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DESCRIPCION

Procedimiento para la deteccién de Legionella spp. mediante anticuerpo policlonal.
Campo de la invencion

La presente invencion se encuadra en general en el campo del andlisis de aguas, y en concreto en la deteccion de
Legionella.

Antecedentes de la invencion

Legionella es el agente etiolégico de de la enfermedad de los legionarios, una infeccién humana similar a la
neumonia que se caracterizé por primera vez en 1976 y desde entonces es reconocida como un importante patégeno
pulmonar responsable de gran nimero de infecciones nosocomiales.

Dentro de las Legionellas hay diversas especies, de las que la mas importante es la Legionella pneumophila ya
que es la que provoca la mayor parte de los casos de neumonia en humanos. No obstante, existen otras 30 especies de
Legionella con potencial patégeno y dentro de ellas hay distintos serogrupos, que en el caso de Legionella pneumophila
hay identificados mds de 14 serogrupos.

La L. pneumophila es una bacteria gram negativa, que habitualmente se encuentra en ambientes acudticos, sobre
todo en aquellos ambientes que estdn cercanos a actividades humanas como son las torres de refrigeracion, los sistemas
de distribucion de agua, y las aguas subterraneas.

En la actualidad se han desarrollado distintas técnicas para la deteccion de Legionella como son los cultivos bac-
terianos, sin embargo, estas bacterias necesitan unos requerimientos especiales para su crecimiento, de tal forma que
su aislamiento en los medios microbiolégicos comtinmente usados es de gran dificultad, por lo que la gran mayoria de
los laboratorios no utilizan los cultivos o lo hacen inadecuadamente (Feeley JC. Charcoal-yeast extract agar: primary
isolation medium for Legionella pneumophila. J Clin Microbiol 1979; 10:437-441).

Recientemente se estan utilizando técnicas de deteccién molecular basadas en la PCR, concretamente en RT-
PCR que detectan la legionella mediante la amplificacién de distintas dianas genéticas (Nele Wellinghausen, et al.
“Detection of legionellae in Hospital water simples by quantitative Real-Time Light Cycler PCR. Applied and Envi-
ronmental Microbiology, VOL. 67, No. 9, sep. 2001, p3985-3993). Mediante estas técnicas los resultados se obtienen
rdpidamente en el laboratorio, sin embargo, la mayoria de las dianas utilizadas suelen estar quiescentes cuando el
microorganismo se encuentra en su medioambiente, por lo que no son dtiles para el diagndstico de la legionela en
muestras medioambientales.

Descripcion de la invencion

La presente invencién proporciona un antigeno que se une a un anticuerpo anti-Legionella spp, un procedimiento
para la obtencidn del antigeno y el uso de dicho antigeno como analito para la deteccion de Legionella spp. La presente
invencion proporciona un procedimiento para la deteccion de Legionella spp, basado en la utilizacién de un anticuerpo
policlonal, que permite una deteccién a nivel de género, rdpido (15-30 minutos) y de gran sensibilidad. El sistema
permite la deteccién de Legionella spp tanto en suspensiéon como recuperada de un filtro de 0,45 um, tras filtrar la
muestra en torre de filtracion. De esta manera se puede llegar a una sensibilidad de 10" UFC/I, partiendo de muestras
problema con una concentracién minima de 10* UFC/ml y un volumen de muestreo de 1000 ml. Por lo tanto es un
dispositivo 1til en la confirmacién de la presencia de Legionella en cultivos crecidos o colonias en el procedimiento
rutinario de control de este microorganismo en laboratorios de anélisis.

Asi pues, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un antigeno que se une a un anticuerpo anti-
Legionella spp. donde dicho antigeno (antigeno de la presente invencién comprende la proteina ribosomal S3 de la
subunidad 308, proteina ribosomal S4 de la subunidad 30S y el factor de elongacién Tu.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para la obtencién de un antigeno que
se une a un anticuerpo anti-Legionella spp. (antigeno de la presente invencion, caracterizado porque dicho antigeno se
obtiene mediante lisis celular de un cultivo de Legionella pneumophila.

