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DESCRIPCION
Procedimiento de deteccion en tiempo real de microorganismos en un medio de cultivo liquido por aglutinacion

El campo de la invencion es el del control microbiolégico clinico o industrial. Mas particularmente, se trata de un
método que permite identificar uno o varios microorganismos mediante una reaccidon de aglutinacion efectuada
simultaneamente con el enriquecimiento de la muestra en microorganismos.

El analisis microbiolégico necesita unas técnicas precisas y cuyo tiempo de obtencion del resultado debe ser lo mas
corto posible.

En el campo médico, es necesario prever y diagnosticar el riesgo infeccioso: cuanto mas rapido y preciso sea el
diagndstico, mas eficaz sera el tratamiento de los enfermos y mas minimizado estara el riesgo de transmision. El
enfoque es similar para la salud animal.

En el campo agroalimenticio, las condiciones son idénticas. Distingue sin embargo los microorganismos patdgenos y
sus toxinas, cuya busqueda se aplica a los productos comercializados, los microorganismos no patégenos, utilizados
como indicadores de calidad del proceso de produccion, desde los productos brutos hasta los productos finales, a lo
largo de la cadena, y las bacterias de interés tecnoldgico, tales como los fermentos. La deteccion rapida y precisa de
presuntas contaminaciones permite controlarlas e iniciar asi acciones correctivas.

Técnicamente, el analisis microbiolégico puede aplicar una o varias fases de pre-enriquecimiento/enriquecimiento,
una o varias fases de deteccion, una o varias fases de enumeracion de los microorganismos. Para aplicaciones
particulares, tales como el control microbiolégico agroalimenticio, puede requerirse también una fase de
confirmacion, a fin de responder a las normas en vigor en este campo.

La fase de pre-enriquecimiento/enriquecimiento recurre a medios de cultivo, selectivos o no, bien conocidos por el
experto en la materia. Estan disponibles comercialmente unos medios de cultivo listo para su uso, frecuentemente
en forma liquida, basados en férmulas de medios tradicionales.

La fase de deteccidon se basa en la puesta en evidencia de los caracteres metabdlicos de los microorganismos
buscados. Se utilizan clasicamente unos sustratos enzimaticos especificos. Estos sustratos enzimaticos estan
generalmente compuestos de dos partes, una primera parte especifica de la actividad enzimatica a revelar,
denominada también parte diana, y una segunda parte que sirve de marcador, denominada parte marcador,
generalmente constituida por un cromoéforo o un fluoréforo. Mediante la seleccion de estos sustratos, segun si hay
reaccion o no, es posible caracterizar la naturaleza de un microorganismo o discriminar diferentes grupos de
microorganismos. Asi, la aparicion o la desaparicion de una coloraciéon o de una fluorescencia sera la firma de un
género o de un tipo de microorganismos. Para ello, la utilizacion de medios cromégenos permite la deteccion y la
identificacion simultaneas de los gérmenes buscados. Esta simplifica el proceso y disminuye sustancialmente el
tiempo de obtencion del resultado. Se citaran a titulo de ejemplo concreto los medios ChromID® de la solicitante.
Estos medios cromdgenos estan basados en la deteccion de caracteres metabdlicos especificos de los gérmenes
buscados como, por ejemplo, la actividad enzimatica beta-glucuronidasa para Escherichia coli. Sin embargo,
algunos microorganismos, o algunos sub-tipos como por ejemplo Escherichia coli O157:H7, no presentan actividad
enzimatica especifica, y no pueden por lo tanto ser detectados con la ayuda de un medio de cultivo cromogeno.

La fase de confirmacion, por su parte, estd mas particularmente relacionada con el analisis microbioldgico en el
campo agroalimenticio. En efecto, cuando el resultado de los métodos desarrollados anteriormente es positivo, es
necesario confirmar la presencia del patégeno buscado. Esto impone un ensayo complementario y la utilizacion de
un principio de deteccion diferente del utilizado durante el primer andlisis. Las técnicas de biologia molecular,
basadas en los caracteres gendmicos de los microorganismos buscados, constituyen uno de los medios utilizados
para confirmar la identificacion. A titulo de ejemplo, se citaran las técnicas de amplificacion clasicas tales como la
PCR (Polymerase Chain Reaction) y la NASBA (Nucleic Acid Sequence Based Amplification), que pueden ser
acopladas a técnicas de deteccion en tiempo real conocidas por el experto en la materia.

