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DESCRIPCION
Aparato y sistema auténomo para detectar microorganismos
Campo de la invencién

[0001] La invencion se refiere a métodos, dispositivos y sistemas para la deteccién de microorganismos de interés
utilizando bacteriéfagos recombinantes.

Antecedentes

[0002] Existe un gran interés en mejorar la velocidad y la sensibilidad para la deteccidén de bacterias, virus y otros
microorganismos en muestras biol6gicas, alimentarias, de agua y clinicas. Los patégenos microbianos pueden
causar una morbilidad sustancial entre los seres humanos y los animales domésticos, asi como enormes pérdidas
econdmicas. La deteccién de microorganismos es una alta prioridad para la Administracién de Alimentos vy
Medicamentos (FDA) y para los Centros de Control de Enfermedades (CDC) debido a brotes de enfermedades
potencialmente mortales o que causan la muerte por la ingestibn de alimentos contaminados con ciertos
microorganismos, por ejemplo, Staphylococcus spp., Escherichia coli o Salmonella spp.

[0003] Las pruebas microbiolégicas tradicionales para la detecciébn de bacterias se basan en cultivos de
enriquecimiento selectivo y no selectivo, seguidos de siembra en placas en medios selectivos y ensayos posteriores
para confirmar colonias sospechosas. Tales procedimientos pueden requerir varios dias. Se han investigado y
puesto en practica una variedad de métodos rapidos para reducir el tiempo requerido. Sin embargo, hasta la fecha,
los métodos que reducen el requisito de tiempo tienen inconvenientes. Por ejemplo, las técnicas que implican
inmunoensayos directos o sondas genéticas requieren de forma general una etapa de enriquecimiento durante la
noche para obtener una sensibilidad adecuada y, por lo tanto, carecen de la capacidad de ofrecer resultados en el
mismo dia. Las pruebas de reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) también incluyen una etapa de amplificacién
y, por lo tanto, pueden tener una sensibilidad y selectividad muy altas; sin embargo, el tamafio de la muestra que
puede someterse econémicamente a los ensayos de PCR es limitado. Las suspensiones bacterianas diluidas
capaces de someterse a PCR estaran libres de células y, por lo tanto, ain se requieren etapas de purificacién y/o
enriquecimiento prolongadas.

[0004] EI tiempo requerido para el enriquecimiento biolégico tradicional viene dictado por la velocidad de
crecimiento de la poblacién bacteriana diana de la muestra, por el efecto de la matriz de la muestra y por la
sensibilidad requerida. En la préactica, la mayoria de los métodos de alta sensibilidad emplean una incubacién
durante la noche y requieren aproximadamente 24 horas en total. Debido al tiempo requerido para el cultivo, estos
métodos pueden llevar hasta tres dias, segun el organismo que vaya a identificarse y la fuente de la muestra. De
forma general, este tiempo de retraso no es adecuado, ya que permiten que los alimentos, el agua u otros productos
contaminados lleguen al ganado o a los seres humanos. Ademas, el aumento de las bacterias resistentes a
antibiéticos y consideraciones de biodefensa hacen que la identificacién rapida de patégenos bacterianos en el
agua, en los alimentos y en las muestras clinicas sea una prioridad critica en todo el mundo.

[0005] US2006/210968 describe el desarrollo de multiples ensayos de deteccién bacteriana basados en un
sistema de bacteriéfagos T4, que utiliza mutaciones dmbar en los genes denA y denB. Smartt y col., Analytical and
Bioanalytical Chemistry, vol. 400, n.° 4, 2011, paginas 991 a 1007, describen la utilizacién de bacteriéfagos para
ensayos de diagndstico basados en patrones de reconocimiento fago-hospedador. El documento US2015/218613
describe métodos para detectar células diana utilizando vectores disefiados que utilizan aparatos que tienen una
carcasa y un actuador. Carriere y col., Journal of Clinical Microbiology, vol. 35, n.° 12, 1997, paginas 3232 a 3239,
describe la generacidén de fagos con el objetivo de mejorar la actividad de luciferasa generada por la luciferasa TM4.

[0006] Por lo tanto, existe la necesidad de una deteccién e identificacibn méas répida, sencilla y sensible de
microorganismos, tales como bacterias y otros microorganismos potencialmente patégenos.

Resumen

[0007] Las realizaciones de la invencién comprenden dispositivos, composiciones, métodos y sistemas para la
deteccién de microorganismos. La invencién puede materializarse de diversas formas. La invencién se define en las
reivindicaciones adjuntas.

[0008] Aspectos de la invencién comprenden dispositivos para mejorar la facilidad y la simplicidad de la deteccidn
de microorganismos. En la presente memoria se describe un aparato o dispositivo para realizar un ensayo para
detectar un microorganismo en una muestra de ensayo utilizando bacteriéfagos recombinantes.

[0009] En un aspecto, la presente invencién proporciona un dispositivo que comprende un primer compartimento

que comprende un bacteriéfago recombinante que tiene un constructo genético insertado en un genoma de
bacteriéfago, en donde el constructo comprende un gen promotor y un gen indicador; y un segundo compartimento
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que comprende un componente de deteccién de sefiales, en donde el componente de deteccién de sefiales facilita
la deteccién del producto del gen indicador producido como resultado de la infeccién de la muestra con el
bacteriéfago recombinante; en donde el dispositivo esta exento de medio. En algunas realizaciones, el componente
de deteccién de seflales es un sustrato y el gen indicador codifica una enzima; y opcionalmente en donde la enzima
es una luciferasa.

[0010] En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un método para detectar uno o maés
microorganismos de interés en una muestra que comprende las etapas de poner en contacto la muestra con un
reactivo infeccioso en un dispositivo, en donde uno o mas microorganismos de interés en la muestra, si estan
presentes, son infectados por el agente infeccioso, en donde el dispositivo comprende un primer compartimento que
comprende un bacteriéfago recombinante que tiene un constructo genético insertado en un genoma de bacteriéfago,
en donde el constructo comprende un promotor y un gen indicador; poner en contacto el bacteriéfago recombinante
del primer compartimento con la muestra de modo que el bacteri6fago recombinante infecte uno o mas
microorganismos de la muestra, produciendo de este modo el producto del gen indicador y detectando el producto
del gen indicador en un segundo compartimento; en donde el dispositivo esta exento de medio.

[0011] La presente invencién utiliza la alta especificidad de los bacteri6fagos que pueden unirse a
microorganismos para detectar niveles bajos de un microorganismo.

[0012] En algunas realizaciones, el segundo compartimento comprende un sustrato, y en donde la deteccién del
producto del gen indicador se realiza después de poner en contacto el producto del gen indicador con un sustrato; o
en donde el método comprende ademés unir los microorganismos de la muestra a un soporte sélido v,
opcionalmente, en donde el soporte sélido es una perla, y/o en donde el soporte sélido comprende polietileno (PE),
polipropileno (PP), poliestireno (PS), acido polilactico (PLA) y cloruro de polivinilo (PVC).

[0013] En algunas realizaciones, el aparato comprende ademas un segundo compartimento que contiene un
sustrato, y en donde el método comprende ademas afiadir el sustrato del segundo compartimento a la muestra,
simultdneamente con, o después de, afiadir el bacterié6fago recombinante; y/o en donde el primer compartimento
comprende un sello, y en donde el bacteri6fago recombinante con la muestra se pone en contacto con la muestra
rompiendo el sello, en donde la rotura del sello hace que el bacteriéfago recombinante del primer compartimento
entre en contacto con la muestra e infecte uno 0 mas microorganismos de la muestra, produciendo de este modo un
producto del gen indicador.

[0014] En algunas realizaciones, el bacteriéfago recombinante puede estabilizarse o conservarse. Por ejemplo, el
bacteri6fago recombinante puede estar liofilizado.

[0015] En algunas realizaciones, el aparato comprende un dispositivo de cierre para la mezcla por fases del
bacteriéfago recombinante y el sustrato con la muestra. En algunas realizaciones, el soporte sélido esta seco antes
de ponerse en contacto con la muestra.

[0016] En algunas realizaciones, la incubacién es de 0 a 2 horas; y/o en donde el bacteriéfago ha estado en
contacto con la muestra durante 0,2-3 horas antes de detectar el producto del gen indicador; y/o la concentracién de
bacteriéfago para la etapa de incubacion es mayor que 1 x 10% UPF/ml, mayor que 1 x 10° UPF/ml, o mayor que 1 x
107 UPF/ml.

[0017] En algunas realizaciones, el producto del gen indicador comprende al menos uno de entre un fluoréforo,
una proteina fluorescente, una particula y una enzima; y opcionalmente en donde la enzima comprende al menos
una de una luciferasa, una fosfatasa, una peroxidasa y una glucosidasa; y opcionalmente en donde la luciferasa es
una luciferasa manipulada genéticamente.

[0018] En algunas realizaciones, el método detecta tan solo 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 una sola bacteria en una
muestra de un tamafio estandar para la industria de la seguridad alimentaria; y/o en donde la muestra comprende
carne o verduras; y/o en donde la muestra es una muestra de alimento, agua, productos lacteos, ambiental,
comercial o clinica.

[0019] En algunas realizaciones, la muestra se incuba primero en condiciones que favorecen el crecimiento
durante un periodo de enriquecimiento de 9 horas 0 menos, 8 horas o menos, 7 horas 0 menos, 6 horas o menos, 5
horas 0 menos, 4 horas 0 menos, 3 horas 0 menos, o 2 horas 0 menos.

[0020] En algunas realizaciones, la deteccién positiva del resto indicador requiere que la relacién entre la sefial y
el fondo generado al detectar el resto indicador sea de al menos 2,0 o al menos 2,5.

[0021] El bacteriéfago recombinante se modifica genéticamente para incluir un gen indicador como se ha descrito
anteriormente. En realizaciones adicionales, el bacteriéfago recombinante se deriva de un bacteriéfago especifico
para el microorganismo a detectar. Por ejemplo, el bacteriéfago recombinante puede derivarse de cualquiera de los
siguientes bacteriéfagos: Fago SPN1S de Salmonella, fago 10 de Salmonella, fago epsilon15 de Salmonella, fago
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SEA1 de Salmonella, fago Spnls de Salmonella, fago P22 de Salmonella, fago LipZ5 de Listeria, fago P40 de
Listeria, fago vB_LmoM_AG20 de Listeria, fago P70 de Listeria, fago A511 de Listeria, fago PAW de Staphylococcus,
fago K de Staphylococcus, fago Twort de Staphylococcus, fago SA97 Staphylococcus, o fago O157:H7 CBA120
Escherichia coli.

[0022] El indicador genera un resto indicador. En ciertas realizaciones, el resto indicador puede generar una sefial
intrinseca. En otras realizaciones, el resto indicador comprende una enzima que genera una sefial tras la reaccién
con el sustrato. En otras realizaciones adicionales, el resto indicador comprende un cofactor que genera una sefial
tras la reaccién con uno o mas componentes productores de sefiales adicionales. Por ejemplo, el resto indicador
comprende al menos uno de un fluoréforo, una proteina fluorescente, una particula y una enzima. La enzima puede
comprender al menos una de una luciferasa, una fosfatasa, una peroxidasa y una glucosidasa. El gen de la
luciferasa puede ser un gen de origen natural, tal como la luciferasa de Oplophorus, la luciferasa de luciérnaga, la
luciferasa Lucia o la luciferasa Renilla, o puede ser un gen modificado genéticamente.

[0023] La invencién comprende un dispositivo o aparato para realizar el método de deteccién. En algunas
realizaciones, un dispositivo puede incluir compartimentos separados. En algunas realizaciones, los compartimentos
separados de un dispositivo estadn configurados para permitir al usuario combinar el contenido de diferentes
compartimentos en diversas etapas del método de deteccidén. La muestra a analizar se combina con un bacteriéfago
en un compartimento y se deja incubar durante un periodo de tiempo antes de afadirla al contenido de otro
compartimento del dispositivo, tal como un sustrato. En tales casos, el sustrato puede reaccionar con cualquier resto
indicador producido como resultado de la infeccién por el bacteri6fago recombinante (por ejemplo, si el
microorganismo diana esta presente en la muestra).

[0024] En algunas realizaciones, el aparato comprende un primer compartimento que comprende un bacteriéfago
recombinante, una entrada/portal para afiadir una parte de una muestra de ensayo al bacteriéfago recombinante y
un segundo compartimento que comprende un sustrato u otro reactivo emparejado y en donde el método comprende
ademas afiadir el sustrato del segundo compartimento a la muestra, de forma simultdnea o después de afiadir el
bacteriéfago recombinante. En algunas realizaciones, donde el aparato comprende un tercer compartimento, el
aparato estd exento de medio.

[0025] En algunas realizaciones, el aparato comprende ademas un segundo compartimento que comprende un
sustrato, y en donde la deteccién del producto del gen indicador se realiza poniendo en contacto el producto del gen
indicador con un sustrato. En algunas realizaciones, el soporte sélido es una perla. En algunas realizaciones, el
soporte sélido comprende polietileno (PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS), acido polilactico (PLA) y cloruro de
polivinilo (PVC). En algunas realizaciones, el soporte sélido esta seco antes de ponerse en contacto con la muestra.

[0026] En algunas realizaciones, el soporte sélido estd recubierto con un componente de unién a células que se
une con alta afinidad al microorganismo de interés en la muestra. Esto permite que méas bacterias se unan al soporte
sélido y aumenta la sensibilidad y especificidad del ensayo. En otras realizaciones, el soporte sélido se recubre con
un anticuerpo capaz de unirse al microorganismo de interés.

[0027] En algunas realizaciones, el primer compartimento comprende un sello, y en donde el bacteriéfago
recombinante con la muestra se pone en contacto con la muestra rompiendo el sello, en donde la rotura del sello
hace que el bacteriéfago recombinante del primer compartimento entre en contacto con la muestra e infecte uno o
mas microorganismos de la muestra, produciendo de este modo un producto del gen indicador (proteina indicadora).
En otras realizaciones, el aparato comprende un dispositivo de cierre para la mezcla por fases del bacteriéfago
recombinante y el sustrato con la muestra.

[0028] Otras realizaciones incluyen sistemas para detectar microorganismos tales como Listeria, Salmonella,
Staphylococcus o E. coli O157:H7, que comprenden un bacteriéfago recombinante. Algunas realizaciones incluyen
ademas un sustrato para reaccionar con un resto indicador del bacteriéfago recombinante. Estos sistemas pueden
incluir las caracteristicas descritas para el bacteriéfago, las composiciones y los métodos de la invencion.

[0029] EI sistema para detectar microorganismos de interés en una muestra que comprende: un aparato, que
comprende: un primer compartimento que comprende un bacteri6éfago recombinante que tiene un constructo
genético insertado en un genoma de bacteriéfago, en donde el constructo comprende un gen promotor y un gen
indicador; y un componente de deteccién de sefiales, en donde el componente de deteccién de sefiales puede
detectar el producto del gen indicador producido al infectar la muestra con el bacteriéfago recombinante, en donde el
dispositivo esta exento de medio. En algunas realizaciones, el componente de deteccién de sefiales es un
luminémetro portatil.

Breve descripcién de las figuras

[0030] La presente invencién puede entenderse mejor haciendo referencia a las siguientes Figuras no limitativas.
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La Figura 1 muestra una realizacién de un método para detectar una bacteria de interés utilizando un bacteriéfago
recombinante.

La Figura 2 muestra los resultados de la deteccidn del cultivo de L. monocytogenes utilizando una realizacién de un
aparato auténomo con un hisopo como soporte sélido. Las sefiales correspondientes a la presencia de la bacteria se
detectaron mediante luminémetros Hygiena, GloMax y GloMax 20/20. La Tabla 1 muestra los resultados del cultivo
en fase logaritmica y la tabla 2 muestra los resultados del cultivo durante la noche.

Las Figuras 3A y 3B son gréaficos generados a partir de los datos mostrados en la Tabla 1. La Figura 3A muestra
las mediciones de las sefiales detectadas utilizando Hygiena. Los hisopos se inocularon con células en fase
logaritmica al nivel de UFC indicado. La muestra se infecté inmediatamente con el céctel de fagos de Listeria
durante 4 horas. Se afiadié sustrato y las muestras se leyeron en el luminémetro Hygiena. Una sefial de >10 ULR se
considera positiva. Con este método, se requieren aproximadamente 25.000 UFC para generar un resultado
positivo.

La Figura 3B muestra las mediciones de las sefiales detectadas utilizando los luminémetros GloMax 20/20 y
GloMax (también conocido como GloMax 96). Los hisopos se inocularon con células en fase logaritmica al nivel de
UFC indicado. La muestra se infecté inmediatamente con el céctel de fagos de Listeria durante 4 horas. Se afiadid
sustrato y las muestras se leyeron en los lumindmetros GloMax 20/20 (1 ml de muestra) o GloMax (150 pl de
muestra). Una relacién sefial/ffondo >3,0 se considera positiva. Con este método, se requieren aproximadamente
5.000 UFC para generar un resultado positivo.

La Figura 4 muestra los resultados de la deteccién de Salmonella en carne de pavo molida que ha sido inoculada
con Salmonella. La Tabla 3 muestra la muestra de control no inoculada y la Tabla 4 muestra la muestra de pavo
inoculado. Las pruebas se repitieron con tiempos de incubacién e infeccidn variables.

La Figura 5A y la Figura 5B son graficos generados a partir de los datos de la Figura 4. La Figura 6A muestra que
las muestras de pavo inoculadas con Salmonella se detectaron como positivas con cada tiempo de incubacién e
infeccién analizado. La muestra de pavo se cultivd durante 24 horas a 41 °C después de la inoculaciéon antes de
ensayarla con los métodos descritos en la solicitud. Para la sefial relativa: 0 horas de incubacién, 2 horas de
infeccién > 1 hora de incubacién, 0,5 horas de infeccién > 0 horas de incubacién, 0,5 horas de infeccién. Ademas, la
comparacién de la sefial ULR muestra que los luminémetros GloMax tienen una sefial mucho mas alta que la del
luminémetro Hygiena.

La Figura 5B muestra que la deteccién utilizando los luminémetros GloMax 20/20 y GloMax produjo relaciones
sefial/fondo similares para las mismas muestras. Aunque GloMax 20/20 tenia una sefial mayor (Figura 5A), el fondo
era significativamente més alto que el del GloMax. Por lo tanto, al determinar la sefial/fondo, los dos luminémetros
funcionan de forma similar.

La Figura 6 muestra datos para detectar Salmonella en tres muestras de pavo (muestras 21, 24 y 26) que habian
sido inoculadas con Salmonella antes de los ensayos utilizando el aparato autbnomo. Las muestras se infectaron
durante un periodo de tiempo diferente, tal como se indica antes de la deteccidn de la sefial.

Las Figuras 7A-7C son graficos generados a partir de los datos mostrados en la Figura 6. Las Figuras 7A-7C
muestran los resultados de los experimentos en los que se enriquecieron tres muestras de carne de pavo triturada
inoculadas durante 24 horas y se tomaron muestras con hisopos y se ensayaron. Las muestras 24 (Figura 7B) y 26
(Figura 7C) no mostraron sefial en el luminémetro portatil Hygiena para las muestras que tenian una infeccién por
fagos durante 30 minutos, pero si para la muestra que tenia una infeccién de 2 horas. Los luminémetros GloMax
20/20 y GloMax generaron sefiales relativamente bajas.

Las Figuras 8A-8C son gréficos generados a partir de los datos mostrados en la Figura 6. Los graficos muestran
que tanto GloMax 20/20 como GloMax pudieron detectar la Muestra 21 (Figura 8A) y 26 (Figura 8B) como positivas
con una infeccién de 30 minutos (una relacién sefial/fondo de > 3,0 es positiva), sin embargo la Muestra 24 (Figura
8C) requirié una infeccién de 2 horas para mostrar un resultado positivo. Los resultados de los luminémetros GloMax
20/20 y GloMax fueron similares.