En un aspecto mds particular de la presente invencion, la lisis celular se realiza con detergentes, enzimas liticas,
antibiéticos, calor y/o sonicacion.

En un aspecto mds particular, los detergentes utilizados en la presente invencién son seleccionados de entre SDS,
tween, Tritén X-100, desoxicolato sédico y/o nonidet.

En un aspecto mas particular, los enzimas liticos utilizados en la presente invencién son seleccionados de entre
lisozima, proteinasa k y/o mutanolisina.
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En un aspecto mds particular los antibidticos utilizados en la presente invencion son seleccionados de entre la
polimixina, colistina y/o surfactina.

En un tercer aspecto, la invencién se refiere al uso de un antigeno obtenido por el procedimiento descrito en la
presente invencién como analito para la deteccion de Legionella spp.

En un cuarto aspecto, la presente invencioén se refiere a un procedimiento para la deteccién de Legionella spp en una
muestra biolgica mediante la utilizacién de un anticuerpo policlonal anti-Legionella caracterizado porque comprende
las siguientes etapas:

a) tratamiento previo de la muestra bioldgica
b) contactar la muestra bioldgica tratada en a) con un anticuerpo anti-Legionella
c) detectar el compuesto antigeno-anticuerpo

En un aspecto més particular de la presente invencidn, el anticuerpo policlonal anti-Legionella reacciona con los

antigenos proteina ribosomal S3 de la subunidad 30S, proteina ribosomal S4 de la subunidad 30S y el factor de

elongacién Tu.

En un aspecto mds particular de la presente invencidn, el anticuerpo anti-Legionella se encuentra conjugado a
particulas de oro coloidal.

En un aspecto mds particular de la presente invencion, el anticuerpo policlonal anti-Legionella segtin cualquiera de
las reivindicaciones 8-10, donde el anticuerpo anti-Legionella se encuentra inmovilizado actuando como anticuerpo
de captura en un sistema inmunoquimico.

En un aspecto mds particular de la presente invencidn, la etapa a) de tratamiento previo de la muestra bioldgica
consiste en una lisis celular.

En un aspecto mds particular de la presente invencién, la lisis celular de la etapa a) se realiza con detergentes,
enzimas liticas, antibidticos, calor y/o sonicacion.

En un aspecto m4s particular, los detergentes utilizados en la presente invencién son seleccionados de entre SDS,
tween, Tritén X-100, desoxicolato sédico, y/o nonidet.

En un aspecto mds particular, los enzimas liticos utilizados en la presente invencién son seleccionados de entre
lisozima, proteinasa k, y/o mutanolisina.

En un aspecto mds particular, los antibiéticos utilizados en la presente invencion son seleccionados de entre poli-
mixina, colistina, y/o surfactina.

En un aspecto mds particular, la muestra bioldgica de la presente invencién es una muestra de agua.

En un aspecto mds en particular, la muestra biolégica de la presente invencion estd en suspension liquida.

En un aspecto mds en particular, la muestra biolégica de la presente invencién estd en filtro.

Descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la titulacion de suero policlonal frente a células intactas.

La figura 2 muestra la titulacién de suero policlonal frente a células lisadas.

La figura 3 se refiere a la titulacién de suero policlonal frente a las células lisadas. Reactividad cruzada.

La figura 4 muestra la caracterizacién del anticuerpo obtenido por western blotting. MW: marcadores de peso mo-
lecular, A: Western Bot con suero a-Legionella; 1: Extracto crudo de Escherichia coli, 2: Extracto crudo de Campylo-
bacter coli, 3: Extracto de Legionella pneumophila tratado con TCA-acetona, 4: Extracto crudo de Legionella pneu-
mophila, B: Gel de poliacrilamida al 12.5%. 1: Extracto crudo de Escherichia coli, 2: Extracto crudo de Campylobacter
coli, 3: Extracto de Legionella pneumophila tratado con TCA-acetona, 4: Extracto crudo de Legionella pneumophila.