Los inmuno-ensayos constituyen otra de las tecnologias utilizadas para el ensayo de confirmacion. Hacen uso de las
caracteristicas inmunégenas de los microorganismos buscados. De manera no exhaustiva, se pueden citar las
técnicas ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay), por competicion o de tipo sandwich, o las técnicas de
inmunoaglutinacion, detectando unos epitopos de los microorganismos buscados. Estos ultimos recurren a unos
soportes solidos funcionalizados, tales como unas perlas (por ejemplo unas particulas de latex) recubiertas de
anticuerpos monoclonales o policlonales, siendo dichos soportes funcionalizados puestos en contacto con una
muestra biolégica, como se indica por ejemplo en las patentes europeas concedidas EP 0 701 624 y EP 1 199 567.
Alternativamente, como se describe en la patente US-4,659,658, las particulas solidas pueden estar recubiertas de
lectinas, que se une especificamente a unos azicares situados en la superficie de un microorganismo dado. El
documento US5217715 describe un método que consiste en fijar un receptor hidrocarbonado N-acetilalactosamina-
beta-1,4-galactosa-beta-1,4-glucosa sobre un soporte insoluble que puede ser utilizado para la deteccion de
bacterias en un ensayo de aglutinacion. En todo caso, la aparicion de la aglutinacion permite identificar de manera
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segura el microorganismo buscado.

La identificacion completa y precisa de un microorganismo en una muestra necesita por lo tanto el enlace de varias
etapas: enriquecimiento, deteccion, confirmacion. La estandarizacion de los ensayos utilizados rutinariamente ha
permitido la automatizacion de los métodos de deteccion, que siguen siendo, no obstante, largos de llevar a cabo.
Un inconveniente del estado de la técnica es, en efecto, que estas etapas son realizadas de manera secuencial.
Otro inconveniente es que la reaccion de interaccion especifica utilizada para la etapa de confirmacién, reaccion
inmunoldgica o reaccion de hibridacion molecular es, generalmente, leida en "punto final". Durante este tiempo, en la
industria agroalimenticia, la totalidad del lote del producto final estda bloqueada esperando el resultado de
confirmacion, y en términos clinicos, se retrasan el establecimiento de la antibioterapia pertinente y de las medidas
de prevencion.

A la vista del estado de la técnica considerado, falta por lo tanto un procedimiento que combine las etapas de
enriquecimiento, de deteccion y de identificacion precisa. Concretamente, tal procedimiento conjugaria rapidez,
especificidad y sensibilidad.

La presente invencion propone por lo tanto paliar los inconvenientes descritos antes utilizando simultaneamente un
cultivo de los microorganismos y al menos una reaccion de aglutinacion en medio liquido.

De manera mas precisa, la invencion se refiere en primer lugar a un procedimiento de deteccion y de identificacion
de al menos un microorganismo susceptible de estar presente en una muestra, que comprende las etapas que
consisten en:

a) poner en contacto en un contenedor: un medio de cultivo que permita el crecimiento y/o la deteccion de los
microorganismos, dicha muestra y un soporte solido sensibilizado;

b) someter el conjunto a una temperatura que favorezca el crecimiento y/o la deteccién de los microorganismos;

c) observar en tiempo real la aparicion de una aglutinacion que indique la presencia del o de los microorganismos o
que confirme dicha presencia cuando dichos microorganismos se detectan en dicho medio de cultivo, al final de la
etapa b).

Otro objeto de la invencion se refiere a un procedimiento de deteccidon y de identificacion de al menos un
microorganismo susceptible de estar presente en una muestra, que comprende las etapas que consisten en:

a) poner en contacto en un contener: un medio de cultivo que permita el crecimiento y/o la identificacion de los
microorganismos, dicha muestra y un soporte solido sensibilizado;

b) someter el conjunto a una temperatura que favorezca el crecimiento y/o la identificacion de los microorganismos;

c) observar en tiempo real la aparicion de una aglutinacion que permita realizar la identificacion del o de los
microorganismos o confirmar dicha identificacion, cuando el o los citados microorganismos son identificados en
dicho medio de cultivo, al final de la etapa b).

La invencion se refiere también a un procedimiento de deteccion y de identificacion de al menos un microorganismo
susceptible de estar presente en una muestra, que comprende las etapas que consisten en:

a) poner en contacto en un contener: un medio de cultivo que permita el crecimiento y la identificacion de los
microorganismos, dicha muestra y un soporte solido sensibilizado;

b) someter el conjunto a una temperatura que favorezca el crecimiento y/o la identificacién de los microorganismos;
y

d) observar en tiempo real la aparicion de una aglutinaciéon que permita completar la identificacion del o de los
microorganismos, realizada al final de la etapa b).

