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ES 2350992 B2

DESCRIPCION

Método y kit de reconocimiento de cepas de Microcystis aeruginosa (Cyanobacteria) productoras y no productoras
de microcistinas.

Sector de la invencion

La invencién se encuadra en el sector de la biotecnologia para la sanidad ambiental, y més en concreto, en el
relativo a métodos y dispositivos (kits) de reconocimiento de microorganismos productores de toxinas en agua.

Antecedentes de la invencion

Las cianobacterias téxicas engloban un amplio rango de microalgas capaces de proliferar en aguas continentales de
todo el mundo, en especial cuando éstas tienen un alto grado de eutrofia, constituyendo una importante preocupacion
a nivel internacional.

Unas 40 especies de cianobacterias son capaces de producir toxinas (microcistinas). Estas toxinas son capaces
de permanecer inalteradas durante largos periodos de tiempo en el medio acudtico siendo un peligro potencial para
la salud humana asi como para la fauna doméstica y silvestre. Varios estudios cientificos han demostrado que la
microcistina produjo la muerte de 50 personas en Brasil; casos similares han sido descritos en otros paises como China,
donde los blooms o floraciones de cianobacterias téxicas son ya un importante problema de salud publica (Zhang et
al., 2009. Sci. Total Environ. 407: 2191-9). Recientemente en Europa se ha asociado la presencia de microcistina en
el agua de consumo con un incremento en la prevalencia de cincer de colon e higado (Martinez et al., 2009. Med.
Hypotheses 72: 539-40).

Los blooms de cianobacterias téxicas también han sido responsables de mortandades masivas de fauna silvestre en
reservas naturales protegidas como el caso del Espacio Natural de Dofana descrito por Lépez-Rodas et al. (2008. Vet.
Rec. 162: 317-8).

La cianobacteria toxica que aparece implicada en la mayoria de episodios téxicos es M. aeruginosa (Kiitzing), pro-
ductora de microcistina-LR (hepatotoxina). Sin embargo, no todos los blooms de M. aeruginosa son blooms téxicos.
De hecho, generalmente durante el periodo de méaxima proliferacion de éstas microalgas y en una misma masa de agua,
existen variaciones en la concentracién de microcistina. Sivonen y Jones (1999. En Chorus, 1. & Bartram, J. [Eds.]
Toxic cyanobacteria in water. A guide to their public health consequences, monitoring and management, pp. 41-111.
Routledge. London.) indican que uno de los factores fundamentales responsables de la variacién de concentracion de
toxina en el medio, por encima de las condiciones medioambientales, es la presencia de una mezcla de cepas capaces
de generar una alta produccién de toxina junto con cepas no toxicas.

En este sentido, diversos estudios han demostrado que existe una gran variabilidad genética respecto a la produc-
cién de microcistina en diferentes cepas de M. aeruginosa, concluyendo que existen cepas de M. aeruginosa altamente
toxicas, cepas muy poco téxicas y cepas no téxicas (Martin ef al., 2004. Limnetica 23 1-2: 153-8).

Ante la toxicidad de M. aeruginosa se han implantado sistemas de control y redes de alerta temprana de la presencia
de cepas toxicas de M. aeruginosa en los embalses destinados a la red abastecimiento urbano asi como en aquellas
masas de agua de las que se abastecen ganado, y fauna silvestre de interés en conservacién (p.e en el Espacio Natural
de Doifiana).

Para cumplir este objetivo es necesario contar con métodos de deteccidn rdpidos que permitan discriminar de
manera inequivoca entre cepas téxicas y no toxicas de M. aeruginosa. Por el momento no hay un procedimiento
eficaz y rapido. Se puede hacer mediante la secuenciacion del DNA buscando los genes de la microcistina, pero es
un procedimiento complejo y lento. En este sentido el uso de lectinas conjugadas con Isotiocianato de Fluoresceina
(FITC) es una alternativa mucho mads sencilla y rapida.