La figura 5 muestra el ensayo limite de deteccién (10" UFC/1)

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion proporciona un antigeno que se une a un anticuerpo anti-Legionella spp, un procedimiento
para la obtencion del antigeno y el uso de dicho antigeno como analito para la deteccién de Legionella spp. La presente
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invencién proporciona un procedimiento para la deteccién de Legionella spp mediante la utilizacién de un anticuerpo
policlonal en muestras de agua mediante un sistema inmunocromatografico y/o ELISA.

Los presentes ejemplos pretenden ser ilustrativos de la invencién y nunca limitativos
Ejemplo 1
Preparacion del antigeno

El origen del antigeno fue un cultivo de 48 horas a 37°C y 5% de CO2 en agar BCYE a partir de una estria
de Legionella pneumophila ATCC 33152, Pasado este periodo, se resuspendi6 cada placa en 1 ml de caldo Ringer
hasta conseguir una suspension del orden de 10° UFC/ml. La suspension se lavé tres veces con caldo ringer mediante
centrifugacién a 14000 g y recuperacion del pellet celular con el fin de eliminar componentes propios del medio de
cultivo.

El antigeno se consigui6 por lisado celular por detergente (dodecil sulfato sédico-SDS). Para ello, el pellet celular
procedente de 1 ml de suspensién y lavado se resuspendié en 1 ml de una solucién de SDS al 1% y se dejé actuar
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este periodo de tiempo se filtré por un filtro de 0,22 ym de
poro para eliminar las células no lisadas.

La suspension filtrante se caracterizé en cuanto a concentracion de proteina mediante el método EZQ (Molecular
Probes) y mediante electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) seguida de tincién con Sypro
Ruby.

Ejemplo 2
Obtencion del anticuerpo

Para la obtencidén del anticuerpo en primer lugar se procedié a la inmunizacién del conejo, para ello se adminis-

traron distintas dosis a conejos (Orthyctolagus cuniculus) hembra de raza New Zealand White de 2,5 kg con la pauta

descrita en la tabla 1.

TABLA 1

Pauta de inmunizacion de los conejos

Dia Cantidad de proteina
inmunizada (mg)
Sangrado preinmune 0 _
12 inmunizacién 0 0,8
2% inmunizacién 14 0,5
1*" sangrado 24 _
32 inmunizacién 44 0,5
2° sangrado 54 -
4® inmunizacion 74 0,5
Exanguinacion final 84 _

Dia 0: Sangrado preinmune

Extraccion de 5-7 ml de sangre de la arteria auricular. No se aplica anestesia.

Dia 0: 1* inmunizacion subcutdnea

0,8 mg de proteina + adyuvante completo de Freund

No se aplica anestesia.
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Dia 14: 2* inmunizacion subcutdnea

0,5 mg de proteina + adyuvante incompleto de Freund

No es necesaria anestesia.

Dia 24: ler sangrado.

Extraccién de 5-7 ml de sangre de la arteria auricular.

No es necesaria anestesia.

Dia 35: 3 inmunizacidn subcutinea

0,5 mg de proteina + adyuvante incompleto de Freund

No es necesaria anestesia.

Dia 45: 2° sangrado

Extraccién de 5-7 ml de sangre de la arteria auricular.

No es necesaria anestesia.

Dia 56: 4* inmunizacion subcutdnea

0,5 mg de proteina + adyuvante incompleto de Freund

No es necesaria anestesia.

Dia 66: Exanguinacién final

Exanguinacién cardiaca. Se obtuvieron aproximadamente 150 ml de sangre. Se aplic6 una preanestesia con Dor-
micun (Midazolam) intramuscular en el gliteo. Una vez el animal estuvo relajado se anestesié con Imalgéne 1000
(ketamina) i.m. en el gliteo.

Una vez obtenida la sangre, el suero se obtuvo por coagulacién. Las inmunoglobulina se purificaron mediante
resina de proteina A. La purificacion se realizé a media escala (10 ml) utilizando el kit Montage Prosep (Millipore) o a
pequefia escala 1 ml en columna de Proteina A utilizando el sistema cinematografico AKTA Explorer (GE healthcare).

El anticuerpo quedé eluido en tampon citrato 0,3 M pH 3 neutralizado con tris 1 M. Se realizé un cambio de
tamp6n mediante ultrafiltracién con un dispositivo de membrana tangencial de tamafio de poro de 60 kDa (Millipore).

