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Tl'tuIO: METODO PARA LA DETECCION Y DIAGNOSTICO RAPIDO DE STAPHYLOCOCCUS

AUREUS
@Resumen:
Método para la deteccion y diagnostico rapido de e
Staphylococcus aureus. . ,,@f
La presente invencién se relaciona con un biosensor R °
gue comprende un soporte poroso con un indicador %%3 Q lé
en el interior de los poros, y un aptamero anclado a la —_— ﬁ%ﬂ%

superficie del soporte poroso en una posicién tal que
en ausencia/presencia de S. aureus, inhibe/permite la
salida del indicador al exterior. Asimismo, la invencion
también se relaciona con el uso de dicho biosensor
para la deteccion y/o la cuantificacion de S. aureus, y a1
para el diagnéstico de enfermedades causadas por S.

aureus.

@ =rodamina B
/= oligonucleotido de unién

=aptémero
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DESCRIPCION

Método para la deteccién y diagndstico rapido de Staphylococcus aureus

La presente invencion se encuentra dentro del campo de la deteccion de bacterias
patdgenas, en concreto de S. aureus, y del diagndstico de infecciones causadas por S.
aureus mediante el empleo de materiales capaces de reconocer especificamente esta

especie patdégena.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Staphylococcus aureus ha sido a lo largo de la historia uno de los patégenos humanos
de mayor trascendencia clinica. En la actualidad, segun los datos del National
Nosocomial Infection Surveillance System (NNISS) del Center for Disease Control
(CDC), S. aureus constituye el principal microorganismo responsable de infecciones
nosocomiales en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCIs), como bacteriemia
primaria, neumonia asociada a ventilacion mecanica o infeccion de herida quirurgica
(National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS), Am J Infect Control. 32 (2004):
470-85). En la comunidad, S. aureus ocasiona un numero importante de infecciones
de gravedad variable, con mayor frecuencia de piel y partes blandas, pero también es
responsable de infecciones de mayor gravedad y con gran impacto socioeconémico,
como las infecciones osteoarticulares y endocarditis, entre otras (Tong S.Y.C. et al.
Clin Microbiol Rev doi:10.1128/CMR.00134-14).

Diversos estudios poblacionales realizados en EE.UU. han puesto de manifiesto el
impacto de las infecciones por S. aureus observadas en sus hospitales, con una
incidencia anual de 28,4 infecciones por cada 100.000 habitantes, el 50% de ellas de
adquisicion nosocomial. En el ambito hospitalario, el incremento observado en el
numero de infecciones producidas por este microorganismo ha discurrido paralelo a
dos factores: por un lado, el incremento del uso de dispositivos invasivos utilizados en
la asistencia médica de los pacientes, especialmente catéteres vasculares, y por otro,
la emergencia y posterior diseminacion en los hospitales de cepas de S. aureus

resistentes a la meticilina (SARM).

De manera rutinaria, para la identificacion de S. aureus en los laboratorios clinicos

existen diferentes técnicas de referencia. Por ejemplo, para el diagnéstico de infeccion
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diseminada, sepsis, por S. aureus se emplea el hemocultivo. Esta metodologia detecta
el crecimiento de microorganismos en el interior de las botellas de hemocultivo a partir
de la produccion de CO; mediante lecturas automatizadas del mismo. Una vez
detectado crecimiento, se realiza una tincién de Gram para observar morfologia y
coloracién de la bacteria. Si se observan cocos grampositivos (coloracién morada)
dispuestos en racimos, la identificacion de S. aureus se realiza mediante pruebas
bioquimicas (manitol, DNAsa), aglutinacion de particulas de latex o técnicas mas
sofisticadas como la espectrometria de masas (MALDI-TOF). En otro tipo de muestras
clinicas (respiratorias, exudados, liquidos organicos, etc.) la identificacién de S. aureus
se efectla a partir de colonias crecidas en medio de cultivo sélido. Los resultados de
todas estas técnicas se obtienen habitualmente a las 24-48 horas, lo que supone un

lapso de tiempo que puede resultar vital en algunos casos.

Uno de los principales inconvenientes que conlleva la deteccién de S. aureus es la
correcta identificacion y diferenciacion mediante las técnicas bioquimicas actuales, que
ademas requieren de mucho tiempo, personal y equipamiento especializado. Es muy
probable que durante los ultimos afios hayan existido multitud de casos en los que se
haya infradiagnosticado o no identificado correctamente las infecciones por S. aureus,
dificultando e incluso imposibilitando la recuperaciéon del paciente. Desarrollar un

nuevo método diagnéstico eficaz, rapido y fiable es por tanto primordial.

Métodos desarrollados para mejorar la identificacion de S. aureus se describen, por
ejemplo, en los documentos US8632968B2 y WO201916775. La patente
US8632968B2 divulga un método para detectar microorganismos, incluyendo S.
aureus, basado en la deteccion de oligonucledtidos especificos para S. aureus. Este
método requiere el aislamiento de acidos nucleicos de microorganismos presentes en
una muestra, la amplificacion de dichos &cidos nucleicos usando cebadores
especificos para S. aureus, y hibridacion de una sonda oligonucleotidica especifica
para los acidos nucleicos de S. aureus amplificados. La solicitud internacional
WO02019216775 divulga un dispositivo para detectar anticuerpos de bacterias
patdgenas, como S. aureus, en fluidos corporales. El dispositivo es una tira que
comprende un material que permite el flujo capilar de fluido a lo largo de una porcion
de la tira. La presencia de anticuerpos especificos de S. aureus en el fluido hace que
se produzca un cambio de color en una parte de la tira que contiene el patégeno o el

antigeno inmovilizado. Pese a las ventajas aportadas por este tipo de métodos, aun
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presentan inconvenientes como la necesidad de personal y equipamiento
especializado para realizar la extraccion y amplificacion de los acidos nucleicos, o la
pobre sensibilidad de los métodos basados en tiras donde bajas concentraciones de
anticuerpos de S. aureus en los fluidos corporales, puede resultar en falsos negativos
o en resultados dificiles de interpretar. Ademas, la presencia de anticuerpos no implica

la presencia de una infeccién activa.

Asi, a la vista del estado de la técnica, es necesario el desarrollo de métodos
alternativos a los ya descritos para la deteccién y/o diagndstico de S. aureus que no
presenten las desventajas e inconvenientes de los dispositivos/métodos anteriores,
especialmente la necesidad de personal y equipamiento especializado y la falta de

robustez en el resultado obtenido.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion describe un biosensor para la deteccion y/o diagnodstico de
Staphylococcus aureus que solventa los problemas de los dispositivos y métodos del
estado de la técnica, es decir, permite la detecciéon de S. aureus de manera rapida,
sencilla y con un alto nivel de sensibilidad y selectividad. El biosensor desarrollado por
los autores de la presente invencion esta basado en un material poroso que
comprende un indicador y unos aptameros que reconocen de forma especifica S.
aureus, de forma que cuando S. aureus esta presente en el medio, los aptameros
reconocen dicha bacteria, se unen a ella, y se produce la liberacion del indicador la
cual se puede detectar (ver Figura 1). Asi, la deteccidn de dicho indicador es indicativo

de presencia de S. aureus en el medio.
En base a este biosensor, los inventores también han desarrollado un método de
deteccidon de S. aureus y un método de diagnédstico de enfermedades causadas por

dicha bacteria patdégena.

Biosensor de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un biosensor, de aqui en
adelante “el biosensor de la invencién”, que comprende

- un soporte poroso que comprende un indicador en el interior de los poros, y
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- un aptamero que reconoce de forma especifica Staphylococcus aureus,
en donde
- una pluralidad de poros comprenden un acceso al exterior del soporte poroso, y
- el aptamero esta anclado a la superficie del soporte poroso en una posicion tal
que
(i) en ausencia de S. aureus, el aptamero impide la salida del indicador del
soporte poroso, y
(i) en presencia de S. aureus, el aptamero reconoce y se une a dicha

bacteria, permitiendo la salida del indicador del soporte poroso.