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas capaces de unirse mediante enlaces no covalentes a los residuos de
monosacdaridos u oligosacdridos presentes en la superficie celular. Las lectinas han sido ampliamente utilizadas en la
clasificacién de bacterias, protozoos y otros microorganismos. La aplicacién de lectinas conjugadas con FITC junto
con técnicas de epifluorescencia microscépica han permitido diferenciar entre especies de dinoflagelados morfol6gi-
camente similares.

También se ha empleado lectinas conjugadas con FITC para discernir entre diferentes cepas de microorganismos
productores de toxinas. Se han empleado diferentes lectinas para reconocer cepas toxicas de M. aeruginosa (Alvarez
et al., 1998. En Reguera, B., Blanco, J., Fernandez, M.L. y Wyatt, T. [Eds.] Harmful algae. pp. 291-5. Xunta de
Galicia and Intergovernmental Oceanographic Commission of UNESCO, Paris.), de Alexandrium tamarense (Cho et
al., 2001. J. Plankton Res. 23: 89-95), o para reconocer cepas de Pseudonitzchia multiseries Hasle productoras de
acido doméico (Cho et al., 2002. Bot. Mar. 45: 346-72; y Cho, 2003. J. Plankton Res. 25: 309-15.). Recientemente,
Hou y colaboradores (2008. J. Appl. Phycol. 20: 35-46) han empleado lectinas para reconocer 23 cepas productoras de
toxinas de 13 especies diferentes y tipicamente problematicas en aguas de China, incluyendo Alexandrium tamarense,
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A. catenella, A. minutum, Karenia mikimotoi, Takayama pulchellum, Akashiwo sanguinea, Gyrodinium instriatum,
Gymnodinium sp, Prorocentrum donghaiense, y P. minimum.

Cabe destacar que una de las conclusiones mds importantes de los trabajos citados es que, aunque el reconoci-
miento de dinoflagelados téxicos mediante lectinas es un método sencillo y rdpido, la variabilidad genética de las
distintas especies puede provocar problemas de falso reconocimiento y discriminacién (ver, por ejemplo, Hou et al.,
2008. J. Appl. Phycol. 20: 35-46). Por este motivo es necesario obtener lectinas que permitan superar el problema y
discernir con total garantia y fiabilidad entre cepas productoras de toxinas y cepas no productoras, de forma que pueda
implantarse su empleo rutinario en los sistemas de control y alerta temprana de calidad de agua.

Teniendo en cuenta que M. aeruginosa aparece implicada en la mayoria de episodios téxicos de proliferaciones
de cianobacterias a escala mundial, y que se caracteriza por una gran variabilidad genética respecto a la produccién
de microcistina, resulta especialmente necesario e interesante la obtencioén de una lectina que permita reconocer y
discernir inequivocamente entre cepas téxicas de M. aeruginosa productoras de microcistina y cepas de M. aeruginosa
no productoras de microcistina.

La presente invenciodn tiene por objeto principal proporcionar un kit basado en una lectina que permite reconocer y
discernir inequivocamente entre cepas téxicas de M. aeruginosa productoras de microcistina y cepas de M. aeruginosa
no productoras de microcistina. También se reivindica el método basado en dicho kit por el que se puede reconocer y
discernir inequivocamente entre cepas toxicas de M. aeruginosa productoras de microcistina y cepas de M. aeruginosa
no productoras de microcistina. Se trata de un procedimiento fiable, rdpido y de sencillo desarrollo, de implantacién
id6nea en los sistemas de red de alerta temprana en embalses de abastecimiento urbano y sistemas de control de aguas
de abastecimiento de ganado y aguas refugio de fauna silvestre.

Descripcion de la invenciéon

La presente invencidn se basa en el hallazgo inesperado de que la lectina Aglutinina 1 de Ulex europaeus (UEA-I)
es capaz de reconocer y discriminar inequivocamente entre cepas de Microcystis aeruginosa productoras de microcis-
tina de las no productoras.

