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DESCRIPCION

Un método para marcar especificamente las bacterias vivas que comprende el uso de compuestos de tipo
monosacarido modificado

La presente descripcion se refiere a un método para marcar las bacterias vivas que comprende la marcacién de
polisacaridos metabdlicos especificos de especie al incorporar compuestos de tipo monosacarido modificado en los
polisacaridos (sobre todo LPS o CPS) de la membrana externa de las bacterias gramnegativas. La presente invencion
da a conocer mas en concreto un método que permite marcar especificamente sobre todo Legionella pneumophila
mediante el uso de precursores de monosacaridos enddgenos, que estan especificamente presentes dentro del LPS
de la membrana externa de esta bacteria.

En la solicitud de patente internacional WO 2013/107759 se describe un método para marcar bacterias vivas, mas en
concreto, bacterias gramnegativas. El método consiste esencialmente en incorporar por asimilacion en la membrana
de dichas bacterias un analogo de un compuesto de tipo monosacarido del tipo del acido ulosénico modificado de tal
forma que lleva una denominada primera funcién quimica reactiva tal como un grupo azida (-N3) o alquino (-C=CH), lo
que permite asi una reaccidn de este primer grupo reactivo con una molécula que lleva el grupo reactivo
complementario especialmente mediante una denominada reaccion quimica de tipo clic.

Mas en concreto, se ha descrito en la solicitud de patente internacional WO 2013/107759 que tales analogos
modificados de azucares enddgenos que comprenden el resto de acido ulosénico o ulosonato son particularmente
ventajosos por que tales restos se pueden encontrar en los glucanos de la membrana bacteriana, sobre todo el LPS
de todas las bacterias gramnegativas, y ademas se pueden asimilar directamente en la misma forma en la que se
incorporaran en dichos glucanos del LPS de las bacterias gramnegativas.

Los acidos ulosénicos (también denominados acidos cetoalddnicos o acidos aldulosénicos) son monosocaridos de la
familia de las cetosas, que presentan una funcion cetona en el C-2 y un acido carboxilico en el C-1. El acido
octulosénico y el acido nonulosénico se encuentran en diferentes glucanos naturales, entre ellos diferentes formas de
glucanos bacterianos (sobre todo LPS, polisacarido capsular, glucoproteinas). En la ruta biosintética que conduce a
la elaboracion de estos glucanos suele participar el acido ulosénico libre como intermedio, que luego se activa
directamente en forma de un donante de tipo CMP-azucar. Todos los LPS de las bacterias gramnegativas comprenden
uno de dichos restos de ulosonato.

Mas exactamente, el método descrito en la solicitud de patente internacional WO 2013/107759 es un método para
marcar de manera especifica las bacterias vivas de una determinada categoria de bacterias en una muestra que
comprende bacterias, en donde el método comprende las etapas de:

a) incubar dichas bacterias de dicha muestra con al menos un analogo de un compuesto de tipo monosacarido, en
donde dicho monosacéarido es un resto de monosacéarido endégeno de glucanos de la membrana externa de tal
categoria de bacterias, en donde dicho resto de monosacarido endégeno comprende un resto de acido ulosénico o de
sal de ulosonato, en donde dicho analogo de un compuesto de tipo monosacarido es un monosacarido modificado en
una determinada posicion por una sustitucién con un primer grupo quimico reactivo capaz de reaccionar con un
segundo grupo reactivo de una molécula marcadora, y

b) poner en contacto dichas bacterias con dicha molécula marcadora 20 que comprende un mencionado segundo
grupo reactivo, para generar la reaccion de dicho primer grupo reactivo de dicho resto analogo incorporado dentro de
dichos glucanos de la membrana externa de dichas bacterias vivas con dicho segundo grupo reactivo de dicha
molécula marcadora.

En concreto, en la solicitud de patente internacional WO 2013/107759, el mencionado monosacarido analogo es un
acido ulosonico sustituido que tiene una de las siguientes férmulas (I') o una sal de ulosonato del mismo:

OH
D0 COzH
C A
B 1
en donde

- A, By C pueden ser independientemente H, OH, NH2, en donde OH y NH2 que estan sustituidos o no por grupos
protectores de los mismos, y

- D es una cadena de alquilo en C2 a C4, y
- al menos uno de los grupos A, B, C o D esta sustituido por un mencionado primer grupo reactivo.
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En la solicitud de patente internacional WO 2013/107759, dicho analogo de monosacarido incubado con las bacterias
vivas en la etapa a) y luego incorporado en su membrana externa después de la asimilacion por la bacteria puede ser
idéntico al monosacarido enddgeno incorporado en la cadena de glucanos de la membrana externa, salvo por estar
modificado solo mediante la sustitucién de dicho primer grupo reactivo.

El objetivo de la presente descripcién era hallar compuestos de tipo monosacarido mejorados capaces de ser
asimilados por las bacterias gramnegativas e incorporarse en el LPS de su membrana externa que presentan
propiedades ventajosas como su especificidad de incorporacién con respecto a la categoria de bacterias a la que
incumbe y/o a su mayor capacidad para penetrar dentro de las células bacterianas y/o la mayor facilidad de sintesis
quimica de los mismos.

De acuerdo con la presente descripcion, se ha hallado que era imposible utilizar en la etapa a) un compuesto de tipo
monosacarido modificado por el mencionado primer grupo reactivo, en donde dicho compuesto de tipo monosacarido
es diferente al resto de monosacarido enddgeno de polisacaridos de los glucanos de la membrana externa de tales
bacterias, tales como el LPS o el polisacarido capsular (CPS), y que luego son, sin embargo, capaces de penetrar y
de incorporarse en la membrana externa de las bacterias de tipo silvestre, es decir, de las bacterias que no son
deficientes en la ruta de la biosintesis del correspondiente monosacarido endogeno.

La presente invencion es tal y como se define en las reivindicaciones adjuntas. El alcance de la presente invencion
esta definido por las reivindicaciones y cualquier informaciéon que no entre dentro de las reivindicaciones se da a
conocer solo a modo de informacion.

De acuerdo con la presente descripcion, dichos compuestos de tipo monosacarido que estan modificados con el
mencionado primer grupo reactivo comprenden precursores de monosacaridos endégenos de la ruta biosintética de
los mismos. Mas en concreto, la parte de la molécula del compuesto de tales precursores de la presente descripcion
en los cuales esta sustituido el mencionado primer grupo reactivo es diferente al resto de monosacarido endégeno
incorporado en la cadena de glucanos de la membrana externa, pero se metaboliza en dicho resto de monosacarido
enddgeno incorporado en la cadena de glucanos de la membrana externa tal y como se especifica mas adelante en
el presente documento, en donde dicho monosacarido endoégeno esta modificado por dicho primer grupo reactivo.

Mas en concreto, la presente descripcién da a conocer precursores de monosacéaridos endégenos modificados de la
formula I' de més arriba descrita y reivindicada en la solicitud de patente internacional WO 2013/107759. De hecho,
los precursores modificados de la presente descripcién se metabolizan y se convierten durante la etapa a) de
incubacién en monosacaridos modificados en forma de las mismas moléculas que los restos de monosacaridos
enddgenos de los glucanos de la membrana externa de tales bacterias, salvo que lleva los dichos primeros grupos
reactivos.

De manera mas exacta, la presente descripcion da a conocer un método para marcar especificamente bacterias vivas
de una categoria determinada de bacterias en una muestra que comprende bacterias, en donde el método comprende
las etapas de:

a) incubar dichas bacterias de dicha muestra con al menos un compuesto de tipo monosacarido modificado que
comprende un primer grupo quimico reactivo capaz de reaccionar quimicamente con un segundo grupo reactivo, de
tal forma que un resto de monosacarido que lleva dicho primer grupo reactivo se incorpora en los polisacaridos de la
membrana externa de tales bacterias, en concreto en el LPS o el CPS de la membrana externa de tales bacterias, y

b) poner en contacto dicho resto de monosacarido modificado incorporado en la membrana externa de las bacterias
con una molécula marcadora que comprende un mencionado segundo grupo reactivo para generar la reaccién quimica
de dicho primer grupo reactivo de dicho resto de monosacarido incorporado en dicha membrana externa de dichas
bacterias vivas con dicho segundo grupo reactivo de dicha molécula marcadora, lo que da lugar a un enlace covalente,

caracterizado por que dicho compuesto de tipo monosacarido modificado es un precursor endégeno modificado de un
resto de acido ulosonico endégeno de los dichos polisacaridos de la membrana externa de dichas bacterias, en donde
dicho compuesto de tipo monosacarido modificado tiene la siguiente formula (1), o una sal del mismo:

R4.5.X.1-0OH

o
R3 ¥ "R1

R2

en donde

- X puede ser O, NH o S, preferiblemente O y NH, mas preferiblemente O, y
3
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- R1, R2 y R3 pueden ser independientemente H, OH, NHz, en donde OH y NH: estan sustituidos o no por grupos
protectores de los mismos, preferiblemente sustituidos por grupos alquilo, hidroxialquilo, acilo, formilo o imidoilo, y

- R4 es H o una cadena de alquilo de C1 a C4, en donde cada carbono esta sustituido o no por OH o NH2 sustituido o
no por grupos protectores de los mismos, preferiblemente por grupos alquilo, hidroxialquilo, acilo, formilo o imidoilo, y

- en donde al menos uno de los grupos X, R1, R2, R3 y R4, preferiblemente R1, R3 o R4, esta sustituido por un
mencionado primer grupo reactivo Ra.

Dicha reaccién quimica entre dichos primer y segundo grupos reactivos da lugar a un enlace covalente que en unos
pocos ejemplos puede ser un enlace de coordinacién covalente en un complejo metélico coordinado con ligandos.

Se debe interpretar que dicho monosacarido de dicho compuesto de tipo monosacéarido modificado es un precursor
enddgeno (sin modificar) que tiene una formula como la férmula (1), pero sin el mencionado primer grupo reactivo. Los
dichos precursores enddgenos modificados de la presente descripcién son mas faciles de preparar quimicamente que
un mencionado resto de monosacarido endégeno modificado del tipo del acido ulosoénico de los dichos polisacaridos
de la membrana externa de dichas bacterias mientras dichos precursores endégenos modificados se metabolizan en
la célula bacteriana y dan lugar a la asimilacion en la membrana externa en una forma diferente, es decir, en forma de
dicho resto de monosacarido endégeno modificado de los polisacaridos de la membrana externa de las bacterias a
las que incumbe.

Otra ventaja de estos precursores de la presente descripcion es que no comprenden grupos polares tal como -COOH
y, por lo tanto, pueden entrar en las células bacterianas con mas rapidez y/o mas facilidad.

Otra ventaja de tales precursores de la presente descripcion es que se pueden metabolizar en varios monosacaridos
enddgenos modificados diferentes presentes en los correspondientes serogrupos o subespecies diferentes de una
misma especie de bacterias como se especifica adicionalmente mas adelante en la presente memoria en relacion con
la especie Legionella pneumophila.

En un aspecto, se ha encontrado que dicho compuesto de la formula | definida mas arriba se puede convertir durante
el procedimiento de asimilacién por las bacterias en un monosacarido endégeno modificado del tipo del acido ulosénico
de la siguiente formula I":

1
CO:zH

Dj{Y\ 5 OH
A
B

en donde:
-Y es O o NH tal que R2 = YH, en donde Y es O cuando R2 es OH e Y es NH cuando R2 es NHz;

- A puede ser independientemente H, OH, NH2, preferiblemente H u OH, que esta sustituido o no por grupos
protectores de los mismos, preferiblemente sustituido por grupos alquilo, hidroxialquilo, acilo, formilo o imidoilo, y

- B puede ser independientemente H, OH, NHz, preferiblemente OH o NH2, que esta sustituido o no por grupos
protectores de los mismos, preferiblemente sustituido por grupos alquilo, hidroxialquilo, acil(Ac), formilo o imidoilo, y

-CesRl,y
- D es -CHR3-CXHR4.

En consecuencia, en dicho precursor modificado de férmula I, R1, R2, R3 y R4 son de tal forma que estan
comprendidos en Y, C y D de dicho monosacarido endégeno modificado del tipo del acido ulosoénico de la férmula I'
como se mencioné mas arriba.

Tal compuesto de férmula (1) de la descripcion puede ser asimilado por una categoria de bacterias gramnegativas e
incorporarse en la membrana externa de tales bacterias en la forma de un resto de monosacarido endégeno modificado
de glucanos del LPS de la membrana externa del mismo, en donde dicho resto de monosacarido endégeno comprende
un resto de acido ulosénico o de una sal de ulosonato, en donde el mencionado primer grupo reactivo esta después
de la incorporacién de dicho compuesto de tipo monosacarido modificado dentro de dichos glucanos de la membrana
externa en una posicién que es un grupo libre en dicho resto de monosacarido endégeno modificado.

Se ha encontrado que los compuestos de la férmula (1) en la presente descripcién pueden entrar satisfactoriamente
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en competiciébn con el correspondiente precursor natural siempre y cuando se utilice a una concentracién
suficientemente alta, sobre todo a una concentracion de al menos 105 M, méas en concreto de 10°M a 1 M.

Mas en concreto, el tiempo de incubaciéon en la etapa a) es de 1 h a 24 h, preferiblemente de 2h a 12h, y la
concentracion del compuesto de tipo monosacérido modificado es de 10° M a 1 M, para detectar una concentracion
de bacterias preferiblemente de no mas de 10" células/ml, mas en concreto de no mas de 10° células/ml.