Para completar la identificacién, se entiende que aportar una informaciéon suplementaria permite precisar la
identificacion del microorganismo. Por ejemplo, en la etapa a), el medio de cultivo utilizado puede ser especifico de
las bacterias del género Escherichia coliy comprender un sustrato especifico de este tipo bacteriano, de manera que
la presencia de tales bacterias en la muestra a ensayar se caracteriza por una modificacion del medio de cultivo, tal
como un cambio de color, si el sustrato utilizado es un sustrato cromégeno. La aglutinacién observada en la etapa c)
puede, por ejemplo, permitir poner en evidencia una cepa particular del género Escherichia coli, tal como E. coli
0157:H7, que es una cepa enteropatégena.

La temperatura que favorece el crecimiento de los microorganismos esta comprendida entre 20 y 44°C y la muestra
se mantiene a esta temperatura durante un tiempo suficiente para permitir la deteccién de los microorganismos, es
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decir un tiempo comprendido entre 6 y 96 horas.

La utilizacién combinada de estas diferentes técnicas y en un contenedor Unico permite al mismo tiempo ganar
tiempo y limitar las manipulaciones, y por lo tanto las contaminaciones de los manipuladores o de las muestras, lo
que conlleva en este Ultimo caso unos falsos positivos. Ademads, la aplicacion de la invencién puede ser
automatizada. Se sefiala asimismo que el ahorro de tiempo esta relacionado al mismo tiempo con la combinacion de
dos etapas en una sola y con la deteccion de la aglutinacion en tiempo real y ya no en punto final, como en las
técnicas de confirmacion mencionadas anteriormente.

Ventajosamente, las etapas a) y c) de los procedimientos descritos anteriormente utilizan unos compuestos
cromogenos (también denominados cromaforos) o fluorescentes (también denominados fluoréforos).

Mas particularmente, los dos procedimientos de deteccion y de identificacion pueden utilizar preferiblemente la
aparicién o la desaparicion de una coloracion o de una fluorescencia. Por otra parte, en todos los procedimientos
objetos de la invenciéon, la aglutinacion puede ventajosamente ser puesta en evidencia por la aparicién o la
desaparicion de una coloracién o de una fluorescencia.

De manera preferida, el contenedor se toma del grupo constituido por las microplacas, las microcupulas, los
microtubos, los capilares o las placas de muiltiples pocillos.

Ventajosamente, el procedimiento objeto de la invencion puede comprender ademas una etapa de enumeracion de
los microorganismos, preferentemente segun el método del nimero mas probable explicado en la patente EP 1 105
457 de la solicitante.

Segun un modo particular de realizacion, la reaccion de aglutinacion llevada a cabo en la etapa c) es una reaccion
de inmunoaglutinacién, que pone en evidencia una reaccion antigeno-anticuerpo.

Segun otro modo particular de realizacion, la reaccion de aglutinacion utilizada en la etapa c) es una reaccion de tipo
fago-bacteria. Mas particularmente, se trata de una reaccion entre una proteina recombinante de fago especifico de
un tipo bacteriano y la molécula bacteriana correspondiente. Tales interacciones se describen en la patente EP 1
198 713.

Segun otro modo particular de realizacion, la reaccion de aglutinacion llevada a cabo en la etapa c) es una reaccion
de tipo ligando/antiligando.

Segun otro modo particular de realizacion, la deteccion en tiempo real de la reaccion de aglutinacion llevada a cabo
en la etapa c) seguin uno de los modos de realizacion descritos antes puede permitir una sedimentacion antes de la
aparicion de la aglutinacion.

Ademas, se describe también un kit de diagndstico que permite llevar a cabo el procedimiento segun los diferentes
modos de realizacién desarrollados anteriormente. El kit comprende:

- un contenedor;

- un medio de cultivo selectivo o no, conteniendo o no dicho medio de cultivo un sustrato especifico del metabolismo
del género de la especie microbiana a detectar; y

- un soporte soélido sensibilizado.

De manera ventajosa, el contenedor se toma del grupo constituido por las microplacas, las microcupulas, los
microtubos, los capilares o las placas de multiples pocillos.

Segun un primer modo de realizacién preferido, el soporte sensibilizado es un complejo de soporte sélido-antigeno o
soporte sélido anticuerpo.

Segun un segundo modo de realizacion preferido, dicho soporte sensibilizado es un complejo soporte sélido-ligando
o soporte sdlido-antiligando. El ligando puede comprender todo o parte de un bacteriéfago.

El kit de diagndstico segun la invencién puede comprender ademas al menos un compuesto cromoégeno o
fluorescente.

Finalmente, se describe también un ultimo objeto de la invencién, que se refiere a la utilizacién de un kit de
diagndstico para detectar y/o identificar al menos un microorganismo susceptible de estar presente en una muestra.