La Figura 9 muestra datos para detectar muestras de esponja ambientales de L. monocytogenes de superficies
inoculadas y enriquecidas durante 24 horas.

La Figura 10 muestra la deteccién de microorganismos en muestras de pavo inoculadas con Salmonella utilizando
el aparato. Las sefiales se midieron utilizando tres lumindmetros diferentes: GloMax, 3M e Hygiena.

Las Figuras 11A, 11B y 11C muestran una vista de una realizacién de un sistema de aparato auténomo para
detectar microorganismos, que tiene un hisopo (Figura 11A) o una perla (Figura 11B) insertada en un recipiente
que comprende tres compartimentos. Cada compartimento esta separado por un sello de accién rapida. El primer
compartimento contiene fagos, el segundo compartimento contiene sustrato y el tercer compartimento contiene
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medios. En algunas realizaciones, el soporte sélido es un hisopo. En algunas realizaciones, el dispositivo esta
exento de medio (Figura 11C).

Las Figuras 12A, 12B y 12C muestran una vista de una realizacién de un sistema de aparato auténomo para
detectar microorganismos, que tiene un hisopo (Figura 12A) o una perla (Figura 12B) insertada en un recipiente
que comprende tres compartimentos. Cada compartimento esta separado por un sello de accién rapida. El primer
compartimento contiene fagos, el segundo compartimento contiene medios y el tercer compartimento contiene
sustrato. Tras la incubacién con el fago y el medio, puede romperse el sello que separa el segundo y el tercer
compartimento. En algunas realizaciones, el soporte sélido es un hisopo. En algunas realizaciones, el dispositivo
esta exento de medio (Figura 12C).

Las Figuras 13A, 13B y 13C muestran una vista de una realizacién de un sistema de aparato auténomo para
detectar microorganismos, que tiene un hisopo (Figura 13A) o una perla (Figura 13B) insertada en un recipiente
que comprende tres compartimentos. Cada compartimento esta separado por un sello de accién rapida. El primer
compartimento contiene medios, el segundo compartimento contiene fagos y el tercer compartimento contiene
sustrato. En algunas realizaciones, el soporte sélido es un hisopo. En algunas realizaciones, el dispositivo esta
exento de medio (Figura 13C).

Las Figuras 14A, 14B y 14C muestran una vista de una realizacién de un sistema de aparato auténomo para
detectar microorganismos, que tiene un hisopo (Figura 14A) o una perla (Figura 14B) insertada en un recipiente
que comprende tres compartimentos. Cada compartimento esta separado por un sello de accién rapida. El primer
compartimento contiene medios, el segundo compartimento contiene fagos y el tercer compartimento contiene
sustrato. El aparato tiene un mecanismo de bloqueo para mezclar los reactivos por fases. En algunas realizaciones,
el soporte sélido es un hisopo. En algunas realizaciones, el dispositivo esta exento de medio (Figura 14C).

Las Figuras 15A, 15B y 15C muestran una vista de una realizacién de un sistema de aparato auténomo para
detectar microorganismos, que tiene un hisopo (Figura 15A) o una perla (Figura 15B) insertado en un recipiente
que comprende tres compartimentos. Cada compartimento esta separado por un sello de accién rapida. El primer
compartimento contiene medios, el segundo compartimento contiene fagos y el tercer compartimento contiene
sustrato. El aparato tiene un mecanismo de bloqueo para mezclar los reactivos por fases. En algunas realizaciones,
el soporte sélido es un hisopo. En algunas realizaciones, el dispositivo esta exento de medio (Figura 15C).

La Figura 16 representa una vista de un ejemplo de un sistema de aparato auténomo para un sistema de deteccidn
de microorganismos, que tiene un hisopo insertado en un recipiente que comprende dos compartimentos. Cada
compartimento esta separado por un sello de accién rapida. El primer compartimento contiene fagos y el segundo
compartimento contiene sustrato. En algunas realizaciones, el soporte sélido es un hisopo.

La Figura 17 representa un diagrama de flujo de una realizaciéon que utiliza un sistema de aparatos auténomo para
detectar microorganismos.

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones

[0031] A menos que se defina lo contrario en la presente memoria, los términos cientificos y técnicos utilizados en
relaciéon con la presente invencién tendran los significados que entienden cominmente los expertos en la técnica.
Ademas, a menos que el contexto exija lo contrario, los términos singulares incluirdn pluralidades y los términos
plurales incluirdn el singular. De forma general, las nomenclaturas utilizadas en relacién con el cultivo de células y
tejidos, la biologia molecular, la inmunologia, la microbiologia, la genética y la quimica e hibridacién de proteinas y
acidos nucleicos descritas en la presente memoria son aquellas bien conocidas y cominmente utilizadas en la
técnica. Los métodos y técnicas conocidos se llevan a cabo de forma general segin métodos convencionales bien
conocidos en la técnica y como se describen en diversas referencias generales y mas especificas que se analizan a
lo largo de la presente memoria descriptiva, a menos que se indique lo contrario. Las reacciones enzimaticas y las
técnicas de purificacion se llevan a cabo segln las especificaciones del fabricante, tal como se logra habitualmente
en la técnica o como se describe en la presente memoria. Las nomenclaturas utilizadas en relacién con los
procedimientos y técnicas de laboratorio descritos en la presente memoria son aquellas bien conocidas y
comunmente utilizadas en la técnica.

[0032] Se entendera que los siguientes términos, a menos que se indique lo contrario, tienen los siguientes
significados:

EPINd

[0033] Como se utilizan en la presente memoria, los términos “un”, “una”y “el/la” pueden referirse a uno 0 més a
menos que se indique especificamente lo contrario.

[0034] El uso del término “0” se utiliza para significar “y/0” a menos que se indique explicitamente que se refieren
solo a alternativas o que las alternativas son mutuamente excluyentes, aunque la descripcidén respalde una definicién
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que se refiera solo a alternativas y “y/o”. Como se utiliza en la presente memoria, “otro” puede significar al menos
un segundo o0 mas.

[0035] En esta solicitud, el término “aproximadamente” se utiliza para indicar que un valor incluye la variacién
inherente de error para el dispositivo, el método empleado para determinar el valor o la variacién que existe entre
muestras.

[0036] EI término “soporte sélido” o “soporte” significa una estructura que proporciona un sustrato y/o una
superficie sobre la que pueden unirse las biomoléculas. Por ejemplo, un soporte sélido puede ser un pocillo de
ensayo (es decir, tal como una placa de microtitulacién o una placa multipocillo), o el soporte sélido puede ser un
lugar en un filtro, una matriz o un soporte moévil, tal como una perla 0 una membrana (por ejemplo, una placa de filtro
o una tira de flujo lateral).

[0037] El término “indicador” o “resto indicador” o “resto detectable” o “biomolécula detectable” o “marcador” o
“marca” se refiere a una molécula que proporciona una sefial que puede medirse en un ensayo cualitativo o
cuantitativo. Por ejemplo, un resto indicador puede comprender una enzima que puede utilizarse para convertir un
sustrato en un producto que pueda medirse. Un resto indicador puede ser una enzima que cataliza una reaccién que
genera emisiones bioluminiscentes (por ejemplo, luciferasa, HRP o AP). O bien, un resto indicador puede ser un
radioisétopo que pueda cuantificarse. O bien, un resto indicador puede ser un fluoréforo. O pueden utilizarse otras
moléculas detectables.

[0038] Como se utiliza en la presente memoria, “bacteriéfago” o “fago” incluye uno o mas de una pluralidad de
virus bacterianos. En esta descripcién, los términos “bacteriéfago™ y “fago” incluyen virus tales como
micobacteriéfagos (tales como para el bacilo de la tuberculosis y de la paratuberculosis), micéfagos (tales como para
hongos), fagos de micoplasma y cualquier otro término que se refiera a un virus que puede invadir bacterias,
hongos, micoplasmas, protozoos, levaduras y otros organismos vivos microscépicos vivos y que los utiliza para
autorreplicarse. Aqui, “microscépico” significa que la dimensién mas grande es un milimetro o menos. Los
bacteriéfagos son virus que han evolucionado en la naturaleza para utilizar las bacterias como medio para
replicarse.

[0039] Como se utiliza en la presente memoria, “enriquecimiento de cultivos”, “cultivado para enriquecimiento” o
“cultivo para enriquecimiento” se refiere al cultivo tradicional, como la incubacién en medios favorables a la
propagacién de microorganismos, y no debe confundirse con otros posibles usos de la palabra “enriquecimiento”,
como el enriquecimiento mediante la eliminacion del componente liquido de una muestra para concentrar el
microorganismo que contiene, u otras formas de enriquecimiento que no incluyen la facilitacién tradicional de la
propagacioén de microorganismos. Cultivar para enriquecimiento durante periodos cortos de tiempo puede emplearse
en algunas realizaciones de los métodos descritos en la presente memoria, pero no es necesario y es durante un
periodo de tiempo mucho més corto que el cultivo tradicional para enriquecimiento, si es que se utiliza.

[0040] Como se utiliza en la presente memoria, “recombinante” se refiere a las modificaciones genéticas (es decir,
de &cidos nucleicos) que se realizan normalmente en un laboratorio para reunir material genético que de otro modo
no se encontraria. Este término se utiliza indistintamente con el término “modificado™ en la presente memoria.

[0041] Como se utiliza en la presente memoria, “ULR” se refiere a unidades de luz relativas medidas con un
luminémetro (por ejemplo, el GLOMAX ® 96) o un instrumento similar que detecta la luz. Por ejemplo, la deteccion de
la reaccién entre la luciferasa y el sustrato apropiado (por ejemplo, NANOLUC® con NANO-GLO®) se comunica a
menudo en ULR detectadas.

Visién general

[0042] La presente invencidn utiliza la alta especificidad de los bacteriéfagos recombinantes que pueden unirse a
un microorganismo particular con alta afinidad para detectar la presencia y/o cuantificar el microorganismo especifico
en la muestra.

[0043] En la presente memoria se describen composiciones, métodos y sistemas, como se definen en las
reivindicaciones adjuntas, que demuestran una sensibilidad y una velocidad sorprendentes para la deteccién de un
microorganismo de interés en las muestras de ensayo (por ejemplo, muestras de alimentos, agua, productos lacteos,
ambientales, comerciales, clinicas u otras muestras biolégicas) mediante ensayos realizados sin cultivo para el
enriquecimiento o, en algunas realizaciones, con tiempos de incubacién minimos durante los cuales el
microorganismo podria multiplicarse potencialmente. Estas composiciones, métodos y sistemas permiten lograr la
deteccién de microorganismos en un periodo de tiempo mas corto de lo que se creia posible anteriormente.

[0044] Algunas realizaciones de las composiciones, métodos y sistemas de la invencién pueden aplicarse a la
deteccién de una variedad de microorganismos (por ejemplo, bacterias, hongos, levaduras) en una variedad de
circunstancias, que incluyen, aunque no de forma limitativa, la deteccién de patégenos en muestras de alimentos,
agua, productos lacteos, ambientales, comerciales, clinicas u otras muestras biolégicas. Las realizaciones de
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deteccién basadas en bacteriéfagos recombinantes descritas en la presente memoria pueden adaptarse a cualquier
bacteria u otro microorganismo de interés (por ejemplo, microorganismos patégenos) para el que esté disponible un
bacteriéfago especifico que no reconozca los microorganismos para los que la detecciéon no es de interés. Los
métodos de la presente invencién proporcionan una alta sensibilidad y especificidad de deteccién rapidamente y sin
la necesidad de un enriquecimiento bioldgico tradicional (por ejemplo, cultivo). Por lo tanto, puede detectarse una
variedad de microorganismos utilizando los métodos de la invencién.

[0045] Las realizaciones de los métodos y sistemas de la invencién pueden aplicarse a la deteccién y
cuantificaciéon de una variedad de microorganismos (por ejemplo, bacterias, hongos, levaduras) en una variedad de
circunstancias, que incluyen, entre otras, la deteccién de patégenos en muestras de alimentos, agua, productos
lacteos, ambientales, comerciales, clinicas u otras muestras biolégicas. Los métodos de la presente invencion
pueden proporcionar rapidamente una alta sensibilidad y especificidad de deteccién sin la necesidad de un
enriquecimiento biol6gico tradicional (por ejemplo, cultivo), lo que es un aspecto sorprendente, ya que todos los
métodos disponibles con la sensibilidad y especificidad deseadas requieren cultivo.

[0046] También se describen en la presente memoria sistemas y métodos que utilizan un aparato para detectar
microorganismos en muestras de prueba (por ejemplo, muestras de alimentos, agua, productos lacteos,
ambientales, comerciales, clinicas u otras muestras biol6gicas). EI método utiliza un aparato autbnomo que puede
comprender un soporte sélido, que puede utilizarse para recolectar muestras. El aparato comprende un primer
compartimento que comprende un bacteriéfago que tiene un constructo genético insertado en el genoma del
bacteriéfago, en donde el constructo comprende un gen promotor y un gen indicador. El método comprende poner
en contacto el bacteriéfago recombinante del primer compartimento con la muestra de forma que el bacteriéfago
recombinante infecte uno o mas microorganismos de la muestra produciendo de este modo un producto del gen
indicador (“indicador”) y detectando el indicador. El aparato comprende ademas un segundo compartimento, que
contiene un sustrato especifico para detectar el indicador. En algunas realizaciones, el método comprende ademas
poner en contacto la muestra que ha sido infectada por el bacteriéfago con el sustrato, detectdndose de este modo
el indicador. En estas realizaciones, cada compartimento puede separarse del compartimento inmediatamente
adyacente mediante un sello de accién rapida que, al romperse, permite que el contenido de los compartimentos
salga del compartimento y se mezcle con el contenido de la muestra o con el contenido de otros compartimentos.
Por ejemplo, un usuario puede romper el sello de accién rapida de modo que el bacteriéfago recombinante del
primer compartimento entre en contacto con la muestra sobre el soporte sélido, infectando de este modo los
microorganismos que se unen al mismo. Tras la infeccién de los microorganismos, el gen indicador se expresa para
producir una proteina indicadora, que puede detectarse mediante diversos dispositivos de deteccién. La presencia
de las sefiales indica la presencia de los microorganismos en la muestra.

[0047] Algunas realizaciones del aparato, los métodos y el sistema de la invencién pueden aplicarse a la deteccidn
de una variedad de microorganismos (por ejemplo, bacterias, hongos, levaduras) en una variedad de circunstancias,
que incluyen, aunque no de forma limitativa, la deteccién de patégenos en muestras de alimentos, agua, productos
lacteos, ambientales, comerciales, clinicas u otras muestras biolégicas. Las realizaciones de deteccién descritas en
la presente memoria pueden adaptarse a cualquier bacteria u otro microorganismo de interés (por ejemplo,
microorganismos patégenos) para los que haya disponible un bacteriéfago recombinante especifico que no
reconozca otros microorganismos que no sean de interés. Los métodos de la presente invencién proporcionan una
alta sensibilidad y especificidad de deteccién rapidamente y sin la necesidad de un enriquecimiento bioldgico
tradicional (por ejemplo, cultivo). Este es un aspecto sorprendente, ya que todos los métodos disponibles con la
sensibilidad y especificidad deseadas requieren cultivo. La deteccién de microorganismos en una muestra utilizando
el aparato auténomo, que aloja los reactivos necesarios para detectar el microorganismo en compartimentos
separados hasta el momento de la deteccién, es conveniente y eficiente. El aparato es facil de utilizar y no requiere
una amplia formacién.

Muestras

[0048] Cada una de las realizaciones de los métodos y sistemas de la invencién permite la rédpida deteccion y/o
cuantificacion de los microbios en una muestra. Por ejemplo, los métodos segin la presente invencién pueden
realizarse en un periodo de tiempo reducido con resultados superiores.

[0049] En algunas realizaciones de la invencién, se utiliza un bacteriéfago recombinante para detectar
microorganismos de interés. Los microorganismos que pueden detectarse mediante los métodos y sistemas de la
presente invencién incluyen patégenos que sean de interés comercial, médico o veterinario. Cualquier
microorganismo para el que se haya identificado un bacteriéfago recombinante especifico para el microbio particular
puede detectarse mediante los métodos de la presente invencién. Los expertos en la técnica apreciaran que no hay
limite para la aplicacién de los presentes métodos aparte de la disponibilidad de los pares bacteriéfago/microbio
recombinantes necesarios.

[0050] Las células bacterianas detectables por la presente invencién incluyen, aunque no de forma limitativa,

células bacterianas que son patégenos transmitidos por los alimentos o el agua. Las células bacterianas detectables
por la presente invencién incluyen, aunque no de forma limitativa, todas las especies de Salmonella, todas las cepas
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de Escherichia coli, incluyendo, pero no limitandose a E. coli O157:H7 (y otras cepas productoras de toxina Shiga y
enterotoxina de E. coli), todas las especies de Listeria, incluyendo, aunque no de forma limitativa, L. monocytogenes,
y todas las especies de Campylobacter. Las células bacterianas detectables por la presente invencién incluyen,
aunque no de forma limitativa, células bacterianas que son patégenos de importancia médica o veterinaria. Tales
patégenos incluyen, aunque no de forma limitativa, Bacillus spp., Bordetella pertussis, Brucella spp., Campylobacter
Jejuni, Chlamydia pneumoniae, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, Enterobacter spp., Klebsiella
pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, Shigella
sonnei, Yersinia spp., Vibrio spp., Staphylococcus aureus y Streptococcus spp.

[0051] La muestra puede ser una muestra ambiental o de comida o de agua. Algunas realizaciones pueden incluir
muestras médicas o veterinarias. Las muestras pueden ser liquidas, sélidas o semisélidas. Las muestras pueden ser
hisopos de superficies sélidas. Las muestras pueden incluir materiales ambientales, tal como muestras de agua, o
los filtros de muestras de aire, o muestras de aerosoles de colectores cicldnicos. Las muestras pueden ser de carne
de vacuno, aves de corral, alimentos procesados, leche, queso u otros productos lacteos. Las muestras médicas o
veterinarias incluyen, aunque no de forma limitativa, muestras de sangre, esputo, liquido cefalorraquideo y heces.
En algunas realizaciones, las muestras pueden ser diferentes tipos de hisopos.

[0052] En algunas realizaciones, las muestras pueden utilizarse directamente en los métodos de deteccién de la
presente invencién, sin preparacidén, concentracién o dilucién. Por ejemplo, las muestras liquidas, que incluyen,
aunque no de forma limitativa, leche y zumos, pueden analizarse directamente. En otras realizaciones, las muestras
pueden diluirse o suspenderse en solucién, que puede incluir, aunque no de forma limitativa, una solucién
tamponada o un medio de cultivo bacteriano. Una muestra que sea sélida o semisélida puede suspenderse en un
liguido picando, mezclando o macerando el sélido en el liquido. En algunas realizaciones, una muestra debe
mantenerse dentro de un intervalo de pH que promueva la unién del bacteriéfago recombinante a la célula
bacteriana huésped. En algunas realizaciones, el intervalo de pH preferido puede ser uno adecuado para el
bacteri6fago unido a una célula bacteriana. Una muestra también debe contener las concentraciones apropiadas de
cationes divalentes y monovalentes, incluyendo aunque no de forma limitativa Na*, Mg?* y K*.

[0053] En algunas realizaciones, la muestra se mantiene a una temperatura que mantiene la viabilidad de
cualquier célula patégena presente en la muestra. Durante las etapas en las que los bacteriéfagos se unen a las
células bacterianas, la muestra puede mantenerse a una temperatura que facilite la actividad de los bacteriéfagos.
Dichas temperaturas son de al menos aproximadamente 25 °C y no mas de aproximadamente 45 °C. En algunas
realizaciones, la muestra se mantiene a unos 37 °C. En algunas realizaciones, las muestras se someten a una
mezcla o agitacién suave durante la unién o infeccién de los bacteriéfagos recombinantes.