Mas en concreto, para OH, el grupo protector puede ser preferiblemente un grupo alquilo, hidroxialquilo, acilo o formilo.

Mas en concreto, para NHz, los grupos protectores se pueden seleccionar entre los grupos alquilo, hidroxialquilo, acilo,
formilo o imidoilo.

NH2 puede estar protegido por uno o dos grupos protectores, sobre todo un grupo CHs y un grupo alquilo, hidroxialquilo,
acilo, formilo o imidoilo. Mas en concreto, en la formula | de mas arriba, los grupos NHz pueden estar en forma de N-
acetilo (NHAc) o pueden estar en forma de N-acetimidoilo (NHAm), N-(N-metilacetimidoilo), N-(N,N-
dimetilacetimidoilo), N-formilo (NHFo), NH-hidroxibutanoilo (NH-Hb), y pueden estar N-metilados adicionalmente o no.

De acuerdo con la presente descripcion, se observa que los compuestos de la formula | y de la férmula I' pueden estar
en equilibrio con los compuestos de las siguientes formulas Il y 11l y respectivamente II' y III' tal y como sigue:

4
Ris_X. 1 OH XH RZ 9] ;( . 7.1 oH
44 2 == _ .54 2 A = R4
R3 R R 3 2
R2 R® R R2 Rt
I I I
R® &
O,H 1
R ¢ ~p-oH XH R2 OH O re R® . COH
° _ 7 5 43 1 e 7/6 s W H
XHieng o, RYENT6 2 COLH b7 432
3
I Ir ur

W, Y yZson O o NH, tal que R1 =WH, R2 = YHy R3 = ZH.

En la etapa a), dicho primer grupo reactivo esta sustituido preferiblemente en una posicion del mencionado compuesto
de tipo monosacarido que comprende un grupo libre en el mencionado resto de monosacarido endoégeno incorporado
en dicho polisacarido de la membrana externa de las bacterias. Por «grupo libre» se quiere decir una posicién que no
esta comprometida en un enlace covalente en el mencionado LPS.

El compuesto de formula (I) de la presente descripcidn se puede utilizar para marcar bacterias patdgenas
gramnegativas que tienen al menos una de la posiciones de un resto libre de acido ulosénico o de ulosonato en su
LPS de la membrana externa que se puede seleccionar entre estos Ultimos compuestos que son precursores de los
monosacaridos enddgenos del tipo del acido ulosdnico o sal del mismo que se pueden encontrar, entre otros, en los
siguientes géneros de bacterias: Legionella, Pseudomonas, Clostridium, Campylobacter, Acinetobacter, Vibrio, Listeria,
Escherichia, Pseudoalteromonas, Sinorhizobium, Shigella, Yersinia, Schewanella, Salmonella, Providentia, Proteus,
Tenacibaculum, Bacteroides, Bartonella, Bordetella, Brachyspira, Brucella, Burkholderia, Chlamydophila, Coxiella,
Francisella, Cardiobacterium, Edwardsiella, Ehrlichia, Eikenella, Elizabethkingia, Enterobacter, Enterococcus,
Fusobacterium, Haemophilus, Helicobacter, Klebsiella, Leptospira, Morganella, Neisseria, Neorickettsia, Pasteurella,
Plesiomonas, Porphyromonas, Prevotella, Providencia, Rickettsia, Streptobacillus, Treponema.

En un aspecto en concreto, dichas bacterias se escogen entre Acinetobacter baumanii, Bacteroides fragilis, Bartonella
bacilliformis, Bartonella quintana (Rochalimaea quintana), Bartonella spp. (Rochalimaea spp.), Bordetella
bronchiseptica, Bordetella parapertussis, Bordetella pertussis, Brachyspira spp, Brucella melitensis (en sentido
estricto), Brucella melitensis biovar Abortus (Brucella abortus), Brucella melitensis biovar Canis (Brucella canis),
Brucella melitensis biovar Suis (Brucella suis), Burkholderia mallei (Pseudomonas mallei), Burkholderia pseudomallei
(Pseudomonas pseudomallei), Chlamydophila psittaci (Chlamydia psittaci), Coxiella burnetii, Francisella tularensis
subsp. Tularensis («Francisella tularensis subsp. neartica», Francisella tularensis biovar Tularensis, Francisella
tularensis tipo A), Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Campylobacter spp., Cardiobacterium hominis,
Chlamydophila abortus, Chlamydophila caviae, Chlamydophila felis, Chlamydophila pneumoniae (Chlamydia
pneumoniae), Edwardsiella tarda, Ehrlichia spp., Eikenella corrodens, Elizabethkingia meningoseptica (Flavobacterium
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meningosepticum, Chryseobacterium meningosepticum), Enterobacter aerogenes (= Klebsiella mobilis), Enterobacter
cloacae, Enterobacter spp., Enterococcus spp, Escherichia coli, Francisella tularensis subsp. holartica («Francisella
tularensis var. palaeartica»), Francisella tularensis de tipo B), Fusobacterium necrophorum, Haemophilus ducreyi,
Haemophilus influenzae, Haemophilus spp., Helicobacter pylori, Campylobacter pylori, Klebsiella oxytoca, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella spp., Legionella bozemanae corrig. (Fluoribacter bozemanae), Legionella pneumophila,
Legionella spp., Leptospira interrogans, Leptospira interrogans sensu Jato entre ellas Leptospira alexanderi,
Leptospira borgpetersenii, Leptospira fainei, Leptospira inadai, Leptospira interrogans, Leptospira kirschneri,
Leptospira noguchii, Leptospira santarosai, Leptospira weilli, Morganella morganii (Proteus morganii), Neisseria
gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Neorickettsia sennetsu (Ehrlichia sennetsu, Rickettsia sennetsu), Pasteurella
multocida, Pasteurella spp., Plesiomonas shigelloides, Porphyromonas spp., Prevotella spp., Proteus mirabilis, Proteus
penneri, Proteus vulgaris, Providencia alcalifaciens, Providencia rettgeri (Proteus rettgeri), Providencia stuartii,
Providencia spp., Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudoalteromonas atlantica,
Pseudoalteromonas distincta, Rickettsia spp., y se excluye Orientia (Ricketssia) tsutsugamushi, Rickettsia akari,
Rickettsia canadensis, Rickettsia conorii, Rickettsia montanensis, Rickettsia prowazekii, Rickettsia rickettsiiy Rickettsia
typhi, Salmonella enterica subsp. Arizonae (Salmonella arizonae, Salmonella choleraesuis subsp. arizonae),
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (Salmonella enteritidis), Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Paratyphi A (Salmonella paratyphi), Paratyphi B y Paratyphi C, Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium (Salmonella typhimurium), Schewanella Japonica, Shewanella putrefaciens, Shigella boydii, Shigella
dysenteriae, excepto el tipo 1, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Streptobacillus moniliformis, Tenacibaculum
maritimum, Treponema carateum, Treponema pallidum, «Treponema pertenue» («Treponema pallidum subsp.
pertenue»), Treponema spp., Vibrio alginolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus (= Beneckea
parahaemolytica), Vibrio spp., Yersinia enterocolitica, Yersinia ruckeri, Yersinia pestis y Yersinia pseudotuberculosis.

Preferiblemente, dicho compuesto de tipo monosacarido modificado de la presente descripcion es un compuesto que
tiene la formula (1) o una sal de la misma, en donde:

-XesO,y

- R1 es H, OH, NHz, en donde OH y NH2 estén sustituidos o no por dicho grupo protector, y
- R3 es NH2 sustituido o sin sustituir por el grupo protector del mismo, preferiblemente Ac;

- R2 es OH sustituido o preferiblemente sin sustituir por un grupo protector del mismo, y

- al menos uno de R1, R3 y R4 esté sustituido por dicho primer grupo reactivo Ra.

Mas en concreto, R4 es -CHs, -CH20H o -CHz2NH2, en donde estos grupos estan sustituidos por dicho primer grupo
reactivo Ra.

Preferiblemente, dichas bacterias son bacterias gramnegativas, que comprenden un resto de monosacérido endégeno
en la capa del LPS de su membrana externa y los ultimos compuestos de mas arriba se pueden utilizar para marcar
dichas bacterias, seleccionadas preferiblemente entre las siguientes bacterias mencionadas: Legionella pneumophila,
Vibrio alginolyticus, Acinetobacter buamannii, Pseudomonas fluorescens, Vibrio salmonicida, Tenacibaculum
maritimum (antes Flexibacter maritimus), Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Schewanella Japonica,
Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia ruckeri, Salmonella arizonae, Morganella morganii,
Shewanella putrefaciens, Shigella boydlii, Proteus vulgaris, Pseudoalteromonas atlantica, Pseudoalteromonas distincta,
Sinorhizobium fredii, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus, Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Clostridium
botulinum'y Yersinia enterocolitica.

De acuerdo con la presente invencién, dicho compuesto de tipo monosacarido modificado es un compuesto que tiene
una de las siguientes férmulas (Ix-1) a (Ix-4) o una sal de las mismas:
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Raa O ~OH R4, O OH R4, O OH
RG« N\" N' RS RGNN‘\“ N’ RS RG‘ N 'IN’ RS
H on H H oy H H ow H
Ix-1 Ix-2 Ix-3
R, O OH
Rst uN—Rs
H OH H
Ix-4
en donde

- R4 es H o una cadena de alquilo de C1 a Cas, en donde cada carbono esta sustituido o no por OH o NH2 sustituido o
no por los grupos protectores del mismo, preferiblemente por los grupos alquilo, hidroxialquilo, acilo, formilo o imidoilo,

5 en donde R4 es preferiblemente H, CH3, CH20H o CH2NH2 y
- R5 y R6 son independientemente grupos alquilo, hidroxialquilo, acilo, formilo o imidoilo, sustituidos o no, en donde
R5 y R6 son preferiblemente un acilo (Ac), y
- al menos uno de los grupos R4, R5 y R6 esta sustituido por dicho primer grupo reactivo.
Mas en concreto, dicho compuesto de tipo monosacarido modificado utilizado en la presente invencién se selecciona
10 entre los siguientes compuestos la e Ib:
- el compuesto la es un compuesto en donde R5 y R6 son -Ac y R4 es CH2-Ra, preferiblemente -CH2-Ns; y
- el compuesto Ib es un compuesto en donde R5 y R6 son -COCH:zRa, preferiblemente en donde Ra es N3 y R4 es
CH20H.
Mas en concreto, dicho compuesto de tipo monosacarido modificado de la presente invenciéon es un compuesto que
15 tiene una de las siguientes férmulas de estereoisémeros (la-1) a (la-4) e (Ib-1) a (Ib-4), o una sal de los mismos:
0. OH 1, O +OH
N; Ny
AcHN' NHAc AcHN' NHAc
OH OH
fa-1 Ia-2
tr,, SO +OH 0. OH
Ny~ N3
AcHN “NHAc AcHN ‘NHACc
fa-3 OH Ta-4 OH
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0 O"b /’-’.r,l 0 OHO
HO HO
N O T T NP
H
Ns Ao OH " N3, OH

Ih-1 0O ih-2

Ho™ OO HO °

5 o,
HN "’NJ'K/NS HN "’NJ\/N3
Na\/&o o H | N3\/&0 o H

Las férmulas la-1 e Ib-1 estan incluidas en la férmula Ix-1.

b3 Ib-4

Las partes de monosacarido de los compuestos de las férmulas (Ix-1) a (Ix-4) como estan definidas mas arriba y de
acuerdo con la invencién son precursores de los siguientes monosacaridos enddgenos del tipo acido nonulosénico de
las férmulas Ic-1 a Ic-5, respectivamente, a saber:

- (Ix-1) es un precursor de los compuestos de tipo monosacarido endogeno de las siguientes formulas (Ic-1) y (Ic-2);
- (Ix-2) es un precursor del compuesto de tipo monosacéarido endégeno de la siguiente formula (Ic-3);
- (Ix-3) es un precursor del compuesto de tipo monosacarido endégeno de la siguiente formula (Ic-4);

y

- (Ix-4) es un precursor del compuesto de tipo monosacarido endégeno de la siguiente formula (Ic-5);

en donde
OH OH
oS R /327 G0
3 HEN_-:-_S 1 2
HoN"OH 2 - _— S
- (lc-1) es , Leg (acido 5,7-diamino-3,5,7,9-tetradesoxi-D-glicero-D-galactonon-2-

ulosénico), (Ib-6), que se puede encontrar en Legionella pneumophila, Vibrio alginolyticus, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas fluorescens y Vibrio salmonicida;

. 50H HO 20H
R NEZIR] oo

5 3
- (lc-2) es H2N , 4elLeg (acido 5,7-diamino-3,5,7,9-tetradesoxi-D-glicero-D-talonon-2-
ulosoénico), (Ib-1), que se puede encontrar en el LPS de las bacterias Legionella pneumophila y en Schewanella
Japonica;

OH OH
g & '
TN RQ7 =G0

=5 3
-(Ic-3) es HZN OH , 8elLeg (acido 5,7-diamino-3,5,7,9-tetradesoxi-L-glicero-D-galactonon-
2-ulosénico), (Ib-2), que se puede encontrar en las cepas de E. coli, Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa,
Yersinia ruckeri, Salmonella arizonae, Morganella morganii, Shewanella putrefaciens;

- (lc-4) es , Pse (acido 5,7-diamino-3,5,7,9-tetradesoxi-L-glicero-L-manonon-2-

8
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ulosoénico), (Ib-5), que se puede encontrar en el O-antigeno (LPS) de Pseudomonas aeruginosa, Shigella boydii,
Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudoalteromonas atlantica, Pseudoalteromonas distincta, Sinorhizobium fredii'y
Vibrio cholerae, Pseudoalteromonas atlantica y la pared celular de Kribella spp. 5 (grampositiva) y Actinoplanes
utahensis (grampositiva) y el nucleo del LPS de Vibrio parahaemolyticus y en las glucoproteinas flagelares de
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Helicobacter pyloriy Clostridium butulinum, y en el CPS de las bacterias de
Sinorhizobium;

NH> OH
9 8 2
HsC (0] (;)OZH
HoN|OH 3
- (Ic-5) es NHa , acido 5,7,8-triamino-3,5,7,8,9-pentadesoxinon-2-ulosénico (configuracion

desconocida en C-8) que se puede encontrar en Tenacibaculum maritimum (antes Flexibacter maritimus).