Los inventores han observado que la lectina UEA-I se une a la superficie celular de las cepas de M. aeruginosa
no productoras de microcistina investigadas, y no se une a las cepas de M. aeruginosa productoras de microcistina.
Sin querer estar vinculado por ninguna teorfa, se piensa que hay un ligamiento entre los genes que codifican las
glicoproteinas transmembrana diana de la lectina UEA-I y los genes que codifican microcistinas en M. aeruginosa, 1o
que garantiza que la presencia de la glicoproteina diana de la lectina UEA-I en la superficie celular de M. aeruginosa, y
por tanto, su reconocimiento y unién por UEA-I, es incompatible con la produccién de microcistina en M. aeruginosa.

De esta forma, mediante un kit que contenga lectina UEA-I y los medios necesarios para detectar la unién de dicha
lectina con su glicoproteina diana de la superficie celular de M. aeruginosa, es posible discernir inequivocamente entre
la presencia o ausencia de cepas de M. aeruginosa productoras de microcistina en una muestra dada. El método para
discernir inequivocamente entre la presencia o ausencia de cepas de M. aeruginosa productoras de microcistina en una
muestra dada comprende la exposicidn de dicha muestra a la lectina UEA-I en presencia de los medios necesarios para
detectar la unién de dicha lectina con su glicoproteina diana de la superficie celular de M. aeruginosa, y la posterior
detecciodn de sefial.

Un método de estas caracteristicas, basado en el empleo de la lectina UEA-I, resulta en un procedimiento de total
fiabilidad para la deteccion de cepas toxicas de M. aeruginosa en el medio, lo que supone un gran avance técnico en
relacién con los métodos basados en reconocimiento de la superficie celular de cepas téxicas conocidos, que por su
sencillez y rapidez, son mds interesantes que otros métodos basados en secuenciacion de DNA, de alta fiabilidad pero
de mayor complejidad, duracién, coste econémico y requerimiento técnico.

Descripcion detallada de la invencion

En el contexto de la presente invencion, se entiende por “lectinas”, proteinas o glicoproteinas capaces de unirse
mediante enlaces no covalentes a los residuos de monosacaridos u oligosacaridos presentes en la superficie celular.
En concreto, la lectina Aglutinina 1 de Ulex europaeus (UEA-I), es una proteina o glicoproteina producida por Ulex
europaeus con afinidad especifica por residuos de L-fucosa.

Por “sonda”, se entiende un elemento de mareaje que interacciona con una molécula diana, y es capaz de producir
una sefal detectable cuando en dicha molécula diana se produce un cambio de estado, por ejemplo, por efecto del
reconocimiento de otra molécula, o de su unién con otra molécula. Una “sonda fluorescente” o “fluoréforo”, es un
elemento de mareaje capaz de emitir luz fluorescente cuando se produce un cambio de estado de la molécula diana con
la que interacciona. Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) es una sonda fluorescente que se emplea comercialmente
unida a la lectina UEA-I para detectar una unién no covalente de dicha lectina a una molécula diana que puede ser
una glicoproteina, un glicolipido o un glicido. La epifluorescencia es la técnica que permite detectar la fluorescencia
emitida por la sonda fluorescente o fluoréforo. Puede aplicarse a un microcospio adaptado para la epifluorescencia.
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Por “cepa” se entiende una variante genotipica de una especie dada que se caracteriza por una propiedad bioqui-
mica, fisioldgica, morfoldgica, o de otra naturaleza. Asi, por ejemplo, en el caso de M. aeruginosa, se pueden definir
cepas distintas por su capacidad de produccién de microcistina. Dicha capacidad viene definida por la funcionalidad
de unos genes que codifican para heptapéptidos de efecto hepatotdxico conocidos como microcistinas. Una solucién
PBS consiste esencialmente en una disolucién de 0.02 M fosfato y 0.15 M NaCl en agua a pH 7.5.