La invencion se entendera mejor con la lectura de la descripcion detallada y de los ejemplos no imitativos siguientes,
en combinacién con los dibujos, en los que:
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- la figura 1 representa una galeria de ensayo para la caracterizacion del origen bacteriano de una mamitis/mastitis,
antes de la incubacion.

- la figura 2 representa la galeria de ensayo después de la incubaciéon, con una reaccidon positiva para
Staphylococcus aureus.

- la figura 3 representa la galeria de ensayo después de la incubaciéon, con una reaccidon positiva para
Staphylococcus spp.

- la figura 4 representa la galeria de ensayo después de la incubacién, con una reaccion positiva para Escherichia
coli.

- la figura 5 representa la galeria de ensayo después de la incubacion, con una reaccion positiva para Klebsiella spp.

El procedimiento objeto de la invencién se puede utilizar para unas muestras de origen alimenticio, medioambiental
o clinico. La muestra se define como una pequefia parte o pequefia cantidad aislada de una entidad para el analisis.

Entre las muestras de origen alimenticio, se puede citar de manera no exhaustiva una muestra de productos lacteos
(yogures, quesos etc.), de carne, de pescado, de huevos, de frutos, de verduras, de agua, de bebida (leche, zumo
de frutas, soda, etc.). Estas muestras de origen alimenticio pueden también provenir de salsas o de platos
elaborados. Una muestra alimenticia puede finalmente proceder de una alimentacién destinada a los animales, tales
como en particular unas harinas animales.

Se mencionaran también las muestras relacionadas con el medioambiente, tales como extracciones de superficie,
de agua, de aire.

Las muestras de origen clinico pueden corresponder a extracciones de fluidos biolégicos (sangre total, suero,
plasma, orina, liquido cefalorraquideo), de heces, extracciones de la nariz, de la garganta, de la piel, de heridas, de
organos, de tejidos o de células aisladas, etc.

El control microbioldgico corresponde al analisis de una muestra con el objetivo de aislar y/o identificar y/o enumerar
unos microorganismos potencialmente presentes, tales como unas bacterias o unas levaduras. Técnicamente, este
analisis comprende el crecimiento in vitro de los microorganismos en un medio de cultivo. Por medio de cultivo, se
entiende un medio que comprende todos los elementos necesarios para la supervivencia y/o para el crecimiento de
los microorganismos. El medio de cultivo puede contener eventuales aditivos, como por ejemplo: peptonas, uno o
varios factores de crecimiento, hidratos de carbono, uno o varios agentes selectivos, tampones, uno o varios
gelificantes, etc. Este medio de cultivo puede presentarse en forma de liquido, de gel listo para el uso, es decir listo
para la siembra en un tubo, frasco o sobre caja de Petri.

En el sentido de la presente invencioén, el término microorganismo abarca las bacterias gram positivas o gram
negativas, las levaduras y mas generalmente los organismos unicelulares, invisibles a simple vista, que pueden ser
manipulados y multiplicados en laboratorio.

De manera general, el medio de cultivo puede ademas contener un sustrato que permite la deteccién de una
actividad enzimatica o metabdlica de los microorganismos diana gracias a una sefial detectable directa o
indirectamente. Para una deteccién directa, este sustrato puede ser unido a una parte que actia como marcador,
fluorescente o cromogeno. Para una deteccion indirecta, el medio de cultivo segun la invencion puede comprender
ademas un indicador de pH, sensible a la variacion de pH inducida por el consumo del sustrato y que revela el
crecimiento de los microorganismos diana. Dicho indicador de pH puede ser un croméforo o un fluoréforo. Se citaran
como ejemplos de croméforos el rojo neutro, el azul anilina, el azul de bromocresol. Los fluoréforos comprenden por
ejemplo la 4-metilumbeliferona, los derivados del aminocumarina o los derivados de la resorufina.

En el sentido de la presente invencion, se debe confirmar la identificacion del microorganismo buscado,
potencialmente efectuada mediante la busqueda de sus caracteres metabdlicos. Esta confirmacion puede recurrir a
reacciones de aglutinacion.