Por consiguiente, para los compuestos de las formulas la-1 a la-4, dichas bacterias se seleccionan preferiblemente
entre Legionella pneumophila, Vibrio alginolyticus, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas fluorescens, Vibrio
salmonicida, Shewanella Japonica, Pseudomonas aeruginosa'y Tenacibaculum maritimum.

Mas preferiblemente, el mencionado compuesto de tipo monosacarido modificado de la presente invencién es un
compuesto que tiene una de las siguientes formulas (la-1), (Ib-1) o una sal de las mismas:

0
N3 NHA¢ 0 OH )'k/":’
AcHN -0 r—[< HN
HO OH .0
Ny ANGG OH
(ia-1) (Ib-1)

En una realizaciéon preferida, el método permite marcar las bacterias vivas de Legionella pneumophila con dicho
compuesto de féormula la-1.

En la practica, las muestras tomadas de medio ambiental que contiene agua en donde se puede encontrar Legionella
pneumophila, tal como agua de una instalacion o dispositivo de aire acondicionado, sobre todo torres de refrigeracion,
u otra instalacion que contiene agua, tales como piscinas, no comprenden otras bacterias que comprenden dicho resto
enddgeno de férmula (Ic-1) o (Ic-2) de tal forma que si se detecta una marcacién, el método se puede considerar que
marca especificamente Legionella pneumophila.

Legionella pneumophila es una bacteria patégena implicada en brotes periddicos que se caracterizan por una tasa de
mortalidad relativamente alta y un impacto importante en la sociedad. Se necesita el seguimiento con regularidad de
la presencia de esta bacteria en las muestras ambientales de agua para impedir estos acontecimientos epidémicos,
pero la deteccion basada en el cultivo tradicional y el método de identificacion llega a tardar 10 dias. La presente
invencion da a conocer un método que permite una identificacion especifica mas rapida de Legionella pneumophila
mientras que otras especies de Legionellay otros géneros no quedan marcados.

Este compuesto la-1 (6-azido-2,4-diacetamido-2,4,6-tridesoxi-D-manopiranosa) puede penetrar en la mayoria de los
serogrupos de Legionella pneumophila y puede metabolizarse en Leg-Ns y/o bien en 4elLeg-Ns e incorporarse en la
membrana externa en un mencionado resto de monosacarido enddgeno de dicha capa de LPS de la membrana
externa de las bacterias que puede ser un 4eleg (acido 4-epilegionaminico o acido 5,7-diamino-3,5,7,9-tetradesoxi-
D-glicero-D-talonon-2-ulosénico) o resto de 4-epilegionaminato, o un leg (acido legionaminico = (acido 5,7-diamino-
3,5,7,9-tetradesoxi-D-glicerol-D-galactonon-2-ulos6nico) o resto de legionaminato, en donde estos dos monosacaridos
enddgenos 4eleg y Leg estan presentes en la mayoria de los numerosos serogrupos diferentes de la especie
Legionella pneumophila entre otros, tal y como se ha mostrado con los numerosos serogrupos diferentes de Legionella
pneumophila que se han analizado.

Como alternativa, el compuesto de tipo monosacarido modificado que se utiliza en la presente invencién es un
compuesto que tiene la siguiente férmula (ly-1), o una sal del mismo, en donde:

R4 O ~OH
Ho\" {:{Rs
OH
ly-1

en donde



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2851378 T3

- R4 es H o una cadena de alquilo de C1 a C4, en donde cada carbono estéa sustituido o no por OH o NH2 sustituido o
no por los grupos protectores de los mismos, preferiblemente por grupos alquilo, hidroxialquilo, acilo, formilo o imidoilo,
en donde preferiblemente R4 es CH20H, y

-R5 puede ser grupo alquilo, hidroxialquilo, acilo, formilo o imidoilo, sustituido o no, en donde preferiblemente R5 es
COCHs, y

- en donde al menos uno de los grupos R4 y R5 esta sustituido por dicho primer grupo reactivo; y en donde la parte
del monosacarido de los compuestos de formula (ly-1) es precursor del siguiente monosacarido endogeno del tipo del
acido nonulosénico de féormula lc-6, a saber:

OH OH
2
HO
S HN L/ GO2H

A5
- (Ic-6) es HOCH 3 , Neu (acido S-amino-3,5-didesoxi-D-glicero-D-galactonon-2-ulosonico), (lc-
6) que se puede encontrar en el CPS de E. coli, Neisseria meningitidis, Moraxella nonliquefaciens y Mannheimia
(Pasteurella) haemolytica, Streptococcus agalactiae (grampositivo), Streptococcus suis (grampositivo) y en el O-
antigeno del LPS de bacterias que incluyen Hafnia alvei, Escherichia albertii, Salmonella enterica, E. coli, Citrobacter,
Vibrio cholerae, Shewanella algae, y en el nucleo del LPS de varios patdgenos, entre ellos N. meningitidis, Neisseria
gonorrhoeae, H. influenzae, Haemophilus ducreyi, Histophilus somni, Campylobacter jejuniy Helicobacter pylori.

En otra realizacion en concreto, el método de la presente invencion permite marcar de manera especifica las bacterias
vivas de Pseudomonas aeruginosa y dicho resto de monosacarido enddgeno de dicha capa de LPS de la membrana
externa de las bacterias son:

- tanto un &cido 8-epilegionaminico (acido 5,7-diamino-3,5,7,9-tetradesoxi-L-glicero-D-galactonon-2-ulosénico) como
un resto de 8-epilegionaminato, en donde el mencionado compuesto de tipo monosacarido modificado es un
compuesto de formula (la-2)

- 0 un &cido pseudaminico (acido 5,7-diamino-3,5,7,9-tetradesoxi-L-glicero-L-manonon-2-ulosénico) o resto de
pseudaminato, y en donde dicho compuesto de tipo monosacarido modificado es un compuesto de férmula (la-3).

Las bacterias vivas comprenden bacterias capaces de multiplicarse, asi como bacterias viables que no son capaces
de multiplicarse. Como la mayoria de las normas sanitarias se refieren al nimero de bacterias capaces de multiplicarse,
sobre todo las capaces de multiplicarse en un medio de crecimiento sélido, ventajosamente, la presente invencion da
a conocer mas en concreto un método para marcar especificamente las bacterias que son capaces de multiplicarse,
en donde dichas bacterias se incuban en un medio de cultivo en el (medio liquido) o en el (medio sélido) en el que
dichas bacterias son capaces de multiplicarse.

Los patégenos graves estan ocultos entre las bacterias gramnegativas y la rapida identificacion de las células viables
representa un reto sanitario importante. Las bacterias asimilan con rapidez los monosacéaridos modificados de la
presente invencidn, lo que permite la marcacion y deteccién rapida de los mismos: el procedimiento total tarda menos
de un dia, de las bacterias gramnegativas de tipo silvestre metabdlicamente activas/viables. Este método es muy
rapido en comparacion con la deteccién habitual de bacterias viables que suele necesitar entre 2 dias y mas de un
mes en funcion de la cepa bacteriana.

De forma ventajosa, la presente invencién comprende ademas la etapa (c) de detectar bacterias vivas al detectar si
dichas bacterias comprenden dicha molécula marcadora fijada a los glucanos de su membrana externa y/o de
inmovilizar dichas bacterias vivas que llevan dicha molécula marcadora sobre un sustrato sélido, en donde dicha
molécula marcadora es una molécula que comprende una sustancia detectable o capaz de reaccionar o de fijarse a
una sustancia detectable, o dicha molécula marcadora es una primera molécula que lleva un mencionado segundo
grupo reactivo, en donde dicha primera molécula es capaz de reaccionar o de fijarse a una segunda molécula y/o a
un sustrato sélido, preferiblemente en donde dicha segunda molécula comprende una sustancia detectable y/o en
donde dicha segunda molécula se fija o es capaz de fijarse a dicho sustrato sélido.

En consecuencia, la presente invencion permite (a) contar o identificar las bacterias vivas detectadas, asi como (b)
concentrar y/o aislar las bacterias vivas inmovilizadas en un soporte sélido; sobre todo con un soporte sélido constituido
por perlas magnéticas que llevan dicho segundo grupo reactivo.

Mas en concreto, el método permite especificamente detectar bacterias vivas de una determinada categoria de
bacterias en una muestra que comprende bacterias, en donde dicha molécula marcadora es una molécula detectable
que comprende una sustancia detectable, en donde el método comprende la etapa c) de detectar las bacterias vivas
al detectar si dichas bacterias comprenden dicha molécula detectable fijada a los glucanos de su membrana externa.

Dicha etapa c) de deteccién se puede llevar a cabo en un medio liquido o en un sustrato sélido.

Mas en concreto, la deteccién se puede producir con una sustancia detectable detectada por fluorescencia.
10
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Mas en concreto, dicha molécula marcadora es un primer ligando o una primera proteina de fijacion que lleva dicho
segundo grupo reactivo, y en la etapa c) dichas bacterias vivas acopladas a dicho primer ligando o a la primera proteina
de fijacién se detecta y/o se inmoviliza al poner en contacto dicho primer ligando o dicha primera proteina de fijacion
con un segundo ligando o una segunda proteina de fijacién, que reacciona o que se fija especificamente a dicho primer
ligando o primera proteina de fijacion.

Mas en concreto, dicha molécula marcadora es un primer ligando, preferiblemente biotina, que lleva un mencionado
segundo grupo reactivo, y en la etapa c) dichas bacterias vivas acopladas a dicho primer ligando se detectan mediante
la reaccion de dichas bacterias con un anticuerpo u otra proteina especifica de dicho primer ligando, en donde dicho
anticuerpo lleva una sustancia detectable, preferiblemente un fluorocromo o una molécula luminiscente o una enzima.

Mas en concreto, dicho primer grupo reactivo se selecciona entre los grupos que consisten en o que llevan el grupo
azido y grupos que consisten en o llevan el grupo alquino, en donde el mencionado primer grupo reactivo es
preferiblemente el grupo azido, y el mencionado segundo grupo reactivo se selecciona entre grupos que consisten en
0 que llevan, respectivamente, los grupos alquino y azido, en donde el mencionado segundo grupo reactivo es
preferiblemente el grupo alquino, y la reaccion de dicho grupo reactivo de azido con el mencionado grupo reactivo de
alquino se lleva a cabo al realizar una cicloadicién de azida-alquino.

La presente invencion da a conocer también un uso de un kit para llevar a cabo el método de la presente invencion,
que comprende:

- un mencionado analogo de un compuesto de tipo monosacarido de las férmulas (Ix-1) a (Ix-4) o (ly-1) sustituido por
un mencionado primer grupo reactivo, en donde dicho compuesto de formula | es un precursor modificado capaz de
convertirse en un resto de acido ulosénico endégeno modificado que se incorpora en un polisacarido de la membrana
externa de una bacteria, sobre todo en el LPS o el CPS de la membrana externa de tales bacterias, y

- en donde dicha molécula marcadora comprende un mencionado segundo grupo reactivo capaz de reaccionar con
dicho primer grupo reactivo, y

- optativamente, los reactantes para generar la reaccion de dicho primer grupo reactivo de dicho resto analogo
incorporado dentro de dichos polisacaridos de la membrana externa de dichas bacterias con dicho segundo grupo
reactivo de dicha molécula marcadora, y

- preferiblemente, un cultivo o medio de incubacion que permite el crecimiento de una mencionada categoria dada de
bacterias, preferiblemente especifico para el crecimiento de dicha categoria dada de bacterias.

Preferiblemente, el mencionado primer grupo reactivo Ra se selecciona entre los grupos que consisten en o que llevan
el grupo azido (-Ns) y grupos que consisten en o que llevan el grupo alquino (-C=C-), y el mencionado segundo grupo
reactivo Rb se selecciona entre los grupos que consisten en o que llevan, respectivamente, los grupos alquino (-C=C-)
y azido (-Ns), y la reaccién del mencionado grupo reactivo de tipo azido con un mencionado grupo alquino (-C=C) se
lleva a cabo al realizar una cicloadicion de azida-alquino.

Una cicloadicion de azida-alquino es la denominada reaccion quimica de tipo clic bien conocida en presencia o no de
un catalizador de cobre, en donde el grupo azida reacciona con el grupo alquino para proporcionar un triazol. Mas en
concreto, la reaccion se puede llevar a cabo en las condiciones catalizadas por cobre en presencia de un ligando de
tris-triazolilo, preferiblemente TGTA. Mas en concreto, la molécula detectable es un fluorocromo que lleva un grupo
alquino terminal.