El biosensor de la invencion presenta ventajas que son ideales para los métodos y
usos descritos en la invencién. Una de las principales ventajas es que el aptamero
reconoce las células de S. aureus, lo que junto con la gran capacidad de amplificacion
de la sefial debido a la presencia de rodamina B en los poros, permite un nivel de
deteccidon de hasta 2 unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL). Esta
combinacion de caracteristicas permite al biosensor de la invencion tener una gran
sensibilidad y fiabilidad para detectar S. aureus. Ademas, el biosensor de la invencion,
los métodos y usos de la invencion no requieren personal especializado, asi como no
requieren equipamiento especializado, permitiendo, en el caso mas simple, la
deteccion por observacion visual directa del medio. Ademas, los métodos de deteccion
y/o cuantificacién y de diagndstico de la invencidon pueden ser realizados en 1 hora,
reduciendo el tiempo necesario para determinar la presencia de S. aureus en una

muestra, comparando con los tests usados rutinariamente.

En la presente invencion el término “biosensor” se refiere a un dispositivo que se utiliza
para detectar y/o diagnosticar S. aureus basandose en la interaccion molecular
especifica entre S. aureus y el aptdmero que reviste el sensor. La interaccion da lugar
a un complejo intermedio que induce la generacién de la sefal. Un biosensor puede
ser un dispositivo analitico que convierte una respuesta biolégica en una sefal

eléctrica, una sefial dptica u otro esquema de transduccion.

El biosensor de la invencién comprende: un soporte poroso y un aptamero anclado a

la superficie del soporte poroso.

En la presente invencion el término “soporte poroso” se refiere a aquel sustrato que
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comprende poros y que tiene una superficie a la cual se pueden unir moléculas de
forma indirecta a través de un elemento de union. El soporte poroso empleado en la
presente invencion puede incluir cualquier material de sustrato que comprenda poros a
lo largo de su superficie con un acceso al exterior del soporte poroso, y que
proporcione soporte fisico para la captura de elementos o sondas que estan unidos a
dicha superficie. Los poros son clasificados por la International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC) por el tamafo del poro, midiendo dicho tamafo por el
diametro interno del mismo asumiendo que éste es cilindrico, o por la distancia entre
las paredes internas y opuestas de un poro con una configuracion diferente. Asi,
siguiendo el criterio de la IUPAC, si el diametro de un poro (o la distancia entre las
paredes internas u opuestas de un poro) es de aproximadamente 2 nm o menor de 2
nm, entonces el poro es denominado microporo, si es mayor de 2 nm, pero menor de
50 nm se denomina mesoporo (0 nanoporo), y si es de aproximadamente 50 nm o
mayor de 50 nm, entonces es un macroporo. Teniendo en cuenta esta clasificacion, se
considera que un material es microporoso cuando el tamafio promedio de los poros de
dicho material es de aproximadamente 2 nm o menor de 2 nm, que es mesoporoso (o
nanoporoso) cuando el tamafio promedio de los poros de dicho material es mayor de 2
nm, pero menor de 50 nm, y que es macroporoso cuando el tamafo promedio de los
poros de dicho material es de aproximadamente 50 nm o mayor de 50 nm. En la
presente invencion, el tamafo promedio de los poros del soporte poroso es entre 2 y
100 nm. Asi, en otra realizacién preferida del biosensor de la invencion, el soporte
pOroso es microporoso, mesoporoso 0 macroporoso. Mas preferiblemente, el soporte
poroso comprende poros con un tamano medio de entre aproximadamente 2 y
aproximadamente 100 nm mas preferiblemente con tamanos comprendidos entre 2 y
50 nm, aun mas preferiblemente con un tamano de 3, 4, 5,6, 7, 8,9, o 10 nm. En los
ejemplos de la presente invencién el tamano de poro medio empleado es de 5 nm.
Métodos para determinar el tamafio del poro son ampliamente conocidos en el estado
de la técnica. Ejemplos de estos métodos incluyen, sin limitar a, experimentos de
adsorcion-desorcion, porosimetria de mercurio, SAS (small-angle scattering), NMR
(nuclear magnetic resonance) y STM-AFM (scanning tunneling and atomic force

microscopies) entre otros.

Ademas del tamafo de poro, otro parametro que caracteriza al soporte poroso es la
porosidad del mismo. La porosidad se define como la medida de espacios vacios en

un material, y es una fraccion del volumen de huecos sobre el volumen total del
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material que va desde el 0 al 1 o, si se expresa en porcentaje, desde 0 a 100%. La
porosidad de un sistema puede ser medida por diversos métodos. El mas simple es el
meétodo directo, en el cual el volumen total del sistema es medido y posteriormente la
muestra es compactada para remover todo el espacio poroso. Luego la diferencia de
estos volumenes nos da la porosidad total del sistema. Para medir la porosidad
accesible el método mas ampliamente utilizado es el llamado expansion de gas, pero
existen otros como la microscopia Optica de polarizacion, o la microscopia
electronicade barrido. Respecto a los métodos indirectos de la medida de la porosidad,
éstas técnicas consisten en la introduccién de fluidos (liquidos como el agua o el
mercurio, o gases como el nitrdgeno o el helio) en los espacios vacios del material, y
determinar el volumen de fluido introducido, lo que indica el volumen de vacios
existente. En la presente invencion, el soporte poroso puede comprender cualquier
porosidad. No obstante, preferiblemente comprende una porosidad de entre 10° y10'2

cm2, mas preferiblemente, entre 10" y 10'2 cm-2.

Otra caracteristica del soporte poroso del biosensor de la invencion es que comprende
una pluralidad de poros que comprenden un acceso al exterior del soporte poroso. En
el estado de la técnica este tipo de poros se denominan poros abiertos. Como se ha
explicado al principio de la presente descripcion, dicho acceso al exterior del soporte
poroso es el que esta bloqueado por el aptamero en ausencia de S. aureus y que

impide la salida al exterior del indicador que esta almacenado dentro de los poros.

El soporte poroso del biosensor de la invencion puede ser de cualquier material que
sea poroso segun se ha definido en los parrafos anteriores. Ejemplos de materiales
porosos que pueden usarse en el contexto de la presente invencion como soporte
poroso incluyen, sin limitar a, alimina anddica nanoporosa, silica nanoporosa, 6xido
de titanio y grafeno. No obstante, en una realizacion preferida del biosensor de la

invencion, el soporte poroso es diéxido de silicio o alumina.

El soporte poroso del biosensor de la invencion comprende un indicador en el interior
de los poros. En la presente invencion el término "indicador" se refiere a cualquier
compuesto susceptible de ser visualizado y/o cuantificado. Ejemplos de indicadores
incluyen, sin limitarse a, colorantes, fluoréforos, sustancias con actividad redox, con
resonancia plasmonica o biolégicamente activas como agentes citotoxicos, proteinas,

pequenas biomoléculas, enzimas o fragmentos de acidos nucleicos. En una
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realizacion preferida del biosensor de la invencion, el indicador es rodamina B.