Por aglutinacién, se entiende el resultado de una interacciéon entre unos microorganismos y unas particulas, siendo
dichas particulas bien de origen natural, tales como inmunoglobulinas de tipo M, o bien de tipo soporte sélido, tales
como polimeros. Por esta interaccion, microorganismos y particulas se agregan, se adhieren entre si y forman una
red. Dicha red es susceptible de sedimentar o precipitar. La interaccion entre los microorganismos y las particulas
puede conllevar una sedimentacién previa, que la observacion en tiempo real permitira detectar antes de la
formacién completa de la red. Las reacciones de aglutinacion comprenden unas reacciones inmunoldgicas, tales
como las reacciones antigeno-anticuerpo o mas generalmente unas interacciones especificas entre proteinas. La
red o complejo formado por dicha reaccion especifica se detecta entonces bien visualmente, o bien de manera
automatica gracias a un sistema optico. Alternativamente, se puede determinar la cantidad de complejo formado.
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Se puede utilizar cualquiera de los diferentes métodos conocidos por el experto en la técnica para efectuar una
reaccion de aglutinacion. El soporte solido se selecciona entre los materiales naturales, los materiales de sintesis
modificados o no quimicamente, y en particular entre los latex, los polimeros de tipo policloruro de vinilo, polietileno,
poliestireno, poliacrilato y los copolimeros de tipo de aquellos a base de estireno. Tal soporte sélido puede estar en
forma de particulas.

Por "soporte sensibilizado" se entiende la fijacién sobre dicho soporte solido de compuestos funcionales que
comprenden unos antigenos, unos anticuerpos, unos fagos enteros o unas proteinas de fagos.

El término antigeno designa un compuesto susceptible de ser reconocido por un anticuerpo del cual indujo la
sintesis mediante una respuesta inmune.

El término anticuerpo incluye los anticuerpos policlonales o monoclonales, los anticuerpos obtenidos por
recombinacion genética y unos fragmentos de anticuerpos.

Los fagos, o bacteriofagos, son unos virus que infectan sélo unas bacterias; son asimismo denominados virus
bacterianos. En las reacciones de aglutinaciones, se utilizan para sus proteinas, que reconocen una cepa 0 una
especie bacteriana dada con una gran especificidad y una gran sensibilidad.

La fijacion sobre un soporte solido puede corresponder a una inmovilizacion directa o indirecta: por inmovilizacion
directa, se entiende la fijacion por covalencia o adsorcidon pasiva; una inmovilizacion directa puede efectuarse
mediante un ligando fijado quimicamente sobre dicho soporte sélido; por inmovilizacion indirecta, se entiende la
interaccion ligando/antiligando entre un ligando fijado sobre el antigeno, el anticuerpo o el fago (mas ampliamente, el
compuesto funcional) y el antiligando o ligando complementario fijado sobre el soporte sdlido.

Las parejas ligando/antiligando son bien conocidas por el experto en la materia, y se pueden citar por ejemplo las
parejas  siguientes:  biotina/estreptavidina, = hapteno/anticuerpo,  antigeno/anticuerpo, péptido/anticuerpo,
azucar/lectina, polinucleétido/complementario del polinucleétido. También puede ser utilizado para inmovilizar una
molécula biolégica un compuesto hidrosoluble derivado de un homopolimero o copolimero de anhidrido maleico,
tales como los desarrollados por la solicitante en la patente EP 0 561 722. Estos soportes soélidos pueden ser
distribuidos en la reaccién en diferentes formas: liofilizada, en suspensién liquida, en forma de perla, tal como las
disponibles comercialmente bajo la marca BioBaII®, etc. La aglutinacion puede ser detectada visualmente, o
mediante un lector optico automatico, segun diferentes principios conocidos por el experto en la materia entre los
cuales se citara, de manera no exhaustiva:

(1) la deteccion de la aparicion de una fluorescencia, por sedimentacion de un latex tefiido que absorbe la
fluorescencia inicialmente presente en el medio;

(2) la deteccion de un cambio de color por mezcla de particulas de latex coloreadas con la matriz potencialmente
coloreada;

(3) la concentracion de fluorescencia por aglutinacion de las particulas de latex fluorescentes, que conlleva una
desaparicion de la fluorescencia difusa en el medio;

(4) la desaparicion de color por sedimentacion de un latex coloreado presente en el medio.

Los fluoréforos utilizables se han mencionado anteriormente y comprenden la 4-metilumbeliferona, los derivados del
aminocumarina o los derivados de la resorufina.

Las operaciones de cultivo/identificacion y después aglutinacion en punto final descritas en dos etapas son, segun la
presente invencion, combinadas en una sola etapa, siendo la aglutinacion especifica detectada en tiempo real. A
titulo de ilustracion, se citara la identificacion posible en una muestra de origen alimenticio de Listeria
monocytogenes, serotipo 4b; la deteccion de Listeria monocytogenes se puede efectuar con la ayuda de un medio
de cultivo que contiene uno o mas sustratos especificos del metabolismo de esta bacteria y la identificacion del
serotipo 4b se efectuara simultdneamente mediante la reaccion de aglutinacion, detectada en tiempo real.

En un modo de realizacion particular, la invenciéon se puede llevar a cabo en contenedores tales como microplacas,
microcupulas, microtubos, capilares, etc.