Métodos de uso de bacteriéfagos recombinantes para detectar microorganismos

[0054] Se han descrito previamente métodos para utilizar bacteri6fagos recombinantes para detectar
microorganismos de interés. Los ensayos pueden incluir varias muestras de control apropiadas. Por ejemplo, las
muestras de control que no contienen bacteriéfagos recombinantes y/o las muestras de control que contienen
bacteri6fagos recombinantes sin bacterias pueden ensayarse como controles para determinar los niveles de sefial
de fondo.

[0055] Como se indica en la presente memoria, en ciertas realizaciones, la invencién puede comprender métodos
de uso de bacteriéfagos recombinantes para detectar microorganismos como se definen en las reivindicaciones. Los
métodos de la invencién pueden realizarse de diversas formas.

[0056] En algunos aspectos, la invenciéon comprende un método para detectar un microorganismo de interés como
se define en las reivindicaciones. El método utiliza un bacteriéfago recombinante para la deteccién del
microorganismo de interés. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el microorganismo de interés es una bacteria y el
bacteriéfago recombinante se deriva de un bacteriéfago que reconoce especificamente la bacteria de interés. En
ciertas realizaciones, el método puede comprender la deteccion de una bacteria de interés en una muestra
incubando la muestra con una pluralidad de bacteriéfagos recombinantes que pueden unirse a la bacteria de interés.
Una pluralidad de bacteriéfagos recombinantes unidos a un solo microorganismo es cualquier nimero mayor que 1,
pero es preferiblemente al menos 5x10% o al menos 1x10% o al menos 1x108, 0 al menos 1x10 g, o al menos 1x10°
o al menos 1x10'° bacteri6fagos recombinantes.

[0057] ElI bacteriéfago recombinante comprende un resto indicador. Los métodos pueden comprender detectar el
resto indicador del bacteriéfago recombinante, en donde la deteccién positiva del resto indicador indica que la
bacteria de interés esta presente en la muestra.

[0058] La invencién comprende un método para detectar tan solo un microorganismo de interés en una muestra,
que comprende las etapas de: incubar la muestra con una pluralidad de bacteriéfagos recombinantes que se unen al
microorganismo de interés, en donde el bacteri6fago recombinante tiene un constructo genético insertado en el
genoma del bacteriéfago, en donde el constructo comprende un gen promotor y un gen indicador, y se pone en
contacto con la muestra a ensayar en condiciones tales que la pluralidad de bacteriéfagos recombinantes se unen a
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bacteria de interés que produce de este modo producto del gen indicador; separar el bacteriéfago recombinante no
unido del bacteriéfago recombinante unido a células; y detectar el resto indicador resultante de la infeccién de la
bacteria, en donde la deteccién positiva del producto del gen indicador, en un segundo compartimento en donde el
dispositivo estd exento de medio, indica que el microorganismo de interés esta presente en la muestra. Las
realizaciones pueden incluir incubar la muestra con al menos 5x108 o al menos 5 x10° o al menos 5 %100, o al
menos 5 x10"", 0 al menos 5 x10'2, 0 al menos 5 x10'3 bacteriéfagos recombinantes.

[0059] En algunas realizaciones, la etapa de deteccién requerira la adicién de un sustrato sobre el que actle la
enzima indicadora. La seleccién de un indicador particular no es critica para la presente invencion, pero el indicador
ser4 capaz de generar una sefial detectable por si mismo, o ser detectable instrumentalmente, o ser detectable junto
con uno o mas componentes productores de sefiales adicionales, tales como un sistema productor de sefiales de
enzima/sustrato.

[0060] En ciertas realizaciones, el ensayo puede realizarse para utilizar un bacteriéfago recombinante para
identificar la presencia de un microorganismo especifico. El ensayo puede modificarse para adaptarse a diferentes
tipos o tamafios de muestras y formatos de ensayo. Las realizaciones que emplean el bacteriéfago recombinante de
la invencién pueden permitir la deteccién rapida de cepas bacterianas especificas, con tiempos totales de ensayo
inferiores a 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 85, 9,0, 9,5, 10,0, 10,5, 11,0, 11,5 0 12
horas, segln el tipo de muestra, el tamafio de la muestra y el formato de ensayo. Por ejemplo, la cantidad de tiempo
requerida puede ser algo mas corta 0 més larga dependiendo de la afinidad del bacteriéfago recombinante y/o de los
tipos de bacterias que se detecten en el ensayo, del tipo y tamafio de la muestra a analizar, de la complejidad del
entorno fisico/quimico y de la concentracién de contaminantes bacterianos endégenos no diana.

[0061] La Figura 1 ilustra una realizacién de un ensayo para detectar una bacteria de interés utilizando un
bacteriéfago recombinante segun una realizacién de la invencién. Es posible una amplia variedad de configuraciones
y etapas para combinar reactivos. En la realizacién ilustrada aqui, las alicuotas del fago indicador (o fago indicador
liofilizado) estan contenidas en un primer compartimento de un dispositivo. Se introduce un hisopo que contiene
bacterias en el primer compartimento y se incuba durante un periodo de tiempo (por ejemplo, 45 minutos a 37 °C)
suficiente para que el fago se replique y genere un indicador soluble (por ejemplo, luciferasa). El sello entre el primer
compartimento que contiene el indicador soluble y el fago y un segundo compartimento puede romperse entonces
para permitir que la proteina indicadora soluble entre en contacto con un sustrato contenido dentro del segundo
compartimento. Puede utilizarse un lumindmetro para detectar la reaccién del indicador (por ejemplo, la luciferasa)
con un sustrato. Los experimentos que utilizan este método se describen en la presente memoria. En algunas
realizaciones, después de la infeccién, el contenido del dispositivo puede volver al primer compartimento para
mezclar las bacterias infectadas con el sustrato. En otras realizaciones, el contenido puede entonces ser empujado
de nuevo al segundo compartimento de modo que la sefial indicadora pueda leerse en el luminémetro.

[0062] En algunas realizaciones, la muestra puede enriquecerse antes de analizarla mediante incubacién en
condiciones que favorezcan el crecimiento. En tales casos, el periodo de enriquecimiento puede serde 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7 o hasta 8 horas o més, dependiendo del tipo y tamafio de la muestra. En algunas realizaciones, la muestra no
se enriquece antes de la incubacién con bacteriéfagos recombinantes.

[0063] Por lo tanto, el bacteriéfago indicador comprende un resto indicador detectable, y la infeccién de una sola
célula patégena (por ejemplo, una bacteria) puede detectarse mediante una sefial amplificada generada a través del
resto indicador. Por lo tanto, el método comprende detectar un resto indicador producido durante la replicacién del
fago, en donde la deteccién del indicador indica que la bacteria de interés esté presente en la muestra.

[0064] Como se describe con mas detalle en la presente memoria, los métodos y sistemas de la invencién pueden
utilizar un intervalo de concentraciones de bacteriéfagos indicadores parentales para infectar las bacterias presentes
en la muestra. En algunas realizaciones, los bacteriéfagos indicadores se afiaden a la muestra a una concentracién
suficiente para encontrar, unirse e infectar rapidamente las bacterias diana que estén presentes en cantidades muy
bajas en la muestra, tal como una sola célula. En algunas realizaciones, la concentracién de fagos puede ser
suficiente para encontrar, unir e infectar la bacteria diana en menos de una hora. En otras realizaciones, estos
acontecimientos pueden producirse en menos de dos horas, 0 menos de tres horas, después de la adicién del fago
indicador a la muestra. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, la concentracién de bacteriéfagos para la etapa de
incubacién es mayor de 1 x 10% UPF/ml, mayor de 1 x 10° UPF/ml, o mayor de 1 x 107 UPF/m.

[0065] Los métodos de la invencién pueden comprender varias otras etapas para aumentar la sensibilidad. Por
ejemplo, como se describe con mas detalle en la presente memoria, el método puede comprender una etapa para
capturar y lavar la bacteria capturada y unida, para eliminar el exceso de bacteriéfagos recombinantes y aumentar la
relacion sefial/ruido. En algunas realizaciones, la deteccién positiva del resto indicador requiere que la relacién entre
la sefial y el fondo generado al detectar el resto indicador sea de al menos 2,0 o al menos 2,5.

[0066] Las Figuras 2-10 muestran datos y graficos de esos datos procedentes de realizaciones ilustrativas de
ensayos con bacteriéfagos recombinantes.
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[0067] Las Figuras 2, 3A y 3B se refieren a la deteccion de L. monocytogenes. La Figura 2 muestra los datos de
la deteccién del cultivo de L. monocytogenes utilizando una realizacién de un aparato autbnomo con un hisopo como
soporte sélido. Las sefiales correspondientes a la presencia de la bacteria se detectaron mediante luminémetros
Hygiena, GloMax y GloMax 20/20. La Tabla 1 muestra los resultados del cultivo en fase logaritmica y la Tabla 2
muestra los resultados del cultivo durante la noche.

[0068] Las Figuras 3A y 3B son graficos generados a partir de los datos mostrados en la Tabla 1. La Figura 3A
muestra las mediciones de las sefiales detectadas utilizando Hygiena. Los hisopos se inocularon con células en fase
logaritmica al nivel de UFC indicado. La muestra se infecté inmediatamente con el céctel de fagos de Listeria
durante 4 horas. Se afiadié sustrato y las muestras se leyeron en el luminémetro Hygiena. Una sefial de >10 ULR se
considera positiva. Con este método, se requieren aproximadamente 25.000 UFC para generar un resultado
positivo.

[0069] La Figura 3B muestra las mediciones de las sefiales detectadas utilizando los lumindmetros GloMax 20/20
y GloMax (también conocido como GloMax 96). Los hisopos se inocularon con células en fase logaritmica al nivel de
UFC indicado. La muestra se infecté inmediatamente con el céctel de fagos de Listeria durante 4 horas. Se afiadid
sustrato y las muestras se leyeron en los lumindmetros GloMax 20/20 (1 ml de muestra) o GloMax (150 pl de
muestra). Una relacién sefial/ffondo >3,0 se considera positiva. Con este método, se requieren aproximadamente
5.000 UFC para generar un resultado positivo.

[0070] Las Figuras 4-8 se refieren a realizaciones que demuestran la deteccién de Salmonella. La Figura 4
muestra los resultados de la deteccidén de Salmonella en carne de pavo molida que ha sido inoculada con
Salmonella. La Tabla 3 muestra la muestra de control no inoculada y la Tabla 4 muestra la muestra de pavo
inoculada. Los ensayos se repitieron con tiempos de incubacién e infeccidn variables.

[0071] La Figura 5A y la Figura 5B son graficos generados a partir de los datos de la Figura 4. La Figura 6A
muestra que las muestras de pavo inoculadas con Salmonella se detectaron como positivas con cada tiempo de
incubacién e infeccién analizado. La muestra de pavo se cultivé durante 24 horas a 41 °C después de la inoculacion
antes de ensayarla con los métodos descritos en la solicitud. Para la sefial relativa: 0 horas de incubacién, 2 horas
de infeccion > 1 hora de incubacién, 0,5 horas de infecciéon > 0 horas de incubacién, 0,5 horas de infecciéon. Ademas,
la comparacién de la sefial ULR muestra que los luminémetros GloMax tienen una sefial mucho més alta que la del
luminémetro Hygiena.

[0072] La Figura 5B muestra que la deteccién utilizando los luminémetros GloMax 20/20 y GloMax produjo
relaciones sefial/ffondo similares para las mismas muestras. Aunque GloMax 20/20 tenia una sefial mayor (Figura
5A), el fondo era significativamente mas alto que el del GloMax. Por lo tanto, al determinar la sefial/fondo, los dos
luminémetros funcionan de forma similar.

[0073] La Figura 6 muestra datos para detectar Salmonella en tres muestras de pavo (muestras 21, 24 y 26) que
habian sido inoculadas con Salmonella antes de los ensayos utilizando el aparato auténomo. Las muestras se
infectaron durante un periodo de tiempo diferente, como se indica antes de la deteccién de la sefial.

[0074] Las Figuras 7A-7C son graficos generados a partir de los datos mostrados en la Figura 6. Las Figuras
7A-7C muestran los resultados de los experimentos en los que se enriquecieron tres muestras de carne de pavo
triturada inoculadas durante 24 horas y se tomaron muestras con hisopos y se ensayaron. Las muestras 24 (Figura
7B) y 26 (Figura 7C) no mostraron sefial en el luminédmetro portatil Hygiena para las muestras que tenian una
infeccién por fagos de 30 minutos, pero si para la muestra que tenia una infeccién de 2 horas. Los luminémetros
GloMax 20/20 y GloMax generaron sefiales relativamente bajas.

[0075] Las Figuras 8A-8C son graficos generados a partir de los datos mostrados en la Figura 6. Los graficos
muestran que tanto GloMax 20/20 como GloMax pudieron detectar la Muestra 21 (Figura 8A) y 26 (Figura 8B) como
positivas con una infeccién de 30 minutos (una relacién sefial/fondo de > 3,0 es positiva), sin embargo la Muestra
24 (Figura 8C)requirié una infeccién de 2 horas para mostrar un resultado positivo. Los resultados de los
luminémetros GloMax 20/20 y GloMax fueron similares.

[0076] La Figura 9 muestra datos para detectar muestras de esponja ambientales de L. monocytogenes de
superficies inoculadas y enriquecidas durante 24 horas.

[0077] La Figura 10 muestra la deteccién de microorganismos en muestras de pavo inoculadas con Salmonella
utilizando el aparato. Las sefiales se midieron utilizando tres luminémetros diferentes: GloMax, 3M e Hygiena.

[0078] Los ensayos de bacteridfagos recombinantes conservan la especificidad a lo largo del tiempo. En
numerosas realizaciones a lo largo de varios afios de desarrollo y utilizacibn de ensayos de bacterié6fagos
recombinantes para, por ejemplo, E. coli, Cronobacter, Salmonella, Listeria y S. aureus, no se observaron cambios
en la especificidad del hospedador. Estas realizaciones incluyen més de 25 bacteriéfagos indicadores o marcadores
de luciferasa recombinantes. Ademas, no se ha detectado la pérdida o inactivacién del gen indicador o marcador
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(por ejemplo, luciferasa) en ninglin fago recombinante como se describe en la presente memoria. Los bacteriéfagos
recombinantes se almacenan y conservan en mlltiples alicuotas para protegerlos contra un mal manejo. Aunque los
bacteriéfagos son intrinsecamente estables, los valores pueden disminuir en un grado variable durante un
almacenamiento prolongado, por ejemplo, durante meses o afios a 4 °C. En general, se cree que esto se debe a la
pérdida de ADN de las particulas; sin embargo, los bacteriéfagos activos se recuperan mediante el plaqueo en
placas para obtener titulos mas altos. La verificacién de la especificidad se realiza con cada preparacién de
bacteri6fagos recombinantes infectando distintas cepas bacterianas que se sabe son positivas y negativas.

[0079] En algunas realizaciones de los métodos para analizar muestras, el uso de un gran exceso de
bacteriéfagos recombinantes requiere la separacién de cualquier bacteria no unida u otros componentes mas
grandes de la muestra del exceso de bacteriéfago recombinante no unido. Esto puede lograrse de muchas formas
distintas conocidas de forma general por un experto en la técnica. Las células de los microorganismos pueden
separarse por centrifugacion, filtraciéon por tamafio o inmovilizacion selectiva. En algunas realizaciones, la filtracién
por tamafio se realiza a través de pocillos de filtro. En otros casos, la separacién magnética puede utilizarse para la
inmovilizacién selectiva. Por ejemplo, la muestra puede filtrarse a través de una membrana de 0,45 um o 0,22 um,
antes o después de la incubacién con el bacteribéfago recombinante, para capturar el microorganismo diana (por
ejemplo, una bacteria) sobre un soporte sélido. El microorganismo capturado puede lavarse entonces una o mas
veces sobre el soporte sélido para asegurarse de que solo quede el bacteri6fago recombinante unido
especificamente. O bien puede emplearse un mecanismo de unién especifica 0 no especifica para capturar el
microorganismo en microperlas u otra superficie sélida. Son posibles otros formatos para separar los componentes
de la muestra.

[0080] Pueden utilizarse diversos soportes sélidos. En ciertas realizaciones, el soporte sélido puede comprender
una placa multipocillo, un filtro, una perla, una tira de flujo lateral, una tira de filtro, un disco de filtro, un papel de filtro
o peliculas delgadas disefiadas para cultivar células (por ejemplo, PetriFilm de 3M). También pueden ser apropiados
otros soportes sélidos. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el microorganismo de la muestra de ensayo puede
capturarse uniéndolo a un hisopo, a la superficie de una placa, o filtrando la muestra a través de un filtro
bacteriolégico (por ejemplo, un filtro giratorio o un filtro de placa con un tamafio de poro de 0,45 um). En una
realizacién, el microorganismo capturado en la superficie del filtro o de la placa se incuba con bacterié6fagos
recombinantes y, posteriormente, se lava una o més veces para eliminar el exceso de bacteriéfagos recombinantes
no unidos.

[0081] De forma alternativa, en algunas realizaciones, la etapa de captura puede basarse en otras caracteristicas
del microorganismo de interés, como el tamafio. En las realizaciones que utilizan la captura basada en el tamafio, el
soporte sélido puede ser un filtro de columna de centrifugacion. En algunas realizaciones, el soporte sélido
comprende una placa de filtro de 96 pocillos. O bien, el soporte sélido para la captura puede ser una localizacién en
una matriz o un soporte mévil, tal como una perla.

[0082] En algunas realizaciones, el soporte sélido estd recubierto con un componente de unién a células que se
une con alta afinidad al microorganismo de interés en la muestra. Esto permite que méas bacterias se unan al soporte
sélido y aumenta la sensibilidad y especificidad del ensayo.

[0083] En un ejemplo, cuando el microorganismo de interés es una bacteria, el bacteriéfago recombinante puede
unirse a la bacteria a través de un dominio de unién celular del bacteriéfago. Por ejemplo, fagos de E. coli bien
estudiados incluyen T1, T2, T3, T4, T5, T7 y lambda; otros fagos de E. coli disponibles en la coleccién ATCC, por
ejemplo, incluyen pHIX174, S13, Ox6, MS2, pHIV1, fd, PR772 y ZIK1. Los fagos de Salmonella incluyen SPN1S, 10,
épsilon15, SEA1 y P22. Los fagos de Listeria incluyen LipZ5, P40, vB_LmoM_AG20, P70 y A511. Los fagos de
Staphylococcus incluyen P4W, virus K, Twort, phi11, 187, P68 y phiwWMY.

[0084] En algunas realizaciones, la muestra puede enriquecerse antes de analizarla mediante incubacién en
condiciones que fomenten el crecimiento. En tales realizaciones, el periodo de enriquecimiento puede serde 1, 2, 3,
4,5, 6, 7 o hasta 8 horas 0 més, dependiendo del tipo y tamafio de la muestra.

[0085] En otras realizaciones, la muestra puede enriquecerse después de la captura de la bacteria en un soporte
sélido. En tales realizaciones, el periodo de enriquecimiento puede ser de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 o0 hasta 8 horas 0 mas,
dependiendo del tipo y tamafio de la muestra.

[0086] Por lo tanto, el bacteriéfago recombinante comprende un resto indicador detectable, y la unién a una sola
célula patégena (por ejemplo, una bacteria) puede detectarse mediante una sefial amplificada generada a través del
resto indicador. Por lo tanto, el método, como se define en las reivindicaciones comprende detectar un resto
indicador del bacteriéfago recombinante, en donde la deteccién del indicador indica que la bacteria de interés esta
presente en la muestra.