Mas en concreto, la reaccion se puede llevar a cabo en presencia de un ligando de tris-triazol, tal como TGTA (Tris((1-
(B-D-glucopiranosil)-1H-[1,2,3]-triazol-4-il)metil)Jamina) o TBTA (Tris-[(1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metillamina) y una
molécula marcadora Alexa que lleva un grupo alquino terminal con un catalizador de tal forma que realiza una
cicloadicion de azida-alquino de dicho fluorocromo y dicho compuesto anélogo de férmula (l).

Otros ligandos adecuados que se utilizan con frecuencia son: tris(3-hidroxipropiltriazolilmetil)amina (THPTA), &acido 2-
(4-((bis((1-tert-butil-1H-1,2,3,-triazol-4-il)metil)amino)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etanosulfénico (BTTES), Tris((1-((0-
etil)carboximetil)-(1,2,3-triazol-4-il))metil)amina, disulfonato de batofenantrolina, o Tris(2-bencimidazolilmetil)aminas
(53).

Como alternativa, se puede llevar a cabo una cicloadicion de azida-alquino en ausencia de cobre, si se utiliza un
alquino tensionado, tal como el azadibenzociclooctino (ADIBO, DIBAC o DBCO) o el tetrametildibenzociclooctino
(TMDIBO).

Otros alquinos tensionados adecuados que se utilizan con frecuencia para la reaccién sin cobre incluyen: ciclooctino
(OCT), ciclooctino sin arilo (ALO), mnofluorociclooctino (MOFQ), difluorociclooctino (DIFO), dibenzociclooctino (DIBO),
dimetoxiazaciclooctino (DIMAC), biarilazaciclooctinona (BARAC), biciclononino (BCN), tetrametiltiepinio (TMTI, TMTH),
difluorobenzociclooctino (DIFBO), oxadibenzociclooctino (ODIBO), carboximetiimonobenzociclooctino (COMBO) o
benzociclononina.
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Se pueden usar otros grupos reactivos y otras reacciones, tales como: ligacion de Staudinger (primer grupo reactivo
= azida y un segundo grupo reactivo = fosfina), quimica clic sin cobre (primer grupo reactivo = azida y un segundo
grupo reactivo = alquino tensionado (alquino intraciclico)), condensacién de carbonilo (primer grupo reactivo = aldehido
o cetona y un segundo grupo reactivo = hidrazida u oxiamina), quimica clic de tiol-eno (primer grupo reactivo = tiol y
segundo grupo reactivo = alqueno), quimica clic de 6xido de nitrilo-eno (primer grupo reactivo = 6xido de nitrilo o
aldehido, oxima, o cloruro de hidroximoilo o clororoxima y segundo grupo reactivo = alqueno o alquino), quimica clic
de nitriloimina-eno (primer grupo reactivo = nitriloimina o aldehido, hidrazona, o cloruro de hidrazonoilo o
clorohidrazona y segundo grupo reactivo = alqueno o alquino), ligacién de Diels-Alder de demanda de electrones
inversa (primer grupo reactivo = alqueno y segundo grupo reactivo = tetrazina), quimica clic de inonitrilo-tetrazina
(primer grupo reactivo = isonitrilo y segundo grupo reactivo = tetrazina), acoplamiento de Suzuki-Miyaura (primer grupo
reactivo = haluro de arilo y segundo grupo reactivo = boronato de arilo), etiqueta de His (primer grupo reactivo =
oligohistidina y segundo grupo reactivo = complejo de niquel o ligando de niquel).

En la lista mencionada mas arriba de grupos implicados en las reacciones, se pueden permutar el primer grupo reactivo
y el segundo grupo reactivo. Todas las reacciones quimicas mencionadas mas arriba dan lugar a un enlace covalente.

Se puede obtener otra especificidad de deteccion mas alta al incubar la muestra de bacterias con dos de los
mencionados compuestos analogos de monosacarido diferentes y dos moléculas detectables diferentes.

En otra realizacién en concreto del método de la presente invencién, la mencionada incubacion de la etapa a) y la
reaccion de la etapa b) se llevan a cabo sobre un filtro de tipo membrana, de tal forma que las bacterias cultivadas
que emanan de la misma bacteria original que se ha multiplicado se agrupan juntas y se pueden visualizar con un
microscopio, y la mencionada molécula detectable se puede detectar mediante la visualizacion con un microscopio
como el mencionado. Gracias a esto, se puede cuantificar el nimero de bacterias cultivables.

Esta realizacion permite filtrar la muestra analizada en dicho filtro de tipo membrana, tal como una membrana de
poliéster, antes de la asimilacion de dicho monosacarido modificado para evitar la sobreestimacion de las bacterias
viables debido al posible crecimiento durante el periodo de asimilacién. De hecho, cuando las células fijadas en la
superficie de tal membrana comienzan a crecer, permanecen juntas y forman una microcolonia que puede detectarse
con facilidad que proceden de la misma célula suelta. Por lo tanto, esto permite cuantificarlas mediante el recuento de
las bacterias cultivables.

La presente invencion también da a conocer un uso de un kit para llevar a cabo el método de la invencién que ademas
comprende un cultivo o medio de incubacidon que permite el crecimiento de dicha categoria dada de bacterias,
preferiblemente especifico para el crecimiento de dicha categoria dada de bacterias.

Preferiblemente, dicho cultivo o medio de incubacién comprende ademas agentes que potencian y/o aceleran la
velocidad de crecimiento y/o la capacidad para formar colonias que tiene dicha categoria dada de bacterias. Mas en
concreto, el medio de incubacion comprende al menos un antioxidante, tal como piruvato o catalasa.

Para marcar especificamente las bacterias gramnegativas, puede ser mas ventajoso utilizar un medio de cultivo
especifico para las bacterias gramnegativas en las etapas a) y b), con lo que no se permite el cultivo de bacterias
grampositivas.

Mas en concreto, en una realizacion, el kit comprende, ademas:

- una mencionada molécula detectable o dicha segunda molécula que lleva una sustancia detectable, preferiblemente
un fluorocromo o molécula luminiscente o una enzima, y/o

- un sustrato soélido que lleva una mencionada segunda molécula capaz de reaccionar o de fijarse, de manera
especifica, a dicha molécula marcadora.

Mas en concreto, en una realizacion, el kit de la presente invencién comprende adicionalmente:

- una mencionada molécula detectable que comprende dicho segundo grupo reactivo capaz de reaccionar con dicho
primer grupo reactivo, y

- un medio sélido que permite visualizar las bacterias después de incubarlas con el mencionado analogo de un
compuesto de tipo monosacarido, dichos reactantes y dicha molécula detectable.

Mas en concreto de nuevo, el kit comprende:

- un mencionado compuesto de tipo monosacéarido modificado sustituido por un mencionado primer grupo reactivo que
comprende un grupo azido o alquino, y

- un mencionado segundo grupo reactivo de la molécula detectable que lleva un grupo alquino o, respectivamente, un
grupo azido, y
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- posiblemente, dichos reactantes comprenden un catalizador de cobre y un ligando de tristriazolilo.

En una primera realizacién en concreto, dicha molécula marcadora puede ser una molécula detectable, a saber, una
molécula que consiste en o que lleva una sustancia detectable, a saber, una sustancia capaz de ser detectada, tal
como un fluorocromo o una sustancia luminiscente o una enzima, tal como la peroxidasa, en donde dicha enzima se
detecta mas en concreto después de la reaccién con un correactante.

En otra realizacion determinada, es util para aislar y/o concentrar las bacterias vivas que dicha molécula marcadora
se pueda fijar a un sustrato sélido cuando se lleva a cabo en la etapa b).

En otra realizacién determinada, dicha molécula marcadora es una molécula que es un primer ligando o una primera
proteina de fijacién que lleva un mencionado segundo grupo reactivo y en la etapa ¢) dichas bacterias vivas acopladas
a dicho primer ligando o primera proteina de fijacion se detecta y/o inmoviliza al poner en contacto dicho primer ligando
o primera proteina de fijacion con una segunda molécula que es un segundo ligando o una segunda proteina de fijacién
que reacciona o que se fija especificamente a dicho primer ligando o primera proteina de fijacién.

A continuacion, ventajosamente, dicho primer o segundo ligando o proteina de fijacion puede reaccionar o fijarse a
una tercera proteina de fijacién que lleva una mencionada sustancia detectable, tal como un fluorocromo o una
sustancia luminiscente o una enzima, tal como la peroxidasa, en donde dicha tercera proteina de fijacion se fija
especificamente a dicho primer y/o segundo ligando o proteina de fijacion. La deteccion de dicha sustancia detectable
mediante un mencionado segundo ligando o segunda proteina de fijaciéon o tercera proteina de fijacion permite
amplificar la sefal de la mencionada sustancia detectable.

Mas en concreto, el primer ligando o la primera proteina de fijacién puede ser:

- biotina, en donde dicha segunda proteina de fijacion es entonces avidina o estreptavidina y dicha tercera proteina de
fijacion es un anticuerpo generado contra la biotina, o

- avidina o estreptavidina, en donde dicha segunda proteina de fijacién a ligando es entonces biotina y dicha tercera
proteina de fijacion es un anticuerpo generado contra la avidina o la estreptavidina, o

- un primer anticuerpo, en donde dicha segunda proteina de fijacién es entonces un segundo anticuerpo especifico
contra dicho primer anticuerpo y dicha tercera proteina de fijacion es un tercer anticuerpo especifico contra dicho
primer anticuerpo.

Mas en concreto, dicha molécula marcadora es un primer ligando, preferiblemente biotina, que lleva un mencionado
segundo grupo reactivo, y en la etapa c) dichas bacterias vivas acopladas a dicho primer ligando se detectan mediante
la reaccién de dichas bacterias con un anticuerpo especifico contra dicho primer ligando, en donde dicho anticuerpo
lleva una sustancia detectable, preferiblemente un fluorocromo o una molécula luminiscente o una enzima.

Mas en concreto de nuevo, dicha molécula marcadora es un primer ligando, preferiblemente biotina, que lleva un
mencionado segundo grupo reactivo, y en la etapa c) dichas bacterias vivas acopladas a dicha primera proteina de
fijacion se inmovilizan al hacer reaccionar dicho primer ligando con un sustrato sélido, preferiblemente perlas
magnéticas, acoplado a una mencionada segunda proteina de fijacion, preferiblemente avidina o estreptavidina, antes
de detectar dichas bacterias vivas mediante la amplificacién enzimatica del ADN bacteriano o mediante la reacciéon de
dichas bacterias con una tercera proteina de fijacion que reacciona o se fija especificamente a dicho primer ligando o
segunda proteina de fijacién, en donde dicha tercera proteina de fijacion lleva una sustancia detectable,
preferiblemente un fluorocromo o una molécula luminiscente o una enzima, en donde dicha tercera proteina de fijacién
es preferiblemente un anticuerpo especifico contra dicho primer ligando o la primera proteina de fijacion.

Tal realizacion en donde dichas bacterias vivas estan inmovilizadas sobre dicho sustrato sélido permite concentrar la
muestra en dichas bacterias y cuantificar dichas bacterias vivas mediante cualquier método conocido, que incluye la
amplificacion enzimatica del ADN, tal como la PCR, sobre todo la PCR en tiempo real, o un método que implica una
reaccion inmunitaria con un anticuerpo marcado, tal como un ensayo de tipo ELISA.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion seran mas evidentes a la luz de la descripcién detallada que
viene a continuacion y los ejemplos de realizaciones ilustrativas y no limitantes que hacen referencia a las figuras que
vienen a continuacién, en donde:

- en la figura 1 se representa la ruta de Leg (compuesto Ib-1) en L. pneumophila;

- en la figura 2 se representan las reacciones sucesivas de la sintesis de los compuestos la-1 y la-1' (solo para
referencia);

- en las figuras 3 a 7 se representa la deteccion del compuesto la-1 o la-1' incorporado metabdlicamente (solo para
referencia) por las diferentes cepas de bacterias, tal y como se muestra mediante la reaccion de tipo clic catalizada
con Cul con la biotina-alquino 5, y la posterior visualizacion con el uso de un anticuerpo antibiotina de tipo IgG
conjugado a Alexa Fluor 488. Las imagenes de contraste de fases y de fluorescencia en presencia de la-1 o la-1' (solo
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para referencia) (panel derecho) o en ausencia de la-1 o la-1' (solo para referencia) (panel izquierdo), barra de escala
=1 um;

- en lafigura 3 se presentan fotografias de la deteccion del compuesto la-1 incorporado metabolicamente por diferentes
cepas del serogrupo 1 de L. pneumophila;

- en lafigura 4 se presentan fotografian de la deteccion del compuesto la-1 incorporado metaboélicamente por diferentes
cepas de L. pneumophila que pertenecen a otros serogrupos que no son el serogrupo 1;

- en la figura 5 se presentan fotografias de la deteccion del compuesto la-1 incorporado metabdlicamente por E. coliy
P. aeruginosa (el compuesto la-1 no se incorpora en E. colini en P. aeruginosa);

- en lafigura 6 se presentan fotografias de la deteccién del compuesto la-1 incorporado metabdlicamente por diferentes
cepas de Legionella (el compuesto la-1 no se incorpora en las Legionella que no pertenecen a la especie L.
pneumophila), y

- enlafigura 7 se presentan fotografias de la deteccion de: deteccién del compuesto la-1'incorporado metabdlicamente
(solo para referencia, la-1' = la-1 en donde OH es AcO en la posicion R3). El compuesto la-1' no se incorpora en L.
pneumophila en estas condiciones.

