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57  Resumen:
Uso de una mezcla de las proteínas GFP-Hadrurina,
GFP-gp12 y GFP-Colicina-S4 (y procedimiento de
obtención de dichas proteínas) para la detección de
Escherichia coli en un líquido, por ejemplo: aguas de
consumo, bebidas embotelladas, homogeneizado
procedente de un alimento, aguas residuales
destinadas a consumo agrícola y líquidos de la
industria láctea y conservera. La invención también se
ref iere a un procedimiento de detección de
Escherichia coli en un líquido que comprende: filtrar
dicho líquido a través de un filtro, añadir las proteínas
GFP-Hadrurina, GFP-gp12 y GFP-Colicina-S4 sobre
dicho filtro, detectar la señal de fluorescencia emitida
por las moléculas fluorescentes presentes en el filtro y
cuantificar el número de células de E. coli presentes
en dicho líquido a partir del valor de fluorescencia
detectado en la etapa anterior.

Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.Aviso:



 

 

DESCRIPCIÓN 

Uso de las proteínas GFP-Hadrurina, GFP-gp12 y GFP-Colicina-S4 para la detección de Escherichia coli  y 
procedimiento de detección  

CAMPO DE LA INVENCIÓN 

La presente invención está relacionada con la detección de contaminación microbiológica en tiempo real. En la 5 
presente invención, se detecta Escherichia coli utilizando proteínas con afinidad específica para componentes de 
la pared celular y/o membrana celular de E. coli. Estas proteínas son Hadrurina (procedente del alacrán Hadrurus 
aztecus), Colicina S4 (bacteriocina procedente de E. coli) y  proteína de cápside  gp12 (procedente del fago T4), 
unidas a la proteína verde fluorescente GFP.  

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 10 

En el estado de la técnica se han utilizado con anterioridad diversos métodos para detectar la presencia de 
Escherichia coli. Podemos citar entre otros la hibridación de ADN, PCR o qRT-PCR, inmunoensayos, separación 
inmunomagnética, separación inmune por flujo lateral y detección por nanopartículas. 

Los métodos previos del estado de la técnica presentan ciertos inconvenientes. Así, por ejemplo, los métodos 
basados en el uso de anticuerpos necesitan mantener las soluciones de anticuerpos refrigerados y en unas 15 
condiciones óptimas de conservación y conllevan normalmente múltiples pasos de lavado. Otros métodos 
requieren muchas copias de la molécula diana para dar una señal medible por lo que es necesario amplificar 
esta señal.  

La presente invención propone un sistema alternativo de detección de E. coli, que permite detectar la presencia 
de unas pocas células de E. coli en una muestra de agua, sin necesidad de amplificación de la señal. 20 

DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN 

Una realización de la invención es el uso, en adelante uso de la invención, de una mezcla de las proteínas GFP-
Hadrurina, GFP-gp12 y GFP-Colicina-S4, identificadas por las secuencias SEQ ID NO: 3, 6 y 9 respectivamente, 
para la detección de Escherichia coli en un líquido. 

La Hadrurina es un péptido antimicrobiano de 41 aminoácidos de longitud, que forma parte del cóctel químico 25 
presente en el veneno del alacrán centroamericano Hadrurus aztecus, y que es capaz de unirse a la membrana 
externa de E. coli.  

La estructura tridimensional de este péptido es una hélice alfa corta, que físicamente se intercala entre los 
constituyentes de esta membrana externa, produciendo poros en la misma que desorganizan las envueltas 
celulares y posteriormente causan la lisis de la célula bacteriana. 30 

La unión del fago T4 a E. coli se realiza mediante las espículas o fibras cortas de la cola denominadas gp12. Los 
receptores de gp12 son los lipopolisacáridos y las proteínas OmpC de E. coli. 

La Colicina-S4 es un tipo de bacteriocina específica para E.coli. Las bacteriocinas son sustancias de naturaleza 
proteica que actúan como bactericidas y son sintetizadas por algunas cepas bacterianas. El mecanismo de 
acción es diverso (bloqueos metabólicos, cambios de permeabilidad en la membrana celular, daño o degradación 35 
de DNA, etc.). La Colicina-S4 forma poros en la membrana citoplasmática, rompiéndola por gradiente 
electroquímico. Los receptores de esta bacteriocina son OmpW, F y Tol System. 

Las tres proteínas quiméricas comprenden un dominio catalítico y un péptido de unión específico para una 
proteína diana situada en la pared de E. coli.  