Un aspecto de la presente invencidn se refiere a un kit para el reconocimiento y discriminacién de cepas toxicas de
M. aeruginosa productoras de microcistina y cepas de M. aeruginosa no productoras de microcistina que comprende:

- lectina UEA-I,

- una sonda que permite detectar la unién de dicha lectina UEA-I con su glicoproteina diana de la superficie
celular de M. aeruginosa,

- medios para poner en contacto una muestra con dicha lectina UEA-L

En una realizacion preferente de la presente invencion, la sonda que permite detectar la unién de la lectina UEA-
I con su glicoproteina diana de la superficie celular de M. aeruginosa es una sonda fluorescente. En una realizacién
aun mds preferente de la presente invencion, dicha sonda es Isotiocianato de Fluoresceina (FITC). En una realizacién
particular de la presente invencidn, el medio para poner en contacto una muestra con la lectina UEA-I, comprende
un recipiente y una solucién PBS. Dicho recipiente puede ser un tubo de ensayo, un microtubo, un microtubo de tipo
Eppendorf, o uno, o varios pocillos de una placa multipocillos.

En una realizacién mds particular de la presente invencion, el kit para la discriminacién de cepas toxicas de M.
aeruginosa productoras de microcistina y cepas de M. aeruginosa no productoras de microcistina comprende lectina
UEA-I en una concentracién entre 1 y 1000 microgramos de lectina por mililitro de muestra. En una realizacién
aun mas particular de la presente invencién, el kit comprende dicha lectina en una concentracién entre 50 y 500
microgramos de lectina conjugada con sonda por mililitro de solucién que contiene la muestra. En una realizacién
aun mds particular de la presente invencion, el kit comprende lectina UEA-I en una concentracién entre 95 y 105
microgramos de lectina conjugada con sonda por mililitro de solucién que contiene la muestra.

También es objeto de la presente invencion el método para el reconocimiento y discriminacion de cepas toxicas de
M. aeruginosa productoras de microcistina y cepas de M. aeruginosa no productoras de microcistina que comprende:

a) poner en contacto una muestra con la lectina UEA-I y con una sonda especifica de dicha lectina UEA-I,
b) detectar la sefial emitida por dicha sonda, o la ausencia de sefal.

En una realizacién particular de la presente invencién, el método para la discriminacién de cepas toxicas de M.
aeruginosa productoras de microcistina y cepas de M. aeruginosa no productoras de microcistina comprende lectina
UEA-I en una concentracion entre 1 y 1000 microgramos de lectina por mililitro de muestra. En una realizacién aun
mas particular de la presente invencion, dicho método comprende dicha lectina en una concentracién entre 50 y 500
microgramos de lectina conjugada con sonda por mililitro de solucién que contiene la muestra. En una realizacién aun
mas particular de la presente invencion, dicho método comprende lectina UEA-I en una concentracién entre 95 y 105
microgramos de lectina conjugada con sonda por mililitro de solucién que contiene la muestra.

En una realizacién preferente de dicho método, la sonda que permite detectar la unién de dicha lectina UEA-I
con su glicoproteina diana de la superficie celular de M. aeruginosa es fluorescente. En una realizacion preferente de
dicho método, dicha sonda fluorescente es FITC, los medios para poner en contacto una muestra con la lectina UEA-
I comprenden un microtubo y una solucién PBS, y la deteccion de la sefial emitida por la sonda FITC, o la ausencia
de seiial, se realiza por epifluorescencia mediante un microscopio con filtro para FITC. En una realizacién particular
de dicho método, se incluye una etapa de homogeneizacién y acondicionamiento de la muestra, previa a poner en
contacto dicha muestra con la lectina UEA-I y con una sonda especifica de dicha lectina UEA-I, comprendiendo dicha
etapa de homogeneizacién y acondicionamiento la centrifugacion de la muestra y su resuspensioén en una solucién
PBS.