Ejemplo 3
Caracterizacion del anticuerpo

Tanto el suero como el anticuerpo purificado se caracterizaron por ELISA directo. La caracterizacién del antisuero
producido para el desarrollo se muestra en las figuras 1y 2.

Los titulos (maxima dilucién del suero a la cual presenta sefial diferencial respecto al suero preinmune) de la
produccion se muestran en la tabla 2.

TABLA 2
Titulos
Antigeno 12 Extraccion | 22 Extraccion
Legionella entera | 256 16000
Legionella lisada | 4000 256000
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El anticuerpo se caracterizé mediante una titulacién ELISA para evaluar la maxima reactividad frente a extractos
de diferentes microorganismos preparados de manera similar. Los resultados se muestran en la Figura 3.

Las cepas ensayadas fueron las siguientes:

Legionella pneumophila ATCC 33152, Legionella anisa ATCC 35292, Bacillus subtilis CECT 498, Escherichia
coil CECT 10536, Staphylococcus aureus CECT 828, Listeria monocytogenes CECT 911.

Los titulos relativos de cada una de las especies ensayadas se muestran en la tabla 3:

TABLA 3
Especie Titulo
Legionella pneumophila ATCC 33152 | 8000
Legionella anisa ATCC 35292 1000
Bacillus subtilis CECT 498 128
Escherichia coli CECT 10536 500

Staphylococcus aureus CECT 828 16
Salmonella typhimurium CECT 443 128

Listeria monocytogenes CECT 911 <1

Se observé como las reactividades mayores se presentaron en las especies de Legionella ensayadas por lo que
comprobd que existe una dilucién 1:1000 suero 1 ug/ml de anticuerpo a la cual el anticuerpo fue especifico del género
Legionella. representado por las especies ensayadas.

Para la evaluacién tanto de la reactividad cruzada como del nimero de componentes proteicos que actuaron de
antigenos en la deteccidn, se realizé un andlisis por western blotting del anticuerpo obtenido (figura 4), verificando la
no reactividad cruzada del anticuerpo frente a Escherichia coli'y Campylobacter coli. Observando tres componentes
reactivos principales.

Para la identificacién de los antigenos reactivos, se picaron las bandas proteicas del gel de electroforesis compati-
bles con la reactividad en western blotting. Los componentes identificados por MALDI-TOF se muestran en la tabla
4:

TABLA 4
Peso molecular (Da) |ldentificacién Especie
24159 30S ribosomal protein S3 | Legionella pneumophila
23474 30S ribosomal protein S4 | Legionella pneumophila
43344 Elongation factor Tu Legionella pneumophila

Ejemplo 4
Deteccion de Legionella mediante dispositivo inmunocromatogrdfico

La muestra analizable fue una suspension de células a partir de una-colonia crecida en-placa o un filtro de 0,22 um
utilizado en la filtracién de 1000 ml de agua. A la muestra se le aplicé un tratamiento de lisis consistente en alguno de
los siguientes procedimientos

e Calentamiento a 100°C 10 minutos

e Tratamiento con polimixina 5,3 mg/ml + NaCl 9 g/l + calentamiento a 100°C 10 minutos.
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El dispositivo desarrollado se fabricé mediante el siguiente protocolo:

A) Aplicacion de los anticuerpos a la membrana

Corte del rollo en tiras de 20 cm procurando que el corte sea a escuadra. Se utilizaron membranas HiFlow
(Millipore SHF2400225)

Dilucién de los anticuerpos en Tamp6n fosfato 10 mM, pH 7,4 en la siguiente proporcion:

- Linea de control: Polyclonal Goat anti-Rabbit (Dakocytomation Z0421) dilucién directa. Para 500 tiras
fue necesario un volimen de 500 ul. procedente de un volumen de 125 pi de anticuerpo. El volumen
para cada tira de 30 cm fue de 30 ul (60 tiras).

- Linea de captura: Polyclonal anti Legionella spp. (desarrollo propio). Fue necesario un volumen de
500 pl en lotes de 30 ul. Dilucidén de trabajo 1:1.