El O-antigeno del serogrupo 1 de L. pneumophila, que es prevalente entre los casos infectados, se ha demostrado [1]
que estd compuesto de una repeticion homopolisacaridica con enlaces a-(2—4) del &cido 5-N-acetimidoil-7-N-acetil-
legionaminico (Leg5Am7Ac), con 8-O-acetilacion en el subgrupo Pontiac [2]. La biosintesis de Leg (figura 1) comienza
con la UDP-N,N'-diacetilbacilosamina (A), que se transforma en la 2,4-diacetamido-2,4,6-tridesoxi-D-manopiranosa (la)
mediante la accion dual de una 2-epimerasa hidrolizante (B). En la siguiente etapa, el precursor libre la se transforma
directamente en Ib-I = acido N,N'-diacetil-legionaminico (Leg5Ac7Ac) Ib-1 a través de la accion de una aldolasa (C),
en presencia de fosfonenolpiruvato (PEP) [3]. Este acontecimiento controla la estereoquimica del nuevo centro
estereogénico generado en C-4. A continuacion, el acido legionaminico se activa en forma de un donante de
monofosfato de citidina (CMP)-Leg5Ac7Ac. Se cree que se producen mas transformaciones en una etapa posterior.

Para actuar selectivamente sobre la ruta del Leg para la marcacion metabdlica de glucanos, se ha llevado a cabo la
sintesis de la-1, un derivado de azido de la, a saber, 6-azido-2,4-diacetamido-2,4,6-tridesoxi-O-manopiranosa (la-1),
asi como su derivado monoacetilado menos polar (la-1'), que podria entrar con mayor facilidad en la célula humana a
través del transporte pasivo, o en las amebas o en muestras biolégicas que comprenden células eucariotas, tales
como muestras de humano, y que se transforma adicionalmente en la-1 por la accion de esterasas inespecificas
intracelulares. Se ha desarrollado una estrategia sintética que comienza con la O-galactosa y se han aislado y
analizado los productos finales por su capacidad para marcar especificamente el LPS de las L. pneumophila vivas del
serogrupo 1.

Se sintetizaron los compuestos la-1 e la-1' (figura 2) mediante un método inspirado en la estrategia descrita por
Tsvetkov et al. [7] para la sintesis de 1. El compuesto deseado, la 6-azido-2,4-diacetamido-2,4,6-tridesoxi-O-manosa
la-1, se prepar6 en 11 etapas a partir del pentaacetato de p-D-galactosa comercial con un rendimiento global del 17 %,
mientras que la 3-O-acetil-6-azido-2,4-diacetamido-2,4,6-tridesoxi-D-manosa la-1' se obtuvo a partir del mismo
material de partida en 12 etapas con un rendimiento global del 15 %.

En la sintesis de la figura 2, se han utilizado los siguientes reactantes y condiciones: (i) para-metoxifenol, BF3-Et20,
CH:zClz; (ii) CH3ONa, CH30OH; (iii) difenilborinato de 2-aminoetilo, DIPEA, cloruro de benzoilo, CH3CN; (iv) Tf20, piridina,
CH2Clz; (v) BusNNs, tolueno; (vi) Pd(OH)2/C, Hz, CH3OH, vii) Ac2O, CHsOH; (viii) cloruro de tosilo, piridina; (ix) cloruro
de mesilo, piridina; (x) NaNs, DMF; (xi) CAN, CH3CN/H20 (3:1); (xii) Ac20, piridina, CH2Cla.

La glucosilacion del pentaacetato de 3-D-galactosa con el p-metoxifenol en presencia de eterato de trifluoruro de boro
dio 6 con un buen rendimiento del 83 % [4]. La desacetilacion de Zemplén con el uso de metdxido de sodio [5] seguida
de la benzoilacién selectiva mediante el método desarrollado por Taylor, en presencia del difenilborinato de 2-
aminoetilo como catalizador condujo a 7 (rendimiento del 70 % durante 2 etapas) [6]. La conversion de 7 en el derivado
de tipo bis-triflato y su posterior reaccion con azida de tetrabutilamonio en tolueno dio lugar al compuesto 8 de tipo bis-
azido (89 % en 2 etapas), [7] cuya configuracion manna se confirmé por RMN 1H (J12 = 1,2 Hz; J23 = 3,6 Hz; h,4 =
10,0 Hz; J43 = 10,2 Hz). A la desbenzoilacion convencional de 8 con el uso del metoxido de sodio y la reduccion de
los grupos azido con dihidrégeno en presencia de Pd(OH)2C le siguié la N-acetilacién para dar 9 con un rendimiento
alto (82 % en 3 etapas) [7]. El derivado de tipo azido 11 se obtuvo en 2 etapas mediante la tosilacion o mesilacion
selectiva en la piridina, seguida de la sustitucion nucledfila con el uso de azida de sodio en dimetilformamida [8].

En esta estrategia, la mesilacion seguida de la sustitucion dio un mejor resultado (50 %) que la ruta de tosilacion
(32 %). Se obtuvo el producto final la-1 con un buen rendimiento (82 %) a partir de 11 mediante la desproteccién de
la posicién anomérica con el uso de nitrato de amonio y cerio en una mezcla de acetonitrilo/agua [9]. Como alternativa,
se preparo el producto la-1' en 2 etapas a partir de 11 con un rendimiento respetable del 71 %, mediante la acetilacién
seguida de la desproteccion de la posicién anomérica con el uso de las mismas condiciones de antes [9].
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Ejemplos
Ejemplo 1: sintesis de los compuestos la-1, la-1' (solo para referencia) y Ib-1.
1) Materiales para la sintesis

Se realizé una cromatografia en capa fina sobre Merck 60 F254 con deteccién por UV y/o carbonizacion con soluciones
de é&cido sulfdrico o KMnOs4 o &cido fosfomolibdico. Se utilizé gel de silice 60, 40-63 um, para la cromatografia en
columna ultrarrapida.

Los espectros de RMN se tomaron en espectrometros Avance 300 o 500 MHz de Bruker, con el uso del solvente
protonado residual como estandar interno. Los desplazamientos quimicos se dan en partes por millon (ppm) y las
constantes de acoplamiento se describen en hercios (Hz). Los patrones de separacion se designan como singulete
(s), doblete (d), triplete (t), doblete de dobletes (dd), doblete de doblete de dobletes (ddd). Los patrones de separacion
que no se pudieron interpretar ni visualizar con facilidad se designan como multiplete (m).

Los espectros de masas se tomaron en un TSQ de Thermo Scientific 0 en un micrOTOFq de Bruker o en un LCT
Premier XE (ToF) de Waters, con ionizacién por electropulverizacion en el modo de deteccién positivo (ESI+).

Los espectros de IR-FT se registraron en un espectrometro Spectrum 100 de Perkin Elmer. Cada absorcion
caracteristica se describe en cm.

Cada rotacién optica especifica se midi6 a 20 °C con un polarimetro MCP 300 de Anton Paar en una celda de 10 cm
a20°Cy 589 nm.

Cada punto de fusion se midié con un instrumento B-540 para punto de fusion de Buchi.
2) Método para la sintesis de los compuestos la-1 e la-1".

2.1) Preparacién del 4-metoxifenil-2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-galactopiranésido (6) (primera etapa de la figura 2) de la
siguiente formula:

A una solucién de pentaacetato de B-D-galactosa 5 (25,00 g, 64,0 mmol) y p-metoxifenol (9,54 g, 76,9 mmol) en
CHzCl2 (500 ml) se le afiadi6 BFs-Et20 (9,73 ml, 76,9 mmol) a 0 °C. La reaccion se dej6 calentar a temperatura
ambiente, se agité durante 15 h y a continuacion se par6 con HCI (1 mol I', 250 ml). La capa organica se lavé con
NaHCOs acuoso saturado (2 x 250 ml) y salmuera (150 ml), luego se secé con Na2SO4 anhidro, se filtrd y se concentrd
para dar un aceite amarillento palido. El residuo se retrocristalizé a partir de CHsOH para dar el compuesto 6 (24,1 g,
83 %) como cristales blancos.

2.2) Preparacién del 4-metoxifenil-B-D-galactopirandsido (6') de la siguiente férmula:

OH
HO /o
4 5.0
HO 10, 2z
3 2
OH 5
(6 o~

Una solucion recién preparada de metdxido de sodio (0,2 mol I, 4,4 15 ml) se afiadi6 a una solucién agitada del
compuesto 6 (4,0 g, 8,80 mmol) en CH3OH (44 ml). La mezcla se agit6 durante 40 min a temperatura ambiente y a
continuacion se le anadié la resina Amberlite IRN-77 (forma H+) para neutralizar la solucién. La filtracion y la
evaporacién del solvente desde el filtrado proporcion6 un sélido amorfo blanco (6', 2,52 g) que no se purificd més. Se
retrocristalizé6 una pequefia porcién desde etanol para obtener agujas blanquecinas que se utilizaron para la
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caracterizacion del compuesto.

2.3) Preparacion del 4-metoxifenil-3,6-di-O-benzoil-3-D-galactopiranésido (7) (segunda etapa en la figura 2) de la
siguiente formula:

& - O - o . =z
3
= OH QJ.
& g

Se colocaron difenilborinato de 2-aminoetilo (79 mg, 0,35 mmol) y el compuesto 6' (1,00 g, 3,49 mmol) en un matraz
con fondo redondo de 50 ml, se secaron al vacio durante 30 min, y a continuacion se disolvieron en CH3CN seco
(17,5 ml). Se le anadieron N,N-diisopropiletilamina (2,43 ml, 13,96 mmol) y cloruro de benzoilo (1,62 ml, 13,96 mmol)
y la mezcla resultante se agit6 a temperatura ambiente durante 1 h. A continuacién, la mezcla se diluy6 con acetato
de etilo (30 ml), se lavdé con H20 (30 ml) y se extrajo 3 veces con acetato de etilo (30 ml). Las capas organicas
combinadas se secaron sobre Na2SO4 anhidro, se filtraron y se concentraron a presién reducida. El material bruto
resultante se purific6 mediante cromatografia en columna ultrarrapida en gel de silice (CHzClz/acetato de etilo 92:8)
para dar el compuesto 7 (1,21 g, 70 %) como un polvo blanco.

(7)

2.4) Preparacion del 4-metoxifenil-2,4-diazido-2,4-didesoxi-3,6-di-O-benzoil-B-D-manopirandsido (8) (tercera etapa en
la figura 2) de la siguiente formula:

A una solucién del compuesto 7 (1,98 g, 4,0 mmol) y piridina seca (1,94 ml, 24,0 mmol) en CH2Clz2 (27,0 ml) se le
afnadio gota a gota el anhidrido trifluorometanosulfénico (2,02 ml, 12,0 mmol) a 0 °C. La mezcla se agitd a 0 °C durante
1,5 h, se diluy6é con CHClIs (60 ml) y se lavé sucesivamente con H20 (50 ml), una solucién acuosa de HCla 1 N (50 ml),
H20 (50 ml), una solucién acuosa saturada de CuSOa4 y una solucién saturada de NaCl, y a continuacion se concentrd
al vacio. El bis-triflato bruto (Rf = 0,48, ciclohexano/acetato de etilo 7:3) obtenido se disolvid en tolueno (27,0 ml) y se
le ahadio la azida de tetra-n-butilamonio (6,83 g, 24,0 mmol). Después de agitar 1,5h a65-70°Cy 1,5 h a 100 °C, la
mezcla se enfrié, se diluyé con tolueno (60 ml), se lavé 2 veces con agua (50 ml), una solucion saturada de NaCl, y
se concentro. El residuo se cromatografié en columna ultrarrapida en gel de silice (ciclohexano/acetato de etilo 8:2) y
dio el compuesto 8 (1,95 g, 89 %) como una espuma blanquecina.

2.5) Preparacién del 4-metoxifenil-2,4-diazido-2,4-didesoxi-B-D-manopiranésido (8') de la siguiente formula:

OH
& Ns
Ny 4 \s .0
HO -0 4+ 7
3 2

4" 0/(81)

A una solucién del compuesto 8 (630 mg, 1,15 mmol) en CHsOH seco (4,6 ml) se le afiadié una solucién de metéxido
de sodio en CH3OH (2 mol I'', 0,22 ml, 0,44 mmol) y la mezcla se agité durante 1 h a temperatura ambiente. A
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continuacion, la mezcla de reaccién se neutralizé con la adicidon de una resina de intercambio idbnico Amberlite IRN-77
(forma H+). La filtracion y la evaporacion del filtrado dieron el compuesto 8' bruto (380 mg) como un sélido blanco que
se utilizoé para la siguiente etapa sin mas purificacion. Una muestra analitica se purific6 mediante cromatografia en
columna ultrarrapida en gel de silice (ciclohexano/acetato de etilo de 9:1 a 6:4) para la caracterizacién.

2.6) Preparacién del 4-metoxifenil-2,4-diacetamido-2,4-didesoxi-B-D-manopiranésido (9) de la siguiente formula:

4 0/(9)

Una solucién del compuesto 8' bruto (380 mg, 1,13 mmol) en CH30H (8,5 ml) se hidrogend con Pd(OH)2/C al 20 %
(101 mg) a 30 °C durante 1,5 h. El catalizador se retird por filtracion a través de Celite® y el filtrado se concentré hasta
la sequedad. El residuo bruto se disolvié en CHsOH (5 ml), se le afadié anhidrido acético (0,43 ml, 4,52 mmol) y la
mezcla se agitdé durante 1 h a temperatura ambiente. El residuo obtenido después de la evaporacion del solvente se
purificé mediante cromatografia en columna ultrarrdpida en gel de silice (CH2Cl2/CH30OH, 92:8) para dar el compuesto
9 (342 mg, 82 %) como un sélido blanco.