La presente invencién proporciona un kit que permite reconocer y discernir entre cepas toxicas de M. aeruginosa
productoras de microcistina y cepas de M. aeruginosa no productoras de microcistina con total garantia y fiabilidad. El
uso de este kit, y del método para la discriminacién entre cepas toxicas de M. aeruginosa productoras de microcistina
y cepas de M. aeruginosa no productoras de microcistina basado en dicho kit, supone un avance definitivo en el
desarrollo de técnicas eficaces para prevenir y controlar la presencia de microorganismos productores de toxinas en
aguas como es el caso de M. aeruginosa. Se trata de un procedimiento rdpido y de sencillo desarrollo, de implantacién
idénea en los sistemas de red de alerta temprana en embalses de abastecimiento urbano y sistemas de control de aguas
de abastecimiento de ganado y aguas refugio de fauna silvestre. La fiabilidad y garantia que proporciona dicho kit y su
empleo, sumados a las ventajas en cuanto a rapidez y sencillez técnica propias de los métodos de reconocimiento frente
a otros métodos conocidos, supone el avance necesario y definitivo para su empleo rutinario por parte de empresas e
instituciones encargadas de garantizar la salubridad de las aguas.
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Descripcion de las figuras

Para facilitar la comprensidn de las caracteristicas de la invencién y formando parte de la memoria descriptiva, se
incluye la siguiente figura:

Figura 1: Imagen al microscopio del reconocimiento de distintas cepas de M. aeruginosa mediante el método
descrito, empleando 100 microgramos de lectina UEA-I conjugada con Isotiocianato de Fluoresceina (FITC). La
sefial emitida por la sonda FITC, o la ausencia de sefial, se detecta por epifluorescencia mediante un microscopio con
filtro para FITC.

a) Imagen de una cepa de M. aeruginosa no productora de microcistina. b) Imagen de una cepa téxica de M.
aeruginosa productora de microcistina.

Ejemplo de realizacion de la invencion

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, los cuales no pretenden ser
limitativos de su alcance.

Ejemplo 1

A continuacidn se describe el método de empleo del kit objeto de la presente invencidn para detectar la presencia
de cepas de M. aeruginosa productoras de microcistina en muestras de agua tomadas en un embalse de agua dulce
para abastecimiento de poblacién humana.

Las muestras, tal y como llegaron al laboratorio, se homogeneizaron mediante agitacién manual. Con ayuda de
una micropipeta se deposité una alicuota de 1 mililitro de volumen de muestra en un microtubo tipo Eppendorf
(Eppendorf Ibérica S.A.). El microtubo con la muestra se centrifugé durante 5 minutos a 13.000 revoluciones por
minuto y se retird el sobrenadante con una pipeta de plastico. La pastilla sedimentada se resuspendié en 500 micro-
litros de solucién PBS (disolucién de 0.02 M fosfato, 0.15 M NaCl, pH 7.5) homogeneizdndose mediante agitacién
suave. Se afadieron 50 microgramos de lectina UEA-I conjugada con la sonda fluorescente Isotiocianato de Fluo-
resceina (FITC) de la disponible comercialmente (Sigma-Aldrich S.A.), para dar una concentracién final de 100
microgramos de lectina conjugada por mililitro de muestra. El microtubo con la muestra se incubd en agitacién
durante 10 minutos a 20 grados centigrados y en oscuridad. Transcurrido ese tiempo, con ayuda de una micropi-
peta, se depositaron 20 microlitros de la muestra incubada en un portaobjetos para microscopia como los dispo-
nibles comercialmente en el mercado. La preparacién con la muestra dispuesta en el portaobjetos se examind por
observaciéon en un microscopio de la marca Zeiss Axiovert dotado con un filtro para FITC de excitacién en un
rango de longitud de onda de 450-490 nandmetros y emisién en un rango de 520-560 nanémetros. Las muestras
en las que se observé una luz verde fluorescente se registraron como muestras negativas a la presencia de cepas
M. aeruginosa productoras de microcistina. Las muestras en las que no se detect6 luz fluorescente se registraron como
positivas a la presencia de cepas M. aeruginosa productoras de microcistina. En todos los casos se emplearon contro-
les positivos (células tefiidas con naranja de acridina) y negativos (células incubadas con lectinas no conjugadas con
FITC).

Ejemplo 2

A continuacién se describe un ejemplo de certificacién de la fiabilidad del kit de reconocimiento de cepas produc-
toras de microcistina basado en la lectina UEA-I conjugada con la sonda FITC.