En la presente invención se entiende por “quimeras” o “proteínas quiméricas” a proteínas que comprenden 40 
secuencias procedentes de diferentes organismos, y que han sido por tanto diseñadas, sintetizadas y aisladas 
por los inventores.  

Las tres quimeras son GFP-Hadrurina, GFP-gp12 y GFP-Colicina S4. El uso de las tres quimeras consigue una 
mayor unión a la pared de E.coli y una mayor emisión de fluorescencia. 

Las tres proteínas quiméricas comprenden: 45 

- Dominio catalítico: GFP 

- Espaciador: Secuencia de 101 aminoácidos 

- Péptido de unión específica a E. coli: Hadrurina, gp12 o Colicina S4 
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Adicionalmente, dichas proteínas quiméricas contienen también una cola de histidinas, útil para purificar en 
columnas cromatográficas de Ni-sefarosa.  

Como dominio catalítico se ha utilizado GFP (Proteína Verde Fluorescente). El gen de la GFP ha sido aislado de 
la medusa Aequorea victoria y genera una proteína de 238 aminoácidos que adopta una conformación 
tridimensional de barril, capaz de emitir luz fluorescente (rango de absorción-emisión: 395nm-508nm) una vez 5 
excitada con un haz de luz ultravioleta. Su detección se realiza por medio de un equipo capaz de medir 
fluorescencia. 

Una realización es el uso de la invención, donde dicho líquido se selecciona del grupo compuesto por aguas de 
consumo, bebidas embotelladas, homogeneizado procedente de un alimento, aguas residuales destinadas a 
consumo agrícola, líquidos de  la industria láctea y líquidos de la industria conservera. 10 

Una realización de la invención es un procedimiento de detección de Escherichia coli en un líquido, en adelante 
procedimiento de detección de la invención, que comprende las siguientes etapas: 

(a) filtrar dicho líquido a través de un filtro, 

(b) añadir las proteínas GFP-Hadrurina, GFP-gp12 y GFP-Colicina-S4, identificadas por las secuencias SEQ ID 
NO: 3, 6 y 9 respectivamente, sobre dicho filtro, 15 

(c) detectar la señal de fluorescencia emitida por las moléculas fluorescentes presentes en el filtro y 

(d) cuantificar el número de células de E. coli presentes en dicho líquido a partir del valor de fluorescencia 
detectado en la etapa anterior. 

La filtración de la etapa (a) se puede realizar utilizando un filtro de tamaño de poro 0,45 micras donde quedan 
retenidos todos los microrganismos. 20 

Después de la etapa (b) se puede realizar un lavado para que difundan las proteínas que no se hayan unido a la 
pared de E.coli.  

El procedimiento de detección de la invención garantiza la posibilidad de detectar la presencia de una única 
célula bacteriana de E. coli. Este procedimiento permite determinar si la muestra testada cumple con las 
exigencias sanitarias recogidas en la legislación vigente en tiempo real.  25 

Una realización es el procedimiento de detección de la invención, donde dicho líquido se selecciona del grupo 
compuesto por aguas de consumo, bebidas embotelladas, homogeneizado procedente de un alimento, aguas 
residuales destinadas a consumo agrícola, líquidos de  la industria láctea y líquidos de la industria conservera. 

TEXTO LIBRE DE LA LISTA DE SECUENCIAS 

A continuación se aporta una traducción al español del texto libre que aparece en la lista de secuencias. 30 

SEQ ID NO: 1. Quimera GFP-Hadrurina 

SEQ ID NO: 2. Quimera GFP-Hadrurina con cola de His 

1..7 Cola de His; 8..244 Proteína GFP; 245..344 Espaciador; 345..386 Hadrurina 

SEQ ID NO: 3. Quimera GFP-Hadrurina sin cola de His 

1..236 proteína GFP; 237..336 Espaciador; 337..379 Hadrurina 35 

SEQ ID NO: 4. Quimera GFP-gp12 

SEQ ID NO: 5. Quimera GFP-gp12 con cola de His 

1..7 Cola de His; 8..244 Proteína GFP; 245..344 Espaciador; 345..386 Proteína del fago T4 gp12 

SEQ ID NO: 6. Quimera GFP-gp12 sin cola de His 

1..236 Proteína GFP; 237..336 Espaciador; 337..977 Proteína del fago T4 gp12 40 

SEQ ID NO: 7. Quimera GFP-colicina-S4 

SEQ ID NO: 8. Quimera GFP-colicina-S4 con cola de His 

1..7 Cola de His; 8..244 Proteína GFP; 245..344 Espaciador; 345..843 Proteína del fago T4 gp12 