Otro de los componentes del biosensor de la invencién es un aptamero que reconoce
de forma especifica S. aureus. Asi, en la presente invencion el término “aptamero” se
refiere a una molécula monocatenaria de ADN o ARN que puede plegarse en una
variedad de estructuras. Un aptamero se puede unir especificamente a su diana con
una afinidad en el rango de nano-picomolar. El aptamero de la presente invencion
tiene dos funciones: por un lado, reconocer especificamente S. aureus, y por otro lado
bloquear los poros del material poroso, impidiendo la salida del indicador. En el
biosensor de la invencion el aptamero presenta una conformacion estructural
secundaria que, en las condiciones correctas, reconoce especificamente la pared de la
bacteria, lo que produce un desplazamiento de la secuencia nucleotidica (del
aptamero) de la superficie del soporte poroso como consecuencia de que la fuerza de
afinidad entre la pared de la bacteria y el aptamero es mas grande que las fuerzas que
unen el aptamero al soporte poroso. Esto resulta en la apertura o desbloqueo de los
poros y en la difusion del indicador al medio de ensayo. Asi, en una realizacion
preferida del biosensor de la invencion, el aptdmero comprende la secuencia de
nucleotidos SEQ ID NO: 2 (5-TTT TGG GGG GTC CCT ACG GCG CTA ACC CCC
CCA GTC CGT CCT CCC AGC CTC ACA CCG CCA CCG TGC TAC AAC GGG GGG
TTT T-3’). Dicha secuencia SEQ ID NO: 2 reconoce especificamente la pared de las
células de S. aureus, garantizando no solo la especificidad del biosensor para S.
aureus, sino también que la deteccion y/o el diagnéstico de las células bacterianas es
directa y no a través de biomarcadores de S. aureus, los cuales no implican la

presencia activa de dicha especie bacteriana.

En el biosensor de la invencion, el aptamero esta anclado a la superficie del soporte
poroso en una localizacion tal que, en ausencia de S. aureus, los poros del material
poroso estan bloqueados, impidiendo la salida del indicador. Dicho anclaje puede
producirse directamente a la superficie del soporte por interaccién electrostatica o
adsorcion o mediante un enlazador o linker que facilita su union electrostatica o

covalente.

No obstante, en una realizacion preferida del biosensor de la invencion, el aptamero
esta anclado a la superficie del soporte poroso a través de un grupo organico polar

derivatizado con un oligonucledétido de union, en donde la secuencia de nucleétidos de

8



10

15

20

25

30

35

ES 2767873 Al

dicho oligonucleétido de union es parcialmente complementaria al aptamero.

En la presente invencion el término “grupo organico polar” se refiere a compuestos que
contienen carbono y que tienen regiones distintas de carga positiva y negativa como
resultado de la union con atomos como el nitrégeno, el oxigeno o el azufre. El grupo
organico polar puede estar en forma neutra o catiénica. En la presente invencion los
términos “grupo organico neutro” y “grupo organico catidnico” se refieren a
compuestos en los cuales la suma de las cargas de las distintas regiones es neutra o

positiva, respectivamente.

Asi, en una realizacion preferida del biosensor de la invencion, el grupo organico
neutro se selecciona del grupo que consiste en acido carboxilico (-COOH), alcohol (-
OH), aldehido (-CHO), alquenilo C2-Csp, alquinilo C2-C3p, amina (-NHz 6 -NR'R™),
amida (-C(O)NR'R™), azida (-N3), cetona (-C=0), éster (-COOR"), éter (R'-O-R"),
halégeno, imina (RR'C=NR"), isocianato (-NCO), isotiocianato (-N=C=S), nitrilo (-C=N),
nitro (-NO2) y tiol (-SH), representando cada R’ y R”, de manera independiente, un
hidrogeno, un alquilo C2-Csp, un alquenilo C2-C3p, 0 un alquinilo C»-Cs, todos estos
grupos pueden ser lineales o ramificados o estar sustituidos o no sustituidos. En una

realizacion mas preferida, el grupo organico neutro es el isocianato (-N=C=S).

En otra realizacion preferida del biosensor de la invencion, el grupo organico cationico
se selecciona del grupo que consiste en aminas (-NH4*), grupos guanidinio ([CHeN3]*),
fosfonio (-PH4*) o de amonio cuaternario (-NRs*), en donde cada R se selecciona

independientemente entre un alquilo C4-Cag, lineal o ramificado, y un cicloalquilo C3-Cs.

En una realizacién preferida del biosensor de la invencién, el grupo organico polar esta
derivatizado con un oligonucleétido de unién que comprende la secuencia SEQ ID NO:
1 (NH2-(CH2)6-5’-AAA AAA CCC CCC-3’). Como se puede apreciar, el oligonucleétido
de unién tiene una secuencia de nucleétidos tal que hibrida parcialmente con el

aptamero que comprende la secuencia SEQ ID NO: 2.

En la presente invencion, el término "derivatizado" se refiere a la conversion de un
compuesto original en una sustancia quimicamente similar mediante cambios

quimicos.
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En la presente invencion el término “oligonucledtido” se refiere a moléculas de ADN o
ARN monocatenarias de secuencia corta, tanto naturales como artificiales, donde los

nucleodtidos pueden ser modificados, por ejemplo, mediante metilaciéon en 5'.

Tal como se ha indicado en parrafos anteriores, en el biosensor de la invencion el
aptamero esta anclado a la superficie del soporte poroso en una posicion tal que
(i en ausencia de S. aureus, el aptamero bloquea el acceso de los poros al
exterior impidiendo la salida del indicador, y
(i) en presencia de S. aureus, el aptamero reconoce y se une a dicha
bacteria, desbloqueando el acceso de los poros al exterior y permitiendo

la salida del indicador.

Por lo tanto, el anclaje del aptamero cubre tota la superficie exterior del material
poroso, incluyendo el borde de los poros para que pueda funcionar como “puerta
molecular” y, dependiendo de la presencia o ausencia de S. aureus en el medio, el
aptamero sufra un cambio de conformacion estructural que o bien permita la salida del
indicador (el acceso del poro con el exterior no esta bloqueado) o bien impida la salida

del mismo (el acceso del poro con el exterior esta bloqueado).

Usos del biosensor de la invencion

A lo largo de los parrafos anteriores, se ha puesto de manifiesto el funcionamiento del
biosensor de la invencion y su utilidad en la deteccion de S. aureus. Ademas, los
inventores han observado que el biosensor de la invencidon no solo es util para detectar
S. aureus en el medio, sino que la cantidad de indicador liberada al medio es
proporcional a la concentracién de S. aureus, por lo que el biosensor de la invencion

también es util en la cuantificacion de S. aureus.

Por lo tanto, en otro aspecto, la presente invencion se relaciona con el uso del
biosensor de la invencion para la deteccion y/o cuantificacion de S. aureus en una

muestra, de ahora adelante el “uso del biosensor de la invencion”.

S. aureus puede estar presente en una amplia variedad de ambientes, desde suelos,

agua y aire, utensilios y superficies, hasta en humanos y animales. En la industria
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alimentaria, la presencia de S. aureus en las zonas de procesado de los alimentos
puede originar la contaminacion de estos, con el correspondiente riesgo para la salud
humana y animal. Asi, la deteccién y/o cuantificacion de S. aureus mediante el
biosensor de la invencidn puede llevarse a cabo en cualquier muestra que sea

susceptible de estar contaminada por S. aureus.

En la presente invencién se entiende por “muestra” a una parte o cantidad pequefia de
una cosa que se considera representativa del total y que se toma o se separa de ella
para someterla a estudio, analisis o experimentaciéon. En la presente invencion, dicho
estudio, analisis o experimentacion hace referencia a la presencia/ausencia de S.
aureus. Ejemplos de muestras adecuadas para el método de deteccion de la invencion
incluyen, sin limitarse a, muestras clinicas, muestras alimentarias y muestras
ambientales. Dentro del término “muestra” también se incluyen muestras que han sido
manipuladas de alguna manera después de su obtencion, por ejemplo, mediante el
tratamiento con reactivos, la solubilizacion o el enriquecimiento de ciertos
componentes. En una realizacion preferida, las muestras aisladas son procesadas
para obtener una solucion liquida con los componentes que componen la muestra,
incluido las células de S. aureus presentes. En una realizacion preferida del uso de la
invencion, la muestra es una muestra alimentaria, una muestra clinica o una muestra

ambiental.

