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DESCRIPCION
Deteccion y recuento de microorganismos
Descripcion

La presente invencion se refiere a un método para detectar y contar microorganismos viables de la especie
Legionella pneumophila en una muestra. La invencién también incluye un kit adecuado para su uso en un método de
este tipo. Este método y kit permiten cuantificar mas rapidamente los microorganismos viables.

Las bacterias Legionella estan omnipresentes en entornos mojados o himedos tales como habitats acuaticos no
marinos y suelo. También pueden encontrarse en instalaciones de agua fria y caliente, torres de refrigeraciéon de
sistemas de aire acondicionado y humidificadores de agua.

Legionella, especialmente Legionella pneumophila, son patégenos que pueden provocar una neumonia bacteriana
aguda, generalmente conocida como “enfermedad del legionario”, que a menudo es mortal para los individuos
infectados.

Tradicionalmente, la deteccion y recuento de Legionella pneumophila se logra mediante cultivo celular. Este método
puede lograrse midiendo bacterias cultivables usando recuento en placa o midiendo microcolonias empleando un
método de membrana filtrante. Estas técnicas evalGan bacterias viables por su capacidad para formar una colonia o
microcolonia. Desafortunadamente, tales métodos requieren habitualmente entre 3 y 10 dias con el fin de permitir
que se formen las colonias o microcolonias. Cuando las instalaciones de agua estan todavia en funcionamiento,
existe un riesgo inaceptable de infeccion humana durante este tiempo.

Otros métodos para detectar los microorganismos de Legionella totales incluyen técnicas de PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa). La PCR emplea ADN polimerasa para amplificar un fragmento de ADN mediante
replicacién enzimatica in vitro. Durante la progresion de la técnica, el ADN generado se usa como molde para la
replicacién que provoca una reaccion en cadena en la que el molde de ADN se amplifica exponencialmente. La PCR
permite que una Unica o unas pocas copias de un fragmento de ADN se amplifiquen generando millones o mas
copias del fragmento de ADN. Normalmente, se describe un método de este tipo por Diederen et al., J Med
Microbiol. Enero de 2007; 56 (Pt 1):94-101.

Sin embargo, un inconveniente de la PCR es que las muestras tienden a contener inhibidores de la reacciéon de
polimerizacién y por tanto no proporcionan de manera sistematica resultados cuantitativos. Ademas, la técnica se
basa en una etapa de purificacién de ADN previa que puede dar como resultado pérdida de ADN con la consiguiente
subestimacion de la Legionella presente. Hasta cierto punto, estas desventajas se superan mediante la PCR en
tiempo real, que es cuantitativa. Sin embargo, la técnica no puede distinguir entre células viables y células no
viables.

Otra técnica es la hibridacion fluorescente in situ (FISH) en la que una sonda oligonucleotidica marcada mediante
una sustancia fluorescente penetra en las células bacterianas. Cuando los acidos nucleicos ribosémicos (ARNr)
tienen la secuencia correcta para la sonda conocida como diana, la sonda se unira por si misma a su diana y no se
eliminara mediante ninguna etapa de lavado posterior. Las bacterias en las que se fija la sonda emitiran entonces
una sefial fluorescente. Esta sefial fluorescente puede cuantificarse entonces mediante técnicas tales como
citometria de flujo, citometria de fase solida o microscopia de epifluorescencia. Se describe una técnica de FISH
tipica por Dutil S et al. J Appl Microbiol. Mayo de 2006; 100(5):955-63. Sin embargo, usando la técnica FISH sola,
podria detectarse el numero total de Legionella pneumophila viables, pero desafortunadamente el método no podria
identificar exclusivamente solo las bacterias Legionella pneumophila que pueden dividirse y como consecuencia
formar una colonia.

Un método adicional para contar Legionella pneumophila viables implica ChemChrome V6 y se describe por
Delgado-Viscogliosi et al. Appl Environ Microbiol. Julio de 2005; 71(7):4086-96. Este método permite la
cuantificacion de Legionella pneumophila asi como la discriminacion entre bacterias viables y no viables. Combina la
deteccién especifica de células de Legionella usando anticuerpos y un marcador de viabilidad bacteriana
(ChemChrome V6) y empleando microscopia de epifluorescencia para el recuento. Sin embargo, aunque esta
técnica distingue entre células viables y no viables, no puede identificar por separado las bacterias formadoras de
colonias.

Hasta la fecha, los Gnicos métodos que permiten la deteccion de bacterias Legionella pneumophila que pueden
dividirse se han basado en el método de microcolonias (Scan-VIT). Sin embargo, este método requiere alrededor de
72 horas.

Arana et al. “Detection and enumeration of viable but non-culturable transconjugants of Escherichia coli during the
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survival of recipient cells in river water” pags. 340-346, J. App. Microbiol. Vol. 83, 1997 describen el uso de recuento
de viabilidad directa (DVC) usando marcadores especificos.

Piqueres et al. “A combination of direct viable count and fluorescent in situ hybridisation for estimating Helicobacter
pylori cell viability” pags. 345-349 Res. Macrobiol. Vol. 157, 2006 Jjemba et al. “In situ enumeration and probing of
pyrene degrading soil bacteria” pags. 287-298 FEMS Microbiol. Ecol. Vol. 55, 2006 se refieren ambos a DVC-FISH
pero para microorganismos no relacionados con Legionella pneumophila.