Se tomaron 29 muestras de clones de cepas de M. aeruginosa disponibles en la colecciéon de Cultivo de Algas
Toxicas de la Universidad Complutense de Madrid (Madrid, Espafia). Las 29 cepas habian sido aisladas en embalses
de agua para suministro de agua potable o lagos localizados en Andalucia (sur de Espaiia). Los clones se obtuvieron a
partir de una unica célula vegetativa aislada de las muestras mediante un micromanipulador-microinyector comercial
de los disponibles en el mercado (Zeiss-Eppendorf). Las cepas crecieron en frascos de cultivo (Greiner, Bio-One Inc.
Longwood, NJ, USA) que contenian 30 mililitros de solucién BG-11 como la descrita por Rippka et al. (1979. Gen.
Microbiol. 111: 1-61), a 20 grados centigrados y 120 micromoles de fotones por metro cuadrado y Segundo producidos
por tubos de luz blanca funcionando en ciclos continuos. Los clones se mantuvieron en fase de crecimiento exponencial
mediante transferencia a medio fresco cada 15 dias. La ausencia de bacterias se monitoriz6 periddicamente mediante
epifluorescencia y tincién con naranja de acridina, y observacién al microscopio.

La produccién de microcistina de las distintas cepas se midié mediante un test especifico ELISA de los disponibles
comercialmente siguiendo las indicaciones del fabricante (Enviro Gard Microcystin Quantitube Test Kit; Strategic
Diagnostic, Newark, N.J., USA). Se realizaron medidas adicionales de certificacion de los resultados utilizando un test
comercial (Microcystest) basado en inhibicidn de fosfatasas segun las indicaciones del fabricante (ZEU-Immunotech,
Zaragoza, Espafia).

A partir de muestras de los clones que se mantenian en fase de crecimiento exponencial se tomaron alicuotas que
contenian 100.000 + 1000 células, que fueron incubadas con la lectinas UEA-I fluorescente durante 1 hora a 20 grados
centigrados en oscuridad, y examinadas tal y como se ha descrito en el Ejemplo 1 de la presente memoria.
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Cepa§ m. Lectina UEA-I Toxina (pg/célula)
aeruginosa
1 - 0.33+£0.03
2 - 0.31+0.03
3 - 0.28 + 0.04
4 - 0.17 £ 0.04
5 - 0.16 £ 0.03
6 - 0.15+0.04
7 - 0.12 + 0.03
8 - 0.11+0.04
9 - 0.10+0.03
10 - 0.09 £ 0.03
11 - 0.09 £ 0.02
12 - 0.07 £ 0.02
13 - 0.07 + 0.03
14 - 0.06 + 0.03
15 - 0.05+0.03
16 - 0.04 £ 0.02
17 - 0.04 + 0.03
18 - 0.02 +0.02
19 - 0.02 £ 0.01
20 + 0.00 + 0.00
21 + 0.00+0.00
22 + 0.00 +0.00
23 + 0.00+0.00
24 + 0.00 £+ 0.00
25 + 0.00 + 0.00
26 + 0.00+0.00
27 + 0.00 £ 0.00
28 + 0.00+0.00
29 + 0.00+0.00
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REIVINDICACIONES

1. Kit para el reconocimiento y discriminacién de cepas toxicas de M. aeruginosa productoras de microcistina y
cepas de M. aeruginosa no productoras de microcistina que comprende:

a) lectina UEA-I,
b) una sonda especifica de la unién de la lectina UEA-I a la glicoproteina diana de dicha lectina UEA-I,
¢) medios para poner en contacto una muestra con dicha lectina UEA-I.

2. Kit segtin la reivindicacion 1 en el que la sonda es fluorescente.

3. Kit segtin la reivindicacion 2 en el que la sonda es Isotiocianato de Fluoresceina (FITC).

4. Kit segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque los medios para poner en contacto
la muestra con la lectina UEA-I comprenden un recipiente y una solucién PBS.