En la presente invencidén se entiende por “muestra alimentaria” a aquella muestra

aislada de un alimento, tanto sélido como liquidos, procesados o crudos.

En la presente invencion se entiende por “muestra ambiental” aquella muestra que
procede del entorno o del medio ambiente y que es susceptible de ser o estar
contaminado por S. aureus, tal como aguas residuales industriales o caseras,
soluciones laboratoriales como soluciones tampadn, liquidos de cultivo, soluciones de

reaccion, lavados y similares.

En la presente invencién se entiende por “muestra clinica” a aquella muestra aislada
de un sujeto. El término “muestra clinica” abarca tanto muestras de sangre y otras
muestras liquidas de origen bioldgico, muestras de tejidos sdlidos, como una muestra
de biopsia o cultivos de tejidos o células derivadas de ellos y su progenie, como

células en cultivo celular, los sobrenadantes celulares, los lisados celulares, el suero,
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el plasma, los fluidos biolégicos y las muestras de tejidos. Ejemplos de muestras
clinicas adecuadas para el uso de la invencion incluyen, sin limitarse a, tejidos
celulares, material fecal y liquidos corporales, tales como, sangre, orina, saliva, suero
y liquido pleural, liquido peritoneal, liquido sinovial y liquido cefalorraquideo. En una
realizacion preferida en el uso de la invencién, la muestra bioloégica se selecciona del
grupo que consiste en sangre, suero, esputo, liquido pleural, peritoneal, sinovial o

cerebroespinal.

En la presente invencidén, la muestra clinica es aislada de un sujeto. El término
“sujeto”, tal como se utiliza en la presente descripcion, hace referencia a cualquier
animal, preferiblemente un mamifero e incluye, pero no se limita a, animales
domésticos y de granja, primates, y humanos. En una realizacion preferida, el sujeto

es un ser humano de cualquier sexo, edad o raza.

En la presente invencidon se entiende por “detectar” o “deteccion” al reportar o

identificar células de S. aureus en una muestra.

En la presente invencion se entiende por “cuantificar” o “cuantificacion” a la
determinacion de cantidad, numero, o concentracion en unidad de volumen, de las

células bacterianas de S. aureus en una muestra.

El biosensor de la invencion también es de utilidad en el diagndstico de enfermedades
causadas por S. aureus. Asi, en otro aspecto, la presente invencion se relaciona con el
uso del biosensor de la invencién para diagnosticar in vitro, de ahora adelante “el uso
diagnéstico del biosensor de la invencion”, una enfermedad causada por S. aureus en

un sujeto.

El término “sujeto” ha sido definido en parrafos anteriores y es aplicable al presente
aspecto inventivo. Asi, en una realizacion preferida del uso diagndéstico del biosensor

de la invencion, el sujeto es ser humano.

En la presente invencion se entiende por “diagnosticar” al procedimiento por el cual se
identifica una determinada enfermedad, entidad nosoldgica, sindrome, o cualquier
condicion de salud-enfermedad, mediante el analisis de una serie de parametros

clinicos o sintomas caracteristicos de dicha enfermedad, y que la distinguen de otras
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enfermedades con cuadros clinicos semejantes. En la presente invencion la
enfermedad a identificar es aquella causada por S. aureus, y el parametro clinico es la

presencia de S. aureus en una muestra aislada del sujeto.

S. aureus es una bacteria patégena, Gram-positiva, inmovil, catalasa positiva, no
formadora de esporas, que puede sobrevivir durante largos periodos de tiempo en
ambientes sin humedad. Su crecimiento se desarrolla entre los 7°C hasta los 50 °C,
teniendo su 6ptimo de crecimiento en los 35 °C. Su capacidad para producir en pocas
horas enterotoxinas resistentes al calor, la convierte en una bacteria causante de un
gran numero de intoxicaciones alimentarias, asi como el causante de diversos
procesos infecciosos que van desde infecciones cutdneas hasta enfermedades
sistémicas mortales. Ejemplos de enfermedades causadas por S. aureus incluyen, sin
limitarse a, infecciones de la piel o tejidos blandos, intravasculares, de los huesos,
articulares, respiratorias, otras infecciones invasivas como meningitis o del espacio
quirurgicos, enfermedades mediadas por toxinas u otras infecciones asociadas a
materiales externos al cuerpo como catéteres y proétesis, entre otras. No obstante en
una realizacion preferida del uso diagndstico del biosensor de la invencion, la
enfermedad causada por S. aureus se selecciona del grupo que consiste en sindrome
de la piel escaldada por estafilococo, intoxicacion alimentaria, Sindrome de shock-
téxico estafilocécico, absceso cutaneo, impétigo, foliculitis, antrax (forunculosis),
celulitis de cara y cuello, hidradenitis supurada, mastitis, bacteremia, sepsis,
endocarditis, neumonia, empiema, osteomielitis, artritis séptica, meningitis, peritonitis,

pericarditis, piomisitis y sindrome de coagulacion intravascular diseminada.

Métodos de la invencién

De forma analoga a los usos del biosensor de la invencion descritos en parrafos
anteriores, en la presente invencion también se contemplan los métodos dirigidos tanto
a detectar y/o cuantificar S. aureus en una muestra, como los dirigidos a diagnésticas

enfermedades causadas por una infeccién de S. aureus en un sujeto.

Por lo tanto, en otro aspecto la invencion se relaciona con un método in vitro para
detectar y/o cuantificar S. aureus, de ahora adelante el “método de deteccion y/o
cuantificaciéon de la invencién”, en una muestra que comprende:

a) poner en contacto el biosensor de la invenciéon con una muestra, y
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b) detectar o medir el indicador en el medio,
en donde
- la presencia del indicador en el medio es indicativa de la presencia de S.
aureus en la muestra, y/o
- la cantidad del indicador en el medio es proporcional a la concentracion de S.

aureus en dicho medio.

Los términos “detectar”, “cuantificar”, “S. aureus” y “muestra”, han sido definidos o
explicados en parrafos anteriores, y dichas definiciones y las realizaciones particulares
de los mismos son aplicables al presente aspecto inventivo. Asi, en una realizacion
particular del método de deteccidén y/o cuantificacion de la invencion, la muestra se
selecciona del grupo que consiste en una muestra alimentaria, una muestra ambiental
0 una muestra clinica, preferiblemente, la muestra clinica se selecciona del grupo que

consiste en sangre, suero, esputo, liquido pleural, peritoneal, sinovial o cerebroespinal.

La primera etapa del método de deteccién y/o cuantificacion de la invencion [etapa a)]
comprende poner en contacto el biosensor de la invencién con una muestra. Como se
ha explicado en parrafos anteriores, dicha muestra ha podido ser tratada previamente
antes de ser puesta en contacto con el biosensor. Técnicas de manipulacién o
preparacion de muestras para ser sometidas al analisis de sus componentes, en
particular, para el analisis de la deteccion de microrganismos, son ampliamente
conocidos en el estado de la técnica. En una realizacion preferida del método de
deteccién y/o cuantificacion de la invencion, previamente a la etapa a), el método

comprende mezclar la muestra con una disolucion tampaon.