El documento EP-A-1852512 describe un método para la identificacion y el conteo de varios microorganismos
patégenos incluyendo Legionella pneumophila. EI método incorpora el recuento de viabilidad directa (DVC) y la
hibridacion fluorescente in situ (FISH) pero también emplea una sonda auxiliar con el fin de amplificar la sefial. Las
sondas auxiliares son oligonucleétidos no marcados que se unen a regiones adyacentes a la seleccionada como
diana por la sonda marcada especifica. Esto potencia la accesibilidad in situ y por tanto la sefial conferida por la
sonda.

Se dice que el método descrito en el documento EP-A-1852512 emplea un inhibidor de la ADN girasa tal como acido
nalidixico, que detiene la division celular, aumenta el contenido en ARNr intracelular y la longitud celular de células
sensibles. Sin embargo, en la practica, el acido nalidixico no es un inhibidor de la ADN girasa eficaz de manera
fiable para Legionella pneumophila. Ademas, este documento no menciona los problemas de recuento impreciso
que pueden producirse debido a la presencia de microorganismos fluorescentes de manera natural.

Seria deseable proporcionar un método para cuantificar de manera fiable Legionella pneumophila viables que
pueden formar colonias en una muestra mas rapidamente que las técnicas conocidas. Ademas, seria preferible
lograr esto de manera mas precisa.

Segun la presente invencién, se proporciona un método para detectar y contar microorganismos viables en una
muestra de la que se sospecha que contiene dichos microorganismos que comprende:

(1) poner en contacto dicha muestra con un recurso nutritivo celular y un inhibidor de la proliferacién celular, en el
que el recurso nutritivo celular contiene un complemento de crecimiento que comprende un antioxidante,
preferiblemente acido pirtvico (o sal del mismo),

(2) poner en contacto dicha muestra con al menos una sonda oligonucleotidica marcada por fluorescencia que
puede hibridarse especificamente con al menos una parte de los acidos nucleicos ribosémicos de dichos
microorganismos, en el que dicha muestra se pone en contacto con al menos una primera sonda y una segunda
sonda en el que la primera sonda puede hibridarse especificamente con al menos una parte de los acidos nucleicos
ribosémicos de dichos microorganismos y la segunda sonda puede hibridarse especificamente con al menos una
parte diferente de los acidos nucleicos ribosémicos de los microorganismos,

(3) detectar y cuantificar la sefial fluorescente,

en el que los microorganismos son de la especie Legionella pneumophila y en el que el inhibidor de la proliferacién
celular se selecciona del grupo que consiste en ciprofloxacino y cefalexina.

Generalmente, cada una de las etapas se lleva a cabo secuencialmente, realizandose la etapa (2) en la muestra asi
tratada en la etapa (1) y luego se lleva a cabo la etapa (3) tras la etapa (2).

La etapa 1 del método de la invenciéon se conoce como recuento viable directo (DVC) que se basa en incubar
bacterias en presencia de un antibiético o inhibidor de la ADN girasa que bloquea la division celular sin deteriorar el
metabolismo celular. Por tanto, las bacterias vivas tenderan a alargarse pero no a dividirse y de ese modo pueden
distinguirse de las bacterias muertas que no cambian de tamafio. Por tanto, es posible identificar bacterias vivas
mediante microscopia. Antes de llevar a cabo la etapa de DVC, puede ser deseable concentrar la muestra y
pretratarla, por ejemplo mediante tratamiento con acido y/o con calor segin el método convencional T 90-431 (ISSN
0335-3931), editado y distribuido por la Asociaciéon Francesa de Normalizacion (AFNOR) 11, Avenue Francis de
Pressensé-93571 St Denis La Plaine Cedex, Francia.

Se ha encontrado inesperadamente que el ciprofloxacino y la cefalexina son inhibidores de la ADN girasa muy
eficaces. Tanto el ciprofloxacino como la cefalexina permiten a las células de Legionella pneumophila alargarse en la
preparacion para la division celular pero en realidad bloguean la division de estas células alargadas. Por el contrario,
el acido nalidixico no proporciona un alargamiento suficiente de las células de Legionella pneumophila como para
que sea eficaz para el presente método. Ventajosamente, se encuentra que el método de la presente invencién
permite identificar y cuantificar Legionella pneumophila de manera fiable y dentro de una escala temporal
normalmente inferior a 24 horas. Esto proporciona mejoras significativas en el control sanitario del agua.
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El ciprofloxacino o la cefalexina pueden usarse en cualquier cantidad eficaz. Normalmente, esto seria en
concentraciones de hasta 20 mg/l o superiores dentro del medio contenido en el recurso nutritivo celular.
Preferiblemente, las concentraciones son de entre 1y 10 mg/l. Preferiblemente, el inhibidor de la proliferacion celular
es ciprofloxacino. Se ha encontrado que puede lograrse el mayor alargamiento celular cuando la concentracion de
ciprofloxacino es de entre 2 y 6 mg/l tras una duracién de 12 horas, especialmente entre 3y 5 mg/l.