Aplicacién de una linea de control y una linea de captura de anticuerpos sobre la membrana a la concentra-
cion necesaria con el Biodot (Tasa volumen/cm: 1 ul/cm).

Secado de las membranas durante 1 hora a temperatura ambiente.
Colocado de la membrana durante 30 minutos en una solucién Triton X 100 al 0,5%.

Aclarado de la membrana en agua destilada y secado durante 30 minutos a 30°C.

B) Conjugacién del anticuerpo al oro y preparacion del pad del conjugado.

Preparacion de un tubo con 15 ml del volumen de oro coloidal (pH 9) (Colloidal Gold 40 nm. Schleicher &
Schuell Ref. 10534251) deseado (150 ul/tira) y adicion 1,5 ml de la dilucién del anticuerpo de desarrollo
propio gota a gota segun la proporcion calculada segun titulacién. Dilucién del anticuerpo en Na-Borato 2
mM pH 9.

Agitacién durante 10 minutos.

Adicién de BSA de una solucién stock al 10% hasta una concentracién final del 1%.

agitacién suavemente durante otros 10 minutos.

Centrifugacion del conjugado a 16000 x g durante 45 minutos a 4°C.

Resuspension del pellet en TBS con BSA 1% concentrando 5 veces el volumen original.

Recorte de la membrana de conjugado (Millipore Glass Fiber Coniugate, 10 x 300 mm GFCP103000) en
porciones de 30 cm.

Aplicacién de 25 ul de la mezcla a cada tira depositada sobre una superficie de vidrio cada 0,5 cm. O
realizar aplicacién automadtica con estos pardmetros.

Secado a 40°C durante 2 horas.

C) Montaje de las membranas

Como almohadilla absorbente se utiliz6 la almohadilla comercial Absorbent Pad 17 x 300 mm CFSP173000 y
como almohadilla de la muestra se utiliz6 la almohadilla comercial Sample Pad 17x 300 mm CFSP173000). Las tiras
se montaron segun especificaciones por el siguiente orden:

Despegar el protector adhesivo de la parte superior de la membrana.

Pegar la tira absorbente, cuidando de que se solape con la capa de nitrocelulosa
Despegar el protector de la parte correspondiente al conjugado y el absorbente.
Pegar la tira del conjugado (previamente secada).

Pegar la tira del absorbente.
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- Colocar el laminado
- Cortar el conjunto en unidades de 0,5 cm.
Ejemplo 5
Ensayo de deteccion en muestras reales
Se analizaron un total de 15 muestras a las cuales se aplicé el tratamiento de lisis y se inocularon a tres niveles
de contaminacién. No se observé inhibicién de la reaccién inmunoquimica en ninguna de las muestras por lo que se
dedujo que al menos en las muestras analizadas no existia ningtin inhibidor que impidiera el ensayo. Los resultados se

muestran en la tabla 5

TABLA 5
X 100 Filtrado y concentrado

L: Lisada, SL; Sin Lisar. ND: No Determinado

MUESTRA | X100 0 UFCL 100 UFC/L | 1000 UFC/L | 10° UFC/L
L SL L SL L SL L SL
162-228 - +- | +- - - - - - -
162-229 - + - + - - - - - -
162-227 - +- | +- - - - - - -
162-273 - + - - - - - - - -
198-52 - - - - - . - - -
199-63 - - - - - - - - -
199-54 - - - - - - - - -
89 ND - - - - - - - -
192-1 ND - - - - - - - R
192-2 ND - - - - - - - -
199 ND - - - - - - - -
251 ND - - - - - - - -
Uv-M ND - - - - - - - -

La calibracién del lote de tiras utilizado resultd de la siguiente manera. Segun este ensayo el limite de deteccion se
asegura a 10’ UFC/ml (figura 5).