El término “disolucion tampén” en la presente invencion se refiere a soluciones en
concentraciones relativamente elevadas de un acido y su base conjugada, es decir,
sales hidroliticamente activas. Tienen la propiedad de mantener estable el pH de una
disolucion frente a la adicion de cantidades relativamente pequenas de acidos o bases
fuertes. En el método de deteccion y/o cuantificacion de la presente invencion la
disolucion tampdn permite mantener el pH del medio en un umbral estrecho de modo a
evitar cambios en la solucion que puedan afectar el resultado del método. En una
realizacion preferida la “disolucién tampdn” es solucion tampén de fosfato (PBS en la
sigla en inglés). En una realizacion preferida, el pH del medio es de 6,5 a 8,5,

preferiblemente pH de 7 a 8, aun mas preferiblemente pH 7,5.
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En una segunda etapa [etapa b)], el método de deteccion y/o cuantificaciéon de la
invencion comprende detectar o medir el indicador en el medio. Los medios y técnicas
necesarias para detectar o cuantificar el indicador en el medio son determinados por el
indicador utilizado, y tales medios y técnicas son conocidos en el estado de la técnica
por un experto en la materia que sabra cuales medios y técnicas utilizar. Ejemplos de
métodos o técnicas incluyen, sin limitarse a, observacidn visual, espectroscopia de
fluorescencia o ultravioleta-visible. En una realizacion preferida del método de
deteccidn de la invencion, la deteccion y la cuantificacion se realiza por medicion de la
intensidad de fluorescencia del medio, mas preferiblemente, la medicion de la

intensidad de fluorescencia con una longitud de onda de 550 a 625 nm del medio.

Una vez detectada o medida la cantidad de indicador en el medio, el biosensor permite
concluir que
- la presencia del indicador en el medio es indicativa de la presencia de S.
aureus en la muestra, y/o
- la cantidad del indicador en el medio es proporcional a la concentracion de S.

aureus en dicho medio.

En la presente invencioén, la expresién “la presencia del indicador en el medio es
indicativa de la presencia de S. aureus en la muestra” se refiere a que el aptamero del
biosensor de la invencion se ha conectado, unido, o ha reconocido a las células de S.

aureus, desbloqueando los poros del soporte poroso y liberando el indicador al medio.

En la presente invencion, la expression “la cantidad del indicador en el medio es
proporcional a la concentracion de S. aureus en dicho medio” se refiere a una relacion
proporcional entre el indicador en el medio y el nUmero de células de S. aureus en el
medio, es decir, un cambio en la cantidad del indicador en el medio se corresponde

con un cambio en la concentracion de S. aureus en el medio.

Debido a las caracteristicas del biosensor de la invencién, éste también puede
emplearse en el diagnostico de enfermedades causadas por S. aureus. Por lo tanto,
en otro aspecto, la presente invencién se relaciona con un método in vitro para
diagnosticar una enfermedad causada por S. aureus, de ahora en adelante el “método

de diagnéstico de la invencidn”, en un sujeto que comprende:
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a) poner en contacto un biosensor de la invencidon con una muestra biolégica
aislada de un sujeto, y
b) detectar el indicador en el medio,
en donde
- la presencia del indicador en el medio es indicativa de que el sujeto sufre una

enfermedad causada por S. aureus.

Los términos “detectar”, “cuantificar”, “S. aureus” y “muestra” han sido definidos y
explicados en aspecto inventivos anteriores, y dichas definiciones y las realizaciones
particulares de los mismos son aplicables al método de diagndstico de la invencion.
Enfermedades causadas por S. aureus han sido ejemplificadas en aspectos inventivos
anteriores y dichos ejemplos y las realizaciones particulares de los mismos son

aplicables al método de diagndstico de la invencion.

Asi, en una realizacion preferida del método de diagndstico de la invencién, la
muestra se selecciona del grupo que consiste en una muestra alimentaria, una
muestra ambiental o una muestra clinica, mas preferiblemente, la muestra clinica se
selecciona del grupo que consiste en sangre, suero, esputo, liquido pleural, peritoneal,

sinovial o cerebroespinal.

En otra realizacion preferida del método de diagndstico de la invencion, la enfermedad
causada por S. aureus se selecciona del grupo que consiste en: sindrome de la piel
escaldada por estafilococo, intoxicacién alimentaria, Sindrome de shock-toxico
estafilocdcico, absceso cutaneo, impétigo, foliculitis, antrax (forunculosis), celulitis de
cara y cuello, hidradenitis supurada, mastitis, bacteremia, sepsis, endocarditis,
neumonia, empiema, osteomielitis, artritis séptica, meningitis, peritonitis, pericarditis,

piomisitis y sindrome de coagulacion intravascular diseminada.

En otra realizacion preferida del método de diagndstico de la invencion, el sujeto es

ser humano.

En otra realizacion preferida del método de diagnéstico de la invencién, previamente a
la etapa a), el método comprende mezclar la muestra con una disolucion tampén. En
otra realizacion mas preferida, la “disolucion tampdn” es solucién tampén de fosfato

(PBS en la sigla en inglés). En otra realizacion preferida, el pH del medio es de 6,5 a
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8,5, preferiblemente pH de 7 a 8, aun mas preferiblemente pH 7,5.

Tal como se usa en la presente descripcion, la expresion “la presencia del indicador en
el medio es indicativa de que el sujeto sufre una enfermedad causada por S. aureus”
se refiere a que debido a la interaccion del aptamero del biosensor de la invencién con
las células de S. aureus, el indicador es liberado por los poros hacia el medio de
ensayo, revelando la presencia en dicho medio de células de S. aureus, y por

asociacion la enfermedad causada por el agente patdgeno S. aureus.

Kit de la invencidn y sus usos

La puesta en practica de los usos y los métodos de la invencion comprende el empleo

del biosensor de la invencion, el cual puede estar formando parte de un kit.

Por lo tanto, en otro aspecto, la presente invencion se relaciona con un kit, de ahora
adelante el “kit de la invencion”, que comprende el biosensor de la invencion. Ademas
del biosensor, el kit puede comprender otros componentes Utiles en la puesta en
practica de la presente invencion, tales como, buffers, vehiculos de entrega, soportes
del material, componentes de controles positivos y/o negativos, etc. Opcionalmente,
tales controles comprenden el biosensor de la invencion con modificaciones para su
uso como controles, por ejemplo, aptameros que no reconocen S. aureus. Ademas de
los componentes mencionados, los kits podran incluir también instrucciones para
practicar el objecto de la invencion. Estas instrucciones pueden ser presentes en los
kits mencionados en una variedad de formas, uno o mas de los cuales pueden estar
presentes en el kit. Una forma en la que estas instrucciones pueden estar presentes es
como informacién impresa en un medio o sustrato adecuado, p. €j., una hoja o hojas
de papel en las que se imprime la informacion, en el embalaje del kit, en un inserto de
paquete, etc. Otro medio seria un medio legible por ordenador, por ejemplo, un CD, un
USB, etc., en el que se haya registrado la informacién. Otro medio que puede estar
presente es una direccion de sitio web que puede utilizarse a través de Internet para
acceder a la informacion en un sitio remoto. Cualquier medio conveniente puede estar

presente en los kits.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con el uso del kit de la invencion para la

deteccidn y/o cuantificacion de S. aureus en una muestra.
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En otro aspecto, la invencién se relaciona con el uso del kit de la invencion para

diagnosticar in vitro una enfermedad causada por S. aureus en un sujeto.

Los términos “deteccioén”, “cuantificacion”, “diagndstico”, “muestra” y “sujeto” han sido
definidos en otros aspectos de la presente invencién y son aplicables al kit de la
invencion y sus usos. Asimismo, las realizaciones preferidas de dichos términos
también son aplicables al kit de la invencidn y sus usos. Por lo tanto, en una
realizacion preferida, la muestra se selecciona del grupo que consiste en sangre,
suero, esputo, liquido pleural, peritoneal, sinovial o cerebroespinal. Enfermedades
causadas por S. aureus han sido ejemplificadas en aspectos inventivos anteriores y
dichos ejemplos y las realizaciones particulares de los mismos son aplicables al kit de
la invencién y sus usos. Asi, en otra realizacion preferida, la enfermedad causada por
S. aureus se selecciona del grupo consiste en: sindrome de la piel escaldada por
estafilococo, intoxicacion alimentaria, Sindrome de shock-toxico estafilococico,
absceso cutaneo, impétigo, foliculitis, antrax (forunculosis), celulitis de cara y cuello,
hidradenitis supurada, mastitis, bacteremia, sepsis, endocarditis, neumonia, empiema,
osteomielitis, artritis séptica, meningitis, peritonitis, pericarditis, piomisitis y sindrome
de coagulacion intravascular diseminada. En otra realizacion preferida, el sujeto es un

ser humano.