5. Kit segun la reivindicacion 4 caracterizado porque el recipiente es un tubo de ensayo, un microtubo, un micro-
tubo del tipo Eppendorf, o uno, o varios pocillos de una placa multipocillos.

6. Kit segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque la concentracion de lectina UEA-
I se encuentra entre 1 y 1000 microgramos de lectina por mililitro de solucién que contiene la muestra.

7. Kit segun la reivindicacion 6, caracterizado porque la concentracion de lectina UEA-I se encuentra entre 50 y
500 microgramos de lectina por mililitro de solucién que contiene la muestra.

8. Kit segun la reivindicacién 7, caracterizado porque la concentracion de lectina UEA-I se encuentra entre 95 y
105 microgramos de lectina por mililitro de solucién que contiene la muestra.

9. Método para el reconocimiento y discriminacién de cepas toxicas de M. aeruginosa productoras de microcistina
y cepas de M. aeruginosa no productoras de microcistina que comprende:

a) poner en contacto una muestra con la lectina UEA-I y con una sonda especifica de dicha lectina UEA-I
b) detectar la sefial emitida por dicha sonda, o la ausencia de sefial.

10. Método segtin la reivindicacién 9, caracterizado porque la concentracion de lectina UEA-I se encuentra entre
1 y 1000 microgramos de lectina por mililitro de solucién que contiene la muestra.

11. Método segtin la reivindicacién 10, caracterizado porque la concentracion de lectina UEA-I se encuentra entre
50 y 500 microgramos de lectina por mililitro de solucién que contiene la muestra.

12. Método segtn la reivindicacion 10 caracterizado porque la concentracion de lectina UEA-I se encuentra entre
95 y 105 microgramos de lectina por mililitro de solucién que contiene la muestra.

13. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, caracterizado porque la sonda especifica de la lectina
UEA-I es fluorescente.

14. Método segtin la reivindicacién 13, caracterizado porque la sonda especifica de la lectina UEA-I es Isotiocia-
nato de Fluoresceina (FITC).

15. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, caracterizado porque los medios para poner en
contacto la muestra con la lectina UEA-I comprenden un recipiente y una solucién PBS.

16. Método segun la reivindicacion 15, caracterizado porque el recipiente es un tubo de ensayo, un microtubo, un
microtubo del tipo Eppendorf, o uno, o varios pocillos de una placa multipocillos.

17. Método segin cualquiera de las reivindicaciones 9 a 16, que incluye una etapa de homogeneizacién y acondi-
cionamiento de la muestra, previa a poner en contacto dicha muestra con la lectina UEA-I y con una sonda especifica
de dicha lectina UEA-I, comprendiendo dicha etapa de homogeneizacion y acondicionamiento la centrifugacion de la
muestra y su resuspension en una solucién PBS.
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Declaracién

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-17 Si
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva Reivindicaciones 1-17 Si

(Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacién industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion.-

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 200901370

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la realizacién
de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

Do1 RHODES L., HAYWOOD A. J.,, FOUNTAIN D. W. "FITC- 1995
conjugated lectins as a tool for differentiating between toxic and
non- tosic marine dinoflagellates." New Zealand Journal of Marine
and Freshwater Research (1995) Vol. 29, pages 359-365.

D02 HOU j., HUANG, B., HU, J., LIN L., HONG H. "Fourteen FITC- 2008
conjugated lectins as a tool for the recognition and differentiation
of some harmful algae in Chinese coastal waters." J. Appl.
Phycol. (2008) Vol. 20, pages 35-46.