[0087] En algunas realizaciones de los métodos de la invencidn, el microorganismo puede detectarse sin ningun

aislamiento o purificacién de los microorganismos de una muestra. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, una
muestra que contiene uno o mas microorganismos de interés puede aplicarse directamente a un recipiente de
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ensayo, tal como una columna de centrifuga, un pocillo de microtitulacién o un filtro, y el ensayo se lleva a cabo en
ese recipiente de ensayo. Es decir, los microorganismos son capturados en una membrana que tiene un tamafio de
poro demasiado pequefio para permitir el paso de los microorganismos. En la presente memoria se describen
diversas realizaciones de dichos ensayos.

[0088] Las alicuotas de una muestra de ensayo pueden distribuirse directamente en los pocillos de una placa
multipocillo, puede afiadirse un bacteri6fago recombinante y, después de un periodo de tiempo suficiente para la
unién, las células pueden capturarse en una superficie sélida, tal como una placa, una perla o un sustrato de filtro,
de modo que el exceso de bacteriéfago recombinante no unido pueda eliminarse en una o mas etapas de lavado
posteriores. A continuacion, se afiade un sustrato para el resto indicador (por ejemplo, sustrato de luciferasa para un
indicador de luciferasa) y se analiza para detectar la sefial indicadora. Algunas realizaciones del método pueden
realizarse sobre placas de filtro. Algunas realizaciones del método pueden realizarse con o sin concentracién de la
muestra antes de unirse al bacteriéfago recombinante.

[0089] Por ejemplo, en muchos casos, se utilizan placas multipocillo para realizar los ensayos. La eleccién de las
placas (o cualquier otro recipiente en donde pueda hacerse la deteccién) puede afectar a la etapa de deteccién. Por
ejemplo, algunas placas pueden incluir un fondo de color o blanco, lo que puede afectar a la deteccién de emisiones
de luz. De forma general, las placas blancas tienen una mayor sensibilidad, pero también producen una sefial de
fondo més alta. Otros colores de las placas pueden generar una sefial de fondo mas baja, pero también tienen una
sensibilidad ligeramente inferior. Ademas, la sefial de fondo puede resultar de la fuga de luz de un pocillo a otro
pocillo adyacente. Algunas placas tienen pocillos blancos, mientras que el resto de la placa es negra, lo que permite
una sefial alta dentro del pocillo e impide la fuga de luz de pocillo a pocillo. Esta combinacién de pocillos blancos con
placas negras puede reducir la sefial de fondo. Por lo tanto, la eleccién de la placa u otro recipiente de ensayo
puede influir en la sensibilidad y en la sefial de fondo del ensayo. En algunas realizaciones, la deteccién del
microorganismo de interés puede completarse sin la necesidad de cultivar la muestra. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, el tiempo total requerido para la deteccién es inferior a 12,0 horas, 11,0 horas, 10,0 horas, 9,0 horas,
8,0 horas, 7,0 horas, 6,0 horas, 5,0 horas, 4,0 horas, 3,0 horas, 2,5 horas, 2,0 horas, 1,5 horas, 1,0 horas, 45
minutos 0 menos de 30 minutos. Minimizar el tiempo necesario para obtener los resultados es fundamental en
ensayos alimentarios y ambientales para detectar patégenos.

[0090] A diferencia de los ensayos conocidos en la técnica, el método de la invencién puede detectar
microorganismos individuales. Por lo tanto, en ciertas realizaciones, el método puede detectar < 10 células del
microorganismo (es decir, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 microorganismos) 0 <20, 0<30,0<40,0<50,0<60,0<70,0
<80, 0<90,0<100, 0 £200, 0 <500, o <1000 células del microorganismo presente en una muestra. Por ejemplo,
en ciertas realizaciones, el bacteri6fago recombinante es altamente especifico para S. aureus, Listeria, Salmonella, o
E. coli. En una realizacion, el bacteriéfago recombinante puede distinguir S. aureus, Listeria, Salmonella o E. coli en
presencia de mas de 100 tipos distintos de bacterias. En una realizacion, el bacteriéfago recombinante puede
distinguir un serotipo especifico dentro de una especie de bacteria (por ejemplo, E. coli O157:H7) en presencia de
mas de 100 tipos distintos de bacterias. En ciertas realizaciones, el bacteriéfago recombinante puede utilizarse para
detectar una sola bacteria del tipo especifico en la muestra. En ciertas realizaciones, el bacteriéfago recombinante
detecta tan solo 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 de las bacterias especificas de la
muestra.

[0091] El resto indicador puede reaccionar con un sustrato para emitir una sefial detectable o puede emitir una
sefial intrinseca (por ejemplo, proteina fluorescente). Las proteinas fluorescentes emiten fluorescencia de forma
natural (fluorescencia intrinseca o autofluorescencia) emitiendo energia en forma de fotén cuando el resto
fluorescente que contiene electrones absorbe un fotén. Pueden expresarse proteinas fluorescentes (por ejemplo,
GFP) como una proteina de fusién. En algunas realizaciones, la sensibilidad de deteccidén puede revelar la presencia
de tan solo 100, 50, 20, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 0 2 células del microorganismo de interés en una muestra de ensayo.
En algunas realizaciones, incluso una sola célula del microorganismo de interés puede producir una sefial
detectable.

[0092] La seleccién de un resto indicador particular no es critica para la presente invencion, pero el resto indicador
ser4 capaz de generar una sefial detectable por si misma, o ser detectable mediante instrumentos, o ser detectable
junto con uno 0 méas componentes productores de sefiales adicionales, tales como un sistema productor de sefiales
de enzima/sustrato. Pueden formarse varios bacteriéfagos recombinantes variando el resto indicador o el indicador
del bacteriéfago recombinante; un experto en la técnica apreciara que la eleccién implica la consideracién del
microorganismo a detectar y los medios de deteccién deseados.

[0093] Por ejemplo, uno o mas componentes productores de sefiales pueden reaccionar con el resto indicador
para generar una sefial detectable. En algunas realizaciones, el indicador puede ser un compuesto bioluminiscente.
Si el resto indicador es una enzima, entonces la amplificacién de la sefial detectable se obtiene haciendo reaccionar
la enzima con uno o mas sustratos o enzimas y sustratos adicionales para producir un producto de reaccidén
detectable. En un sistema productor de sefiales alternativo, el indicador puede ser un compuesto fluorescente en
donde no se requiere ninguna manipulacién enzimatica del indicador para producir la sefial detectable. Moléculas
fluorescentes que incluyen, por ejemplo, fluoresceina y rodamina y sus derivados y anélogos, son adecuadas para
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su uso como indicadores en tal sistema. En otra realizacién alternativa, el resto indicador puede ser un cofactor, a
continuacién se obtiene la amplificacién de la sefial detectable haciendo reaccionar el cofactor con la enzima y uno o
més sustratos o enzimas y sustratos adicionales para producir un producto de reaccién detectable. En algunas
realizaciones, la sefial detectable es colorimétrica.

[0094] EI resto indicador detectable es una caracteristica clave del bacteri6fago recombinante, que puede
detectarse de forma directa o indirecta. El resto indicador proporciona una sefial detectable por la que se monitoriza
la reaccién de unién proporcionando una medida cualitativa y/o cuantitativa. La cantidad relativa y la localizacién de
la sefial generada por los microorganismos marcados o sefializados pueden servir para indicar la presencia y/o
cantidad del microorganismo. El resto indicador también se puede utilizar para seleccionar y aislar microorganismos
marcados o sefializados, tal como mediante clasificacidn por flujo o utilizando medios de separacién magnéticos.

[0095] En algunas realizaciones, el resto indicador del bacteriéfago recombinante puede detectarse directamente o
después de la incubacién con un sustrato. En la técnica se conocen muchos tipos diferentes de biomoléculas
detectables adecuadas para su uso como fracciones indicadoras, y muchas estan disponibles comercialmente. En
algunas realizaciones, el bacteriéfago recombinante comprende una enzima, que sirve como resto indicador. En
algunas realizaciones, el indicador o marcador del bacteriéfago recombinante codifica una enzima detectable. El
resto indicador puede emitir luz y/o puede detectarse mediante un cambio de color. Se comercializan varias enzimas
apropiadas, tales como fosfatasa alcalina (AP), peroxidasa de rabano (HRP), proteina verde fluorescente (GFP) o
luciferasa (Luc). En algunas realizaciones, estas enzimas pueden servir como resto indicador. En algunas
realizaciones, la luciferasa de luciérnaga es el resto indicador. En algunas realizaciones, la luciferasa de Oplophorus
es el resto indicador. En algunas realizaciones, NANOLUC® es el resto indicador. Otras luciferasas modificadas por
ingenieria genética u otras enzimas que generan sefiales detectables también pueden ser restos indicadores
adecuados.

[0096] Por lo tanto, en algunas realizaciones, el bacteri6fago recombinante de los métodos o sistemas es un
bacteriéfago de tipo salvaje modificado genéticamente con la secuencia de una proteina indicadora, tal como una
proteina fluorescente o una proteina luciferasa.

[0097] Los bacteriéfagos pueden infectar y lisar bacterias especificas.

[0098] La deteccion del indicador puede incluir la deteccién de emisiones de luz. En algunas realizaciones, puede
utilizarse un luminémetro para detectar la reaccién del indicador (por ejemplo, la luciferasa) con un sustrato. La
deteccién de la ULR se puede lograr con un luminémetro, o también pueden utilizarse otras maquinas o dispositivos.
Por ejemplo, un espectrofotémetro, una cdmara CCD o una cdmara CMOS pueden detectar cambios de color y otras
emisiones de luz. Las ULR absolutas son importantes para la deteccidn, pero la relacién sefial/fondo también debe
ser alta (por ejemplo, > 2,0, > 2,5 0 > 3,0) para que se detecten de forma fiable las células individuales o un numero
reducido de células.

[0099] En algunas realizaciones, la reaccidén del resto indicador (por ejemplo, la luciferasa) con el sustrato puede
continuar durante 30 minutos o mas, y la deteccién en varios puntos temporales puede ser deseable para optimizar
la sensibilidad. Por ejemplo, las lecturas del luminémetro pueden tomarse inicialmente y a intervalos de 3, 5, 10 0 15
minutos hasta que se complete la reaccién.

[0100] Por lo tanto, la invencién comprende un método para detectar un microorganismo de interés, como se
define en las reivindicaciones, que comprende las etapas de capturar al menos una bacteria de muestra; incubar la
al menos una bacteria con una pluralidad de bacteriéfagos recombinantes; dar tiempo a la unién al microorganismo
diana de la muestra; y detectar el resto indicador, en donde la deteccién del resto indicador demuestra que la
bacteria esta presente en la muestra.

[0101] Por ejemplo, en algunas realizaciones, la bacteria de la muestra de ensayo puede capturarse por unién a la
superficie de una placa o filtrando la muestra a través de un filtro bacteriolégico (por ejemplo, un filtro de centrifuga o
un filtro de placa con un tamafio de poro de 0,45 um). En una realizacién, el bacteriéfago recombinante se afiade en
un volumen minimo o modesto a la muestra capturada directamente en el filtro. En una realizacién, el
microorganismo capturado en la superficie del filtro o la placa se lava posteriormente una o mas veces para eliminar
el exceso de bacteriéfagos recombinantes no unidos.

[0102] En algunas realizaciones, pueden aplicarse alicuotas de una muestra de ensayo que comprende bacterias
a una columna de centrifuga y, tras la incubacién con un bacteriéfago recombinante y el lavado para eliminar
cualquier exceso de bacteriéfago, la cantidad de indicador detectado sera proporcional a la cantidad de bacterias
diana presentes en la muestra.

[0103] El indicador (por ejemplo, la luciferasa) unido a la bacteria puede entonces medirse y cuantificarse. En un
ejemplo, la solucién se hace pasar a través del filtro y el filtrado se recoge para su analisis en un nuevo receptaculo
(por ejemplo, en un luminémetro) tras la adicién de un sustrato para la enzima indicadora (por ejemplo, un sustrato
de luciferasa). De forma alternativa, la sefial indicadora puede medirse directamente en el filtro.
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[0104] En una realizacién, el microorganismo es una bacteria y el bacteri6fago recombinante incluye un resto
indicador derivado de un bacteriéfago. En una realizacién, el resto indicador es luciferasa. Por lo tanto, en una
realizacién alternativa, el sustrato indicador (por ejemplo, el sustrato de luciferasa) puede incubarse con la parte de
la muestra que permanece en un filtro o unida a la superficie de una placa. Por lo tanto, en algunas realizaciones, el
soporte sélido es una placa de filtro de 96 pocillos (o una placa normal de 96 pocillos), y la reacciéon del sustrato
puede detectarse poniendo la placa directamente en el luminémetro.

[0105] Por ejemplo, en una realizacién, la invencién puede comprender un método para detectar una bacteria
patégena de interés, como se define en las reivindicaciones, que comprende las etapas de: unir las células
capturadas en una placa de filtro de 96 pocillos con una pluralidad de bacteriéfagos recombinantes; eliminar el
exceso de bacteri6fagos recombinantes; y detectar el indicador (por ejemplo, luciferasa) afiadiendo sustrato y
midiendo la actividad enzimatica directamente en la placa de 96 pocillos, donde la deteccién de la actividad
enzimatica indica que la bacteria de interés esté presente en la muestra.

[0106] En otra realizacién, la invencién puede comprender un método para detectar un microorganismo de interés
tal como se define en las reivindicaciones, tal como S. aureus, que comprende las etapas de: unir las células en
solucién o suspension liquida en una placa de 96 pocillos con una pluralidad de bacteri6fagos recombinantes;
separar el bacteriéfago recombinante no unido de las células que tienen el bacteriéfago recombinante unido; y
detectar el indicador (por ejemplo, luciferasa) afiadiendo sustrato y midiendo la actividad enzimatica directamente en
la placa de 96 pocillos, en donde la deteccién de la actividad enzimética indica que el microorganismo de interés, tal
como S. aureus, estd presente en la muestra. En algunas realizaciones, el microorganismo de interés puede
capturarse en un soporte sélido, tal como en perlas o un filtro. Esta captura puede producirse antes o después de la
incubacién con el bacteriéfago recombinante. En algunas realizaciones, no es necesaria ninguna etapa de captura.

[0107] En algunas realizaciones, la solucién o suspensién liquida puede ser una muestra de prueba consumible,
tal como un lavado de verduras. En algunas realizaciones, la solucién o suspensién liquida puede ser un liquido
vegetal enriquecido con caldo LB concentrado, caldo de soja triptico/triptona, agua con peptona o caldo nutritivo. En
algunas realizaciones, la solucién o suspension liquida puede ser una bacteria diluida en caldo LB.

[0108] En algunas realizaciones, las células del microorganismo diana deben estar intactas para una deteccidon
adecuada. Es decir, las células no necesitan ser viables, pero la pared celular debe estar estructuralmente intacta.
Por lo tanto, es deseable minimizar la lisis de la bacteria antes de la etapa de deteccion.

[0109] En algunas realizaciones, es util una etapa de concentracién inicial para la muestra. Es decir, cualquier
microorganismo u otra sustancia relativamente grande en la muestra se concentra para eliminar el exceso de liquido.
Sin embargo, es posible realizar el ensayo sin una etapa de concentracién inicial. Algunas realizaciones incluyen
una etapa de concentracién inicial y, en algunas realizaciones, esta etapa de concentracién permite un tiempo de
incubacién de enriquecimiento mas corto. En otras realizaciones, no es necesario ninglin periodo de
enriquecimiento.

[0110] Algunas realizaciones de los métodos de prueba pueden incluir ademas ensayos confirmatorios. En la
técnica se conocen diversos ensayos para confirmar un resultado inicial, normalmente en un momento posterior. Por
ejemplo, las muestras pueden cultivarse (por ejemplo, el ensayo CHROMAGAR®/DYNABEADS®), puede utilizarse la
PCR para confirmar la presencia del ADN microbiano o pueden utilizarse otros ensayos confirmatorios para
confirmar el resultado inicial.

[0111] Las realizaciones de los ensayos de seguridad alimentaria incluyen etapas de preparacién de muestras.
Algunas realizaciones pueden incluir el tiempo de enriquecimiento. Por ejemplo, puede ser necesario un
enriquecimiento durante 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 horas, segln el tipo y el tamafio de la muestra. Tras estas etapas de
preparacién de la muestra, la unién con una alta concentracién de bacteriéfago recombinante que comprende un
indicador o marcador puede realizarse en una variedad de formatos de ensayo, como el que se muestra en la
Figura 1.

[0112] Los ensayos alimentarios pueden detectar una sola bacteria patégena en tamafios de muestra que
corresponden a los estdndares de la industria, con una reduccién en el tiempo de obtencién de resultados de al
menos 20 %, o al menos 30 %, o al menos 40 % o al menos 50 % o al menos 60 %, segun el tipo y el tamafio de la
muestra.

[0113] Por lo tanto, algunas realizaciones de la presente invencién resuelven una necesidad mediante el uso de
métodos bacteriéfagos recombinantes para amplificar una sefial detectable que indica la presencia de bacterias. En
ciertas realizaciones, se detecta apenas una sola bacteria. Los principios aplicados en la presente memoria pueden
aplicarse a la deteccién de una variedad de microorganismos. De este modo, las realizaciones de la presente
invencidén pueden lograr una enorme amplificacién de la sefial incluso a partir de una sola célula del microorganismo
de interés.
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[0114] Los aspectos de la presente invencién utilizan la alta especificidad de los componentes de unién que
pueden unirse a microorganismos particulares, tales como el componente de reconocimiento y unién de los agentes
infecciosos, como un medio para detectar y/o cuantificar el microorganismo especifico en una muestra. En algunas
realizaciones, la presente invencidn aprovecha la especificidad de los bacteriéfagos.

[0115] Algunas realizaciones de la invencién descritas y descritas en la presente memoria utilizan el
descubrimiento de que un solo microorganismo es capaz de generar una gran cantidad de indicador después de la
infeccién con bacteriéfagos recombinantes. Este principio permite la amplificacién de la sefial indicadora de una o
unas pocas células basandose en el reconocimiento especifico del microorganismo. Por ejemplo, al exponer incluso
una sola célula de una bacteria a una pluralidad de bacteriéfagos recombinantes, la sefial indicadora se amplifica de
forma que sea detectable una sola bacteria.

[0116] La velocidad y sensibilidad sin precedentes de la deteccién de un microorganismo con bacterié6fagos
recombinantes son resultados inesperados. En algunas realizaciones, los métodos de la invencién requieren menos
de 12, 11,10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3 0 2 horas para la detecciéon de un microorganismo de interés. Se trata de plazos mas
cortos de lo que anteriormente se creia posible. En algunas realizaciones, los métodos pueden detectar tan solo
100, 50, 20, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 0 2 células de la bacteria de interés. En algunas realizaciones, incluso una sola
célula de la bacteria es detectable. En realizaciones adicionales, la invencién comprende sistemas (por ejemplo,
sistemas informéticos, sistemas automatizados o kits) que comprenden componentes para realizar los métodos
descritos en la presente memoria y/o utilizar los bacteriéfagos recombinantes descritos en la presente memoria.

[0117] Los protocolos existentes para la deteccién de bacterias patdégenas en los alimentos son complicados,
caros, lentos, laboriosos y propensos a generar falsos positivos. Ademas, los métodos de deteccién basados en
fagos incluyen la complicacién adicional y las implicaciones reguladoras de los reactivos infecciosos. La deteccién
con un bacteriéfago recombinante especifico para un patégeno determinado ofrece una alternativa de prueba eficaz,
rapida y sencilla.