Método de preparacion el biosensor de la invencién

Otro aspecto de la presente invencion es un método de preparacion del biosensor de
la invencion que comprende:
a) Introduccién del indicador en el soporte poroso,
b) Funcionalizacion del material de la etapa a) mediante la uniéon de un grupo
organico neutro o catioénico a la superficie, y

c) Adicién del aptamero que reconoce S. aureus.

En una realizacion preferida del método de preparacion del biosensor de la invencién,
entre el paso b) y c), se derivatiza el grupo organico neutro o catidénico unido a la

superficie del material de la etapa a),

En los Ejemplos 1 a 4 de la presente descripcion se describe en detalle cémo llevar a
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cabo el método de preparacion del biosensor de la invencion.

Realizaciones particulares del método de preparaciéon del biosensor de la invencién

son todas aquellas realizaciones particulares del biosensor de la invencion, tales como

las descritas previamente en la presente descripcion:

A

el aptamero esta anclado a la superficie del soporte poroso a través de un grupo
organico polar derivatizado con un oligonucleétido de unién, en donde la
secuencia de nucledtidos de dicho oligonucleétido de unidn es parcialmente
complementaria al aptamero, y/o

el grupo organico polar es un grupo organico neutro o catioénico, y/o

el grupo organico neutro se selecciona del grupo que consiste en acido carboxilico
(-COOH), alcohol (-OH), aldehido (-CHO), alqueno, alquino, amina (-NH2 ¢ -
NR'R™), amida (-C(O)NR'R™), azida (-N3), cetona (-C=0), éster (-COOR"), éter
(R’-O-R™), haldégeno, imina (RR'C=NR"), isocianato (-NCO), isotiocianato (-
N=C=S), nitrilo (-C=N), nitro (-NO;) y tiol (-SH), siendo R una etiqueta genérica
para una cadena lateral, sustituyente o grupo quimico unido a uno de los grupos
funcionales principales descritos, y/o

el grupo organico cationico se selecciona del grupo que consiste en aminas,
grupos guanidinio ([CHeN3]*)), fosfonio (PH4*) o de amonio cuaternario (NR4*), en
donde R se selecciona entre alquilo C4-Csp lineal o ramificado y cicloalquilo C3-Ce,
y/o

el grupo organico polar esta derivatizado con un oligonucleétido de unién que
comprende la secuencia NH2-(CH2)s-SEQ ID NO: 1, y/o

el aptamero comprende la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO: 2 y/o

el indicador es rodamina B, y/o

el soporte poroso es microporoso, mesoporoso 0 Macroporoso, y/o

el tamano medio de los poros del soporte poroso es de entre aproximadamente 2
y 100 nm, mas preferiblemente de entre aproximadamente 2 y 50 nm, y/o

el soporte poroso es diéxido de silicio o alumina.

lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus

variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o

pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la

invencion se desprenderan en parte de la descripcién y en parte de la practica de la

invencion. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y
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no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Diagrama del biosensor de la invencion y la sucesion de eventos en presencia

de S. aureus.

Fig. 2. Imagen de FESEM del material NAA y del solido S2.

Fig. 3. Estudio de liberacién de rodamina B desde el material de la invencion en

presencia de 102 UFC/mL de S. aureus y (b) en ausencia de S. aureus.

Fig. 4. Liberacion de rodamina B desde el material de la invencion en presencia de
diferentes concentraciones de S. aureus. Los ensayos se realizaron a 60 min en PBS
apH7,5.

Fig. 5. Liberacién de rodamina B desde el material de la invencién en presencia de 10?
UFC/mL de S. aureus, S. conhii, S. capitis, S. epidermidis, S. carnosus, S.
saprophyticus, S. chromogenes, S. xylosus, S. haemolyticus, S. lugdunensis, S.

hominis y S. warneri. Los ensayos se realizaron a 60 min en PBS a pH 7,5.
EJEMPLOS

A continuacién, se ilustrara la invencién mediante unos ensayos realizados por los
inventores, que ponen de manifiesto la preparacion y el funcionamiento del biosensor

de la invencion y su efectividad para la deteccién de Staphylococcus aureus.

Materiales e Instrumentacion

Para la preparacion de los materiales porosos se empled un agitador magnético
termostatico y material de vidrio y plastico habitual. Todos los reactivos utilizados para
la preparacion de los materiales se emplearon tal cual se recibieron de las casas
comerciales sin ninguna purificacion extra. Los materiales obtenidos se caracterizaron
mediante microscopia electrénica de barrido de emision de campo (FESEM),
espectroscopia de dispersién de energia de rayos X (EDX) y espectroscopia de

fluorescencia. Las imagenes de FESEM y el analisis EDX se obtuvieron con un
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microscopio ULTRA 55 (Zeiss). Las medidas de fluorescencia se llevaron a cabo en un

fluorimetro de microplacas Synergy H1 (BioTek, Winooski, VT, USA).

Ejemplo 1: Sintesis del sélido S1

10 placas independientes de alumina mesoporosa (2 mm de diametro y 0,1 mm de
altura) se sumergieron en una disolucién que contenia 8 mL de acetonitrilo y rodamina
B a 1 mM, dejando la mezcla en agitacion a temperatura ambiente durante 24 horas.
A continuacién se afadieron 40 yL por placa de (3-isocianatopropil) trietoxisilano (1,25
MM) y se dejo reaccionar a temperatura ambiente durante 5,5 horas. El sélido obtenido

se caracterizd6 mediante las técnicas de FESEM y EDX y se identificé como S1.

Ejemplo 2: Sintesis del sélido S2

4 placas independientes de S1 se sumergieron en 700 yL de una disolucion de
acetonitrilo con rodamina B (1 mM) y se afiadieron 100 pL del oligonucleétido de
unién (NH2-(CH2)s-SEQ ID NO: 1 (5’-AAA AAA CCC CCC-3’) a 100 yM. A esta mezcla
se le adicion6 2 pL de trietilamina (catalizador para favorecer la formacion del enlace
urea) y se dejo agitar a temperatura ambiente durante 3 horas. El sélido S2 obtenido
se caracterizd mediante las técnicas de FESEM (Microscopio Electrénico de Barrido

de Emisién de Campo) y EDX (Energy Dispersive X-ray spectroscopy).

Ejemplo 3: Sintesis del sélido S3 (el biosensor de la invencion)

2 placas independientes de solido S2 se sumergieron en 90 yL de una disolucion de
tampén fosfato salino (PBS) a pH 7,5 conteniendo 10 pL del oligonucledtido SEQ ID
NO: 2 (5-TTT TGG GGG GTC CCT ACG GCG CTA ACC CCC CCA GTC CGT CCT
CCC AGC CTCACACCGCCACCGTGCTACAACGGG GGG TTTT-3)a100 uMy
se dejo agitar a durante 2 horas a una temperatura de 30°C. A continuacion se lavé en
sélido con la disolucion tamponada de PBS gota a gota y se obtuvo el sélido S3, el
biosensor de la invencion, el cual se caracterizé mediante las técnicas de FESEM y
EDX.