2.7) Preparacion del 4-metoxifenil-2,4-diacetamido-2,4-didesoxi-6-O-tosil-B-D-manopiranésido (10a) de la siguiente
formula:

07 (10a)

A una solucion del compuesto 9 (100 mg, 0,27 mmol) en piridina seca (0,6 ml) se le afiadié una solucion de cloruro de
tosilo (207 mg, 1,09 mmol) en piridina seca (0,5 ml) a 0 °C y la mezcla se agité6 durante 30 min. A continuacion, la
mezcla de reaccién se par6 con CHsOH (1,0 ml) y el solvente se evaporé a presion reducida. La purificacion del residuo
so6lido mediante cromatografia en columna ultrarrapida en gel de silice (CH2Cl2/CH3OH 92:8) dio el compuesto 10a
(90 mg, 64%) como un polvo blanco.

2.8) Preparacion del 4-metoxifenil-2,4-diacetamido-2,4-didesoxi-6-O-mesil-3-D-manopirandsido (10b) de la siguiente
féormula:

\ o
P’
s/
2\
° o]
465 NHAc
5.|-0
AcHN
HO 1.0 oo
3 2
-
(10b) M

A una solucién del compuesto 9 (460 mg, 1,25 mmol) en piridina seca (5,1 ml) a -10 °C se le afiadié cloruro de mesilo
(0,145 ml, 1,88 mmol) y la mezcla se agité a —10 °C durante 45 min. A continuacién, la reaccién se paré con CHsOH
y el solvente se evapor6 al vacio. El residuo bruto se purificdé mediante cromatografia en columna ultrarrapida en gel
de silice (CH2Cl2/CH3OH, 92:8) para proporcionar el compuesto 10b (411 mg, 74 %) como un s6lido blanco.

2.9) Preparacion del 4-metoxifenil-6-azido-2,4-diacetamido-2,4,6-tridesoxi-B-D-manopiranésido (11) de la siguiente
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féormula:
2.9.1) Se comienza a partir del tosilato (10a):

El tosilato 10a (43 mg, 0,08 mmol) y la NaNs (16 mg, 0,25 mmol) se disolvieron en dimetilformamida seca (0,80 ml) y
la mezcla de reaccion se agité durante 15 h a 80 °C. A continuacion, la mezcla de reaccion se enfrié a temperatura
ambiente y se concentrd. El sélido bruto se purificé mediante cromatografia en columna ultrarrapida en gel de silice
(CH2Cl2/CH30H, 92:8) para dar el compuesto 11 (16 mg, 50 %).

2.9.2) Se comienza a partir del mesilato 10b:

El mesilato 10b (100 mg, 0,22 mmol) y la NaNs (44 mg, 0,67 mmol) se disolvieron en dimetilformamida seca (2,2 ml)
y la mezcla de reaccién se agité durante 15 h a 80 °C. A continuacién, la mezcla de reaccién se enfrié a temperatura
ambiente y el solvente se evapord a presion reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna
ultrarrapida en gel de silice (CH2Cl2/CH30H 92:8) para dar el compuesto 11 (59 mg, 67 %) como un s6lido blanco.

2.10) Preparacion del 4-metoxifenil-3-O-acetil-6-azido-2,4-diacetamido-2,4,6-tridesoxi-3-D-manopirandsido (11') de la
siguiente formula:

N
8¢ NHAc
5|0
AcHN
¢ 1.0 " o
3 2
\\( )
o)
4 Ng—

A una solucion agitada del compuesto 11 (12 mg, 0,03 mmol) en CH2Cl2 seco (0,25 ml) se le afadieron piridina seca
(0,015 ml, 0,18 mmol) y anhidrido acético (0,008 ml, 0,09 mmol), y la mezcla resultante se agité 3 h a temperatura
ambiente. Se le afiadieron mas piridina (0,008 ml, 0,09 mmol) y anhidrido acético (0,005 ml, 0,05 mmol), y la mezcla
de reaccidn se agit6é durante 2 h a temperatura ambiente. A continuacion, se le afiadié una solucién saturada de NH4Cl
y se extrajo la capa acuosa con CHz2Clz. Los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron
sobre Na2SO4 anhidro, se filtraron y se concentraron a presién reducida. El residuo bruto se purific6 mediante
cromatografia en columna ultrarrapida en gel de silice (CH2Cl2/CH3sOH, 95:5) para dar el compuesto 11' (12 mg, 90 %)
como un sélido blanco.

2.11) Preparacion de la 3-O-acetil-6-azido-2,4-diacetamido-2,4,6-tridesoxi-D-manosa (la-1') de la formula siguiente:

A una solucién del compuesto 11' (20 mg, 0,046 mmol) en CH3sCN/H20 (0,8 ml, 3:1) se le afiadié nitrato de cerio y
amonio (75 mg, 0,138 mmol). La solucién anaranjada transparente resultante se agit6 a temperatura ambiente durante
20 min y luego se cargd en una columna de gel de silice. La elucién con CH2Cl2/CH3OH (94:6) dio el compuesto 3y
una mezcla de otros compuestos. La purificacion de la mezcla mediante cromatografia en columna ultrarrapida en gel
de silice (CH2Cl2/CH30H, 94:6) dio el compuesto 3 (12 mg, 79 %) como una mezcla de anémeros a/f (17:83) como
un sélido blanco.

Rf (CH2Cl2/CHsOH, 9:1): 0,46
IR (cm™): 3277, 2103, 1660, 1372, 1071.

'H-RMN (500 MHz, CDsOD) &: 5,27 (dd, 0,8 H, J = 10,7 y 4,3 Hz, H-3 B); 5,07 (d, 0,8 H, J = 1,4 Hz, H-1 B); 4,95 (d,
0,2H,J =1,4 Hz, H-1 a); 4,92 (dd, 0,2 H, J = 11,1y 4,2 Hz, H-3 a); 4,57 (dd, 0,2 H, J = 4,2 y 1,4 Hz, H-2 a); 4,46 (dd,
0,8H,J=4,3y1,4Hz, H-2B);4,13 (dd, 0,8 H,J = 10,7 y 10,5 Hz, H-4 B); 4,08 (ddd, 0,8 H, J = 10,5y 7,3y 1,9 Hz, H-
58); 4,02 (dd, 0,2 H, J = 11y 9,8 Hz, H-4 a); 3,55 (ddd, 0,2 H, J = 9,8y 7,9y 2,1 Hz, H-5 a); 3,51 (dd, 0,2 H, J = 12,6
y 7,9, H-6a a); 3,46 (dd, 0,8 H, J = 13,1 y 7,3 Hz, H-6a B); 3,32-3,3 (m, 0,2 H, H-6b a); 3,28 (dd, 0,8 H, J = 13,1 y
1,9 Hz, H-6b B); 2,06, 2,05, 2,03, 2,02, 1,95, 1,93 (s, 9 H, 3 CO-CHa).

13C-RMN (75 MHz, CDsOD) &: 174,0, 173,9, 172,1 (3 C=0 a y B); 94,7 (C-1 B); 94,5 (C-1 a); 76,4 (C-5 a); 73,4 (C-3
a); 71,9 (C-5 B); 70,8 (C-3 B); 53,3 (C-6 B); 53,2 (C-6 a); 52,6 (C-2 a); 52,0 (C-2 B); 48,5 (C-4 B); 47,7 (C-4 a); 22,8,
22,6 (2 CO-CHs (NHAc) ay B); 21,0 (CO-CHz ay B).
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HMRS (ESI+): [M+H]+ (C12H20Ns0s) m/z calculado: 330,1408, encontrado: 330,1391.

2.12) Preparacion de la 6-azido-2,4-diacetamido-2,4,6-tridesoxi-D-manosa (la-1) de la siguiente férmula:

N;
8( NHAc

s|o
AcHN
“No OH

3 2

A una solucién del compuesto 11 (90 mg, 0,23 mmol) en CH3CN/H20 (3,6 ml, 3:1) se le afadio nitrato de cerio y
amonio (376 mg, 0,69 mmol). La solucién anaranjada transparente resultante se agité a temperatura ambiente durante
20 min y a continuacion se cargd en una columna de gel de silice. La elucion con CH2Cl2/CHsOH (88:12) dio el
compuesto 2 y una mezcla de otros compuestos. La purificacién de la mezcla mediante cromatografia en columna
ultrarrapida en gel de silice (CH2Cl2/CH3sOH, 88:12) produce el compuesto 2 (54 mg, 82 %) como una mezcla de
andmeros a/f (12:88) como un sélido blanco.

Rf (CH2Cl2/CsOH, 88:12): 0,23.
IR (cm~'): 3302, 2988, 2107, 1646, 1552, 1376, 1075.

H-RMN (500 MHz, CDsOD) 5: 5,09 (d, 0,88 H, J = 1,2 Hz, H-1 B; 4,84 (d, 0,12 H, J = 0,9 Hz, H-1 a); 4,44 (dd, 0,12 H,
J=4,0y0,9Hz, H-2 a); 4,26 (dd, 0,88 H, J = 4,5y 1,2 Hz, H-2 B); 4,07 (dd, 0,88 H, J 5 = 10,0 y 4,5 Hz, H-3 P); 3,96
(ddd, 0,88 H, J = 10,2y 6,9 y 2,1 Hz, H-5 B); 3,93 (dd, 0,88 H, J = 10,2 y 10,0 Hz, H-4 B); 3,79 (dd, 0,12 H, J = 10,4 y
9,7 Hz, H-4 a); 3,73 (dd, 0,12 H, J = 10,4 y 4,0 Hz, H-3 a); 3,38 (dd, 0,12 H, J = 12,7 y 8,0, H-6a a); 3,44 (ddd, 0,12 H,
J=97y80y23Hz H-5 a); 3,40 (dd, 0,88 H, J = 13,2 y 6,9 Hz, H-6a B); 3,34-3,24 (m, 0,12 H, H-6b a); 3,27 (dd,
0,88 H,J =132y 2,1 Hz, H-6b B); 2,08, 2,05, 2,00, 1,98 (s, 6 H, 2 CO-CHj).

13G-RMN (75 MHz, CDsOD) &: 174,5, 174,3 (2 C=O ay B); 95,1 (C-1 a); 94,6 (C-1 B); 76,6 (C-5 a); 72,0 (C-3 a); 71,9
(C-5 B); 68,3 (C-3 B); 55,5 (C-2 a); 54,9 (C-2 B); 53,5 (C-6 B); 53,4 (C-6 a); 51,3 (C-4 B), 51,3 (C-4 a); 23,0, 22,9, 22,7
(2 CO-CHs (NHAc) a y B).

HMRS (ESI+): [M+H] + (C10H18NsOs) m/z calculado: 288,1302, encontrado: 288,1297.

3) Sintesis de la 2,4-diazidoacetamido-2,4-didesoxi-D-manosa.

0 0
O: i, ii o on Jvc, i Noo om k/“
30 _— HN R HN 3
Ny o N 0] 0 N -0
HO OSE Huo OSE Huo OSE

1 2 3

E

0
ol
- HN 8
N -0
Hho OH
4

Condiciones y reactantes: i) Hz, Pd(OH)2/C, CHsOH, 30 °C, 4 h; ii) (CICH2C0)20, EtsN, CH3OH, temperatura ambiete,
2 dias; iii) NaNs, DMF, 50 °C, durante una noche; iv) TFA, CH2Clz, 1 h.

3.1) Sintesis del 1-trimetilsililetanil-2,4-dicloroacetamido-2,4-didesoxi-f-D-manopirandésido (2).

Una solucién del compuesto 1 (80,0 mg, 0,24 mmol, 1,0 eq.) en CHsOH (1,8 ml, 0,13 M) se hidrogend con Pd(OH)2/C
al 20 % (23,4 mg) a 30 °C durante 4 h. El catalizador se retir6 por filtracién a través de un tapon de Celite® y el filtrado
se concentrd al vacio. El residuo bruto (70,8 mg, 0,25 mmol, 1,0 eq.) se disolvié en CH3OH (2,1 ml, 0,12 M) y se le
afadieron anhidrido cloroacético (299,3 mg, 1,75 mmol, 7,0 eq) y EtsN (244 pl, 1,75 mmol, 3,0 eq). La mezcla se agité
a temperatura ambiente durante 2 dias y luego se concentrd a presion reducida. El residuo se purific6 mediante
cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice (CH2Cl2/CH3sOH de 100:0 a 80:20) para dar el compuesto 2 (33,1 mg,
31 %) como un aceite incoloro.

3.2) 1'-Trimetilsililetanil-2,4-diazidoacetamido-2,4-didesoxi-B-D-manopiranésido (3).

A una solucion de 2 (30,3 mg, 72,0 umol, 1,0 eq.) en DMF seco (0,5 ml, 0,14 M) se le afadié NaNs (54,5 mg, 1,24 mmol,
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11,8 eq.). La mezcla de reacciodn se agité a 50 °C durante una noche y a continuacion se concentro a presion reducida.
El residuo bruto se purificé mediante cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice (CH2Clz/acetona/CH30H, 90:6:4)
para dar el compuesto 3 (26,8 mg, 86 %) como una espuma blanquecina.