SEQ ID NO: 9. Quimera GFP-colicina-S4 sin cola de His 
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1..236 Proteína GFP; 237..336 Espaciador; 337..836 Proteína del fago T4 gp12 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 

Figura 1. La figura muestra el diagrama de bloques del sistema de medida utilizado para la detección de E.coli. 
Una fuente de luz (1), constituida por dos LED UV de 308 nm, que excitan la proteína fluorescente que recubre 
cada célula de E.coli, retenida en el filtro de papel (2). La fluorescencia emitida por la proteína es recogida por un 5 
módulo fotosensor de tipo PMT (3), previamente filtrada por el filtro óptico paso-banda centrado en 508 nm (4). 
Todo ello va situado sobre un tubo de PVC (5). El resto de bloques son la fuente de alimentación (6), el circuito 
de medida (7) y el circuito de control (8). La elección del filtro óptico y del número de LEDs de excitación se 
escogió en base a la cantidad de luz reflejada por el filtro de papel y las dimensiones del tubo de PVC. 

Figura 2. Esquema de la estructura del plásmido pNCF68. “GFP-gp12” en esta figura corresponde a la SEQ ID 10 
NO: 4. 

Figura 3. Esquema de la estructura del plásmido pNCF69. “GFPHD” en esta figura corresponde a la SEQ ID NO: 
1. 

Figura 4. Esquema de la estructura del plásmido pNCF72. “GFPS4” en esta figura corresponde a la SEQ ID NO: 
7. 15 

MODOS DE REALIZACIÓN PREFERENTE 

Ejemplo 1. Expresión y purificación de las quimeras GFP-Hadrurina, GFP-gp12 y GFP-Colicina S4. 

Los genes sintéticos de las tres quimeras se clonaron en el vector plasmídico pMAS49 integrativo en 
Streptomyces, especie utilizada como factoría microbiana para la producción y aislamiento de las quimeras, 
dando lugar a los plásmidos pNCF68 (GFP-gp12), pNCF69 (GFP-Hadrurina) y pNCF72 (GFP-Colicina-S4). En la 20 
expresión de las quimeras se han utilizado las especies S. coelicolor y S. albus.  

El plásmido pMAS49 es un vector replicativo en E. coli e integrativo en Streptomyces, de 6,5 kb, que contiene 
como marcador de resistencia para ambas especies el gen de resistencia a apramicina aac(3)IV. El plásmido 
pMAS49 se integra de forma estable en el cromosoma de bacterias del género Streptomyces por el sitio attP 
proveniente del fago C31. Este plásmido pMAS49 contiene como promotor PrplM, de alta eficiencia en 25 
Streptomyces, derivado de un operón ribosómico, y que está flanqueado en su extremo 5´ por las secuencias de 
reconocimiento para las enzimas de restricción PstI, EcoRV, XbaI, SphI, SpeI, BamHI y BglII. 

El plásmido pNCF68 contiene, clonada en los sitios de restricción SpeI y BamHI la banda de 2,9 kb que codifica 
la proteína quimera GFP-gp12. La Figura 2 muestra un esquema de la estructura del plásmido. 

El plásmido pNCF69 contiene, clonada en los sitios de restricción BamHI y BglII la banda de 1,2 kb que codifica 30 
la proteína quimera GFP-hadrurina. La Figura 3 muestra un esquema de la estructura del plásmido. 

El plásmido pNCF72 contiene, clonada en los sitios de restricción PstI y SphI, la banda de 2,5 kb que codifica la 
proteína quimera GFP-colicina-S4. La Figura 4 muestra un esquema de la estructura del plásmido. 

Se obtuvieron cultivos semipreparativos (250 ml) de las cepas que contienen los genes para las tres quimeras 
integrados en su cromosoma, y estos cultivos se lisaron mediante French Press y se purificaron las tres 35 
proteínas quiméricas (identificadas por las secuencias SEQ ID NO: 2, 5 Y 8) mediante Fast protein liquid 
chromatography (FPLC) utilizando columnas de His-Trap con níquel. 

Ejemplo 2. Detección de E. coli en aguas destinadas al consumo humano. 