Ejemplo 4: Caracterizacion de los materiales obtenidos

Los soportes de alumina porosa consistieron en una pelicula anddica de oxido de
aluminio sobre una capa de aluminio de 0,1 mm de espesor con una densidad de
poros de 910" cm2 y poros de 5 nm de diametro y longitud de 10 um. En la Figura 2A

se muestran las imagenes obtenidas mediante FESEM, donde puede visualizarse la
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superficie porosa de las placas de alumina. Asimismo, las imagenes de FESEM del
material S3 muestran la existencia de una capa de materia organica sobre la superficie
del material, mientras que la existencia de poros en ciertas areas confirma la
conservacion de la estructura porosa a lo largo de la sintesis del biosensor de la

invencion (Figura 2B).

El contenido de materia organica correspondiente a los distintos soélidos fue
determinado por analisis EDX. Mediante esta técnica, se confirmd la presencia de
atomos de carbono, nitrégeno y fésforo correspondiente a las moléculas de rodamina
B, 3-isocianatopropil y oligonucleétidos de cada uno de los materiales. Los valores
obtenidos de C, N y P en referencia al contenido de atomos de aluminio (C/Al, N/Al y

P/Al) se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: Contenido materia organica de los distintos sélidos

C/Al  N/Al  P/Al
S1 142 - -
S2 0,10 ND ND
S3 024 0,04 0,01

Ejemplo 5: Comportamiento del biosensor de la invencidn en presencia de células de

S. aureus.

2 placas independientes del biosensor de la invencidon se sumergieron en 900 uL de
disolucion tampoén a pH 7,5 (PBS) cada una. A una de ellas se le anadieron 100 pL de
la disolucion tamponada (curva a de la Figura 3) y a la otra se le afadieron 100 pL de
una suspension bacteriana de S. aureus a una concentracion de 10® UFC/mL (curva b
de la Figura 3). En ausencia del analito diana no se observo liberacion del colorante en
funcién del tiempo (Figura 3 curva a). En cambio, en presencia de S. aureus se

observo una liberacion del colorante, tal y como muestra la curva b de la Figura 3.

Ejemplo 6: Comportamiento del biosensor de la invencién en presencia de diferentes

concentraciones de S.aureus.

6 biosensores de la invencion se sumergieron individualmente en 900 uL de disolucion
tampén a pH 7,5 (PBS) y a una de ellas se le afiadieron 100 pL de diluciones seriadas

de una suspension bacteriana de S. aureus hasta alcanzar las concentraciones finales
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comprendidas en el rango de10%y 10 UFC/mL. Tal y como se observa en la Figura
4, la cantidad de indicador liberado a los 60 minutos de ensayo es proporcional a la
concentracion de bacteria presente en el medio, estableciéndose un limite de
deteccién de 2 UFC/mL.

Ejemplo 7: Comportamiento del biosensor de la invencién en presencia de otras

especies de Staphylococcus.

La Figura 5 muestra la rodamina B liberada del material S3 (biosensor de la invencion)
en presencia de diferentes especies del género Staphylococcus (Staphylococcus
conhii, Staphylococcus capitis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus carnosus,
Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus
xylosus, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus
hominis y Staphylococcus warneri). Como se puede observar, solo se produce
liberacion de rodamina B en presencia S. aureus, demostrandose la alta selectividad

que se alcanza con el biosensor de la invencion.

Ejemplo 8: Comportamiento del biosensor de la invencién en presencia de muestras

clinicas de pacientes infectados por S. aureus.

Se realizé la validacion del sistema en muestras clinicas reales. Concretamente, se
analizé la presencia de S. aureus en 25 muestras de hemocultivo de pacientes con
sospecha de infeccion por S. aureus. Todas las muestras fueron analizadas en
paralelo por el servicio de microbiologia del Hospital Universitari i Politécnic La Fe. Tal
y como muestra la Tabla 2, el biosensor de la invencién consigui6 identificar el 100%

de las muestras infectadas.
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Tabla 2: Validacion del método de diagnéstico de la invencién en muestras reales de
hemocultivos de pacientes con sospecha de infeccion por S. aureus.

# Muestra Método de referencia S3°
(hemocultivo)?
+

O©CoONOOOBRWN -

—

o
++ +++ A+ o+
. Tk i T T T S S S S S A S

-

O
1
)
1
o

a) Se considera positivo (+) cuando de las muestras de sangre se aisla alguna colonia

de S. aureus.

b) Se considera positivo (+) cuando la intensidad de fluorescencia a 575 nm (Aexc =
555 nm) es igual o mayor que 3 veces la desviacion estandar de 3 controles
negativos.

©) Negativo para S. aureus y positivo para S. lugdunensis.
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REIVINDICACIONES

1. Un biosensor que comprende

- un soporte poroso que comprende un indicador en el interior de los poros, y

- un aptamero que reconoce de forma especifica Staphylococcus aureus,

en donde

- una pluralidad de poros que comprenden un acceso al exterior del soporte
poroso, y

- el aptamero esta anclado a la superficie del soporte poroso en una posicion tal
que
(i) en ausencia de S. aureus, el aptamero impide la salida del indicador del

soporte poroso, y

(i) en presencia de S. aureus, el aptamero reconoce y se une a dicha

bacteria, permitiendo la salida del indicador del soporte poroso.

2. Biosensor segun la reivindicaciéon 1, en donde el aptamero estd anclado a la
superficie del soporte poroso a través de un grupo organico polar derivatizado con un
oligonucledtido de wunion, en donde la secuencia de nucledtidos de dicho

oligonucledtido de unién es parcialmente complementaria al aptamero.

3. Biosensor segun la reivindicacién 1 o 2, en donde el grupo organico polar es un

grupo organico neutro o catiénico.

4. Biosensor segun la reivindicacion 3, en donde el grupo organico neutro se
selecciona del grupo que consiste en acido carboxilico (-COOH), alcohol (-OH),
aldehido (-CHO), alquenilo C,-Csp, alquinilo C2-Cso, amina (-NH2 6 -NR'R™"), amida (-
C(O)NR'R™), azida (-N3), cetona (-C=0), éster (-COOR"), éter (R-O-R™"), halégeno,
imina (RR'C=NR"), isocianato (-NCO), isotiocianato (-N=C=S), nitrilo (-C=N), nitro (-
NO,) y tiol (-SH), preferiblemente isotiocianato (-N=C=S), representando cada R’y R”,
de manera independiente, un hidrégeno, un alquilo C2-Csp, un alquenilo C,-C3p, 0 un
alquinilo C2-Csp, todos estos grupos pueden ser lineales o ramificados o estar

sustituidos o no sustituidos.

5. Biosensor segun la reivindicacion 3, en donde el grupo organico catidnico se

selecciona del grupo que consiste en aminas (-NH4*), grupos guanidinio ([CHeN3]*),
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fosfonio (-PH4*) o de amonio cuaternario (-NR4*), en donde cada R se selecciona

independientemente entre un alquilo C4-Cao, lineal o ramificado, y un cicloalquilo Cs-

Ce.

6. Biosensor segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en donde el grupo
organico polar esta derivatizado con un oligonucleétido de uniéon que comprende la
secuencia NH2-(CH2)e-SEQ ID NO: 1.

7. Biosensor segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el aptamero

comprende la secuencia de nucleétidos SEQ ID NO: 2.

8. Biosensor segun una cualquiera de las reivindicadores 1 a 7, en donde el indicador

es rodamina B.

9. Biosensor segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el soporte

pOroso es microporoso, mesoporoso 0 Macroporoso.

10. Biosensor segun la reivindicacion 9, en donde el tamafio medio de los poros del
soporte poroso es de entre aproximadamente 2 y 100 nm, mas preferiblemente de

entre aproximadamente 2 y 50 nm.