[0118] Los agentes infecciosos pueden ser altamente especificos para un tipo particular de organismo. Por
ejemplo, un bacteriéfago puede ser especifico para un género particular de una bacteria, como Listeria. Por ejemplo,
el bacteriofago A511 es especifico para el género Listeria. O un bacteriéfago puede ser especifico para una especie
particular de bacteria, tal como E. coli. Para algunos tipos de bacterias, los bacteriéfagos pueden incluso reconocer
subtipos particulares de ese organismo con una alta especificidad. Por ejemplo, el bacteriéfago CBA120 es
altamente especifico para E. coli O157:H7 y el bacteriéfago ¢YeO3-12 es altamente especifico para Y. enterocolitica
serotipo O:3.

[0119] En algunas realizaciones del bacteriéfago recombinante descrito en la presente memoria, el bacteriéfago
recombinante puede derivarse de T7, T4, tipo T4, Vil, tipo Vil, AR1, A511, A118, A006, A500, PSA, P35, P40, B025,
B054, A97, pHisM101, phi3626, CBA120, SPN1S, 10, épsilon 15, P22, LiPz5, P40, VB_LMOM_AG20, P70, A511,
P4W, K, Twort o SA97. Un bacteri6fago recombinante también incluye un resto indicador, tal como un resto
fluorescente, una proteina fluorescente, una proteina bioluminiscente o una enzima, que permite que el bacteriéfago
recombinante genere una sefial. En un bacteriéfago recombinante, se insertan varios tipos de indicadores en el
genoma del bacteri6fago, para que sirvan como un resto indicador. En algunas realizaciones, el bacteriéfago
recombinante comprende una enzima, tal como una luciferasa, que solo es detectable tras la adicién de un sustrato
apropiado. Por ejemplo, la luciferasa, la fosfatasa alcalina y otras enzimas indicadoras reaccionan con un sustrato
apropiado para proporcionar una sefial detectable. Algunas realizaciones de un bacteriéfago recombinante incluyen
una luciferasa de tipo salvaje o una luciferasa modificada, como NANOLUC®. Otras realizaciones incluyen una
proteina fluorescente u otra proteina marcadora.

[0120] En realizaciones alternativas pueden estudiarse o copiarse bacteriéfagos, fagos, micobacteriéfagos (tales
como para el bacilo de la tuberculosis y de la paratuberculosis), micéfagos (tales como para hongos), fagos de
micoplasmas y cualquier otro virus que pueda invadir bacterias, hongos, micoplasmas, protozoos, levaduras y otros
organismos vivos microscopicos vivos para seleccionar un microorganismo de interés. Por ejemplo, los fagos de E.
coli bien estudiados incluyen T1, T2, T3, T4, TS, T7 y lambda; otros fagos de E. coli disponibles en la coleccién
ATCC, por ejemplo, incluyen pHIX174, S13, Ox6, MS2, pHIV1, fd, PR772 y ZIK1. Los fagos de Sa/monella incluyen
SPN1S, 10, épsilon15, SEA1 y P22. Los fagos de Listeria incluyen LiPz5, P40, VB_LMOM_Ag20, P70 y A511. Los
fagos del estafilococo incluyen P4W, virus K, Twort, phi11, 187, P68 y PhiWmy.

[0121] Algunas realizaciones de la invencidn utilizan la especificidad de la unién de un bacteriéfago recombinante
para una seleccion rapida y sensible para unirse y facilitar la deteccién de una bacteria de interés.

[0122] En algunas realizaciones, un bacteriéfago recombinante se deriva de un bacteriéfago especifico para una
bacteria diana de interés, tal como de T7, T4 u otro fago similar. Un bacteriéfago recombinante también puede
derivarse de los fagos tipo T4, tipo T7, Vil, tipo Vil, AR1, A511, A118, A006, A500, PSA, P35, P40, B025, B054, A97,
phiSM101, phi3626, CBA120, SPN1S, 10, epsilon15, PpZ5, P40, VB_LMOM _AG20, P70, A511, P4W, K, Twort o
SA97.
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[0123] En algunas realizaciones, puede ser deseable un producto del gen indicador pequefio. Las proteinas OpLuc
y NANOLUC® tienen solo aproximadamente 20 kDa (aproximadamente 500-600 pb codificantes), mientras que FluC
tiene aproximadamente 62 kDa y requiere aproximadamente 1700 pb codificantes. A modo de comparacién, el
genoma de T7 es de aproximadamente 40 kpb, mientras que el genoma de T4 es de aproximadamente 170 kpb.

[0124] Ademas, el indicador debe generar una alta relacién sefial/fondo y debe ser facilmente detectable de forma
oportuna. NANOLUC® de Promega es una luciferasa modificada de Oplophorus gracilirostris (camarén de aguas
profundas). En algunas realizaciones, NANOLUC® combinado con NANO-GLO® de Promega, un sustrato de
imidazopirazinona (furimazina), puede proporcionar una sefial robusta con bajo nivel de fondo.

[0125] En algunas realizaciones de bacteriéfagos recombinantes, un resto indicador puede ser cualquiera de una
variedad de biomoléculas. El indicador puede ser un producto detectable o una enzima que produce un producto
detectable o un cofactor para una enzima que produce un producto detectable. En algunas realizaciones, el resto
indicador de un bacteriéfago recombinante es un indicador, tal como una enzima detectable. El producto del gen
indicador puede generar luz y/o puede detectarse mediante un cambio de color. Se comercializan diversas enzimas
adecuadas, tales como fosfatasa alcalina (AP), peroxidasa de rabano (HRP) o luciferasa (Luc). Por ejemplo, en una
realizacién, el indicador es una enzima luciferasa. Pueden utilizarse varios tipos de luciferasa. En realizaciones
alternativas, y como se describe con més detalle en la presente memoria, la luciferasa es una de las siguientes:
luciferasa de Oplophorus, luciferasa de luciérnaga, luciferasa Lucia, luciferasa Renilla o una luciferasa disefiada. En
algunas realizaciones, la luciferasa se ha obtenido de Oplophorus. En algunas realizaciones, el indicador es una
luciferasa modificada genéticamente, tal como NANOLUC®. Otras luciferasas modificadas por ingenieria genética u
otras enzimas que generan sefiales detectables también pueden ser restos indicadores adecuados. En algunas
realizaciones, estas enzimas pueden servir como resto indicador.

[0126] EIl uno o més bacteriéfagos recombinantes se derivan de uno o méas agentes infecciosos de tipo salvaje (por
ejemplo, bacteriéfagos) y uno o mas restos indicadores. Las composiciones utilizadas en los métodos y sistemas
descritos pueden incluir cocteles de distintos bacteriéfagos recombinantes que pueden generar sefiales indicadoras
iguales o distintas. Es decir, una composicién para detectar un microorganismo puede incluir todos los bacteriéfagos
recombinantes iguales o distintos.

[0127] Los ensayos descritos anteriormente utilizan bacteriéfagos recombinantes que reconocen y se unen a
bacterias especificas. Los ensayos de bacteriéfagos recombinantes pueden hacerse en un entorno de laboratorio
tradicional o en un dispositivo, tal como, por ejemplo, un aparato como se describe mas adelante en la presente
memoria.

Bacteriéfago recombinante

[0128] Como se describe con mas detalle en la presente memoria, los aparatos, métodos y sistemas de la
invencién comprenden bacteriéfagos recombinantes para su uso en la deteccién de microorganismos de interés. El
bacteriéfago recombinante estd comprendido en el primer compartimento del aparato descrito anteriormente. El
bacteriéfago recombinante tienen un gen indicador incorporado en el genoma del bacteriéfago. En algunas
realizaciones, el gen indicador estd unido operativamente a un promotor que no es un promotor nativo del
bacteriéfago. En algunas realizaciones, el gen indicador esta unido operativamente a un promotor nativo del
bacteriéfago. El bacteriéfago recombinante que comprende el gen indicador también se denomina bacteriéfago
indicador en esta descripcién.

[0129] EI bacteriéfago recombinante incluye un gen indicador. En ciertas realizaciones del bacteriéfago, el gen
indicador no codifica una proteina de fusién. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, la expresién del gen indicador
durante la replicacidén del bacteri6fago después de la infeccién de una bacteria hospedadora da lugar a un producto
proteinico indicador soluble. En ciertas realizaciones, el gen indicador puede insertarse en una regién génica tardia
del bacteriéfago. Los genes tardios generalmente se expresan a niveles mas altos que otros genes de fagos, ya que
codifican proteinas estructurales. La regién génica tardia puede ser una region génica de clase Ill y puede incluir un
gen para una proteina principal de la capside.

[0130] Algunas realizaciones incluyen el disefio (y, opcionalmente, la preparacién) de una secuencia para la
recombinacién homdloga corriente abajo del gen de la proteina principal de la capside. Otras realizaciones incluyen
el disefio (y, opcionalmente, la preparacidén) de una secuencia para la recombinacién homéloga corriente arriba del
gen de la proteina principal de la capside. En algunas realizaciones, la secuencia comprende un gen indicador con
codones optimizados precedido por una regién no traducida. La regién no traducida puede incluir un promotor del
gen tardio del fago y un sitio de entrada al ribosoma.

[0131] En algunas realizaciones, un bacteriéfago indicador se deriva de A511, P100, el fago de Listeria LMTA-94,
LMA4, LMAS8, T7, T4 u otro fago similar. Un bacteriéfago indicador también puede derivarse del virus P100,
bacteri6fagos especificos del virus P100, de tipo T4, de tipo T7, de tipo Vil, de tipo Vil, de Cronobacter, de
Salmonella, de Listeria o de estafilococo, u otro bacteriéfago que tenga un genoma con al menos 70, 71, 72, 73, 74,
75,76,77,78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99 % de homologia con
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bacteriéfagos T7, tipo T7, T4, tipo T4, virus P100, bacteriéfagos especificos de Cronobacter, Salmonella, Listeria o
Staphylococcus, bacteriéfagos Vli o tipo VII (o tipo Vi1), segin GenBank/NC Bi). En algunas realizaciones, el fago
indicador se deriva de un bacteriéfago que es altamente especifico de un microorganismo patdégeno particular. Las
modificaciones genéticas pueden evitar las deleciones de los genes de tipo salvaje y, por lo tanto, el fago modificado
puede permanecer mas similar al bacteriéfago de tipo salvaje que muchos fagos comercializados. Los bacteriéfagos
obtenidos del medio ambiente pueden ser mas especificos para las bacterias que se encuentran en el medio
ambiente y, como tales, genéticamente distintos de los fagos disponibles comercialmente.

[0132] Ademas, los genes de los fagos que se cree son no esenciales pueden tener una funcién no reconocida.
Por ejemplo, un gen aparentemente no esencial puede tener una funcién importante en la elevacidén del tamafio de
ruptura, como funciones sutiles de corte, ajuste o recorte durante el ensamblado. Por lo tanto, eliminar genes para
insertar un indicador puede ser perjudicial. La mayoria de los fagos pueden empaquetar un ADN que es un poco
més grande que su genoma natural. Con esta consideracién, un gen indicador mas pequefio puede ser una opcion
més apropiada para modificar un bacteriéfago, especialmente uno con un genoma mas pequefio. Las proteinas
OpLuc y NANOLUC® tienen solo aproximadamente 20 kDa (aproximadamente 500-600 pb para codificar), mientras
que FluC tiene aproximadamente 62 kDa (aproximadamente 1700 pb para codificar). A modo de comparacion, el
genoma de T7 tiene alrededor de 40 kpb, mientras que el genoma de la T4 tiene aproximadamente 170 kpb y el
genoma del bacteriéfago especifico de Cronobacter, Salmonella o Staphylococcus es de aproximadamente 157 kpb.
Ademas, el gen indicador no debe ser expresada de forma endédgena por la bacteria (es decir, no forma parte del
genoma bacteriano), debe generar una alta relacidén sefial/fondo y debe ser facilmente detectable de forma oportuna.
NANOLUC® de Promega es una luciferasa modificada de Oplophorus gracilirostris (camarén de aguas profundas).
En algunas realizaciones, NANOLUC® combinado con NANO-GLO® de Promega, un sustrato de imidazopirazinona
(furimazina), puede proporcionar una sefial robusta con bajo nivel de fondo.

[0133] En algunas realizaciones de fagos indicadores, el gen indicador puede insertarse en una regién no
traducida para evitar la alteracién de los genes funcionales, dejando intactos los genes de los fagos de tipo salvaje,
lo que puede dar lugar a una mayor idoneidad para infectar cepas de bacterias que no sean de laboratorio. Ademas,
incluir codones de terminacién en los tres marcos de lectura puede ayudar a aumentar la expresioén al reducir la
lectura completa, también conocida como expresion “leaky” o defectuosa. Esta estrategia también puede eliminar la
posibilidad de que se produzca una proteina de fusién a niveles bajos, lo que se manifestaria como una sefial de
fondo (por ejemplo, luciferasa) que no se puede separar del fago.

[0134] Un gen indicador puede expresar una variedad de biomoléculas. El gen indicador es un gen que expresa un
producto detectable o una enzima que produce un producto detectable. Por ejemplo, en una realizacién, el gen
indicador codifica una enzima luciferasa. Pueden utilizarse varios tipos de luciferasa. En realizaciones alternativas, y
como se describe con mas detalle en la presente memoria, la luciferasa es una de las siguientes: luciferasa de
Oplophorus, luciferasa de luciérnaga, luciferasa Lucia, luciferasa Renilla o una luciferasa disefiada. En algunas
realizaciones, el gen de la luciferasa se obtiene de Oplophorus. En algunas realizaciones, el gen indicador es un gen
luciferasa modificado genéticamente, tal como NANOLUC®.

[0135] Por lo tanto, en algunas realizaciones, la presente invencién comprende un bacteriéfago modificado
genéticamente que comprende un gen indicador no bacteriéfago en la regién génica tardia (clase Ill). En algunas
realizaciones, el gen indicador no nativo esta bajo el control de un promotor tardio. El uso de un promotor génico
tardio asegura que el gen indicador (por ejemplo, la luciferasa) no solo se exprese a niveles altos, como las
proteinas de la capside viral, sino que tampoco se desactive como los genes bacterianos endégenos o incluso los
genes virales tempranos.

[0136] En algunas realizaciones, el promotor tardio es un promotor similar a los de los virus P100, T4, T7 o Vil, u
otro promotor de fagos similar al encontrado en el fago de tipo salvaje seleccionado, es decir, sin modificacién
genética. La region génica tardia puede ser una regién génica de clase lll, y el bacteriéfago puede derivarse de un
bacteriéfagoT7, T4, tipo T4, Vil, tipo Vil, especifico de Cronobacter, Salmonella, Staphylococcus, Listeria o S.
aureus, u otro bacteriéfago natural que tenga un genoma con al menos un 70, 75, 80, 85, 90 0 95 % de homologia
con T7, bacteriéfagos T4, tipo T4, VIi, tipo VII o especificos de Cronobacter, Salmonella, Staphylococcus, Listeria o
S. aureus.

[0137] Las modificaciones genéticas de los bacteriéfagos pueden incluir inserciones, eliminaciones o sustituciones
de un pequefio fragmento de acido nucleico, de una parte sustancial de un gen o de un gen completo. En algunas
realizaciones, los 4cidos nucleicos insertados o sustituidos comprenden secuencias no nativas. Puede insertarse un
gen indicador no nativo en el genoma de un bacteriéfago de modo que esté bajo el control de un promotor de
bacteriéfago. En algunas realizaciones, el gen indicador no nativo no forma parte de una proteina de fusién. Es
decir, en algunas realizaciones, una modificacién genética puede configurarse de forma que el producto proteinico
indicador no comprenda polipéptidos del bacteriéfago de tipo salvaje. En algunas realizaciones, el producto
proteinico indicador es soluble. En algunas realizaciones, la invencién comprende un método para detectar una
bacteria de interés que comprende la etapa de incubar una muestra de ensayo con tal bacteriéfago recombinante.
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[0138] En algunas realizaciones, la expresion del gen indicador en el bacteriéfago de la progenie después de la
infeccién de la bacteria hospedadora da lugar a un producto proteinico soluble y libre. En algunas realizaciones, el
gen indicador no nativo no es contiguo a un gen que codifica una proteina fagica estructural y, por lo tanto, no
produce una proteina de fusién. A diferencia de los sistemas que emplean una fusién de un resto de deteccidén con
la proteina de la capside (es decir, una proteina de fusién), algunas realizaciones de la presente invencién expresan
un indicador o marcador soluble (por ejemplo, la luciferasa soluble). En algunas realizaciones, el indicador o
marcador esta idealmente libre de la estructura del bacteriéfago. Es decir, el indicador o marcador no esta unido a la
estructura del fago. Como tal, el gen del indicador o marcador no se fusiona con otros genes del genoma del fago
recombinante. Esto puede aumentar considerablemente la sensibilidad del ensayo (hasta de una sola bacteria) y
simplificar el ensayo, ya que permite que el ensayo se complete en menos de una hora en algunas realizaciones, en
vez de en varias horas debido a las etapas de purificacién adicionales requeridas con los constructos que producen
proteinas de fusién detectables. Ademas, las proteinas de fusién pueden ser menos activas que las proteinas
solubles debido, por ejemplo, a restricciones de plegamiento de las proteinas que pueden alterar la conformacién del
sitio activo de la enzima o el acceso al sustrato.

[0139] Ademas, las proteinas de fusién, por definicién, limitan el nUmero de fracciones unidas a las subunidades
de una proteina en el bacteriéfago. Por ejemplo, el uso de un sistema disponible en el mercado disefiado para servir
como plataforma para una proteina de fusién daria lugar a aproximadamente 415 copias del resto de fusién, que
corresponden a las aproximadamente 415 copias de la proteina de la capside del gen 10B en cada particula del
bacteriéfago T7. Sin esta restriccién, puede esperarse que las bacterias infectadas expresen muchas mas copias del
resto de deteccién (por ejemplo, luciferasa) de las que caben en el bacteriéfago. Ademas, las proteinas de fusion
grandes, como la fusién capside-luciferasa, pueden inhibir el ensamblado de la particula de bacteridéfago,
produciendo por tanto una menor progenie de bacteri6fagos. Por lo tanto, puede ser preferible un producto del gen
indicador soluble que no sea una fusién.

[0140] En algunas realizaciones, el fago indicador codifica un marcador, tal como una enzima detectable. El
producto del gen indicador puede generar luz y/o puede detectarse mediante un cambio de color. Se comercializan
diversas enzimas adecuadas, tales como fosfatasa alcalina (AP), peroxidasa de rabano (HRP) o luciferasa (Luc). En
algunas realizaciones, estas enzimas pueden servir como resto indicador. En algunas realizaciones, la luciferasa de
luciérnaga es el resto indicador. En algunas realizaciones, la luciferasa de Oplophorus es el resto indicador. En
algunas realizaciones, NANOLUC® es el resto indicador. Otras luciferasas modificadas por ingenieria genética u
otras enzimas que generan sefiales detectables también pueden ser restos indicadores adecuados.

[0141] En algunas realizaciones, el uso de un resto de deteccién soluble elimina la necesidad de eliminar el fago
parental contaminante del lisado de las células de muestra infectadas. Con un sistema de proteinas de fusién,
cualquier bacteriéfago utilizado para infectar las células de la muestra tendria el resto de deteccién unido y seria
indistinguible del bacteriéfago hijo que también contiene el resto de deteccién. Como la deteccién de bacterias de
muestra se basa en la deteccidén de un resto de deteccién recién creada (sintetizada de novo), el uso de constructos
de fusidén requiere etapas adicionales para separar los restos antiguos (parentales) de los restos recién creadas
(bacteri6fagos hijos). Esto puede conseguirse lavando las células infectadas varias veces, antes de completar el
ciclo de vida del bacteriéfago, inactivando el exceso de fagos parentales después de la infeccién por medios fisicos
o quimicos, y/o modificando quimicamente el bacteriéfago parental con un resto de unién (tal como biotina), que
luego puede unirse y separarse (tal como mediante perlas de sefarosa recubiertas de estreptavidina). Sin embargo,
incluso con todos estos intentos de eliminacién, el fago parental puede permanecer cuando se utiliza una
concentracién elevada del fago parental para asegurar la infeccién de un nimero reducido de células de la muestra,
creando una sefial de fondo que puede dificultar la deteccién de la sefial del fago de la progenie celular infectada.