El recurso nutritivo celular debe contener cualquier composicion de medio de crecimiento adecuada aplicable al
método de DVC y adecuada para Legionella pneumophila. Una composicién de medio adecuada puede comprender
un medio, un complemento selectivo, un inhibidor de la proliferacién celular (ciprofloxacino o cefalexina) y un
complemento de crecimiento.

El medio proporciona la nutricion minima requerida para permitir el crecimiento de Legionella pneumophila. Puede
ser cualquier medio adecuado descrito en la bibliografia, por ejemplo segun la prescripcion del método convencional
T 90-431 (tal como se proporciond anteriormente) sin agar ni carbon.

El complemento selectivo se requiere a menudo con el fin de limitar el desarrollo de microorganismos interferentes.
La eleccién del antibiético puede ser cualquier complemento conocido adecuado para el método de DVC, por
ejemplo se ha descrito en el método convencional T 90-431 (tal como se proporcion6 anteriormente). No obstante, la
concentracion de cada antibiético en general debe adaptarse para el medio liquido particular. Sin embargo, no seria
necesariamente perjudicial en casos en los que estos otros microorganismos no se eliminan completamente puesto
que la etapa 2 habitualmente sera suficientemente especifica como para superar el efecto de bacterias interferentes.

Aungue el complemento de crecimiento no es esencial para permitir el crecimiento de las bacterias de Legionella
pneumophila, puede optimizar su crecimiento. Legionella pneumophila se caracteriza por duplicarse en 120 min. (en
condiciones oOptimas). Sin embargo, se ha encontrado que en algunos casos las bacterias de Legionella
pneumophila viables que pueden formar colonias puedan no formar colonias necesariamente de manera inmediata y
en su lugar experimentan un retraso o fase de latencia antes de que comience el crecimiento. Esta fase de latencia
puede ser de entre 8 y mas de 20 horas en funcion del estado fisioldgico inicial.

En la presente invencion, la fase de latencia para Legionella pneumophila puede reducirse incluyendo como
complemento de crecimiento un reactivo antioxidante dentro del recurso nutritivo celular. El reactivo antioxidante
puede actuar directamente sobre especies reactivas de oxigeno (ROS) o mediante otros medios tales como
provocar un efecto sobre el metabolismo del microorganismo, directa o indirectamente, lo que provoca una
reduccion en ROS. Los reactivos antioxidantes adecuados incluyen catalasa, acido ascorbico, metabisulfito de sodio,
dimetilsulféxido, TDPA (acido 3,3'-tiodipropiénico) y piruvato, etc. Preferiblemente, el reactivo antioxidante es
piruvato. Las dosis preferidas de reactivo antioxidante, especialmente para piruvato, son de entre 0,5y 1,5 g/,
especialmente de aproximadamente 1 g/l.

El recurso nutritivo celular puede incluir al menos un compuesto que inhibe indirectamente la formacién de y/o
degrada las especies reactivas de oxigeno (ROS), dicho compuesto puede provocar niveles reducidos de ROS
interfiriendo con el metabolismo del microorganismo. Normalmente, tales compuestos incluiran aminoacidos o sus
sales. Un compuesto particularmente preferido es acido glutdmico o sal de glutamato.

Todavia en una forma preferida adicional de la invencidn, el recurso nutritivo celular incluiria acido glutamico o sal de
glutamato, especialmente la sal de sodio. En general, la cantidad de acido glutamico o glutamato sera de entre el
0,01y el 5% en peso calculado como la sal de sodio.

Se prefiere particularmente que el recurso nutritivo celular incluya tanto acido pirdvico como piruvato (especialmente
la sal de sodio) junto con acido glutamico o glutamato (especialmente como la sal de sodio). Esta combinacion de
acido piravico o piruvato con acido glutamico o glutamato parece inducir un efecto sinérgico ya que permite una
estimacion superior (y por tanto una estimacién mas precisa) de Legionella cultivable que cualquiera de los
compuestos usados solos respectivamente. Ademas, se ha encontrado que esta combinacion provoca una
reduccion adicional de la fase de latencia durante el desarrollo de la Legionella pneumophila, en particular en un
medio liquido. Una reduccion de este tipo de la fase de latencia en medio liquido da como resultado una reduccion
del tiempo requerido para obtener una colonia visible sobre una placa de agar.

De manera deseable, la cantidad de piruvato y glutamato sera tal como se establecid anteriormente. Se prefiere
particularmente que la razén de glutamato con respecto a piruvato esté en el intervalo entre 1:1 y 50:1,
especialmente entre 5:1 y 20:1 y mas especialmente entre 7:1y 15:1.

No se sabe que el glutamato sea un antioxidante. Sin embargo, parece que el glutamato podria reducir
indirectamente la produccion endégena de las ROS formadas de manera natural durante el crecimiento o sus
consecuencias sobre las macromoléculas (oxidacion).
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Sin querer restringirse a la teoria, se piensa que el acido glutdmico cambia el metabolismo de Legionella
aumentando el efecto del piruvato y que esta interferencia con el metabolismo de Legionella inhibe indirectamente la
formacion de y/o degrada ROS intracelulares.