3.3) 2,4-Diazidoacetamido-2,4-didesoxi-D-manosa (4/Ib-1).

A una solucién de 3 (20,6 mg, 46,0 umol, 1,0 eq.) en CH2Cl2 (460 pl, 0,10 M) se le anadio lentamente TFA (528 pl,
6,9 mmol, 150,0 eq.). La mezcla de reaccion se agit6é a temperatura ambiente durante 1 h y a continuacion se evapor6
3 veces con una mezcla de tolueno/EtOAc. El residuo bruto se purificd mediante cromatografia en columna C-18 (H20)
y se liofiliz para dar el compuesto 4 (13,8 mg, 87 %) como una mezcla de andémeros o/ (1:3) como una espuma
blanquecina.

Rf (CH2Cl2/CH30H, 95:5): 0,28.

IR (cm™): 3283, 2952, 2841, 2120, 1646, 1450, 1409, 1013.

HRMS (ESI+): [M+H]+ (C10H17NsOs) m/z calculado: 345,1271, encontrado 345,1233.
Andmero a:

H-RMN (500 MHz, CDsOD) &: 5,10 (d, 1 H, J121,7 Hz, H-1); 4,34 (dd, 1 H, J23 4,4, Ja1 1,7 Hz, H-2); 4,17 (dd, 1 H,
Jaa 10,9, Js2 4,4 Hz, H-3); 3,97 (d, 1 H, Joaz 16,5 Hz, CH-2"a); 3,94 (d, 1 H, J2azs 16,5 Hz, CH-2"b); 3,94 (d, 1 H,
Joro2d 16,1 Hz, CH-2"c); 3,91 (d, 1 H, J2c2'a 16,1 Hz, CH-2"d); 3,90-3,79 (m, 1 H, H-5); 3,83 (dd, 1 H, Jas 10,9, Jas
9,8 Hz, H-4); 3,70-3,60 (m, 2 H, H-6).

13C-RMN (125 MHz, CD3OD) &: 171,4, 171,1 (2 C=0); 94,8 (C-1); 72,5 (C-5); 68,0 (C-3); 62,8 (C-6); 54,9 (C-2); 53,2,
52,8 (CH2-N3); 50,2 (C-4).

Andmero B:

H-RMN (500 MHz, CDsOD) 5: 4,88 (d, 1 H, J12 1,6 Hz, H-1); 4,46 (dd, 1 H, J23 3,9, J2.1 1,6 Hz, H-2); 3,99-3,79 (m,
4 H, 2 CH-2"); 3,92-3,80 (m, 1 H, H-4); 3,92-3,80 (m, 1 H, H-3); 3,70-3,60 (m, 2 H, H-6); 3,36 (ddd, 0,6 H, J54 9,7, Jss
4,0, Js6 2,6 Hz, H-5).

13C-RMN (125 MHz, CD3OD) &: 171,4, 171,1 (2 C=0); 95,0 (C-1); 77,4 (C-5); 71,8 (C-3); 62,7 (C-6); 55,7 (C-2); 53,2,
52,8 (CH2-N3); 50,1 (C-4).

Ejemplo 2: Marcacién del LPS de L. pneumophila vivas.
1) Material y métodos
1.1) Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Se hacen crecer cepas de Legionella (tabla 1) en el medio con extracto de levadura suplementado con L-cisteina,
pirofosfato férrico y a-cetoglutarato (YEC). Se hicieron crecer E. coli K12 (MG1655) y P. aeruginosa (ATCC 9027) en
el medio de Luria-Bertani (LB). Todas las cepas se hicieron crecer en un agitador rotatorio (160 rpm) a 37 °C. Todas
las cepas las suministrd el CNRL (Centro Nacional de Referencia sobre Legionella).

Tabla 1

Especie de Legionella Serogrupo  [Tipo

Legionella pneumophila

Philadelphia 2 1 33152

Paris 1 CIP 33152

Lens 1 CIP 108286
1 LG 0901 3003
3 LG 0903 1009
4 LG 0905 1005
5 LG 0905 3003
6 LG 0846 3022
7 LG 0824 4007

Legionella spp.

L. gormanii HL 0540 3034

L. maceachernii HL 0540 G20 2029
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L. micdadei HL 0522 5034
L. bozemanii HL 0538 2034
L feelii HL 0418 4001
L. jordanis HL 0450 5001
L. tucsonensis HL 0438 3117
L. anisa CH47 ATTC 35291

1.2) Quimica clic catalizada por cobre

Los cultivos durante una noche se diluyeron 100 veces en medio recién preparado (volumen final de 100 pl) que
contenia 2 o 3 (4 mM). Las bacterias se incubaron a 37 °C durante 12 h y luego se lavaron 3 veces con el tamp6n de
fosfato (0,05 M, pH 7,5) mediante centrifugacion a 13 000 x g durante 2 min a temperatura ambiente.

Se utiliz6 una sonda de biotina-alquino de la siguiente férmula 4:

HNi H
H H
2 s §""N\Iorn+’\0t\iu\

La marcacién de la biotina se visualizé a continuacion por el reconocimiento con un anticuerpo antibiotina marcado
con fluorescencia de la manera que se describe a continuacion.

El CuSO4 y la TGTA, a una concentracion final de 2 mM y 4 mM, respectivamente, se mezclaron durante una noche
en el tampon de fosfato (0,05 M, pH 7,5) a 37 °C con agitacion vigorosa. A continuacion, a CuSO4/TGTA se le
afnadieron aminoguanidina, ascorbato de sodio y biotina-alquino (4) a una concentracion final de 4 mM, 5 mMy 1 mM,
respectivamente, y se mezcld durante una noche. Finalmente, las bacterias se resuspendieron en esta solucion y se
incubaron durante 30 min a 37 °C. Las células se lavaron entonces 3 veces con el tampdn de fosfato mediante
centrifugacién a 13 000 x g durante 2 min a temperatura ambiente antes de la resuspension en 10 pl del tampon de
fosfato (0,05 M, pH 7,5) suplementado con 0,5 ul de la fraccién del anticuerpo monoclonal antibiotina de tipo IgG de
raton conjugado a Alexa Fluor 488 (solucion concentrada a 0,62 mg/ml, Jackson ImmunoResearh) y se analiz
adicionalmente por microscopia.

1.3) Microscopia de fluorescencia

Las bacterias se inocularon sobre cubreobjetos de cristal y se cubrieron con una delgada capa de agar semisolido al
1% (1 mm de grosor) hecha con LB diluido (1/10 en el tampén de fosfato (0,05 M, pH 7,5)). Las imagenes se
registraron en el microscopio automatico de epifluorescencia (Nikon TE2000-E-PFS, Nikon, Francia) equipado con
una camara CoolSNAP HQ 2 (Roper Scientific, Roper Scientific SARL, Francia) y un objetivo 100x/1.4 DLL. La luz de
excitacion se emiti6 mediante una luz de haluro metalico de 120 W y se valoro6 la sefal con los filtros adecuados. Se
llevé a cabo el analisis digital y el procesamiento de imagenes con un script personalizado de automatizacion (Visual
Basic) con Metmorph 7.5 (Molecular Devices, Molecular Devices France, Francia) tal y como se describid
anteriormente [1].

2) Resultados

21) Se han seleccionado 4 cepas diferentes de L. pneumophila que pertenecen al serogrupo 1y que incluyen (a) una
cepa, Philadelphia, aislada de una de las victimas del brote histérico de Filadelfia [10], (b) la cepa Paris, que fue
responsable de la epidemia intrahospitalaria en el moderno y de nueva construccién Hospital Georges Pompidou que
acababan de abrir en Paris en el afio 2000, y que se volvié endémica en toda Europa [11], (c) la cepa Lens, que infectd
a 86 personas y maté a 17 en el norte de Francia durante el invierno de 2003-2004 y que, por ello, se la considera
responsable de la epidemia mas importante en este pais.

Estas cepas se hicieron crecer primero en presencia del compuesto la-1 y la incorporacién del indicador quimico azido
en el LPS se rastred en una etapa posterior, con el uso de la cicloadiciéon de azida-alquino catalizada con cobre en las
condiciones descritas anteriormente [12], con sulfato de cobre, ascorbato de sodio, TGTA, ligando de tris(triazolilo)
hidrosoluble para el cobre (l), y una sonda de biotina-alquino de la férmula 4 de mas arriba en vez de un fluorocromo,
durante 30 min, tal y como esta descrito mas arriba.

A continuacién, la marcacion de la biotina se visualizé6 mediante un anticuerpo antibiotinico marcado con fluorescencia.
En estos experimentos, todas las cepas mostraban una fluorescencia muy distintiva en su membrana, lo que indicaba
la incorporacién metabdlica eficaz del indicador quimico (figura 3). Estos resultados contrastan con los de otras
bacterias, tales como E. coliy P. aeruginosa, que no mostraron ninguna marcacion en las mismas condiciones (figura
5).
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Este resultado llevd a analizar la especificidad de esta estrategia de marcacion en otras cepas de Legionella, que no
pertenecian a la especie pneumophilay que, por lo tanto, no se ha descrito que contengan acido legionaminico en su
LPS. Un conjunto representativo de tales cepas, que contiene L. gormanii, L. maceachernii, L. micdadei, L. anisa, L.
feeli, L. Jordanis, L. tucsonensisy L. bozemaniii se sometieron, por lo tanto, a las mismas condiciones de marcacion
y no se observo ninguna fluorescencia en la membrana (figura 6), lo que es coherente con la ausencia de Leg dentro
de sus lipopolisacaridos. El método es, por lo tanto, capaz de discriminar con eficacia entre el serogrupo 1 de L.
pneumophila'y otras Legionella, que no pertenecen a la especie pneumophila.

A continuacion, se evalué la capacidad de este método para marcar las cepas de L. pneumophila que pertenecen a
otros serogrupos. Esto es un punto interesante, ya que, aunque el serogrupo 1 se encuentran en la mayoria de los
casos infectados, en el entorno abundan otros serogrupos. Por lo tanto, la posibilidad de marcar estos otros serogrupos
seria un resultado importante que permitiria una mejor evaluacién de la presencia de L. pneumophila en una muestra
dada. La mayoria de estos serogrupos se ha demostrado que contienen otro isémero de un acido 5-acetamidino-7-
acetamido-3,5,7,9-tetradesoxinon-2-ulosénico, denominado &cido 5-N-acetimidoil-7-N-acetil-4-epilegionaminico
(4eLeg5Am7Ac) [13], con diferentes grados de 8-O-acetilacion en funcion del serogrupo. A diferencia de la ruta de
Leg, no se ha identificado todavia la ruta biosintética de 4elLeg, pero se podria especular que implicaria intermedios
similares. Cuatro cepas, que pertenecen a los serogrupos 3, 4, 5, 6 que representan juntas con el serogrupo 1 entre
el 68y el 85 % de las L. pneumophila presentes en el entorno [1], mostraron una marcacion membranaria muy brillante
(figura 4). Esto tiende a indicar que la biosintesis de Leg y 4eLeg comparten aparentemente la como precursor comun.
No obstante, no se puede concluir en este punto si Leg y 4eLeg se obtienen directamente de la modificacién de este
precursor comun, por ejemplo, mediante dos aldolasas diferentes, o si Leg se produce en todas las cepas y ademas
se convierte en 4elLeg mediante una epimerasa en una etapa posterior de la ruta. No obstante, este método permite
detectar de manera especifica y clara las cepas de L. pneumophila que no pertenecen al serogrupo 1.

Es interesante que la Unica excepcion observada incumba a una cepa de L. pneumophila que pertenece al serogrupo
7 (figura 4), un serogrupo que esta poco representado tanto en los casos de infeccidén como en el entorno. Se ha
descrito que el serogrupo 7 presenta un isomero del acido 5-acetamidino-7-acetamido-3,5,7,9-tetradesoxinon-2-
ulosénico aun sin identificar dentro de su O-polisacarido [13]. Esta observaciéon es coherente con la ausencia de
marcacion, que tiende a indicar que el compuesto la no es un intermedio en la correspondiente ruta biosintética. Un
isémero de la estd muy probablemente implicado a modo de sustrato para la aldolasa.

Se realizé otra serie de experimentos con la-1', un derivado monoacetilado de la-1, en donde R2 es -OAc. Se esperaba
que este compuesto esterificado menos polar pudiera entrar en la célula bacteriana con mas eficacia mediante el
transporte pasivo, y que se podria incorporar ademas en el LPS después de la desacetilacién a la-1 por una actividad
esterasa inespecifica dentro de la célula. La disponibilidad y extension de tal actividad dentro de las células bacterianas
ha sido objeto de debate recientemente en la comunidad cientifica [14]. No se observd ninguna marcacién en el
laboratorio en las condiciones in vitro con la-1', incluso en el caso de las cepas de L. pneumophila que se marcaron
con eficacia con 2 (figura 7). Esto sugiere que tal actividad esterasa no esté presente a un nivel suficiente dentro de
la célula bacteriana para permitir una produccion eficaz de la-1 a partir de la-1' y la posterior metabolizacion e
incorporacion de la-1 en una proporcion detectable.

El método de mas arriba parece una estrategia eficaz para detectar de forma especifica e identificar las L. pneumophila
vivas, una bacteria patégena de alto impacto sanitario y econdmico. La ausencia de marcacion con un precursor
acetilado en las condiciones de laboratorio de mas arriba puede explicarse por el hecho de que la actividad inespecifica
de la esterasa dentro de tal bacteria de Legionella podria no ser suficiente para la liberacion eficaz al interior de la
célula bacteriana de un precursor glucidico acetilado con anterioridad.