[0142] Por el contrario, con el resto de deteccién soluble expresado en algunas realizaciones de la presente
invencién, la purificacién del fago parental a partir del lisado final es innecesaria, ya que el fago parental no tiene
ningln resto de deteccién unido. Por lo tanto, cualquier resto de deteccidn presente después de la infeccién debe
haberse creado de novo, indicando la presencia de una bacteria o bacterias infectadas. Para aprovechar este
beneficio, la produccién y preparacién del fago parental puede incluir la purificaciéon del fago a partir de cualquier
resto de deteccién libre producido durante la produccién del bacteriéfago parental en cultivo bacteriano. Pueden
emplearse técnicas estandar de purificacién de bacteriéfagos para purificar algunas realizaciones de fagos segun la
presente invencién, tales como centrifugacién en gradiente de densidad de sacarosa, centrifugacién en gradiente de
densidad isopicnica con cloruro de cesio, HPLC, cromatografia de exclusiéon por tamafio y dialisis o tecnologias
derivadas (tales como los concentradores de la marca Amicon - Millipore, Inc.). Puede emplearse ultracentrifugacion
isopicnica con cloruro de cesio como parte de la preparacidén del fago recombinante de la invencién, para separar las
particulas del fago parental de la proteina luciferasa contaminante producida tras la propagacién del fago en el
huésped bacteriano. De este modo, el bacteribéfago recombinante parental de la invencién esta sustancialmente
exenta de cualquier luciferasa generada durante la produccién en la bacteria. La eliminacién de la luciferasa residual
presente en la reserva de fagos puede reducir sustancialmente la sefial de fondo observada cuando los
bacteri6fagos recombinantes se incuban con una muestra de ensayo.

[0143] En algunas realizaciones de bacteribéfagos modificados, el promotor tardio (promotor de clase Ill, por
ejemplo, del fago especifico de Listeria, T7, T4 o Vil) tiene una alta afinidad por la ARN polimerasa del mismo
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bacteriéfago que transcribe los genes de las proteinas estructurales ensambladas en la particula del bacteridéfago.
Estas proteinas son las proteinas mas abundantes producidas por el fago, ya que cada particula de bacteriéfago
comprende docenas o cientos de copias de estas moléculas. El uso de un promotor tardio viral puede garantizar un
nivel de expresion éptimamente alto del resto de deteccién de luciferasa. El uso de un promotor viral tardio derivado,
especifico o activo en el bacteriéfago natural original del que se deriva el fago indicador (p. ej., un fago especifico de
Listeria, un promotor tardio T4, T7 o Vil con un sistema basado en T4, T7 o Vil) puede garantizar ademés la
expresion éptima del resto de deteccidn. El uso de un promotor bacteriano estandar (no de virus/no de bacteriéfago)
puede en algunas realizaciones ser perjudicial para la expresién, ya que estos promotores a menudo se regulan por
disminucién durante la infeccién por bacteriéfagos (para que el bacteriéfago priorice los recursos bacterianos para la
produccién de proteinas de fagos). Por lo tanto, en algunas realizaciones, el fago se modifica por ingenieria genética
preferiblemente para codificar y expresar a un nivel alto un resto indicador soluble (libre), utilizando un lugar en el
genoma que no limite la expresidén al numero de subunidades de un componente estructural del fago.

[0144] Las composiciones utilizadas en los métodos y sistemas de la invencién pueden comprender uno o mas
bacteriéfagos de tipo salvaje o modificados genéticamente (por ejemplo, bacteriéfagos) y uno o més genes
indicadores. En algunas realizaciones, las composiciones pueden incluir cécteles de diferentes fagos indicadores
que pueden codificar y expresar las mismas o distintas proteinas indicadoras. En algunas realizaciones, el coctel de
bacteri6fagos comprende al menos dos tipos diferentes de bacteri6fagos recombinantes.

Dispositivos o aparatos para detectar microorganismos

[0145] Las realizaciones de la invencion se refieren a métodos para detectar microorganismos de interés utilizando
un aparato autbnomo. En algunas realizaciones, el aparato comprende un soporte sélido, que puede utilizarse para
recolectar una muestra que comprende los microorganismos de interés. En algunas realizaciones, un aparato segun
la invencién comprende un tubo con compartimentos separados, dispuestos secuencialmente o en configuracion
ramificada (por ejemplo, “orejas” en un tubo). El aparato puede comprender varios compartimentos que pueden
configurarse para una mezcla variada de reactivos y la temporizacién de las etapas del método. El aparato
comprende al menos dos compartimentos. En algunas realizaciones, el compartimento superior o superior del tubo
contiene bacteri6fagos recombinantes, y el compartimento de sustrato esta debajo del compartimento bacteriéfago.

[0146] El aparato comprende al menos dos compartimentos, incluido un primer compartimento que comprende un
bacteriéfago recombinante que tiene un constructo genético insertado en un genoma de bacteriéfago, en donde el
constructo comprende un gen promotor y un gen indicador; un orificio de entrada en el primer compartimento para
afladir al menos una parte de una muestra de ensayo al bacteriéfago recombinante; y un segundo compartimento
que comprende un sustrato o revelador, en donde el sustrato o revelador permite la deteccién del gen indicador
(indicador).

[0147] En un ejemplo, un primer compartimento contiene un bacteri6fago recombinante y un segundo
compartimento contiene un sustrato o reactivo de revelado. En algunas de estas realizaciones, ambos reactivos se
mezclan con una muestra al mismo tiempo. En otros casos, se afiade inicialmente una muestra al primer
compartimento para iniciar la infeccién. Después de un periodo de tiempo, se abre un conducto que conduce al
segundo compartimento para permitir la adicién y la mezcla del sustrato o reactivo revelador en la muestra infectada.

[0148] En una realizacién alternativa, el primer compartimento contiene un agente infeccioso liofilizado (por
ejemplo, un bacteriéfago recombinante liofilizado) y un segundo compartimento contiene un sustrato o reactivo de
revelado. En algunas de estas realizaciones, ambos reactivos se mezclan con una muestra (opcionalmente, en
donde los microorganismos de la muestra se capturan en un soporte sélido) al mismo tiempo. En otras realizaciones,
se aflade inicialmente una muestra al primer compartimento. Después de un periodo de tiempo, se abre un conducto
que conduce al segundo compartimento para permitir la adicién y la mezcla del sustrato o reactivo revelador en la
muestra infectada.

[0149] En algunas realizaciones, un sello separa los compartimentos adyacentes, el usuario rompe el o los sellos y
tanto el sustrato como el fago se encuentran con el hisopo al mismo tiempo, a medida que la luciferasa se produce y
reacciona con el sustrato para producir una sefial detectable.

[0150] El dispositivo no comprende un compartimento de medio y el dispositivo esta exento de medio. Cuando un
usuario rompe el sello para aplicar un reactivo a una muestra capturada en el soporte sélido, ambos reactivos
pueden aplicarse al mismo tiempo.

[0151] El dispositivo no comprende un compartimento de medio y el dispositivo esta exento de medio. Cuando un
usuario rompe el sello para aplicar un reactivo a una muestra capturada en el soporte sélido, ambos reactivos
pueden aplicarse al mismo tiempo.

[0152] En algunas realizaciones, se afiade un soporte sélido a un tubo donde el sustrato o reactivo de revelado
esta en la parte inferior del tubo; el soporte sélido se empuja hacia el fondo para comenzar la reaccién entre la
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enzima y el sustrato u otro marcador y reactivo emparejado. El soporte sélido puede estar unido a un eje para
facilitar su manejo.

[0153] En algunas realizaciones, el soporte sélido comprende una perla recubierta con una molécula que captura
especificamente el microorganismo de interés (por ejemplo, un anticuerpo o una proteina de unién a células). En
otras realizaciones, el soporte sélido comprende un hisopo u otro mecanismo de captura no especifico.

[0154] Las siguientes figuras proporcionan ejemplos ilustrativos de realizaciones de la invencién.

[0155] Las Figuras 11A, 11B y 11C muestran una realizacién de un aparato 100. Las realizaciones de las Figuras
11A y 11B no forman parte de la invencién. El aparato comprende un soporte sélido 16 y un recipiente que
comprende tres compartimentos. Cada uno de los compartimentos esta separado por un sello de accién rapida. El
primer compartimento 10 contiene fagos, el segundo compartimento 12 contiene sustrato y el tercer compartimento
14 contiene medios. Este aparato permite incubar el fago y el sustrato con la muestra al mismo tiempo. En las
realizaciones de la invencion, el dispositivo esta exento de medio (Figura 11C).

[0156] Las Figuras 12A, 12B y 12C muestran una segunda realizaciéon de un aparato 200. Las realizaciones de
las Figuras 12A y 12B no forman parte de la invencién. El aparato comprende un soporte sélido 26 y un recipiente
que comprende tres compartimentos. Cada uno de los compartimentos esta separado por un sello de accién rapida.
El primer compartimento 20 contiene fagos, el segundo compartimento 22 contiene medios y el tercer compartimento
24 contiene sustrato. En realizaciones que no forman parte de la invencién, utilizando el aparato representado en la
Figura 12A, la muestra se incuba primero con el fago, antes de la incubacién con el sustrato. En otras realizaciones
que utilizan el aparato representado en la Figura 12B, el soporte sélido se empapa con medio antes de la recogida
de la muestra. En las realizaciones de la invencién, el dispositivo estd exento de medio (Figura 12C).

[0157] Las Figuras 13A, 13B y 13C representan una tercera realizaciéon de un aparato 300. Las realizaciones de
las Figuras 13A y 13B no forman parte de la invencién. El aparato comprende un soporte sélido 36 y un recipiente
que comprende tres compartimentos. Cada uno de los compartimentos esta separado por un sello de accién rapida.
El primer compartimento 30 contiene medios, el segundo compartimento 32 contiene fagos y el tercer compartimento
34 contiene sustrato. En realizaciones que no forman parte de la invencién, utilizando el aparato representado en la
Figura 13A, la muestra se incuba primero con el fago, antes de la incubacidn con el sustrato. En otras realizaciones,
que no forman parte de la invencién, utilizando el aparato representado en la Figura 13B, el soporte sélido se seca
antes de la recogida de la muestra. En las realizaciones de la invencién, el dispositivo estd exento de medio (Figura
13C).

[0158] Las Figuras 14A, 14B, 14C muestran una cuarta realizacién de un aparato 400. Las realizaciones de las
Figuras 13A y 13B no forman parte de la invencién. El aparato comprende un soporte sélido 46 y un recipiente que
comprende tres compartimentos. Cada uno de los compartimentos esta separado por un sello de accién rapida. El
primer compartimento 40 contiene medios, el segundo compartimento 42 contiene fagos y el tercer compartimento
46 contiene sustrato. El aparato tiene un mecanismo de bloqueo para mezclar los reactivos por fases. En
realizaciones que no forman parte de la invencién, utilizando el aparato representado en la Figura 14A, la muestra
se incuba primero con el fago, antes de la incubacidn con el sustrato. En otras realizaciones, que no forman parte de
la invencién, utilizando el aparato representado en la Figura 14B, el soporte sélido se empapa con medio antes de
la recogida de la muestra. En las realizaciones de la invencién, el dispositivo estd exento de medio (Figura 14C).

[0159] Las Figuras 15A, 15B y 15C representan una quinta realizacién de un aparato 500. Las realizaciones de
las Figuras 15A y 15B no forman parte de la invencién. El aparato comprende un soporte sélido 56 y un recipiente
que comprende tres compartimentos. Cada uno de los compartimentos esta separado por un sello de accién rapida.
El primer compartimento 50 contiene medios, el segundo compartimento 52 contiene fagos y el tercer compartimento
54 contiene sustrato. El aparato tiene un mecanismo de bloqueo para mezclar los reactivos por fases. En
realizaciones que no forman parte de la invencién, utilizando el aparato representado en la Figura 15A, la muestra
se incuba primero con el fago, antes de la incubacidn con el sustrato. En otras realizaciones, que no forman parte de
la invencién, utilizando el aparato representado en la Figura 15B, el soporte sélido se seca antes de la recogida de
la muestra. En las realizaciones de la invencién, el dispositivo estad exento de medio (Figura 15C).

[0160] La Figura 16 representa una sexta realizacién de un aparato 600. El aparato comprende un soporte sélido
64 y un recipiente que comprende dos compartimentos. Cada uno de los compartimentos esta separado por un sello
de accién rapida. El primer compartimento 60 contiene fagos y el segundo compartimento 62 contiene sustrato. En
unas realizaciones, utilizando el aparato representado en la Figura 16, la muestra se incuba primero con el fago,
antes de la incubacién con el sustrato.

[0161] La Figura 17 representa una realizacién de un método para detectar microorganismos que comprende (i)
enriquecer una muestra durante la noche, (ii) utilizar un soporte sélido de un aparato auténomo para recolectar la
muestra que se ha enriquecido durante la noche, (iii) infectar la muestra con fagos contenidos dentro de un
compartimento del aparato auténomo y (iv) detectar la presencia de microorganismos leyendo/detectando la sefial
producida por la etapa de infeccion.
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[0162] En algunas realizaciones, los compartimentos contenidos en proyecciones o ramificaciones del tubo central
permiten mezclar los reactivos desde mas de 2 direcciones, por ejemplo, en forma de “orejas™. Por ejemplo, podrian
utilizarse dos perillas de compresién para afiadir medios y luego fagos de forma secuencial o simulténea al
compartimento principal, o para afiadir otros reactivos. Diversas disposiciones de otros compartimentos con respecto
a un compartimento central permiten la adicién y mezcla de diferentes reactivos en el compartimento adyacente mas
grande.

Métodos de uso del aparato para detectar microorganismos

[0163] Como se indica en la presente memoria, en ciertas realizaciones, la invencién puede incluir métodos para
detectar el microorganismo tal como se define en las reivindicaciones, método que comprende poner en contacto la
muestra con un soporte sélido de modo que los microorganismos se capturen en el soporte sélido, poner en
contacto el bacteriéfago recombinante del primer compartimento con los microorganismos capturados en el soporte
sélido, por ejemplo, rompiendo un sello de accién rapida del primer compartimento. Durante y/o después de la
infeccién, los bacteriéfagos expresan el gen indicador para producir un indicador, que puede detectarse mediante
diversos dispositivos de deteccién. En algunas realizaciones, la deteccién del indicador puede requerir la adicién de
un sustrato, que reacciona con el indicador para producir una sefial detectable. La presencia de las sefiales indica la
presencia de los microorganismos en la muestra.

[0164] En una realizacién alternativa, la invencién puede incluir métodos para detectar el microorganismo como se
define en las reivindicaciones, comprendiendo el método poner en contacto la muestra con un soporte sélido de
modo que los microorganismos se capturen en el soporte sélido, poner en contacto el bacteriéfago recombinante del
primer compartimento con los microorganismos capturados en el soporte sélido, por ejemplo, rompiendo un sello de
accidén réapida del primer compartimento. El resto indicador del bacteriéfago recombinante puede detectarse
mediante diversos dispositivos de deteccién. En algunas realizaciones, la deteccidén del indicador puede requerir la
adicién de un sustrato, que reacciona con el indicador para producir una sefial detectable. La presencia de las
sefiales indica la presencia de los microorganismos en la muestra.

Toma de muestras

[0165] En algunas realizaciones, las muestras pueden utilizarse directamente en los métodos de deteccién de la
presente invencién, sin preparacidén, concentracién o dilucién. Por ejemplo, las muestras liquidas, que incluyen,
aunque no de forma limitativa, leche y zumos, pueden analizarse directamente. En otras realizaciones, las muestras
pueden diluirse o suspenderse en solucién, que puede incluir, aunque no de forma limitativa, una solucién
tamponada o un medio de cultivo bacteriano. Una muestra que sea sélida o semisélida puede suspenderse en un
liguido picando, mezclando o macerando el sélido en el liquido. En algunas realizaciones, una muestra debe
mantenerse dentro de un intervalo de pH que promueva la unién del fago a la célula bacteriana hospedadora. En
algunas realizaciones, el intervalo de pH preferido puede ser uno adecuado para el bacteriéfago unido a una célula
bacteriana. Una muestra también debe contener las concentraciones apropiadas de cationes divalentes y
monovalentes, incluidos, entre otros, Na+, Mg2+ y K+.

[0166] Preferiblemente durante los ensayos de deteccién, la muestra se mantiene a una temperatura que
mantenga la viabilidad de cualquier célula patégena presente en la muestra. Durante las etapas en las que los
bacteri6fagos se unen a las células bacterianas, es preferible mantener la muestra a una temperatura que facilite la
actividad de los bacteriéfagos. Dichas temperaturas son de al menos aproximadamente 25°C y no mas de
aproximadamente 45 °C. En algunas realizaciones, las muestras se mantienen a aproximadamente 37 °C. En
algunas realizaciones, las muestras se someten a una mezcla o agitaciéon suave durante la unién o fijacién de los
bacteriéfagos.

[0167] Los ensayos pueden incluir varias muestras de control apropiadas. Por ejemplo, las muestras de control,
por ejemplo, muestras de alimentos sin bacterias, pueden ensayarse como controles para determinar los niveles de
sefial de fondo.

[0168] La toma de muestras puede hacerse de diversas formas. En algunas realizaciones, las muestras, por
ejemplo, las muestras de alimentos, se licuan primero y el soporte sélido, por ejemplo, el soporte sélido o la perla, se
sumerge en la muestra liquida. En algunas realizaciones, el soporte sélido se empapa primero en el medio de cultivo
del tubo antes de la toma de muestras. En algunas realizaciones, el soporte sélido se seca antes de la toma de
muestras. En algunas realizaciones, la muestra liquida se cultiva primero durante un periodo de tiempo
(“enriquecimiento del cultivo™), por ejemplo, menos de 24 horas, menos de 12 horas, menos de un periodo de
enriquecimiento de 9 horas o menos, 8 horas o0 menos, 7 horas o menos, 6 horas o menos, 5 horas o menos, 4
horas 0 menos, 3 horas 0 menos, o0 2 horas 0 menos.

[0169] En otras realizaciones, la muestra puede enriquecerse después de la captura de los microorganismos en el

soporte sélido. Esta etapa se denomina enriquecimiento por incubacién. En tales casos, el periodo de
enriquecimiento puede serde 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 0 hasta 8 horas o0 mas, dependiendo del tipo y tamafio de la muestra.
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[0170] En algunas realizaciones de los métodos de la invencién, los microorganismos pueden detectarse sin
ningln aislamiento o purificacién de los microorganismos de una muestra. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, una
muestra que contenga uno o mas microorganismos de interés puede aplicarse directamente al soporte sélido y el
ensayo se lleva a cabo en el aparato.