Debido a la baja sensibilidad del dispositivo se aplicaron diferentes procedimientos de lisis simples o combinados
a diferentes diluciones de Legionella. Las suspensiones se filtraron por 0,22 ym para descartar la fraccién no lisada y
se inmovilizaron en una placa de poliestireno. El ensayo consistié en una dilucién seriada del suero correspondiente
al anticuerpo de disefio propio segin el ejemplo 2, la evaluacién comparativa de cada antigeno respecto a un suero
control. El resultado de estos ensayos fue la determinacién de la dilucién del suero minima (titulo) a la que se detectd
una concentracién determinada de Legionella. Por lo tanto, cuanto mayor fue este valor mayor fue la reactividad del
suero frente a un antigeno porque se mantuvo la reactividad a una dilucion alta. Se realizaron diluciones de 40 a 20000
seriadas al 50%. Por ello, el titulo para cada concentracién y procedimiento de lisis oscilé entre >20000 (maxima
reactividad) y < 40 (nula o muy baja reactividad). Se consider6 para el célculo del titulo aquella dilucién en la que el
suero problema fuera mayor que el control en al menos un 50% en unidades de absorbancia.

Los tratamientos aplicados fueron:
- Tratamiento A: SDS 1%. Tratamiento durante 10 minutos. Compatible con un dispositivo de campo.
- Tratamiento B: Tween 20 1%. Tratamiento durante 10 minutos. Compatible con un dispositivo de campo.

- Tratamiento C: Lisis con Lisozima. Tratamiento de 30 minutos a 37°C. Compatible con un dispositivo de
campo.
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- Tratamiento D: Lisis con Proteinasa K Tratamiento de 30 minutos a 60°C. Compatible con un procedimien-
to de laboratorio.

- Tratamiento E: Calentamiento a 95°C 10 minutos. Compatible con un procedimiento de laboratorio.

- Tratamiento F: Sonicacién en bafio de ultrasonidos 30 minutos a mdxima potencia. Compatible con un

procedimiento de laboratorio.

Adicionalmente se han probado los siguientes tratamientos combinados.

A+E
B+E
C+E
D+E

A+F
B+F
C+F
D+F

C+A
C+B
D+A
D+B

C+A+E
C+B+E
D+A+E
D+B+E

Los resultados se muestran en la tabla 6

C+A+F
C+B+F
D+A+F
D+B+F F+E

TABLA 6

Titulo del anticuerpo frente a diluciones (UFC/ml) tratadas del antigeno
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De este ensayo se puede concluir:

- Las tres concentraciones mayores ensayadas (107 UFC/ml, 106 UFC/ml y 105 UFC/ml) se pueden detectar con
la mayoria de los tratamientos aplicados.

- Las tres concentraciones bajas ensayadas (104 UFC/ml, 103 UFC/ml y 102 UFC/ml) se pueden detectar con
mayor facilidad en tratamientos combinados Lisozima-Tween y calentamiento.

- La concentracién més baja (10 UFC/ml) se puede detectar con mayor facilidad con tratamientos fisicos (calenta-
miento y sonicacién y por el tratamiento combinado SDS-calentamiento.

10
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REIVINDICACIONES

1. Antigeno que se une a un anticuerpo anti-Legionella spp. caracterizado porque dicho antigeno comprende la
proteina ribosomal S3 de la subunidad 30S, proteina ribosomal S4 de la subunidad 30S y el factor de elongacién Tu.

2. Procedimiento para la obtencién de un antigeno que se une a un anticuerpo anti-Legionella spp. segin la rei-
vindicacién 1, caracterizado porque dicho antigeno se obtiene mediante lisis celular de un cultivo de Legionella
pneumophila.

3. Procedimiento para la obtencién de un antigeno que se une a un anticuerpo anti-Legionella spp. segin la reivin-
dicacion 2, donde la lisis celular se realiza con detergentes, enzimas liticos, antibidticos, calor y/o sonicacion.

4. Procedimiento para la obtencién de un antigeno que se une a un anticuerpo anti-Legionella spp. segun la rei-
vindicacién 3, donde los detergentes son seleccionados de entre SDS, tween, Tritén X-100, desoxicolato sddico y/o
nonidet.

5. Procedimiento para la obtencién de un antigeno que se une a un anticuerpo anti-Legionella spp. segun la reivin-
dicacién 3, donde los enzimas liticos son seleccionados de entre lisozima, proteinasa k y/o mutanolisina.