El método de la presente invencion puede permitir que se emplee un periodo de incubacién mas corto, de manera
deseable de no mas de aproximadamente 24 horas. Preferiblemente, esto puede reducirse hasta 12 horas,
especialmente cuando hay una baja aparicion de interferencia bacteriana y/o alta aparicion de bacterias de
Legionella pneumophila.

La muestra puede recogerse de cualquier ubicacién adecuada. Esta puede ser por ejemplo una muestra de agua del
agua de recirculacién en un sistema de refrigeracion. Sin embargo, de manera deseable la muestra puede obtenerse
de agua en forma de un aerosol. Normalmente, el aerosol puede ubicarse en una torre de refrigeracién o
acondicionador de aire. De manera deseable, el agua se condensa del aerosol antes de someterse a prueba segun
el método de la presente invencion.

El modo de incubacion puede ser tal como se define en la bibliografia que describe el procedimiento de DVC. Un
método de este tipo puede incluir filtracion de la muestra y luego incubacion del filtro sobre almohadillas empapadas
con el medio. Preferiblemente segun la presente invencién, la muestra, o muestra concentrada, se incuba
directamente con el medio y luego se filtra. De este modo, puede reducirse el riesgo de perder bacterias durante el
proceso de incubacion y proporcionar mejores condiciones durante la incubacion, por ejemplo transferencia de
oxigeno o agitacién de la muestra.

La etapa 2 del método de la invencion puede emplear un protocolo de FISH convencional.

En la primera parte del procedimiento de FISH, las células pueden fijarse tratando la envuelta o membrana externa
de la célula para hacerla permeable a las sondas oligonucleotidicas. Generalmente, esto se logrard usando
disoluciones fijadoras que son disoluciones acuosas de alcoholes o aldehidos que son miscibles con el agua a 25°C.
Los alcoholes o aldehidos adecuados incluyen formaldehido, paraformaldehido, etanol y/o metanol. Normalmente,
las disoluciones de formaldehido o paraformaldehido pueden ser de hasta el 10% en peso y preferiblemente de
entre el 1 y el 5%. Habitualmente, los alcoholes seran de al menos el 50% en peso y generalmente de entre el 60 y
el 90% en peso. Preferiblemente, este tratamiento puede lograrse mediante tratamiento secuencial con una o mas
de estas disoluciones. Preferiblemente, el tratamiento puede comprender una disolucién de entre el 1 y el 5% de
formaldehido o paraformaldehido seguido por dos o tres disoluciones de etanol o metanol de concentracion
creciente de entre el 50% y el 90%.

El procedimiento de FISH emplea entonces un procedimiento de hibridacion empleando un tamp6én de hibridacion
gue contiene al menos una sonda oligonucleotidica marcada por fluorescencia que comprende un oligonucleétido
con un marcador fluorescente unido en el que el oligonucleétido puede seleccionar como diana una secuencia
especifica dentro de la célula. Las sondas oligonucleotidicas penetran en la membrana externa de las células y se
unen a la secuencia diana que corresponde al oligonucleétido. Se entendera que unidn significa la formacién de
enlaces de hidrégeno entre fragmentos de acido nucleico complementarios. En la técnica de FISH, las sondas
oligonucleotidicas son complementarias y pueden unirse a una determinada regién de la secuencia diana ribosémica
dentro del microorganismo. Normalmente, las sondas comprenden entre 15 y 30 bases de longitud como fragmentos
de acido desoxirribonucleico monocatenario y estan dirigidas a una region diana especifica que es especifica para el
microorganismo.

La sonda oligonucleotidica debe ser de manera deseable una sonda de ARN ribosémico 16S especifica de
Legionella pneumophila. Puede emplearse cualquier sonda oligonucleotidica que seleccione como diana
especificamente microorganismos de la especie Legionella pneumophila. Preferiblemente, la sonda se seleccionara
del grupo que consiste en la sonda PNE 1 descrita por Grimm et al. 1998 con una secuencia de bases de 5’ a 3’ de
ATC TGA CCG TCC CAG GTT, la sonda LEGPNE 1 (SEQ ID n° 22) descrita por Grimm et al. 1998 y Declerck et al.
2003 que tiene una secuencia de bases de 5’ a 3' de ATCTG ACCGT CCCAG GTT y la sonda LP2 (SEQ ID n° 23)
descrita por Yamamoto et al. 1993 que tiene una secuencia de bases de 5" a 3' de AGCTT TCATC CAAAG ATA.

También puede ser deseable emplear alternativamente sondas con secuencias que tienen al menos el 70%,
preferiblemente al menos el 80% y mas preferiblemente al menos el 90% de identidad con cualquiera de las tres
sondas, sonda PNE 1, sonda LEGPNE 1 o sonda LP2.

Con el fin de superar el riesgo de microorganismos mal identificados que son fluorescentes de manera natural, la
invenciéon emplea dos sondas nucleotidicas. Una sonda selecciona como diana todos los microorganismos del
género Legionella y la segunda sonda esta disefiada para hibridarse especificamente con microorganismos de la
especie Legionella pneumophila. Cada sonda estd marcada con colorantes fluorescentes diferentes. Los
microorganismos que son fluorescentes de manera natural seran fluorescentes sélo en una longitud de onda
especifica o banda estrecha de longitudes de onda y en consecuencia el uso de las dos sondas con colorantes
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diferentes que fluorescen a longitudes de onda diferentes permite eliminar microorganismos fluorescentes de
manera natural que no son especificamente Legionella pneumophila.