Se filtró un volumen de 200 ml de agua a través de un filtro de 20 micras para retener sólidos en suspensión. 
Después se pasó el agua a través de un filtro de acetato de celulosa de 0,45 micras de tamaño de poro donde 40 
quedarán retenidos los microorganismos. A continuación se añadió 1 ml del reactivo que contiene las tres 
quimeras y se realizó un lavado. El reactivo contenía las tres quimeras a una concentración 45 µg/ml en una 
disolución 5 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA, pH 8.0. 

Se han realizado ensayos con muestras de agua no contaminadas y contaminadas con E.coli a distintas 
concentraciones. Se midió la fluorescencia emitida por las tres quimeras con un fluorímetro. El fluorímetro 45 
transforma la señal física recibida en una señal eléctrica (0-5V). La diferencia de voltaje con respecto al blanco 
indica la presencia de E. coli en la muestra. 

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos. 
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Tabla 1 

 

Blanco [V] 10UFC Voltaje [V] 

5,53 6,81 0,64 

6,11 7,22 1,11 

6,16 7,46 1,3 

6,11 7,37 1,26 

6,02 7,35 1,33 

6,08 7,39 1,31 

5,98 6,85 0,87 

5,96 6,96 1 

5,96 6,97 1,01 

 Promedio 1,09 

 

Blanco [V] 1*108  UFC Voltaje [V] 

6,01 6,66 0,65 

6,15 8,33 2,18 

6,1 8,18 2,08 

6,01 7,86 1,85 

6,17 7,7 1,53 

6,01 7,7 1,76 

5,92 7,31 1,39 

6,16 7,27 1,11 

6,16 7,68 1,52 

6,1 7,66 1,56 

 Promedio 1,56 

 5 

La media de todas las muestras analizadas de agua no contaminada (Blanco) es de 6.03(V). 

La media de muestras con una cantidad de E.coli de 10 UFC (Unidades formadoras de colonias) es de 7,15 (V). 

La media de muestras con una cantidad de E.coli de 1*108  UFC es de 7,63 (V). 

La figura 1 muestra un sistema utilizado para realizar la detección de E. coli según el procedimiento de la 
invención. En la cámara de detección se acopla un filtro de manera hermética. En el filtro quedan retenidas las 10 
células de E. coli tras filtrar el agua y se unen las proteínas quiméricas que se detectan mediante técnicas de 
fluorescencia. El equipo de detección de señal está compuesto por un fluorímetro y una lámpara UV. El 
fluorímetro se ha diseñado y construido para optimizar la señal emitida y recibida de las quimeras, con un 
espectro de absorción-emisión de 395-510 nm. 

Ejemplo 3. Detección de E. coli en alimentos. 15 
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Se mezclaron 10 g de una muestra (un producto lácteo, concretamente yogur) con 190 g de Agua de Peptona 
Tamponada con un homogenizador. La mezcla resultante se filtró a través de un filtro de 0,5 mm y luego a través 
de otro de 20 micras para retener sólidos en suspensión. Después la mezcla se pasó a través de un filtro de 
acetato de celulosa de 0,45 micras de tamaño de poro donde quedaron retenidos los microorganismos. A 
continuación se añadió 1 ml del reactivo que contiene las tres quimeras y se realizó un lavado. El reactivo 5 
contenía las tres quimeras a una concentración 45 µg/ml en una disolución 5 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA, pH 8.0. 

Se midió la fluorescencia emitida por las tres quimeras con un fluorímetro. 
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REIVINDICACIONES 

1. Uso de una mezcla de las proteínas GFP-Hadrurina, GFP-gp12 y GFP-Colicina-S4, identificadas por las 
secuencias SEQ ID NO: 3, 6 y 9 respectivamente, para la detección de Escherichia coli en un líquido. 

2. Uso según la reivindicación 1, caracterizado por que dicho líquido se selecciona del grupo compuesto por 5 
aguas de consumo, bebidas embotelladas, homogeneizado procedente de un alimento, aguas residuales 
destinadas a consumo agrícola, líquidos de  la industria láctea y líquidos de la industria conservera. 