6. Procedimiento para la obtencién de un antigeno que se une a un anticuerpo anti-Legionella spp. segun la reivin-
dicacion 2, donde los antibidticos son seleccionados de entre la polimixina, colistina y/o surfactina.

7. Uso de un antigeno obtenido por un procedimiento seguin cualquiera de las reivindicaciones 2-6 como analito
para la deteccion de Legionella spp.

8. Procedimiento para la deteccion de Legionella spp en una muestra biolégica mediante la utilizacién de un
anticuerpo policlonal anti-Legionella caracterizado porque comprende las siguientes etapas:

d) tratamiento previo de la muestra bioldgica
e) contactar la muestra bioldgica tratada en a) con un anticuerpo anti-Legionella
f) detectar el compuesto antigeno-anticuerpo.

9. Procedimiento para la deteccion de Legionella spp en una muestra biolégica mediante la utilizacioén de un anti-
cuerpo policlonal anti-Legionella segun la reivindicacién 8, donde el anticuerpo policlonal anti-Legionella reacciona
con los antigenos proteina ribosomal S3 de la subunidad 30S, proteina ribosomal S4 de la subunidad 30S y el factor
de elongacion Tu.

10. Procedimiento para la deteccién de Legionella spp en una muestra bioldgica mediante la utilizacién de un
anticuerpo policlonal anti-Legionella segin cualquiera de las reivindicaciones 8-9, donde el anticuerpo anti-Legionella
se encuentra conjugado a particulas de oro coloidal.

11. Procedimiento para la deteccion de Legionella spp en una muestra biolégica mediante la utilizacién de un anti-
cuerpo policlonal anti-Legionella seguian cualquiera de las reivindicaciones 8-10, donde el anticuerpo anti-Legionella
se encuentra inmovilizado actuando como anticuerpo de captura en un sistema inmunoquimico.

12. Procedimiento para la deteccién de Legionella spp en una muestra biolégica mediante la utilizacién de un
anticuerpo policlonal anti-Legionella segin cualquiera de las reivindicaciones 8-11, donde la etapa a) de tratamiento
previo de la muestra bioldgica consiste en una lisis celular.

13. Procedimiento para la deteccion de Legionella spp en una muestra biolégica mediante la utilizacién de un
anticuerpo policlonal anti-Legionella segin la reivindicacién 12, donde la lisis celular se realiza con detergentes,
enzimas liticos, antibiéticos, calor y/o sonicacion.

14. Procedimiento para la deteccién de Legionella spp en una muestra biolégica mediante la utilizacién de un
anticuerpo policlonal anti-Legionella segin la reivindicacién 13, donde los detergentes son seleccionados de entre
SDS, tween, Tritén X-100, desoxicolato sédico, y/o nonidet.

15. Procedimiento para la deteccién de Legionella spp en una. muestra biol6gica mediante la utilizacién de un
anticuerpo policlonal anti-Legionella segtin la reivindicacién 13, donde los enzimas liticos son seleccionados de entre
lisozima, proteinasa k, y/o mutanolisina.

16. Procedimiento para la deteccién de Legionella spp en una muestra biol6gica mediante la utilizacién de un

anticuerpo policlonal anti-Legionella seguin la reivindicacién 13, donde los antibidticos son seleccionados de entre
polimixina, colistina, y/o surfactina.
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17. Procedimiento para la deteccién de Legionella spp en una muestra biol6gica mediante la utilizacién de un
anticuerpo policlonal anti-Legionella segin cualquiera de las reivindicaciones 8-16, donde la muestra biolégica es una
muestra de agua.

18. Procedimiento para la deteccién de Legionella spp en una muestra biolégica mediante la utilizacién de un
anticuerpo policlonal anti-Legionella segin la reivindicacién 17, donde la muestra bioldgica estd en suspension liquida.

19. Procedimiento para la deteccidn de Legionella spp en una muestra biolégica mediante la utilizacién de un
anticuerpo policlonal anti-Legionella segin la reivindicacién 17, donde la muestra est4 en filtro.
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