Sin embargo, tal esterasa inespecifica esta presente y la metabolizacion e incorporacion con la-1' podria producirse,
por lo tanto, en el entorno de las células eucariotas, tal como en las circunstancias que se dan en una torre de
refrigeracién a la que Legionella puede llegar dentro de las amebas o en una muestra biolégica que comprende células
eucariotas, tales como las muestras de humano.

2.2) Para analizar la incorporacién de Ib-1, se han seleccionado cuatro cepas diferentes de L. pneumophila de la tabla
1 (véase la tabla 2).

Tabla 2

Especie de Legionella Serogrupo (Tipo
Legionella pneumophila

Philadelphia 2 33152
Paris CIP 33152

LG 0903 1009

O WO =] =

LG 0846 3022
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Los mismos procedimientos experimentales se han llevado a cabo como se menciondé mas arriba. Estas cepas se
hicieron crecer primero en presencia del compuesto Ib-1 y la incorporacién del indicador quimico azido en el LPS se
rastre6 en una etapa posterior, con el uso de una cicloadicién de azida-alquino catalizada con cobre en las condiciones
que se describen anteriormente y una sonda de biotina-alquino de la formula 4 de mas arriba en vez de un fluorocromo,
durante 30 min tal y como esta descrito mas arriba. A continuacion, la marcacion de la biotina se visualizé por el
reconocimiento con un anticuerpo antibiotinico marcado con fluorescencia. En estos experimentos, todas las cepas
mostraban una fluorescencia muy distintiva en la membrana, indicativa de una incorporaciéon metabdlica eficaz del
indicador quimico. Estos resultados indicaban, como se espera, que el compuesto Ib-1 también es asimilado por L.

pneumophila.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para marcar de forma especifica las bacterias vivas de una categoria dada de bacterias en una
muestra que comprende bacterias, en donde el método comprende las etapas de:

a) incubar dicha bacteria de dicha muestra con al menos un compuesto de tipo monosacéarido modificado que
5 comprende un primer grupo quimico reactivo capaz de reaccionar quimicamente con un segundo grupo reactivo, de

tal forma que un resto de monosacarido que lleva dicho primer grupo reactivo se incorpora en los polisacéridos de la

membrana externa de tales bacterias, sobre todo en el LPS o el CPS de la membrana externa de tales bacterias, y

b) poner en contacto dicho resto de monosacarido modificado incorporado en la membrana externa de la bacteria, con
una molécula marcadora que comprende un mencionado segundo grupo reactivo, para generar la reaccion quimica

10 de dicho primer grupo reactivo de dicho resto de monosacarido incorporado dentro de dicha membrana externa de
dicha bacteria viva con dicho segundo grupo reactivo de dicha molécula marcadora, lo que da lugar a un enlace
covalente,

caracterizado por que dicho compuesto de tipo monosacarido modificado es un precursor endégeno modificado de un
resto de acido ulosénico enddgeno de dichos polisacaridos de la membrana externa de dicha bacteria,

15 dicho compuesto de tipo monosacarido modificado es un compuesto que tiene una de las siguientes formulas (Ix-1) a
(Ix-4) o una sal del mismo:

Raa_O_~OH R4, O ~OH R4, O ~OH
Rﬁ\ﬁ\.- EI‘RS Rep NP Rep - RS
OH Ho on H on "
Ix-1 Ix-2 Ix-3
R4 O ~OH
Rs\g :,u.RS
OH
Ix-4
en donde:

- R4 es H o una cadena de alquilo de C1 a C4, en donde cada carbono esta sustituido o no por OH o NH2 sustituido o
20 no por grupos protectores de los mismos, preferiblemente por grupos alquilo, hidroxialquilo, acilo, formilo o imidoilo, y

- R5 y R6 son independientemente grupos alquilo, hidroxialquilo, acilo, formilo o imidoilo, sustituidos o no, y
- en donde al menos uno de los grupos R4, R5 y R6 esta sustituido por un mencionado primer grupo reactivo,
o}

dicho compuesto de tipo monosacarido modificado es un compuesto que tiene la siguiente férmula (ly-1) o una sal del
25 mismo, en donde:

Raa O ~OH
HO™ ﬁ,F{5
OH
ly-1

en donde

- R4 es H o una cadena de alquilo de C1 a C4, en donde cada carbono esta sustituido o no por OH o NH: sustituidos
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0 no por grupos protectores de los mismos, preferiblemente por grupos alquilo, hidroxialquilo, acilo, formilo o imidoilo,
en donde R4 es preferiblemente CH20H, y

- R5 puede ser grupos alquilo, hidroxialquilo, acilo, formilo o imidoilo, sustituidos o no, en donde R5 es preferiblemente
COCHs, y

- al menos uno de los grupos R4 y R5 esta sustituido por un mencionado primer grupo reactivo;

las partes monosacaridicas de los compuestos de las formulas (Ix-1) a (Ix-4) son precursores de los siguientes
monosacaridos endoégenos de las férmulas Ic-1 a Ic-5 respectivamente, a saber:

- (Ix-1) es un precursor de compuestos de tipo monosacarido endégeno de las siguientes formulas (Ic-1) e (lc-2);
- (Ix-2) es un precursor del compuesto de tipo monosacéarido endégeno de la siguiente formula (Ic-3);

- (Ix-3) es un precursor del compuesto de tipo monosacéarido endégeno de la siguiente formula (Ic-4); y

- (Ix-4) es un precursor del compuesto de tipo monosacarido endégeno de la siguiente formula (Ic-5);

-(lc-1) es

OH OH
9 8 2

HoN°OH 3

que se puede encontrar en Legionella pneumophila, Vibrio alginolyticus, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
fluorescensy Vibrio salmonicida;

- (Ic-2) es
OH OH
H %3 ° HO’O - CO-H
3 HZN_;5 n 1 2
HoN E .

que se puede encontrar en el LPS de las bacterias Legionella pneumophilay en Schewanella japonica;
- (lc-3) es
OH OH
H 9C = 0 2 CO5H
3 H2N; £ 1 2
HoN°OH 3
que se puede encontrar en las cepas de E. coli, Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia ruckeri,

Salmonella arizonae, Morganella morganii, Shewanella putrefaciens;

- (lc-4) es

que se puede encontrar en el O-antigeno de Pseudomonas aeruginosa, Shigella boydii, Escherichia coli, Proteus
vulgaris, Pseudoalteromonas altantica, Pseudoalteromonas distincta, Sinorhizobium fredii, Vibrio cholerae,
Pseudoalteromonas atlantica y la pared celular de Kribella spp. 5 (grampositiva) y Actinoplanes Utahensis
(grampositiva) y el nucleo del LPS de Vibrio parahaemolyticus y en las glucoproteinas del flagelo de Campylobacter
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jejuni, Campylobacter coli, Helicobacter pyloriy Clostridium botulinum, y en el CPS de las bacterias Sinorhizobium,

- (lc-5) es
NH, OH
9 8 2
HsC Q7 ~COeH
HoN[OH 3
NHo

que se puede encontrar en Tenacibaculum maritimum;

la parte monosacaridica de los compuestos de las férmulas (ly-1) es el precursor del siguiente monosacarido endégeno
de las formulas lc-6, a saber:

- (Ic-6) es
OH OH
HO 8 2

HO®0OH 3

que se puede encontrar en el CPS de E. coli, Neisseria meningitidis, Moraxella nonliquefaciens y Mannheimia
(Pasterurella) haemolytica, Streptococcus agalactiae (grampositiva), Streptococcus suis (grampositiva) y en O-
antigeno del LPS de las bacterias que incluyen Hafnia alvei, Escherichia albertii, Salmonella enterica, E. coli,
Citrobacter, Vibrio cholereae, Shewanella algae, y en el nucleo del LPS de varios microorganismos patégenos, entre
ellos N. meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, H. influenzae, Haemophilus ducreyi, Histophilus somni, Campylobacter
jejuniy Helicobacter pylori.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el mencionado compuesto de tipo monosacarido
modificado se selecciona entre los siguientes compuestos la e Ib:

- en donde el compuesto la es un compuesto en donde R5 y R6 son -Ac, y R4 es CH2-Ra, preferiblemente -CH2-Ns; y

- en donde el compuesto Ib es un compuesto en donde R5 y R6 son -COCH2Ra, en donde Ra es preferiblemente N3
y R4 es CH20H.

3. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2, en donde dichas bacterias son bacterias
gramnegativas que comprenden el resto de monosacarido endégeno en la capa de LPS de su membrana externa,
seleccionada preferiblemente entre Legionella pneumophila, Vibrio alginolyticus, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas fluorescens, Vibrio salmonicida, Shewanella japonica, Pseudomonas aeruginosa y Tenacibaculum
maritimum.

4. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1 a 3, en donde dicho compuesto de tipo monosacarido modificado
es un compuesto que tiene una de las siguientes férmulas (la-1), (Ib-1) o una del mismo:

Ns NHAc

0

0 OH )J\/Ns

AcHN .0 ﬁ« HN
HO OH .0
HN
N; HO OH
(Ia-1) (Ib-1)

5. Un método de acuerdo con la reivindicacion 4 para marcar especificamente las bacterias vivas de Legionella
pneumophila y dicho compuesto de tipo monosacarido modificado es un compuesto de férmula la-1.

6. Un método de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 5, que comprende la etapa adicional de:

c) detectar las bacterias vivas al detectar si dichas bacterias comprenden dicha molécula marcadora fijada a los
glucanos de su membrana externa y/o inmovilizar dichas bacterias vivas que llevan dicha molécula marcadora sobre
un sustrato solido, en donde dicha molécula marcadora es una molécula que comprende una sustancia detectable o
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que es capaz de reaccionar o de fijarse a una sustancia detectable, o dicha molécula marcadora es una primera
molécula que lleva un mencionado segundo grupo reactivo, en donde dicha primera molécula es capaz de reaccionar
o de fijarse a una segunda molécula y/o a un sustrato sélido, preferiblemente en donde dicha segunda molécula
comprende una sustancia detectable y/o dicha segunda molécula se fija o es capaz de fijarse a dicho sustrato sélido.

7. Un método de acuerdo con la reivindicacién 6 para detectar especificamente las bacterias vivas de una
categoria dada de bacterias en una muestra que comprende bacterias, en donde dicha molécula marcadora es una
molécula detectable que comprende una sustancia detectable, en donde el método comprende la etapa c¢) de deteccion
de bacterias vivas al detectar si dichas bacterias comprenden dicha molécula detectable fijada a los glucanos de su
membrana externa.

8. Un método de acuerdo con la reivindicacion 6 o 7, en donde dicha molécula marcadora es un primer ligando o
una primera proteina fijadora que lleva un mencionado segundo grupo reactivo y en la etapa c) dichas bacterias vivas
acopladas a dicho primer ligando o primera proteina de fijacidn se detecta y/o inmoviliza al poner en contacto dicho
primer ligando o primera proteina de fijacion con un segundo ligando o segunda proteina de fijacion o al fijarse
especificamente a dicho primer ligando o primera proteina de fijacion.

9. Un método de acuerdo con la reivindicacion 6 a 8, en donde dicha molécula marcadora es un primer ligando,
preferiblemente biotina, que lleva un mencionado segundo grupo reactivo, y en la etapa c) dichas bacterias vivas
acopladas a dicho primer ligando se detectan mediante la reaccién de dichas bacterias con un anticuerpo especifico
contra dicho primer ligando, en donde dicho anticuerpo lleva una sustancia detectable, preferiblemente un fluorocromo
0 una molécula luminiscente o una enzima.

10. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el primer grupo reactivo se
selecciona entre los grupos que consisten en o que llevan el grupo azido y los grupos que consisten en o que llevan
el grupo alquino, en donde el mencionado primer grupo reactivo es preferiblemente el grupo azido y el mencionado
segundo grupo reactivo se selecciona entre los grupos que consisten en o que llevan, respectivamente, los grupos
alquino y azido, en donde el mencionado segundo grupo reactivo es preferiblemente el grupo alquino, en donde la
reaccion de dicho grupo reactivo azido con el mencionado grupo reactivo alquino se lleva a cabo al realizar una
cicloadicion de azida-alquino.

11.  Un uso de un kit para llevar a cabo el método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde dicho kit
comprende:

- un mencionado compuesto de tipo monosacarido modificado de las férmulas (Ix-1) a (Ix-4) o (ly-1) sustituido con un
mencionado primer grupo reactivo, en donde dicho compuesto es un precursor modificado capaz de convertirse en un
resto de &cido ulos6nico endégeno modificado incorporado en un polisacérido de la membrana externa de una bacteria,
sobre todo en el LPS o el CPS de la membrana externa de tal bacteria, y

- una mencionada molécula marcadora que comprende un mencionado segundo grupo reactivo capaz de reaccionar
con dicho primer grupo reactivo, y

- optativamente, los reactantes para generar la reaccion de dicho primer grupo reactivo de dicho resto analogo
incorporado dentro de dichos polisacaridos de la membrana externa de dichas bacterias con dicho segundo grupo
reactivo de dicha molécula marcadora.

12. El uso de un kit de acuerdo con la reivindicacién 11, que ademas comprende un medio de cultivo o de
incubacién que permite el crecimiento de dicha categoria dada de bacterias, preferiblemente especifico para el
crecimiento de dicha categoria dada de bacterias.
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FIG.3
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