En la invencién, la primera sonda se hibridard con microorganismos que pertenecen al género Legionella, que
incluye pero no se limita a Legionella longbeachae, Legionella jordanis, Legionella anisa, Legionella pneumophila.
Esta primera sonda puede comprender un nucleétido que puede unirse con una secuencia ribosémica diana de
cualquiera de las bacterias dentro del género Legionella. Normalmente, la primera sonda puede ser cualquiera de
las sondas seleccionadas del grupo que consiste en la sonda LEG705 (SEQ ID n° 7) descrita en Manz et al. (Manz
et al. 1995) con una secuencia de bases de 5’ a 3’ de CTGGT GTTCC TTCCG ATC, la sonda LEG226 (SEQ ID n° 8)
descrita en Manz et al. (Manz et al. 1995), con una secuencia de bases de 5’ a 3' de TCGGA CGCAG GCTAA TCT,
la sonda Legallll (SEQ ID n° 9) descrita en Leskela et al. (Leskela et al. 2005) con una secuencia de bases de 5’ a
3’ de CCTCC TCCCC ACTGA AAGT, la sonda Legall22 (SEQ ID n° 10) descrita en Leskela et al. (Leskela et al.
2005) con una secuencia de bases de 5’ a 3' de CACTG TATGT CAAGG GTAGG, la sonda Leg120v (SEQ ID n° 11)
descrita en Buchbinder et al. (Bushbinder et al. 2002) con una secuencia de bases de 5 a 3' de AAGGC ATATT
CCTAC GCG.

También puede ser deseable emplear alternativamente sondas con secuencias que tienen al menos el 70%,
preferiblemente al menos el 80% y mas preferiblemente al menos el 90% de identidad con cualquiera de las tres
sondas, sonda LEG705, sonda LEG226, sonda Legall1l, sonda Legall22 y sonda Leg120v.

La segunda sonda puede hibridarse so6lo con la especie especifica de Legionella pneumophila y puede ser
cualquiera de las sondas nucleotidicas mencionadas anteriormente con esta caracteristica, por ejemplo cualquiera
de las tres sondas, sonda PNE 1, sonda LEGPNE 1, o sonda LP2.

Puede usarse cualquiera de los colorantes fluorescentes que se sabe que son compatibles con los espectros de
emisién/excitacion apropiados de FITC (por ejemplo Syto9, Alexa 488, etc.) o Cy3 (por ejemplo Rodamina, Alexa
583, etc.).

La etapa 3 implica cuantificar bacterias relevantes usando un microscopio. Esto puede lograrse manual o
automaticamente, por ejemplo usando un microscopio de epifluorescencia. Preferiblemente, la deteccion y el
recuento de bacterias marcadas mediante hibridaciéon in situ y fijadas sobre un filtro necesitan el uso de un
microscopio equipado con un sistema de epifluorescencia.

Los dispositivos de deteccion adecuados incluyen ChemScan RDI y ScanVIT-Legionella TM (Vernicon AG, Munich,
Alemania). Es posible usar ChemScan (citometria sélida desarrollada por AESChemunex) para detectar y contar
bacterias marcadas. Sin embargo, este sistema so6lo puede usar 1 conjunto de espejo de emision/excitacion
(488 nm) y por tanto limita el presente protocolo a usar sélo una sonda marcada.

Se prefiere el dispositivo ScanVIT-Legionella TM especialmente segun el aspecto preferido mencionado
anteriormente de la invencién empleando al menos dos sondas, puesto que esta técnica permite el uso de dos
sefiales fluorescentes diferentes con el fin de eliminar los microorganismos fluorescentes de manera natural que no
son Legionella pneumophila.

El método segun la presente invencion facilita la determinacion cuantitativa rapida y precisa de la existencia de
Legionella pneumophila. EI método es adecuado para detectar Legionella pneumophila en muestras derivadas de
cualquiera del grupo seleccionado de aguas de refrigeracion industrial, agua potable y aguas naturales.

La presente invencion también incorpora un kit para detectar y contar mas rapidamente microorganismos viables de
la especie Legionella pneumophila en una muestra de la que se sospecha que contiene dichos microorganismos que
comprende:

(1) un recurso nutritivo celular, que contiene un complemento de crecimiento que comprende un antioxidante,
preferiblemente acido pirtvico (o sal del mismo),

(2) un inhibidor de la proliferacion celular,

(3) sondas oligonucleotidicas marcadas por fluorescencia que pueden hibridarse especificamente con al menos una
parte de los acidos nucleicos ribosémicos de dichos microorganismos, que comprenden una primera sonda y una
segunda sonda en el que la primera sonda puede hibridarse especificamente con al menos una parte de los acidos
nucleicos ribosémicos de dichos microorganismos y la segunda sonda puede hibridarse especificamente con al
menos una parte diferente de los acidos nucleicos ribosémicos de los microorganismos