Ventajosamente, el procedimiento segun la invencion puede estar asociado a un dispositivo automatico de control
microbioldgico de tipo TEMPO®, tal como el desarrollado por la solicitante y puede, facultativamente, permitir una
enumeracion de los microorganismos detectados.

El procedimiento, objeto de la invencién, puede llevarse a cabo con la ayuda de un kit que comprende: un medio de
reaccion que contiene una base nutritiva, unas particulas sensibilizadas y eventualmente un sustrato cromégeno
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especifico del o de los microorganismos buscados. Dicho medio se resuspende con una parte alicuota de la muestra
a analizar. Ventajosamente, el kit que permite llevar a cabo el procedimiento segun la invencién puede también
contener un contenedor sélido de tipo microplaca, microtubo, microcupula, capilar, tarjeta VITEK® o tarjeta TEMPOQ®,
EJEMPLOS

Ejemplo 1: Doble numeracion Escherichia coli spp y Escherichia coli O157 asociando reacciones fenotipicas e
inmunoloégicas

El objetivo de este analisis es realizar la numeracién simultanea de E. coli spp por via enzimatica y de E. coli 0157
por via inmunoldgica utilizando el sistema TEMPO® comercializado por la solicitante.

Modo de realizacion:
Etapa 1: resuspensién del medio de reaccién por una parte alicuota de la muestra a analizar:
El medio de reaccion contiene:

- un sustrato enzimatico especifico de la especie E. coli: 4-metilumbeliferil-B-D-glucuronido (Biosynth ref. M-5700): no
fluorescente a T0) a 50 mg/l (puede variar entre 0,1 mg/l y 1000 mg/l);

- particulas de latex (Oxoid, ref. DR0620M), tefiidas de azul, sensibilizadas con unos anticuerpos especificos de E.
coli 0157 al 1% de extracto seco (puede variar entre el 0,1 y el 10%);

- una base nutritiva: peptonas a la concentracion de 10 g/;
- un sistema inhibidor: sales biliares a la concentracion de 1,5 g/l.

El medio de reaccién resuspendido en la muestra (por ejemplo 4 ml de agua de la red de distribucion) se incorpora
después en una tarjeta TEMPO® para realizar una numeracion.

Antes de la incubacion de la tarjeta, los pocillos de esta Ultima son azules y no fluorescentes.

Etapa 2: incubacion de la tarjeta:

Las tarjetas TEMPO® son después incubadas a 37°C durante 24h. Durante este periodo de incubacion, la reaccion
de aglutinacion de las particulas sensibilizadas con unos anticuerpos anti-E. coli O157 y la reacciéon enzimatica
(degradacion del sustrato especifico de E. coli) se efectian simultdneamente al crecimiento bacteriano, en caso de
presencia de las bacterias diana en los pocillos de la tarjeta TEMPO®.

Etapa 3: lectura del ensayo después de 24h de incubacion:

Reacciones positivas para E. coli 0157, hay formacién del complejo anticuerpo anti-E. coli O157-células de E. coli
0157 que se traduce por la aglutinacion de las particulas de latex y por lo tanto una desaparicion de la coloracion

azul, consecutiva a la formaciéon de un precipitado azul en el fondo de los pocillos en cuestion.

Reaccion positiva para E. coli spp: aparicion de fluorescencia (liberacion de moléculas fluorescentes de 4-
metilumbeliferona) en el o los pocillos después de la degradacion del sustrato por E. coli spp.

Pocillos positivos para E. coli spp y negativo para E. coli O157: fluorescentes y azules

Pocillos positivos para E. coli spp y E. coli O157: fluorescentes y no coloreados (+ precipitado azul en el fondo del
pocillo)

Pocillo negativo para E. coli spp y E. coli O157: no fluorescentes y azules
Los pocillos positivos E. coli O157 y E. coli spp son después contabilizados para determinar por medio de la tabla
NPP (algoritmo interno) el nimero de unidades que forman unas colonias (UFC) de E. coli O157 y E. coli spp por

gramo de muestra.

Ejemplo 2: Caracterizacion del origen bacteriano de una mamitis/mastitis en los bovinos/ovinos/caprinos lecheros
para adoptar un tratamiento antibidtico apropiado y eficaz

La mamitis resulta de una infeccién de la mama por unas bacterias mas o menos adaptadas a este biotopo. Varias

bacterias son responsables de este tipo de infeccion y son clasificadas en dos grupos: las bacterias de los depositos
mamarios (por ejemplo Staphylococcus aureus, Streptococcus spp) y las bacterias del medioambiente (por ejemplo
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Escherichia coli, Klebsiella spp).

