 
comprende una molécula de ácido nucleico indicadora forma un replicón para empaquetarse en dicha partícula de 
transducción no replicativa, 20 
 
en el que la primera y segunda secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento es una secuencia del sitio pac. 
 
2. Un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para empaquetar una molécula de ácido nucleico 
indicadora en una partícula de transducción no replicativa, comprendiendo dicho sistema de empaquetamiento de 25 
célula bacteriana una célula bacteriana huésped que comprende: 
 
- un genoma de bacteriófago lisogenizado que carece de un primer gen de bacteriófago que comprende una primera 
secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento, en el que la deleción de dicho primer gen de bacteriófago 
evita el empaquetamiento de una molécula de ácido nucleico de bacteriófago en dicha partícula de transducción no 30 
replicativa; y 
 
- un plásmido que comprende una molécula de ácido nucleico indicadora que comprende un gen indicador y un 
segundo gen de bacteriófago, en el que dicho segundo gen de bacteriófago codifica una segunda secuencia del sitio 
de iniciación de empaquetamiento y facilita el empaquetamiento de una réplica de dicho plásmido que comprende 35 
dicha molécula de ácido nucleico indicadora en dicha partícula de transducción no replicativa, en el que dicho 
segundo gen de bacteriófago puede expresar una proteína que se codifica por dicho gen, en el que dicha réplica de 
dicho plásmido que comprende una molécula de ácido nucleico indicadora forma un replicón susceptible de 
empaquetarse en dicha partícula de transducción no replicativa, 
 40 
en el que la primera y segunda secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento es una secuencia del sitio pac. 
 
3. Un sistema de empaquetamiento de célula bacteriana para empaquetar una molécula de ácido nucleico 
indicadora en una partícula de transducción no replicativa, comprendiendo dicho sistema de empaquetamiento de 
célula bacteriana una célula bacteriana huésped que comprende: 45 
 
- un genoma de bacteriófago lisogenizado que comprende una primera secuencia del sitio de iniciación de 
empaquetamiento de bacteriófago dentro de un primer gen de bacteriófago, en el que dicha primera secuencia del 
sitio de iniciación de empaquetamiento de bacteriófago comprende una mutación sinónima que evita la escisión de 
la secuencia de iniciación de empaquetamiento, pero no altera la expresión del primer producto génico de 50 
bacteriófago que engloba la primera secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento y evita el 
empaquetamiento de una molécula de ácido nucleico de bacteriófago en dicha partícula de transducción no 
replicativa; y 
 
- un plásmido que comprende una molécula de ácido nucleico indicadora que comprende un gen indicador y que 55 
comprende una segunda secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento de bacteriófago, en el que dicha 
segunda secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento de bacteriófago carece de dicha mutación y facilita el 
empaquetamiento de una réplica de dicho plásmido que comprende dicha molécula de ácido nucleico indicadora en 
dicha partícula de transducción no replicativa, en el que dicha réplica de dicho plásmido que comprende dicha 
molécula de ácido nucleico indicadora forma un replicón para empaquetarse en dicha partícula de transducción no 60 
replicativa, 
 
en el que la primera y segunda secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento es una secuencia del sitio pac. 
 
4. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho 65 
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plásmido que comprende dicha molécula de ácido nucleico indicadora se enlaza funcionalmente a un promotor. 
 
5. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho 
plásmido que comprende dicha molécula de ácido nucleico indicadora comprende un origen de replicación. 
 5 
6. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho 
plásmido que comprende dicho replicón comprende un concatámero susceptible de empaquetarse en dicha partícula 
de transducción no replicativa. 
 
7. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en el que dicho 10 
segundo gen de bacteriófago comprende la secuencia de SEQ ID NO:9. 
 
8. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de la reivindicación 1, en el que dicho primer gen de 
bacteriófago comprende la secuencia de SEQ ID NO:8. 
 15 
9. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en el que dicho 
primer y dicho segundo genes de bacteriófagos comprenden cada uno un gen de la terminasa pequeña (terS) que 
comprende dicha secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento, opcionalmente en el que dicho gen terS es 
un gen terS del bacteriófago φ11 o φ 80α de S. aureus. 
 20 
10. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de la reivindicación 3, en el que dicha primera y dicha 
segunda secuencias del sitio de iniciación de empaquetamiento de bacteriófago comprenden cada una una 
secuencia del sitio de iniciación de empaquetamiento de un gen de la terminasa pequeña, o en el que dicha primera 
y dicha segunda secuencias del sitio de iniciación de empaquetamiento de bacteriófago comprenden cada una 
secuencia del sitio pac de un gen de la terminasa pequeña (terS) de un bacteriófago φ11 o φ80α de S. aureus. 25 
 
11. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho 
replicón se deriva de un origen de replicación del plásmido pT181 de S. aureus. 
 
12. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho 30 
replicón comprende la secuencia de SEQ ID NO:5. 
 
13. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de la reivindicación 1 o 2, en el que dicho segundo gen de 
bacteriófago se enlaza funcionalmente a un promotor, opcionalmente en el que dicho promotor es un promotor 
inducible o un promotor constitutivo. 35 
 
14. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho 
bacteriófago comprende un bacteriófago φ80α o un bacteriófago φ11 de S. aureus. 
 
15. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha 40 
célula bacteriana comprende: 
 
una célula de E. coli; 
 
una célula gramnegativa; o 45 
 
una célula grampositiva. 
 
16. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha 
célula bacteriana comprende una célula de S. aureus. 50 
 
17. El sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho 
gen indicador codifica un marcador detectable y/o seleccionable, 
 
u opcionalmente en el que dicho gen indicador se selecciona del grupo que consiste en: genes que codifican 55 
enzimas que median en reacciones de luminiscencia, tales como luxA, luxB, luxAB, luc, ruc, nluc, genes que 
codifican enzimas que median en reacciones colorimétricas, tales como lacZ, HRP, genes que codifican proteínas 
fluorescentes, tales como GFP, eGFP, YFP, RFP, CFP, BFP, mCherry, proteínas fluorescentes en infrarrojo 
cercano, moléculas de ácido nucleico que codifican péptidos de afinidad, tales como marca His, 3X-FLAG, y genes 
que codifican marcadores seleccionables, tales como ampC, tet(M), CAT, erm. 60 
 
18. Un procedimiento para empaquetar una molécula de ácido nucleico indicadora en una partícula de transducción 
no replicativa, que comprende: 
 
- proporcionar condiciones a dicho sistema de empaquetamiento de célula bacteriana de cualquiera de las 65 
reivindicaciones precedentes que inducen una fase lítica de dicho bacteriófago para producir partículas de 
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transducción no replicativas empaquetadas con dicho plásmido que comprende dicha molécula de ácido nucleico 
indicadora; y 
 
- aislar dicha partícula de transducción no replicativa que comprende una réplica de dicho plásmido de molécula de 
ácido nucleico indicadora. 5 
 
19. Una composición que comprende una partícula de transducción no replicativa que comprende una réplica de un 
plásmido que comprende una molécula de ácido nucleico indicadora producida a partir del procedimiento de la 
reivindicación 18. 
  10 
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