D03 LOPEZ-RODAS V., COSTAS E. “"Characterization of 1997
morphospecies and strains of Microcystis (Cyanobacteria) from
natural populations and laboratory clones using cell probes
(lectins and antibodies). " Journal of Phicology (1997) Vol. 33,
pages 446-454.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud de invencién consiste en un kit que permite reconocer y discernir inequivocamente entre cepas de
Microcystis aeruginosa productoras de microcistinas y cepas de M. aeruginosa no productoras de microcistinas, que comprende
lectina aglutinina 1 de Ulex europaeus (UEA-I) en una concentracion entre 1 y 1000 microgramos de lectinas por mililitro de
solucién que contiene la muestra, preferentemente entre 95 y 105 microgramos por mililitro, una sonda especifica de union de la
lectina UEA-I a la glicoproteina diana de dicha lectinas UEA-I, preferentemente la sonda es isotiocianato de fluoresceina, y los
medios necesarios para poner en contacto la muestra con la lectina UEA-I comprenden un recipiente y una solucién PBS
(reivindicaciones 1-8).

También la presente solicitud de invencion consiste en un método para el reconocimiento y discriminacion de cepas toxicas de
M.aeruginosa productoras de microcistinas y cepas de M. aeruginosa no productoras de microcistinas que comprende poner en
contacto una muestra con la lectinas UEA-I en las concentraciones anteriormente mencionadas, y con la sonda anteriormente
citada, en los medios para que se produzca dicho contacto, que comprenden un recipiente y solucién PBS, y detectar la sefial
emitida por dicha sonda, o la ausencia de sefal. Este método incluye una etapa de homogeneizacion y acondicionamiento de la
muestra, previa al contacto con la lectinas y la sonda, que comprende el proceso de centrifugacion de la muestra y resuspension
en una solucion PBS (reivindicaciones 9-17).

El documento D01 se considera el estado de la técnica mas proximo al objeto de la invencidn reivindicada y divulga un estudio de
lectinas conjugadas con isotiocianato de fluoresceina para la diferenciacion entre especies téxicas y no téxicas de dinoflagelados
aislados de aguas de la costa de Nueva Zelanda, utilizando, entre otras la lectinas aglutinina 1 de Ulex europaeus en una
concentracion de 100 microgramos por mililitro de solucion (ver paginas 359-360, 363. y tablas 2 y 3).

El documento D02 divulga un estudio de lectinas como herramienta para la diferenciacion de la especies de algas toxicas (ver
resumen, pagina 41-42). Entre las diferentes lectinas utilizadas se encuentra UEA-I en una concentracion de 100 microgramos
por mililitro, que se une a la sonda de isotiocianato de fluoresceina, tras una centrifugacion y resuspensién en solucién con PBS
(ver pagina 36 y tabla 2).
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Hoja adicional

El documento D03 divulga que el género Microcystis (cianobacteria) incluye formaciones de tdxicos y blooms de los morfotipos
que se ordenan generalmente en las especies segun sus caracteristicas morfolodgicas. Los analisis de immunofluorescencia
usando anticuerpos policlonales, asi como las lectinas de unién a FITC fueron utilizados para caracterizar tres morfoespecies de
Microcystis (M. viridis, M. wesenbergii y M. aeruginosa) de poblaciones naturales y de clones del laboratorio (ver resumen,
paginas 446-447 y tabla 1).

Las lectinas y andlisis de anticuerpos sugieren que las fronteras geograficas son importantes en M. aeruginosa y M. viridis para
explicar las diferencias en los componentes de sus superficies celulares.

El objeto de las reivindicaciones 1-17 difiere del documento D01, D02 y D03 en que en estos documentos no se estudia el
reconocimiento y distincion entre cepas de Microcystis aeruginosa productoras de microcistinas y cepas de M. aeruginosa no
productoras de microcistinas.

Se considera que los documentos D01, D02 y D03 constituyen el estado de la técnica. El objeto de las reivindicaciones 1-17
difiere del documento D01, D02 y D03 en que en estos documentos no se estudia el reconocimiento y distincion entre cepas de
Microcystis aeruginosa productoras de microcistinas y cepas de M. aeruginosa no productoras de microcistinas.

Asi la invencidn es nueva y se considera que implica actividad inventiva.

1.- NOVEDAD (Art. 6 Ley 11/1986) Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 8 Ley 11/1986).

Las reivindicaciones 1-17 parecen ser nuevas e implican actividad inventiva en el sentido de los articulos 6 y 8 de la Ley 11/1986.
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