Principio del ensayo: caracterizacion del origen bacteriano de una mamitis por aglutinacion de particulas
sensibilizadas, en suspension en un medio liquido, con las células bacterianas diana (es decir Staphylococcus
aureus, Streptococcus spp, Escherichia coli, Klebsiella spp).

Modo de realizacion:

Etapa 1: resuspension del medio de reaccién por una parte alicuota de la muestra a analizar (por ejemplo leche):

El ensayo se presenta en forma de una galeria que comprende 4 pocillos que contienen el medio de reaccion.

La composicion del medio de reaccion es la siguiente:

- unas particulas azules sensibilizadas con unas proteinas de fagos y/o unos anticuerpos (Ac) especificos de las
dianas: Staphylococcus aureus (pocillo n° 1), Streptococcus spp (pocillo n® 2), Escherichia coli (pocillo n® 3),
Klebsiella spp (pocillo n° 4);

- una base nutritiva: agua peptonada tamponada (ref. bMx 51094)

Cada pocillo se resuspende con 500 pl de muestra.

El estado inicial de la galeria antes de la incubacion (ausencia de reaccion): todos los pocillos de la galeria son
azules, debido a la ausencia de aglutinacion y de sedimentacion a TO de las particulas azules sensibilizadas anti-
diana (véase la figura 1).

Etapa 2: incubacion de la galeria:

La galeria se incuba después a 37°C durante 4 a 16h. Durante este periodo de incubacion, la reaccion de
aglutinacion de las particulas sensibilizadas antidiana se efectia simultaneamente al crecimiento bacteriano, en
caso de contaminacion del pocillo por la bacteria diana responsable de la mamitis investigada.

Etapa 3: lectura del ensayo después de 4 a 16h de incubacion:

Reaccion positiva: formacion del complejo proteina de fago/bacteria o anticuerpo/antigeno bacteriano que se traduce
por la aglutinacién de las particulas de latex (formacion de un precipitado en el fondo del pocillo) y por lo tanto una

desaparicion de la coloracion azul en los pocillos en cuestidon. Se pueden considerar diferentes casos:

- en el caso en el que la mamitis se debe a Staphylococcus aureus, la desaparicion de la coloracién azul de produce
en el pocillo n® 1 (véase la figura 2),

- en el caso en el que la mamitis se debe a Streptococcus spp, la desaparicion de la coloracién azul de produce en el
pocillo n°® 2 (véase la figura 3),

- en el caso en el que la mamitis se debe a Escherichia coli, la desaparicion de la coloracién azul de produce en el
pocillo n°® 3 (véase la figura 4),

- en el caso en el que la mamitis se debe a Klebsiella spp, la desaparicién de la coloracién azul de produce en el
pocillo n°® 4 (véase la figura 5).

Ejemplo 3: numeracién de Salmonella en la plataforma TEMPO®

El objetivo de este andlisis es enumerar las Salmonella por via inmunoldgica por aglutinacion de particulas
sensibilizadas con unas proteinas recombinantes de fagos, utilizando el sistema TEMPO® comercializado por la
solicitante.

Modo de realizacion:

Etapa 1: adsorcion de las proteinas de fago anti Salmonella B D1

Esta etapa consiste en adsorber las proteinas de fago en la superficie de las particulas:

- referencia: proteinas de fago anti B-D1 2,67 mg/ml

- latex utilizado, proporcionado por Polymer Laboratories: Plain fluorescent yellow PL FY lote CD 222:311 nm
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Las proteinas de fago son adsorbidas a la concentracion de 140 ug/ml en tampén fosfato de 20 mM pH 7,2. El
volumen del ensayo es de 200 pl. Las particulas de latex son introducidas a razén de 5 mg/ml en el medio.

La adsorcion se realiza bajo agitacion en una rueda giratoria durante 15 horas.
Control del rendimiento de adsorcion:

- centrifugacion de 50 ul de muestra y recuperacion del sobrenadante;

- ensayo del sobrenadante mediante el método BCA de ensayo de las proteinas;

- rendimiento calculado con respecto a la curva estandar y con respecto a la concentracion inicial de la proteina de
fago utilizado para el ensayo.

Este rendimiento es del 73%

El tamario de las particulas se mide con el granulémetro.

Es de 311 nm para el latex PL FY y de 315 nm para los conjugados particulas-proteinas de fago.
Etapa 2: incubacion en la tarjeta TEMPO®:

El medio de reaccion contiene:

- 3,5 ml de base nutritiva: peptonas a la concentracion de 10 g/l

- una muestra que contiene 50 UFC de bacterias Salmonella bareilly 06.03.927 IM1272;C;4

- 0,5 ml de particulas de latex fluorescentes, sensibilizadas con unas proteinas de fago especificas de Salmonella al
0,5% de extracto seco;

El medio de reaccion se incorpora después en una tarjeta TEMPO® para realizar una enumeracion.