3. Un procedimiento de detección de Escherichia coli en un líquido, caracterizado por que comprende las 
siguientes etapas: 

(a) filtrar dicho líquido a través de un filtro, 10 

(b) añadir las proteínas GFP-Hadrurina, GFP-gp12 y GFP-Colicina-S4, identificadas por las secuencias SEQ 
ID NO: 3, 6 y 9 respectivamente, sobre dicho filtro, 

(c) detectar la señal de fluorescencia emitida por las moléculas fluorescentes presentes en el filtro y 

(d) cuantificar el número de células de E. coli presentes en dicho líquido a partir del valor de fluorescencia 
detectado en la etapa anterior. 15 

4. El procedimiento según la reivindicación 3, caracterizado por que dicho líquido se selecciona del grupo 
compuesto por aguas de consumo, bebidas embotelladas, homogeneizado procedente de un alimento, 
aguas residuales destinadas a consumo agrícola, líquidos de  la industria láctea y líquidos de la industria 
conservera. 

20 
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  Reivindicaciones  NO 

 

 

 
 

  
Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicación industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de 
examen formal y técnico de la solicitud (Artículo 31.2 Ley 11/1986). 
 
Base de la Opinión.- 
 
La presente opinión se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica. 
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1. Documentos considerados.- 
 
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la 
realización de esta opinión. 
 

Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación 
D01 TANJI Y et al. "Escherichia coli detection by GFP-labeled 

lysozyme-inactivated T4 bacteriophage". Journal of 
Biotechnology, 20041019 ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS, 
AMSTERDAM, NL 19.10.2004 VOL: 114 No: 1-2 Págs: 11-20 
ISSN 0168-1656 Doi: doi:10.1016/j.jbiotec.2004.05.011. 

19.10.2004 

D02 MIYANAGA K et al. "Detection of Escherichia coli in the sewage 
influent by fluorescent labeled T4 phage". BIOCHEMICAL 
ENGINEERING JOURNAL, 20060401 ELSEVIER, 
AMSTERDAM, NL 01.04.2006 VOL: 29 No: 1-2 Págs: 119-124 
ISSN 1369-703X Doi: doi:10.1016/j.bej.2005.03.016. 

01.04.2006 

D03 BIRMELE M et al. "Characterization and validation of a 
bioluminescent bioreporter for the direct detection of Escherichia 
coli". JOURNAL OF MICROBIOLOGICAL METHODS, 20081001 
ELSEVIER, AMSTERDAM, NL 01.10.2008 VOL: 75 No: 2  
Págs: 354-356 ISSN 0167-7012  
Doi: doi:10.1016/j.mimet.2008.06.003. 

01.10.2008 

D04 US 6821770  B1 (HOGAN JAMES J) 23.11.2004 
D05 US 2006094034 A1 (BROUSSEAU ROLAND et al.) 04.05.2006 

 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de 
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración 
 
 
El objeto de la invención, tal y como se recoge en las reivindicaciones 1-4, es el uso de una mezcla de las proteínas GFP-
hadrurina, GFP-gp12 y GFP-colicina-S4 para la detección de Escherichia coli en un líquido. 
 
 
Novedad (art. 6.1 de la Ley 11/1986 de Patentes) y Actividad Inventiva (art. 8.1 de la Ley 11/1986 de Patentes). 
 
 
Los documentos D01 y D02 se consideran los más cercanos del estado de la técnica. Estos documentos divulgan un 
método para la detección de E. coli basado en la utilización de la proteína SOC (small outer capside) de la cápside a la que 
se la une la proteína verde fluorescente (GFP). La muestra a analizar, se pone en contacto con el fago T4 e-/GFP, que 
además de llevar la proteína GFP unida a SOC (como proteína fusión), tiene inactivada la lisoenzima responsable de la lisis 
bacteriana. En el caso de que la muestra presente E. coli, ésta es infectada por el fago, pero no le provoca la lisis celular, 
con lo que la intensidad de la fluorescencia sólo es debida a la presencia de la bacteria. 
 
El documento D03 divulga un sistema de detección de E. coli, que consiste en el fago lambda que tiene integrado el gen luxl 
y una célula que tiene un agente bioluminscente basado en lux. 
 
Los documentos D04 yD05 divulgan métodos para la detección de bacterias (entre ellas E. coli), mediante hibridación de 
ácidos nucleicos de una muestra, purificados y amplificados, con sondas presentes en un microarray.  
 
Ninguno de los documentos citados, tomados solos o en combinación, revelan la invención definida en las reivindicaciones 
1-4. Además, en los documentos citados no hay sugerencias que dirijan al experto en la materia hacia la invención definida 
por dichas reivindicaciones. Por lo tanto, el objeto de la invención, tal y como se recoge en las reivindicaciones 1-4, es 
nuevo en el sentido del art. 6.1 LP y se considera que implica actividad inventiva en el sentido del art. 8.1 LP. 
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