(4) un medio para detectar y cuantificar la sefial fluorescente, en el que el inhibidor de la proliferacién celular se
selecciona del grupo que consiste en ciprofloxacino y cefalexina.
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En una forma preferida, un kit puede comprender las siguientes disoluciones: una composicion de medio (tal como
se definié anteriormente) que puede deshidratarse para almacenamiento prolongado; una disolucién para fijar la
membrana externa de las bacterias, por ejemplo formaldehido; una disolucién de hibridacién, por ejemplo tal como
se describié anteriormente, que debe constituirse poco antes de su uso; una disolucién de lavado, por ejemplo tal
como se describié anteriormente, que debe constituirse poco antes de su uso; un colorante de fluorescencia de
acido nucleico, por ejemplo DAPI que puede deshidratarse para almacenamiento prolongado; un reactivo de
preparacion microscopica antidesvanecimiento. Preferiblemente, el kit puede comprender filtros. Mas
preferiblemente, el kit puede comprender adicionalmente un tampén fisiologico; disoluciones de etanol de
concentracion variable entre el 50 y el 90%; y agua estéril. El kit también puede contener Eppendorf, por ejemplo 2
ml.

El kit también puede contener cualquiera de las realizaciones descritas con respecto al primer aspecto de la
invencion.

El kit es adecuado para su uso con el método de la presente invencién y permite el recuento de manera rapida y
fiable de Legionella pneumophila.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion.
Ejemplo 1

Se prepara una suspension de Legionella pneumophila a una concentraciéon final de 10° bacterias/ml en 2
suspensiones del mismo volumen. Sélo la primera suspension (S1) se fija con formaldehido al 3,7% (v/vl) a
temperatura ambiente (de 20 a 22°C) durante 30 min. Ambas suspensiones se lavan entonces tres veces mediante
centrifugacion (6.000 x g, 5 min. a 20°C), en PBS pH 7,4.

Finalmente, se mezclan ambas suspensiones segun la tabla 1.

Tabla 1
% de células viables S1 [ml] S2 [ml]
100 0 2
50 1 1
10 1,8 0,2
1 1,98 0,02
0 2 0

Se trata cada mezcla segun el protocolo experimental a continuacion.
Resultados

Se representan los resultados en la figura 1. La figura 1 muestra la correlacién entre el método convencional AFNOR
(8 dias) y el método de la presente invencién que requiere menos de 24 horas. Los resultados indican una buena
correlacion entre los dos métodos en cuanto a precision de la identificacion de Legionella pneumophila.

Protocolo experimental

Se filtraron muestras (V1) a través de una membrana de policarbonato blanca de tamafio de poro de 0,2 uym, de
25 mm de diametro (Millipore, GTTP02500). Se enjuagaron los filtros dos veces con 10 ml de disoluciéon A y se
colocaron en un tubo estéril (Eppendorf 2 ml) que contenia 1 ml de disolucion A. Se agitaron los tubos 1 min. a
30 Hz (4°C). Tras retirar los filtros, se prepar6 cada suspension tal como sigue:

1. Se colocan de manera aséptica 500 pl de suspensiéon en un tubo estéril que contenia 500 pl de disolucion B.

Entonces se incubaron los tubos 24 horas a 37°C o 45°C con agitacién. Tras la incubacion, se filtraron las
suspensiones a través de una membrana de policarbonato blanca de tamafio de poro de 0,2 um, de 25 mm de
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diametro (Millipore, GTTP02500) y se fijaron con disolucion C a temperatura ambiente (de 20 a 22°C) durante
30 min. Se enjuagaron los filtros dos veces con solucién salina tamponada con fosfato (pH 7,4) y se secaron al aire.

2. Se filtraron directamente 500 ul de suspensiones a través de una membrana de policarbonato blanca de tamafio
de poro de 0,2 um, de 25 mm de diametro (Millipore, GTTP02500) y se fijaron con disolucion C a temperatura
ambiente (de 20 a 22°C) durante 30 min. Se enjuagaron los filtros dos veces con solucién salina tamponada con
fosfato (pH 7,4) y se secaron al aire.

Se deshidrataron los filtros mediante lavados secuenciales en disolucion D, disolucién E y disoluciéon F (2 min. cada
uno) y entonces se secaron mediante incubacion 30 min. a 37°C. Se colocaron los filtros sobre un portaobjetos y se
aplicaron 50 pl de disolucion G al filtro. Se colocé un cubreobjetos sobre el filtro para evitar la deshidratacion. La
hibridacion se realiz6 durante 2 horas a 46 + 1°C en una camara de humedad. Entonces, se lavaron los filtros tres
veces con 5 ml de disolucién H precalentada a 46°C y luego se enjuagaron dos veces con agua estéril. Se incubaron
los filtros 15 min. con 1 ml de disolucion | y se enjuagan dos veces con agua estéril. Tras secar al aire, se montaron
finalmente los filtros sobre un portaobjetos con 20 pl de disolucién J. Se visualizaron las células hibridadas mediante
microscopia de epifluorescencia con una lente de objetivo de inmersién 100x y 2 filtros de emisién/excitacion: un
filtro de excitacion de 510 a 550 nm y un filtro de barrera de 590 nm.