Antes de la incubacion de la tarjeta, los pocillos de esta ultima son fluorescentes.

Las tarjetas TEMPO® son después incubadas a 37°C durante 24h. Durante este periodo de incubacion, la reaccion
de aglutinacion de las particulas sensibilizadas con las proteinas de fago anti-B-D1 se efectua simultaneamente al
crecimiento bacteriano, en caso de presencia de las bacterias diana en los pocillos de la tarjeta TEMPO®.

Etapa 3: lectura del ensayo después de 24h de incubacion:

Reaccion positiva para Salmonella bareilly, hay formacion del complejo proteinas de fago-células de Salmonella
bareilly que se traduce por la aglutinacién y la sedimentacion de las particulas de latex. Por lo tanto, se observa una
concentracion de la fluorescencia en el fondo de los pocillos en cuestion y una desaparicion de la fluorescencia a
nivel de la ventana de lectura.

Reaccion negativa: la fluorescencia sigue homogénea en todo el pocillo.

Los pocillos positivos son después contabilizados para determinar por medio de la tabla NPP (algoritmo interno) el
numero de unidades que forma colonias (UFC) de Salmonella bareilly 06.03.927 IM1272:C+ por gramo de muestra.

El resultado de enumeraciéon es de 11 UFC/ml, es decir 44 UFC introducidas, en acuerdo con los 50 UFC tedricos.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de deteccion en un contenedor de al menos un microorganismo susceptible de estar presente en
una muestra, que comprende las etapas que consisten en:

a) poner en contacto en dicho contenedor: un medio de cultivo que permita el crecimiento y/o la deteccion de los
microorganismos, dicha muestra y un soporte solido sensibilizado;

b) someter el conjunto a una temperatura que favorezca el crecimiento y/o la deteccion de los microorganismos;
y

c) observar en tiempo real, en el interior de dicho contenedor y simultdneamente al crecimiento del o de los
microorganismos, la aparicion de una aglutinacién que indique la presencia del o de los microorganismos o que
confirme dicha presencia cuando dichos microorganismos son detectados en dicho medio de cultivo, al final de la
etapa b).

2. Procedimiento de deteccion y de identificacion en un contenedor de al menos un microorganismo susceptible de
estar presente en una muestra, que comprende las etapas que consisten en:

a) poner en contacto en dicho contenedor: un medio de cultivo que permita el crecimiento y/o la identificacion de
los microorganismos, dicha muestra y un soporte solido sensibilizado;

b) someter el conjunto a una temperatura que favorezca el crecimiento y/o la identificacion de los
microorganismos; y

c) observar en tiempo real, en el interior de dicho contenedor y simultdneamente al crecimiento del o de los
microorganismos, la aparicion de una aglutinacion que permita realizar la identificacion del o de los
microorganismos o que confirme dicha identificacion, cuando dicho o dichos microorganismos son identificados
en dicho medio de cultivo, al final de la etapa b).

3. Procedimiento de deteccion y de identificacion en un contenedor Unico de al menos un microorganismo
susceptible de estar presente en una muestra, que comprende las etapas que consisten en:

a) poner en contacto en un contenedor: un medio de cultivo que permita el crecimiento y la identificacion de los
microorganismos, dicha muestra y un soporte solido sensibilizado;

b) someter el conjunto a una temperatura que favorezca el crecimiento y la identificacién de los microorganismos;
y

c) observar en tiempo real, en el interior de dicho contenedor y simultdneamente al crecimiento del o de los
microorganismos, la aparicion de una aglutinacion que permita completar la identificacion del o de los
microorganismos, realizada al final de la etapa b).

4. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que la deteccion o la identificacion en el medio
de cultivo utiliza la aparicién o la desaparicion de una coloracién o de una fluorescencia.

5. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que la aglutinacion se pone en evidencia por la
aparicion o la desaparicion de una coloraciéon o de una fluorescencia.

6. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que el contenedor se toma del grupo constituido
por las microplacas, las microcupulas, los microtubos, los capilares o las placas de multiples pocillos.

7. Procedimiento seguin una de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas una etapa de enumeracion
de los microorganismos.

8. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que la reacciéon de aglutinaciéon aplica una
reaccion antigeno-anticuerpo.

9. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la reaccion de aglutinacion aplica una reaccion
de tipo fago-proteina bacteriana.

10. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la reaccion de aglutinacion aplica una reaccion
de tipo ligando/antiligando.
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Fig. 2

Fig. 3
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Fig. 4
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