Infeccién

[0171] Los métodos descritos en la presente memoria comprenden hacer funcionar el aparato para hacer que el
bacteriéfago recombinante entre en contacto con los microorganismos de interés. Al entrar en contacto con los
microorganismos, el bacteri6fago se replica y expresa el gen indicador o el gen marcador. Consulte la seccién
titulada “Bacteriéfagos recombinantes™. El tiempo de infeccién, es decir, un periodo de tiempo entre el punto de
tiempo en donde la muestra se pone en contacto por primera vez con el bacteriéfago y el punto de tiempo en donde
se aflade el sustrato a la mezcla, puede variar, segun el tipo de bacteri6fago y la concentracién de los
microorganismos en la muestra. El uso del aparato en donde las bacterias se capturan en un soporte sélido puede
reducir significativamente el tiempo requerido para la infeccidn, por ejemplo, el tiempo de infecciéon puede ser de una
hora o menos, mientras que en un ensayo estandar, en donde no se utiliza un soporte sélido para capturar la
bacteria, la infeccidén es de forma tipica de al menos 4 horas. En ciertas realizaciones, el tiempo de infeccidn para los
métodos descritos en la presente memoria es inferior a 6,0 horas, 5,0 horas, 4,0 horas, 3,0 horas, 2,5 horas, 2,0
horas, 1,5 horas, 1,0 hora, 45 minutos 0 menos de 30 minutos. En algunas realizaciones, el tiempo de infeccién es
de aproximadamente 1 hora, aproximadamente 2 horas o aproximadamente 3 horas.

Desarrollo de una sefial

[0172] EI indicador, producido por la expresién del gen indicador, puede detectarse utilizando métodos bien
conocidos por un experto en la técnica. Por ejemplo, uno o mas componentes productores de sefiales pueden
reaccionar con el indicador para generar una sefial detectable. En algunas realizaciones, el indicador puede ser un
compuesto bioluminiscente. Si el indicador es una enzima, entonces la amplificacién de la sefial detectable se
obtiene haciendo reaccionar la enzima con uno o0 mas sustratos o enzimas y sustratos adicionales para producir un
producto de reaccién detectable. En un sistema productor de sefiales alternativo, el indicador puede ser un
compuesto fluorescente en donde no se requiere ninguna manipulacién enzimatica del indicador para producir la
sefial detectable. Moléculas fluorescentes que incluyen, por ejemplo, fluoresceina y rodamina y sus derivados y
analogos, son adecuadas para su uso como indicadores en tal sistema. En otra realizacién alternativa, el resto
indicador puede ser un cofactor, a continuacién se obtiene la amplificacién de la sefial detectable haciendo
reaccionar el cofactor con la enzima y uno o méas sustratos o enzimas y sustratos adicionales para producir un
producto de reaccidén detectable. En algunas realizaciones, la sefial detectable es colorimétrica. Se observa que la
seleccién de un indicador particular no es critica para la presente invencion, pero el indicador sera capaz de generar
una sefial detectable por si mismo, o ser detectable instrumentalmente, o ser detectable junto con uno o més
componentes productores de sefiales adicionales, tales como un sistema productor de sefiales de enzima/sustrato.

[0173] En algunas realizaciones, la etapa de deteccién requerira la adicién de un sustrato sobre el que actle la
enzima indicadora. El sustrato puede afiadirse de diversas formas. En algunas realizaciones, el sustrato esta
comprendido en el segundo compartimento del aparato y romper el sello de accién rapida hace que el fago (en el
primer compartimento del aparato) y el sustrato entren en contacto con los microorganismos (capturados en el
soporte sélido) simultdneamente. Véase la Figura 12. En algunas realizaciones, los sellos de accién rapida se
rompen secuencialmente, lo que hace que los microorganismos entren en contacto con el bacteriéfago antes de
entrar en contacto con el sustrato. Véanse las Figuras 13A y 13B. En algunas realizaciones, el método comprende
hacer funcionar el dispositivo de cierre para permitir la mezcla por fases de modo que los microorganismos entren en
contacto con el bacteriéfago antes de entrar en contacto con el sustrato.

[0174] En algunas realizaciones, la reaccién del indicador (por ejemplo, la luciferasa) con el sustrato puede
continuar durante 30 minutos o mas, y la deteccién en varios puntos temporales puede ser deseable para optimizar
la sensibilidad. En algunas realizaciones, las lecturas del luminémetro pueden tomarse inicialmente y a intervalos de
3, 5, 10 0 15 minutos hasta que se complete la reaccion.

Deteccién de la sefial

[0175] La deteccion de la sefial producida por el indicador puede incluir la deteccién de la emisién de luz. En
algunas realizaciones, el compartimento del aparato en donde se mezcla el sustrato con la muestra de ensayo es
transparente, de modo que cualquier sefial resultante de la infeccién y la posterior incubacién con el sustrato es
visible. En este caso, la sefial puede detectarse a través de la pared del compartimento. En algunas realizaciones, el
aparato que contiene la muestra reaccionada se inserta en un instrumento para detectar la sefial resultante. En otras
realizaciones, se utiliza un instrumento de deteccién para escanear el aparato que contiene la muestra reaccionada.

[0176] En algunas realizaciones, un luminémetro puede ser utilizado para detectar el indicador (por ejemplo,
luciferasa), como el GloMax® 20/20 y el GloMax® de Promega (Madison, WI). En algunas realizaciones, puede
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utilizarse un espectrofotémetro, una cdmara CCD o una camara CMOS para detectar cambios de color y otras
emisiones de luz. Las ULR absolutas son importantes para la deteccidn, pero la relacién sefial/fondo también debe
ser alta (por ejemplo, > 2,0, > 2,5 0 > 3,0) para que se detecten de forma fiable las células individuales o un numero
reducido de células. La sefial de fondo puede obtenerse midiendo la muestra de control que no contiene
microorganismos utilizando el mismo procedimiento descrito anteriormente. En algunas realizaciones, la deteccidn
de la sefial del gen indicador o marcador puede incluir, por ejemplo, el uso de un instrumento que emplea la
tecnologia de fotodiodos o PMT (tubo fotomultiplicador). En algunas realizaciones, puede emplearse un luminémetro
portatil para la deteccién de la sefial. Luminémetros portétiles PMT adecuados son los comercializados por 3M
(Maplewood, MN), BioControl (Seattle, WA) y Charm Science (Lawrence, MA). Luminémetros portétiles de fotodiodo
adecuados son los comercializados por Hygiena (Camarillo, CA) y Neogen (Lansing, Ml). Estos luminémetros
portatiles suelen producir lecturas mucho mas bajas en comparacién con los luminémetros tradicionales (GloMax o
GloMax 20/20) para la misma muestra. Como se muestra en los ejemplos, mlltiples experimentos muestran que las
sefiales producidas por las reacciones eran suficientes para ser detectadas por estos luminémetros portétiles. Los
ensayos se repitieron varias veces con diferentes tipos de microorganismos, incluidos L. monocytogenes y
Salmonella, y se obtuvieron resultados similares cada vez. Esto indica que el método de deteccién que utiliza el
aparato es suficientemente sensible y robusto. La posibilidad de utilizar estos dispositivos portétiles para detectar el
microorganismo también ofrece la comodidad y la flexibilidad de las que a menudo carecen los métodos de
deteccién que utilizan dispositivos de deteccién tradicionales no portatiles.

Sistemas de la invencién

[0177] En algunas realizaciones, la invencién comprende sistemas (por ejemplo, sistemas automatizados) que
comprenden componentes para realizar los métodos descritos en la presente memoria como se definen en las
reivindicaciones. Los métodos descritos en la presente memoria también pueden utilizar dichos sistemas. Algunas
realizaciones descritas en la presente memoria son especialmente adecuadas para la automatizaciéon, dada la
cantidad minima de reactivos y materiales requerida para llevar a cabo los métodos. En ciertas realizaciones, cada
uno de los componentes puede comprender una unidad auténoma que puede llevarse de un primer sitio a un
segundo sitio.

[0178] En algunas realizaciones, la invencién comprende sistemas para la deteccién rédpida de un microorganismo
de interés en una muestra como se define en las reivindicaciones. Los sistemas comprenden: un aparato como el
descrito anteriormente y un componente de deteccidn de sefiales, en donde el componente de deteccién de sefiales
puede detectar el producto del gen indicador producido al infectar la muestra con el bacteriéfago recombinante. En
algunas realizaciones, el componente de deteccidén de sefiales es un dispositivo portatil. En algunas realizaciones, el
componente de deteccién de sefiales es un luminémetro portatil.

[0179] Por lo tanto, la invencién comprende un sistema para la deteccién rapida de un microorganismo de interés
en una muestra, que comprende: un aparato que comprende: un primer compartimento que comprende un
bacteriéfago recombinante que tiene un constructo genético insertado en un genoma de bacteriéfago, en donde el
constructo comprende un gen promotor y un gen indicador. El sistema o kit puede comprender ademés un segundo
compartimento que contiene sustrato y/o un tercer compartimento que contiene medios. Uno o mas de estos
compartimentos estan sellados y separados de la otra parte del aparato mediante un sello de accién rapida, y la
ruptura del sello de accién rapida hace que el contenido del compartimento salga del compartimento y se mezcle con
la muestra.

[0180] En algunas realizaciones, el sistema puede comprender un componente para aislar el microorganismo de
interés de los otros componentes de la muestra.

[0181] En algunos sistemas, puede utilizarse el mismo componente para varias etapas. En algunos sistemas, las
etapas son automatizadas o controladas por el usuario mediante una entrada de ordenador y/o en donde un robot de
manipulacién de liquidos realiza al menos una etapa. En un sistema computarizado, el sistema puede estar
completamente automatizado, semiautomatizado o dirigido por el usuario a través de un ordenador (o alguna
combinacién de los mismos).

[0182] Estos sistemas de la invencién incluyen varios componentes. Como se utiliza en la presente memoria, el
término “componente” se define ampliamente e incluye cualquier aparato adecuado o conjunto de aparatos
adecuados para llevar a cabo el método mencionado. Los componentes no necesitan estar conectados o situados
de forma integral unos con respecto a otros de ninguna forma particular. La invencién incluye cualquier disposicién
adecuada de los componentes entre si. Por ejemplo, no es necesario que los componentes estén en la misma sala.
Sin embargo, en algunas realizaciones, los componentes estdn conectados entre si en una unidad integral. En
algunas realizaciones, los mismos componentes pueden realizar mdltiples funciones.

Sistemas informaticos y medios legibles por ordenador

[0183] En ciertas realizaciones, la invencién puede comprender un sistema. El sistema puede incluir al menos
algunas de las composiciones de la invencién. Ademas, el sistema puede comprender al menos algunos de los
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componentes para realizar el método. En ciertas realizaciones, el sistema se formula como un kit. Por lo tanto, en
ciertas realizaciones, la invenciéon puede comprender un sistema para la deteccién rapida de un microorganismo de
interés en una muestra. El sistema puede incluir al menos algunas de las composiciones de la invencién. Ademés, el
sistema puede comprender al menos algunos de los componentes para realizar el método. En ciertas realizaciones,
el sistema se formula como un kit. Por lo tanto, en ciertas realizaciones, la invenciéon puede comprender un sistema
para la deteccién rapida de un microorganismo de interés en una muestra, que comprende un aparato como el
descrito anteriormente. Por ejemplo, el aparato puede comprender un primer compartimento que comprende un
bacteriéfago recombinante que tiene un constructo genético insertado en un genoma de bacteriéfago, en donde el
constructo comprende un gen promotor y un gen indicador; en donde el soporte sélido comprende un componente
de unién celular. En algunas realizaciones, el sistema también comprende un dispositivo de deteccién portatil.

[0184] EI sistema, tal como se describe en la presente técnica o cualquiera de sus componentes, se puede
incorporar en forma de un sistema informatico. Ejemplos tipicos de un sistema informatico incluyen un ordenador de
uso general, un microprocesador programado, un microcontrolador, un elemento de circuito integrado periférico y
otros dispositivos o disposiciones de dispositivos que son capaces de ejecutar las etapas que constituyen el método
de la presente técnica.

[0185] Un sistema informatico puede comprender un ordenador, un dispositivo de entrada, una unidad de
visualizacién y/o Internet. El ordenador puede comprender ademés un microprocesador. El microprocesador puede
estar conectado a un bus de comunicacién. El ordenador también puede incluir una memoria. La memoria puede
incluir una memoria de acceso aleatorio (RAM) y una memoria de solo lectura (ROM). El sistema informatico puede
comprender ademas un dispositivo de almacenamiento. El dispositivo de almacenamiento puede ser una unidad de
disco duro o una unidad de almacenamiento extraible, tal como una unidad de disquete, una unidad de disco 4ptico,
etc. El dispositivo de almacenamiento también puede ser otro medio similar para cargar programas informaticos u
otras instrucciones en el sistema informatico. El sistema informéatico también puede incluir una unidad de
comunicacién. La unidad de comunicacién permite que el ordenador se conecte a otras bases de datos y a Internet a
través de una interfaz de E/S. La unidad de comunicacién permite la transferencia a, asi como la recepcién de datos
de, otras bases de datos. La unidad de comunicacién puede incluir un médem, una tarjeta Ethernet o cualquier
dispositivo similar que permita al sistema informatico conectarse a bases de datos y redes tales como LAN, MAN,
WAN e Internet. Por lo tanto, el sistema informético puede facilitar las entradas de un usuario a través de un
dispositivo de entrada, accesible al sistema a través de la interfaz de E/S.

[0186] Un dispositivo informatico incluird de forma tipica un sistema operativo que proporciona instrucciones de
programa ejecutables para la administracién y el funcionamiento general de ese dispositivo informatico, y
normalmente incluird un medio de almacenamiento legible por ordenador (por ejemplo, un disco duro, una memoria
de acceso aleatorio, una memoria de solo lectura, etc.) que almacena instrucciones que, cuando son ejecutadas por
un procesador del servidor, permiten al dispositivo informético realizar las funciones previstas. Se conocen
ejecuciones adecuadas para el sistema operativo y la funcionalidad general del dispositivo informatico o se
comercializan, y son facilmente ejecutadas por personas con experiencia ordinaria en la técnica, especialmente a la
luz de la descripcién en la presente memoria.

[0187] El sistema informatico ejecuta un conjunto de instrucciones que se almacenan en uno 0 mas elementos de
almacenamiento, para procesar los datos de entrada. Los elementos de almacenamiento también pueden contener
datos u otra informacién, segln se desee. El elemento de almacenamiento puede tener la forma de una fuente de
informacién o un elemento de memoria fisica presente en la méquina de procesamiento.

[0188] EI entorno puede incluir una variedad de almacenes de datos y otros medios de memoria y
almacenamiento, como se ha explicado anteriormente. Pueden residir en una variedad de localizaciones, como en
un medio de almacenamiento local (o residente en) uno o0 més de los equipos o de forma remota desde cualquiera o
todos los equipos de la red. En un conjunto particular de realizaciones, la informacién puede residir en una red de
area de almacenamiento (“SAN”) familiar para los expertos en la técnica. Del mismo modo, cualquier archivo
necesario para realizar las funciones atribuidas a los ordenadores, servidores u otros dispositivos de red puede
almacenarse de forma local y/o remota, segln corresponda. Cuando un sistema incluye dispositivos informaticos,
cada uno de estos dispositivos puede incluir elementos de hardware que pueden acoplarse eléctricamente a través
de un bus, los elementos incluyen, por ejemplo, al menos una unidad central de procesamiento (CPU), al menos un
dispositivo de entrada (por ejemplo, un ratdn, un teclado, un controlador, una pantalla tactil o un teclado) y al menos
un dispositivo de salida (por ejemplo, un dispositivo de visualizacién, una impresora o un altavoz). Dicho sistema
también puede incluir uno o més dispositivos de almacenamiento, tales como unidades de disco, dispositivos de
almacenamiento éptico y dispositivos de almacenamiento de estado sélido, tales como memoria de acceso aleatorio
(“RAM”) o memoria de solo lectura (“ROM”), asi como dispositivos multimedia extraibles, tarjetas de memoria,
tarjetas flash, etc.

[0189] Dichos dispositivos también pueden incluir un lector de medios de almacenamiento legible por ordenador,
un dispositivo de comunicaciones (por ejemplo, un médem, una tarjeta de red (inaldmbrica o cableada), un
dispositivo de comunicacién por infrarrojos, etc.) y una memoria de trabajo como se ha descrito anteriormente. El
lector de medios de almacenamiento legibles por ordenador puede conectarse con, o configurarse para recibir, un
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medio de almacenamiento legible por ordenador, que representa dispositivos de almacenamiento remotos, locales,
fijos y/o extraibles, asi como medios de almacenamiento para contener, almacenar, transmitir y recuperar de forma
temporal y/o mas permanente informacién legible por ordenador. El sistema y los diversos dispositivos también
incluirdn normalmente una serie de aplicaciones de software, mddulos, servicios u otros elementos localizados en al
menos un dispositivo de memoria de trabajo, incluidos un sistema operativo y programas de aplicacién, tales como
una aplicacién cliente o un navegador web. Debe apreciarse que las realizaciones alternativas pueden tener
numerosas variaciones con respecto a las descritas anteriormente. Por ejemplo, también puede utilizarse hardware
personalizado y/o pueden incorporarse elementos particulares en hardware, software (incluido software portétil,
como applets) o ambos. Ademas, puede emplearse la conexién a otros dispositivos informéticos, tales como
dispositivos de entrada/salida de red.

[0190] Los medios de almacenamiento no transitorios y los medios legibles por ordenador para contener cédigo, o
partes de cédigo, pueden incluir cualquier medio apropiado conocido o utilizado en la técnica, incluidos medios de
almacenamiento y medios de comunicacién, tales como, entre otros, medios volatiles y no volatiles, extraibles y no
extraibles ejecutados en cualquier método o tecnologia para el almacenamiento y/o la transmisién de informacién,
como instrucciones legibles por ordenador, estructuras de datos, mddulos de programa u otros datos, incluidos RAM,
ROM, EEPROM, memoria flash u otra tecnologia de memoria, CD-ROM, disco versatil digital (DVD) u otro
dispositivo de almacenamiento 6ptico, casetes magnéticos, cinta magnética, almacenamiento en disco magnético u
otros dispositivos de almacenamiento magnético, o cualquier otro medio que pueda utilizarse para almacenar la
informacién deseada y al que pueda accederse mediante un dispositivo del sistema. Basandose en la descripcion y
en los principios proporcionados en la presente memoria, un experto en la técnica apreciard otras formas y/o
métodos para ejecutar las diversas realizaciones.

[0191] Un medio legible por ordenador puede comprender, aunque no de forma limitativa, un dispositivo de
almacenamiento electrénico, éptico, magnético u otro capaz de proporcionar a un procesador instrucciones legibles
por ordenador. Otros ejemplos incluyen, aunque no de forma limitativa, disquete, CD-ROM, DVD, disco magnético,
chip de memoria, ROM, RAM, SRAM, DRAM, memoria direccionable por contenido (“CAM”), DDR, memoria flash
como flash NAND o NOR, un ASIC, procesador configurado, almacenamiento 6ptico, cinta magnética u otro medio
de almacenamiento magnético, o cualquier otro medio desde el que un procesador de ordenador pueda leer
instrucciones. En una realizacidén el dispositivo informatico puede comprender un Unico tipo de medio legible por
ordenador, tal como una memoria de acceso aleatorio (RAM). En otras realizaciones, el dispositivo informatico
puede comprender dos 0 més tipos de medios legibles por ordenador, tales como una memoria de acceso aleatorio
(RAM), una unidad de disco y una memoria caché. El dispositivo informético puede estar en comunicacién con uno o
méas medios externos legibles por ordenador, tales como una unidad de disco duro externa o una unidad de DVD o
Blu-Ray externa.