Disoluciones
Tabla2
Disolucién Detalles Descripcion general
A Solucién salina tamponada con fosfato pH 7,4 (PBS) Tampon fisioldgico
B Medio Véase la tabla 3
C Formaldehido [3,7%] (Sigma, F-1635)
D Etanol al 50%
E Etanol al 80%
F Etanol al 90%
G Disolucion de hibridacion Véase la tabla 4
H Disolucién de lavado Véase la tabla 5
I DAPI [0,5 pg/ml] (Sigma, D-95421) Cmor?ggfﬁﬁzle:f;“te de
Reactivo de preparacion
] Citifluor (Ted Pella, INC., 19476-A) microscépica
antidesvanecimiento
Medio 2X
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Tabla 3
Compuestos Concentracién CAS
Extracto de levadura 20 g/1
Pirofosfato férrico 0,5g/1
L-cisteina (clorhidrato) 0,8g/l
Medio
a-cetoglutarato 2g/l

Tampén ACES/hidréxido

de potasio 2g/l
Glicina 6 mg/1
Vancomicina 2 pg/l
Complemento selectivo
Polimixina 160 UI/1
Cicloheximida 160 pg/1
Antlblo.tl_cq,que bloguea la Ciprofloxacino 8 mg/l 85721-33-1
divisién celular
Complemento de crecimiento Piruvato 2g/l

Se esterilizaron todos los reactivos mediante filtracion a través de una membrana de nitrocelulosa de tamafo de
poro de 0,2 um (Millipore, SLGS025 OS). Para detalles de cada conjunto de reactivo véase a continuacion.

Disolucién de hibridacién

Tabla4
Compuestos Concentracién
formamida (Sigma, F-9037) 20%
NaCl (Sigma, S-9625) 09M
SDS (Sigma, L-4522) 0,1%
Tris-HCl pH 7,2 (Sigma, T-2538) 20 mM

Se esterilizaron todos los reactivos mediante filtracion a través de una membrana de nitrocelulosa de tamafo de
poro de 0,2 um (Millipore, SLGS025 OS).

Las sondas usadas para la deteccion de FISH son: LEG705 (Eurogentec: 5-CTGGTGTTCCTTCCGATC-3),
especifica de Legionellaceae y marcada con FITC (isotiocianato de fluoresceina) y PNE1 (Eurogentec: 5'-
CTGGTGTTCCTTCCGATC-3'), especifica del género Legionella pneumophila y marcada con Cy3.
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Se afiadieron las sondas a la disolucién de hibridacién a una concentracion final de 1 ng/pl.

Disolucién de lavado

Tabla5
Compuestos Concentracién
NacCl (Sigma, S-9625) 215 mM
SDS (Sigma, L-4522) 0,1%
Tris-HCl pH 7,2 (Sigma, T-2538) 20 mM

Se esterilizaron todos los reactivos mediante filtracion a través de una membrana de nitrocelulosa de tamafio de
poro de 0,2 um (Millipore, SLGS025 OS).

Ejemplo 2

Se aplica el protocolo experimental del ejemplo 1 a una muestra empleando la primera sonda leg705 marcada con
un colorante fluorescente verde y la segunda sonda PNE1 marcada con un colorante fluorescente rojo.

La figura 2 muestra cuatro casos que permiten que se distinga Legionella pneumophila de bacterias fluorescentes de
manera natural. En referencia a la figura 2:

Caso 1 - Bacteria ni fluorescente roja ni verde — la bacteria no pertenece al género Legionella ni a la especie
Legionella pneumophila;

Caso 2 - Sélo bacteria fluorescente verde — la bacteria pertenece al género Legionella o es fluorescente de manera
natural;

Caso 3 - Solo bacteria roja — A pesar de la fluorescencia roja, la bacteria no pertenece a la especie Legionella
pneumophila porque no es fluorescente verde y por tanto no pertenece al género Legionella. Esta bacteria es
fluorescente roja de manera natural; y

Caso 4 - Bacteria fluorescente roja y verde — la bacteria pertenece al género Legionella y la especie Legionella
pneumophila.

Usando este método, puede detectarse de manera precisa Legionella pneumophila limitando la deteccion de
bacterias fluorescentes de manera natural que de lo contrario indicarian erréneamente estas bacterias.

La sonda PNE1 se describe por primera vez en Grimm et al. (Grimm et al., 1998). La secuencia especifica es: 5'-
ATC TGA CCG TCC CAG GTT-3'.

La sonda Leg705 se describe por primera vez en Manz et al. (Manz et al., 1995). La secuencia especifica es: 5'-
CTGGTGTTCCTTCCGATC-3'.

Se usaron tres colorantes en esta prueba y se usaron como sigue:

El primer colorante se usa para tefiir el acido nucleico de todos los microorganismos. Se usa DAPI para tefiir las
bacterias de azul bajo excitacién UV. Este colorante no esta acoplado con una sonda oligonucleotidica.