11. Biosensor segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el

soporte poroso es dioxido de silicio o alumina.

12. Uso de un biosensor segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 para la

deteccion y/o cuantificacion de S. aureus en una muestra.

13. Uso segun la reivindicacion 12, en donde la muestra se selecciona del grupo que
consiste en una muestra alimentaria o una muestra clinica, preferiblemente, la muestra
clinica se selecciona del grupo que consiste en sangre, suero, esputo, liquido pleural,

peritoneal, sinovial o cerebroespinal.

14. Uso de un biosensor segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 para

diagnosticar in vitro una enfermedad causada por S. aureus en un sujeto.
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15. Uso segun la reivindicacion 14, en donde la enfermedad causada por S. aureus se
selecciona del grupo que consiste en: sindrome de la piel escaldada por estafilococo,
intoxicacion alimentaria, Sindrome de shock-téxico estafilococico, absceso cutaneo,
impétigo, foliculitis, antrax (forunculosis), celulitis de cara y cuello, hidradenitis
supurada, mastitis, bacteremia, sepsis, endocarditis, neumonia, empiema,
osteomielitis, artritis séptica, meningitis, peritonitis, pericarditis, piomisitis y sindrome

de coagulacion intravascular diseminada.

16. Uso segun la reivindicacién 14 o 15, en donde el sujeto es ser humano.

17. Método in vitro para detectar y/o cuantificar S. aureus en una muestra que
comprende:
a) poner en contacto un biosensor segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
11 con una muestra, y
b) detectar o medir el indicador en el medio,
en donde
la presencia del indicador en el medio es indicativa de la presencia de S. aureus
en la muestra, y/o la cantidad del indicador en el medio es proporcional a la

concentracion de S. aureus en el medio.

18. Método in vitro para diagnosticar una enfermedad causada por S. aureus en un
sujeto que comprende:
a) poner en contacto un biosensor segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
11 con una muestra biolégica aislada de un sujeto, y
b) detectar el indicador en el medio,
en donde la presencia del indicador en el medio es indicativa de que el sujeto

sufre una enfermedad causada por S. aureus.

19. Método segun la reivindicacion 18, en donde la enfermedad causada por S. aureus
se selecciona del grupo que consiste en: sindrome de la piel escaldada por
estafilococo, intoxicacion alimentaria, Sindrome de shock-toxico estafilococico,
absceso cutaneo, impétigo, foliculitis, antrax (forunculosis), celulitis de cara y cuello,
hidradenitis supurada, mastitis, bacteremia, sepsis, endocarditis, neumonia, empiema,
osteomielitis, artritis séptica, meningitis, peritonitis, pericarditis, piomisitis y sindrome

de coagulacion intravascular diseminada.
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20. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19, en donde
previamente a la etapa a), el método comprende mezclar la muestra con una

disolucion tampdn.

21. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 20, en donde la muestra
se selecciona del grupo que consiste en una muestra alimentaria o una muestra
clinica, preferiblemente, la muestra clinica se selecciona del grupo que consiste en

sangre, suero, esputo, liquido pleural, peritoneal, sinovial o cerebroespinal.

22. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 21, en donde el sujeto

es ser humano.

23. Un kit que comprende un biosensor segun una cualquiera de las reivindicaciones 1
a11.

24. Uso de un kit segun la reivindicacion 23, para la deteccidn y/o cuantificacion de S.

aureus en una muestra.

25. Uso segun la reivindicacion 24, en donde la muestra se selecciona del grupo que

consiste en sangre, suero, esputo, liquido pleural, peritoneal, sinovial o cerebroespinal.

26. Uso de un kit segun la reivindicacion 23, para diagnosticar in vitro una enfermedad

causada por S. aureus en un sujeto.

27. Uso segun la reivindicacion 26, en donde la enfermedad causada por S. aureus se
selecciona del grupo que consiste en: sindrome de la piel escaldada por estafilococo,
intoxicacion alimentaria, Sindrome de shock-toxico estafilocécico, absceso cutaneo,
impétigo, foliculitis, antrax (forunculosis), celulitis de cara y cuello, hidradenitis
supurada, mastitis, bacteremia, sepsis, endocarditis, neumonia, empiema,
osteomielitis, artritis séptica, meningitis, peritonitis, pericarditis, piomisitis y sindrome

de coagulacion intravascular diseminada.

28. Uso segun la reivindicacién 26 o 27, en donde el sujeto es ser humano.
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29. Método para preparar un biosensor segun una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 11 que comprende
a) Introduccioén del indicador en el soporte poroso,
b) Funcionalizacion del material de la etapa a) mediante la unién de un grupo
5 organico neutro o cationico a la superficie, y

c) Adicién del aptamero que reconoce S. aureus.

30. Método segun la reivindicacion 29 donde después del paso b) y antes del paso c)

se derivatiza el grupo organico neutro o catiénico unido a la superficie del material de
10 la etapa a).

29



ES 2767873 Al

Sfaph}fococcus aureus

® -=rodaminaB

,J = oligonucleotido de union

/? =aptamero

Fig. 1

100 nm p 100 nm
—

Fig. 2

30



Rodamina B liberada (%)

ES 2767873 Al

L g
80
60
- i
20+
@
I ISR L]
0t T —— T T T T
0 10 20 30 40 50 60
t (min)
Fig. 3

31



ES 2767873 Al

w7

100

T T T T T T T
= S (=2 [—
=] =) -+ N

(%) epeiaqi| g euiwepoy

10 10° 10 10" 10° 10 10° 10° 10* 10’
C (UFC/mL)

10°

Fig. 4

32



Rodamina B liberada (%)

ES 2767873 Al

100

o]
=
1

=)
(=]
1

N
[—]
1

aﬂ\’au reuﬁ ol“h‘ ap itis ‘d|9 05“ y‘ geneﬁ‘ osu yucu engl':" m‘nlﬁ r‘qel’
5.0 5 ca oP mo ha 5 5.1 W

Fig. 5

33



OFICINA ESPANOLA
DE PATENTES Y MARCAS

ESPANA

INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA

@) N.° solicitud: 202030356
@ Fecha de presentacion de la solicitud: 27.04.2020

@ Fecha de prioridad:

G) mnt.cl.:  C12Q1/689 (2018.01)

DOCUMENTOS RELEVANTES

Categoria @ Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
Y WO 2019048722 A1 (UNIV VALENCIA POLITECNICA et al.) 14/03/2019, Parrafos [0003], [0007], 1-30

[0015], [0033], [0034], [0039]-[0043], [0048]-[0052], [0059], [0076], [0080], [0081], [0085], [0130],
[0133]-[0134] , [0091], ejemplos. 1-12, tablas 1-4, reivindicaciones 1-13.

Y US 2015316545 Al (PECK KONAN et al.) 05/11/2015, SEQ ID N°:2 1-30

A BORSA BARIS A et al. “Staphylococcus aureus detection in blood samples by silica nanoparticle- 1-30

oligonucleotides conjugates”. Biosensors & Bioelectronics, 30/11/2016, Vol. 86, Paginas 27-32

Categoria de los documentos citados

X: de particular relevancia

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la
misma categoria

A: refleja el estado de la técnica

O: referido a divulgacién no escrita

P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacién
de la solicitud

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha
de presentacion de la solicitud

El presente informe ha sido realizado
para todas las reivindicaciones

] para las reivindicaciones n°:

Fecha de realizacion del informe
08.06.2020

Examinador Pagina
M. L. Serifia Ramirez 1/2




INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA N de solicitud: 202030356

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

C12Q

Bases de datos electrénicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, PATENW, BIOSIS, EMPASE, MEDLINE, NPL, XPESP, XPESP2

Informe del Estado de la Técnica Pagina 2/2



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	IET