[0192] Como se ha descrito anteriormente, la realizacién comprende un procesador que estad configurado para
ejecutar instrucciones de programa ejecutables por ordenador y/o para acceder a la informacién almacenada en la
memoria. Las instrucciones pueden comprender instrucciones especificas del procesador generadas por un
compilador y/o un intérprete a partir de cédigo escrito en cualquier lenguaje de programacién de ordenador
adecuado, incluyendo, por ejemplo, C, C++, C#, Visual Basic, Java, Python, Perl, JavaScript y ActionScript (Adobe
Systems, Mountain View, California). En una realizacion, el dispositivo informético comprende un Unico procesador.
En otras realizaciones, el dispositivo comprende dos o més procesadores. Dichos procesadores pueden comprender
un microprocesador, un procesador de sefiales digitales (DSP), un circuito integrado de aplicacidén especifica (ASIC),
matrices de puertas programables en campo (FPGA) y méaquinas de estado. Dichos procesadores pueden
comprender ademas dispositivos electrénicos programables tales como PLC, controladores de interrupcion
programables (PIC), dispositivos légicos programables (PLD), memorias de solo lectura programables (PROM),
memorias de solo lectura programables electronicamente (EPROM o EEPROM) u otros dispositivos similares.

[0193] El dispositivo informético comprende una interfaz de red. En algunas realizaciones, la interfaz de red esta
configurada para comunicarse a través de enlaces de comunicaciéon cableados o inalambricos. Por ejemplo, la
interfaz de red puede permitir la comunicacién a través de redes a través de Ethernet, IEEE 802.11 (Wi-Fi), 802.16
(Wi-Max), Bluetooth, infrarrojos, etc. Como otro ejemplo, la interfaz de red puede permitir la comunicacién a través
de redes tales como CDMA, GSM, UMTS u otras redes de comunicacién celular. En algunas realizaciones, la
interfaz de red puede permitir conexiones punto a punto con otro dispositivo, por ejemplo, a través del bus serie
universal (USB), FireWire 1394, conexiones en serie o en paralelo, o interfaces similares. Algunas realizaciones de
dispositivos informaticos adecuados pueden comprender dos 0 més interfaces de red para la comunicacién a través
de una o mas redes. En algunas realizaciones, el dispositivo informético puede incluir un almacén de datos ademas
de, o0 en vez de, una interfaz de red.

[0194] Algunas realizaciones de dispositivos informéaticos adecuados pueden comprender, o estar en
comunicacién con, varios dispositivos externos o internos, tales como un ratén, un CD-ROM, un DVD, un teclado,
una pantalla, altavoces de audio, uno o mas micréfonos o cualquier otro dispositivo de entrada o salida. Por ejemplo,
el dispositivo informatico puede estar en comunicacién con varios dispositivos de interfaz de usuario y una pantalla.
La pantalla puede utilizar cualquier tecnologia adecuada que incluye, aunque no de forma limitativa, LCD, LED, CRT
y similares.
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[0195] El conjunto de instrucciones para su ejecucion por el sistema informatico puede incluir varios comandos que
ordenan a la maquina de procesamiento que realice tareas especificas, tales como las etapas que constituyen el
método de la presente técnica. El conjunto de instrucciones puede ser en forma de un programa de software.
Ademas, el software puede ser en forma de una coleccién de programas separados, un mddulo de programa con un
programa més grande o una parte de un médulo de programa, como en la presente técnica. El software también
puede incluir programaciéon modular en forma de programacién orientada a objetos. El procesamiento de los datos
de entrada por parte de la maquina de procesamiento puede ser en respuesta a las 6rdenes del usuario, los
resultados del procesamiento anterior o una solicitud realizada por otra méaquina de procesamiento.

Ejemplos

[0196] Los siguientes ejemplos describen la deteccién de un nimero bajo de células, incluso de una sola bacteria,
en un tiempo reducido hasta la obtencién de resultados y tienen por objeto ilustrar, pero no limitar, la invencién. Los
ejemplos que no caen dentro del &mbito de las reivindicaciones se proporcionan con fines ilustrativos Gnicamente.

Ejemplo 1. Deteccién de microorganismos de interés en cultivos bacterianos

[0197] Este ejemplo demuestra el rendimiento del método de detecciéon que utiliza el aparato con la deteccidn
exitosa de bacterias presentes en un cultivo bacteriano.

Montaje del aparato

[0198] Se afiadieron 100 pl de coctel de fagos A511/P100 (1,2 x 10° Pfu/ml) y 100 pl de medio BHI +1 mM de
CaCly en el bulbo superior del aparato (primer compartimento). El fago A511/p100 es un fago que ataca a Listeria
monocytogenes. Se utilizé una prensa de soporte sélido para unir los componentes superiores del aparato. El tubo
del aparato fue llenado con 900 pl de medio BHI + 1 mM de CaCl,. El soporte sélido se colocd entonces en el tubo
del aparato para absorber parte del medio. El aparato ensamblado (que contenia un soporte sélido empapado en
medio) se mantuvo luego durante la noche a 4 °C.

Crecimiento del cultivo de bacterias

[0199] Listeria moncytogenes se cultivé durante la noche en medio BHI (Becton Dickinson, Sparks, MD, EE. UU.)
en una incubadora con agitacién. El cultivo durante la noche se subcultivé luego en medio BHI hasta la fase
logaritmica a 37 °C. Las células de fase logaritmica se diluyeron después hasta el niUmero apropiado de células
(véase la Figura 2). El soporte sélido se retir6 del aparato y los cultivos diluidos se colocaron sobre el soporte sélido
a los niveles de UFC indicados. El soporte sélido que se enriquecid Unicamente con bacterias o medios (control) se
puso de nuevo en el tubo del aparato y el tubo se agitd suavemente para mezclar el contenido. (Figura 2, Tabla 1)

[0200] En un experimento similar, 2 soportes sélidos se enriquecieron con 10 UFC para cada una de las bacterias.
Se utilizé una muestra no inoculada como control. Estas muestras se incubaron durante la noche a 35 °C para
expandir el nimero de bacterias antes de la infeccién y la exposicién al sustrato (Figura 2, Tabla 2).

Infeccién

[0201] Luego, la véalvula de cierre se rompi6 sujetando firmemente el soporte sélido y rompiendo la vélvula con el
pulgar y el indice. El fago (200 ul de 6 x 108 UFP/ml) se expulsé apretando el bulbo en la parte superior del tubo de
soporte sélido. El contenido del tubo de soporte sélido se mezclé suavemente con agitacién. El soporte sélido se
puso luego en una incubadora a 30 °C durante 4 horas para la infeccién por fagos de las bacterias. El sustrato
NanoGlo (Promega, Madison, W) se diluyé 1:4 con etanol al 70 % y se afiadieron 10 ml de sustrato diluido a un tubo
de soporte sélido. El contenido del tubo del aparato se mezcld con vortex y luego se dejé reposar durante 3 minutos.

Deteccién

[0202] Se utilizaron tres métodos de deteccién. El tubo de soporte sélido se inserté en el lumindmetro portatil
Hygiena. Se retir6 1 ml de la mezcla de infeccién y se transfirié a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml para su
lectura en el luminémetro GloMax 20/20 (“GloMax 20/20%), y se transfirieron 150 pl de la mezcla de infeccién a una
placa de 96 pocillos para su lectura en el luminémetro GloMax (“GloMax™),

[0203] La deteccidn se hizo luego con soportes sélidos que se remojaron en medios durante la noche, con un
tiempo de infeccién de 2 horas. Los resultados se muestran en la Figura 2, Tablas 1 y 2, y las representaciones
graficas de los resultados se muestran en las Figuras 3A y 3B. Los resultados muestran que sin enriquecimiento del
crecimiento (sin cultivo durante la noche de la muestra antes de capturarla con el soporte sélido), la prueba es lo
suficientemente sensible como para detectar 25.000 UFC en un lumindmetro portatil de Hygiena (FIG. 3A) -las
lecturas de las muestras inoculadas con bacterias estaban todas por encima del umbral de deteccién de 10 unidades
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de luminiscencia relativa (ULR), criterio para muestras positivas, y detectan aproximadamente 5.000 UFC en un
GloMax 20/20 o un GloMax (FIG. 3B).

Ejemplo 2. Deteccién de Salmonella en muestra de pavo
Montaje del aparato

[0204] El aparato se montd como se describe en el Ejemplo 1, excepto que el bulbo superior se llené con 100 pl de
coctel de fagos SEA1/TSP1 (1,2 x 107 UFP/ml) y 100 ul de medio TSB (ThermoFisher Oxoid, Grand Island, NY, EE.
UU.) y el tubo del aparato se llen6 con 1 ml de medio TSB. El fago SEA1/TSP1 es un fago que ataca a Sa/monella.

Inoculacién bacteriana de carne de pavo triturada

[0205] El cultivo de Salmonella se hizo crecer durante una noche y se diluyé para obtener muestras con alto y bajo
contenido de UFC como se describe a continuacion.

[0206] Las partes de ensayo de 25 g de carne picada de pavo se dividieron en tres grupos: grupo no inoculado (5
muestras), grupo muy inoculado (5 muestras) y grupo poco inoculado (20 muestras). Cada muestra de 25 g del
grupo alto se inoculé con 2-10 UFC de Salmonella, y cada muestra del grupo bajo se inoculé con 0,2-2 UFC de
Salmonella. Las muestras se pusieron a continuacién en bolsas de muestras filtradas y se almacenaron a 4 °C
durante 48-72 horas.

Enriquecimiento de bacterias en carne picada de pavo inoculada

[0207] Se afiadié medio TSB precalentado (41 °C) a cada muestra en una proporciéon de muestra a medio de 1:3.
A continuacion, la muestra se mezclé en STOMACHER® durante 30 segundos a temperatura alta y, a continuacion,
se incub6 a 41 °C sin agitar durante 24 horas para enriquecer las bacterias de la muestra.

Toma de muestras

[0208] La muestra de ensayo se obtuvo sumergiendo el soporte sélido en cada muestra enriquecida y haciendo
girar durante 10 segundos para absorber la maxima cantidad de muestra. El soporte sélido se puso en el tubo del
aparato lleno con medio TSB. El tubo se agité suavemente para mezclar el contenido del tubo y, a continuacién, se
infecté inmediatamente o se puso a 37 °C durante una hora adicional antes de la infeccién.

Infeccién

[0209] La vélvula de cierre del compartimento que alojaba el bacteriéfago se rompié entonces sujetando
firmemente el soporte sélido y rompiendo la valvula con el pulgar y el indice. El fago (200 ul de 6 x 108 Pfu/ml) fue
expulsado hacia el tubo al apretar la perilla en la parte superior del tubo del aparato. El contenido del tubo del
aparato se mezcldé suavemente mediante agitacion. El soporte sélido se puso luego en una incubadora a 37 °C
durante 30 minutos o 2 horas para la infeccién por fagos de las bacterias. El sustrato NanoGlo (Promega, Madison,
WI) se diluyé 1:4 con etanol al 70 % y se afiadieron 10 ml de sustrato diluido al tubo del aparato. El contenido del
tubo del aparato se mezclé con vortex y luego se dejé reposar durante 3 minutos. Las sefiales se detectaron como
se describe en el Ejemplo 1. Los resultados de las muestras no inoculadas (grupo de control) se muestran en la
Figura 4, la Tabla 3 y las muestras inoculadas (grupo experimental) se muestran en la Tabla 4. La representacion
grafica de los resultados se muestra en la Figura 5A y la Figura 5B.

[0210] Los resultados muestran que cada uno de los tres dispositivos de deteccién utilizados pudo detectar todas
las muestras de pavo que dieron positivo para Salmonella después de un enriquecimiento del cultivo de 24 horas. La
sefial de GloMax y GloMax 20/20 fue mucho mayor que la de Hygiena Luminometer. El tiempo de incubacidn (es
decir, la incubacién del soporte sélido que ha capturado la bacteria con el medio antes de la infeccién) y el tiempo de
infeccién son factores que pueden afectar a la intensidad de la sefial. De los diversos tiempos de incubacién y
tiempos de infeccién adicionales analizados, un tiempo de incubacién de 0 horas y un tiempo de infeccién de 2 horas
dieron lugar a los ULR mas altos, seguidos de las muestras que tienen un tiempo de incubacién de 1 hora y un
tiempo de infecciéon de 0,5 horas, y luego de las muestras que tienen un tiempo de incubacién de O horas y un
tiempo de infeccién de 0,5 horas. Los resultados también muestran que la incubacién de 0 horas y la infeccién de 2
horas tienen la sefial de fondo més baja.

Ejemplo 3. Estudios adicionales para evaluar el efecto del tiempo de infeccién sobre |la sensibilidad del ensayo

[0211] El experimento se configuré como se describe en el Ejemplo 2, excepto que después de sumergir el soporte
sélido en la muestra bacteriana de pavo, el soporte sélido se puso en medio y la infeccién se llevé a cabo
inmediatamente, es decir, sin tiempo de incubacién para que las bacterias en el soporte sélido crecieran. El tiempo
de infeccién varié de 30 minutos a 2 horas. Las sefiales se detectaron como se describe anteriormente. Los
resultados de tres muestras se muestran en la Figura 6 y los datos se representan graficamente en las Figuras 7A-
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7C. Los resultados muestran que una infeccién de 2 horas puede aumentar la sefial, como se indica en las muestras
24 y 26, no mostré sefial en Hygiena a los 30 minutos, pero si durante la infeccién de 2 horas.

[0212] Las Figuras 8A-8C muestran una comparacién entre los diferentes dispositivos GloMax y GloMax 20/20.
GloMax y GloMax 20/20 mostraron resultados similares.

Ejemplo 4. Pruebas en muestras de esponjas ambientales de L. monocytogenes 19115

[0213] L. monocytogenes se inoculd sobre superficies de placas de cerdmica y se dejaron secar y reposar a
temperatura ambiente durante 18 a 24 horas. Se utilizaron esponjas de muestra para limpiar las baldosas ceramicas
y las esponjas se colocaron en una bolsa para su enriquecimiento durante 24 horas a 35 °C. El soporte sélido se
utilizd entonces para muestrear las muestras enriquecidas como se describe en el Ejemplo 2. Se utilizaron 100 pl de
fagos de Listeria (a una concentracion de 1,2 x 108 UFP/ml) para infectar el cultivo bacteriano de pavo durante una
hora a 30 °C. Las sefiales se detectaron utilizando GloMax e Hygiena. Los resultados se muestran en la Figura
9. Los resultados muestran que el dispositivo portatil Hygiena puede detectar muestras ambientales contaminadas
con L. monocytogenes.

Ejemplo 5. Diferentes dispositivos de deteccidn
[0214] Los experimentos se realizaron como se describe en el Ejemplo 2. El tiempo de infeccién por fagos fue de 1

hora a 37 °C. Las sefiales se leyeron en GloMax, un luminémetro de mano 3M (“3M”), y Hygiena, los resultados se
muestran en la Figura 10. Demuestra que 3M es mas sensible a la hora de detectar sefiales.
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REIVINDICACIONES

Un dispositivo que comprende:

un primer compartimento que comprende un bacteriéfago recombinante que tiene un constructo genético
insertado en un genoma de bacteriéfago, en donde el constructo comprende un gen promotor y un gen
indicador; y

un segundo compartimento que comprende un componente de deteccion de sefiales, en donde el
componente de deteccién de sefiales facilita la deteccién del producto del gen indicador producido como
resultado de la infeccidn de la muestra con el bacteriéfago recombinante;

en donde el dispositivo estd exento de medio.

El dispositivo de la reivindicacién 1, en donde el componente de detecciéon de sefiales es un sustrato y el
gen indicador codifica una enzima; y opcionalmente en donde la enzima es una luciferasa.

Un método para detectar uno o mas microorganismos de interés en una muestra que comprende las etapas
de:

poner en contacto la muestra con un reactivo infeccioso en un dispositivo, en donde el uno o més
microorganismos de interés en la muestra, si estan presentes, estan infectados por el agente infeccioso,

en donde el dispositivo comprende:

un primer compartimento que comprende un bacteriéfago recombinante que tiene un constructo genético
insertado en un genoma de bacteriéfago, en donde el constructo comprende un gen promotor y un gen
indicador;

poner en contacto el bacteriéfago recombinante del primer compartimento con la muestra de modo que el
bacteri6fago recombinante infecte uno 0 mas microorganismos de la muestra, produciendo de este modo un
producto del gen indicador, y

detectar el producto del gen indicador en un segundo compartimento; en donde el dispositivo estd exento
de medio.

El método de la reivindicacién 3, en donde el segundo compartimento comprende un sustrato, y en donde la
deteccién del producto del gen indicador se realiza después de poner en contacto el producto del gen
indicador con un sustrato; o en donde el método comprende ademas unir los microorganismos de la
muestra a un soporte sélido y, opcionalmente, en donde el soporte sélido es una perla, y/o en donde el
soporte sélido comprende polietileno (PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS), &cido polilactico (PLA) y
cloruro de polivinilo (PVC).

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4, en donde el aparato comprende ademas un
segundo compartimento que contiene un sustrato, y en donde el método comprende ademés:

afadir el sustrato del segundo compartimento a la muestra, simultdneamente con, o después de, afiadir el
bacteri6fago recombinante; y/o en donde el primer compartimento comprende un sello, y en donde el
bacteriéfago recombinante con la muestra se pone en contacto con la muestra rompiendo el sello, en donde
la rotura del sello hace que el bacteriéfago recombinante del primer compartimento entre en contacto con la
muestra e infecte uno o mas microorganismos de la muestra, produciendo de este modo un producto del
gen indicador.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en donde el bacteriéfago esté liofilizado.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, en donde el aparato comprende un dispositivo de
cierre para mezclar por fases el bacteriéfago recombinante y el sustrato con la muestra.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7, en donde el soporte sélido estd seco antes de
entrar en contacto con la muestra.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 8, en donde la incubacidn es de 0-2 horas; y/o en
donde el bacteri6fago ha estado en contacto con la muestra durante 0,2-3 horas antes de detectar el
producto del gen indicador; y/o la concentracién de bacteriéfagos para la etapa de incubacién es mayor que
1 x 10% UPF/ml, mayor que 1 x 10% UPF/ml, o mayor que 1 x 107 UPF/ml.
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El método de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 9, en donde el producto del gen indicador
comprende al menos uno de entre un fluordforo, una proteina fluorescente, una particula y una enzima; y
opcionalmente en donde la enzima comprende al menos una de una luciferasa, una fosfatasa, una
peroxidasa y una glucosidasa; y opcionalmente en donde la luciferasa es una luciferasa manipulada
genéticamente.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 10, en donde el método detecta tan solo 10, 9, 8, 7,
6, 5, 4, 3, 2 0 una sola bacteria en una muestra de un tamafio estédndar para la industria de la seguridad
alimentaria; y/o en donde la muestra comprende carne o verduras; y/o en donde la muestra es una muestra
de alimento, agua, productos lacteos, ambiental, comercial o clinica.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 11, en donde la muestra se incuba primero en
condiciones que favorecen el crecimiento durante un periodo de enriquecimiento de 9 horas o menos, 8
horas o0 menos, 7 horas o menos, 6 horas 0 menos, 5 horas o menos, 4 horas o menos, 3 horas 0 menos, o
2 horas 0 menos.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 12, en donde la deteccién positiva del resto
indicador requiere que la relacion entre la sefial y el fondo generado al detectar el resto indicador sea de al
menos 2,0 o al menos 2,5.

Un sistema para detectar microorganismos de interés en una muestra que comprende:

un aparato que comprende:

un primer compartimento que comprende un bacteriéfago recombinante que tiene un constructo genético
insertado en un genoma de bacteriéfago, en donde el constructo comprende un gen promotor y un gen
indicador; y

un componente de deteccion de sefiales, en donde el componente de deteccién de sefiales puede detectar
el producto del gen indicador producido al infectar la muestra con el bacteri6fago recombinante; y

opcionalmente en donde el componente de deteccién de sefiales es un luminémetro portétil, en donde el
dispositivo estd exento de medio.
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Figura 3A

B Hygiena (1,2 ml)
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