Los segundos dos colorantes estan acoplados con una sonda oligonucleotidica para permitir la deteccion especifica.
Estos dos colorantes deben caracterizarse por dos espectros diferentes de excitacién/emisién. En la prueba, se usan
FITC y Cy3, que son los colorantes mas comUnmente usados para la deteccion mediante FISH, pero estan
disponibles muchos colorantes con los mismos espectros respectivamente.
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Tabla 6

Colorantes usados

A de excitacion [nm]

A de emisién [nm]

Colorantes disponibles

DAPI 350 461
FITC 494 521 Alexa 488, Hylite 488, Dylight 488,
Cy3 550 570 Rodamina, Alexa 555, Hylite 555, ...

11




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2389861 T3

REIVINDICACIONES

1. Método para detectar y contar microorganismos viables en una muestra de la que se sospecha que contiene
dichos microorganismos que comprende:

(1) poner en contacto dicha muestra con un recurso nutritivo celular y un inhibidor de la proliferacién celular, en el
que el recurso nutritivo celular contiene un complemento de crecimiento que comprende un antioxidante,
preferiblemente acido pirdvico (o sal del mismo),

(2) poner en contacto dicha muestra con al menos una sonda oligonucleotidica marcada por fluorescencia que
puede hibridarse especificamente con al menos una parte de los acidos nucleicos ribosémicos de dichos
microorganismos, en el que dicha muestra se pone en contacto con al menos una primera sonda y una segunda
sonda en el que la primera sonda puede hibridarse especificamente con al menos una parte de los acidos nucleicos
ribosémicos de dichos microorganismos y la segunda sonda puede hibridarse especificamente con al menos una
parte diferente de los acidos nucleicos ribosémicos de los microorganismos,

(3) detectar y cuantificar la sefial fluorescente, en el que los microorganismos son de la especie Legionella
pneumophila y en el que el inhibidor de la proliferacion celular se selecciona del grupo que consiste en ciprofloxacino
y cefalexina.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que el recurso nutritivo celular de la etapa 1) contiene acido glutamico (o
sal del mismo).

3. Método segun la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en el que el recurso nutritivo celular de la etapa 1) contiene
acido glutamico (o sal del mismo) y acido pirtvico (o sal del mismo).

4. Método segun cualquier reivindicacion anterior, en el que la sonda oligonucleotidica se selecciona del grupo que
consiste en una sonda con una secuencia de bases de 5’ a 3' de ATC TGA CCG TCC CAG GTT; una sonda que
tiene una secuencia de bases de 5’ a 3' de ATCTG ACCG T CCCAG GTT; y una sonda que tiene una secuencia de
bases de 5’ a 3'de AGCTT TCATC CAAAG ATA.

5. Método segun cualquier reivindicacién anterior, en el que en la etapa (2) dicha muestra se pone en contacto con
al menos una primera sonda y una segunda sonda en el que la primera sonda puede hibridarse especificamente con
al menos una parte de los acidos nucleicos ribosémicos pertenecientes todos al género Legionella y en el que la
segunda sonda puede hibridarse especificamente con al menos una parte de los acidos nucleicos ribosémicos
pertenecientes todos a la especie Legionella pneumophila.

6. Método segun la reivindicacién 5, en el que la primera sonda se selecciona del grupo que consiste en una sonda
con una secuencia de bases de 5’ a 3' de CTGGT GTTCC TTCCG ATC; una sonda con una secuencia de bases de
5" a 3’ de TCGGA CGCAG GCTAA TCT; una sonda con una secuencia de bases de 5’ a 3' de CCTCC TCCCC
ACTGA AAGT,; una sonda con una secuencia de bases de 5" a 3' de CACTG TATGT CAAGG GTAGG; y una sonda
con una secuencia de bases de 5’ a 3' de AAGGC ATATT CCTAC GCG.

7. Método segun cualquier reivindicacion anterior, en el que la etapa (3) se lleva a cabo automaticamente usando un
microscopio de epifluorescencia.

8. Método segln cualquier reivindicacion anterior, en el que la muestra se deriva de cualquiera del grupo
seleccionado de aguas de refrigeracion industrial, agua potable y aguas naturales.

9. Kit para detectar y contar mas rapidamente microorganismos viables de la especie Legionella pneumophila en
una muestra de la que se sospecha que contiene dichos microorganismos, que comprende:

(1) un recurso nutritivo celular, que contiene un complemento de crecimiento que comprende un antioxidante,
preferiblemente acido pirtvico (o sal del mismo),

(2) un inhibidor de la proliferacion celular,

(3) sondas oligonucleotidicas marcadas por fluorescencia que pueden hibridarse especificamente con al menos una
parte de los acidos nucleicos ribosémicos de dichos microorganismos, que comprenden una primera sonda y una
segunda sonda en el que la primera sonda puede hibridarse especificamente con al menos una parte de los acidos
nucleicos ribosémicos de dichos microorganismos y la segunda sonda puede hibridarse especificamente con al
menos una parte diferente de los acidos nucleicos ribosémicos de los microorganismos
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(4) un medio para detectar y cuantificar la sefial fluorescente, en el que el inhibidor de la proliferacién celular se
selecciona del grupo que consiste en ciprofloxacino y cefalexina.
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Figura 1

120

0 20 40 60 80 100 120
% de UFC

14



ES 2389861 T3

Figura 2
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