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DESCRIPCIÓN

Determinantes de patogenicidad que se pueden usar como dianas para desarrollar medios para la prevención y el
control de infecciones bacterianas y/o diseminación sistémica.

La invención se refiere a determinantes de patogenicidad que se pueden usar como dianas para desarrollar medios
para la prevención y el control de infecciones bacterianas y/o diseminación sistémica.

Los tratamientos actuales para enfermedades infecciosas de origen bacteriano se basan en la inhibición in vitro de
dianas bacterianas esenciales usando antibióticos. Estas dianas están conservadas en muchas especies bacterianas y
hacen posible tratar diversos tipos de infecciones. No obstante, los antibióticos de amplio espectro son activos sobre
la flora comensal del hospedador, lo que estimula la adquisición y transferencia de mecanismos de resistencia a estos
antibióticos, limitando así la eficacia de los tratamientos actuales con antibióticos. Por tanto existe la necesidad de
nuevos tratamientos antibacterianos.

En este aspecto, la invención proporciona una nueva estrategia, cuyo objetivo es dirigirse específicamente a bacte-
rias patógenas sin alterar significativamente su crecimiento en su portal de entrada en el organismo hospedador, donde
están en situación de comensalismo. En particular estos patógenos son las bacterias responsables de infecciones sis-
témicas graves tales como E. coli, en general, Enterobacteria, Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella y Neisseria y,
para las gram positivas, las bacterias del género Staphylococcus, Enterococcus y Streptococcus.

Se sabe, específicamente, que las bacterias responsables de infecciones graves son capaces de crecer en presencia
de suero y son resistentes a la acción bactericida del complemento. Esta resistencia permite la diseminación de la
infección, a través de la sangre, a los diversos tejidos del cuerpo del hospedador.

La capacidad de las bacterias para crecer en el suero humano es debida a diferentes factores de patogenici-
dad/virulencia. Entre aquellos citados frecuentemente, se hará mención a la barrera física, representada por la cápsula,
para el acceso del complemento a la membrana bacteriana, los ácidos siálicos de la cápsula o del antígeno O que
estimula la unión del factor H a c3b, y proteínas de superficie particulares tales como PorA (Neisseria gonorrhoeae),
YadA (Yersinia pestis) o la proteína M (Streptococcus pyogenes), que se une al factor H, evitando todos estos factores
la activación del complemento.

Otras proteínas expresadas o unidas por los patógenos han demostrado ser importantes para la resistencia al com-
plemento y provocan la escisión de los factores del complemento o inhiben su unión a la superficie de la bacteria
(Rautemaa R.; Meri S., Microbes and Infection 1999, 1:785:794).

Se sabe que el lipopolisacárido (LPS) de las bacterias gram negativas es un factor de virulencia, pero el papel de
sus diversos constituyentes en la resistencia al suero no ha sido establecido para todas las especies bacterianas. Por
ejemplo, en algunos estudios en E. coli, el antígeno O se considera que es determinante (Burns S.M. Hull S.I. Infect
Immun, 1998, Sept 66 (9):4244-53); en otros estudios, se piensa que el antígeno O es menos determinante que los
antígenos de la cápsula para la resistencia al suero (Russo T. y col., Infect Immun, 1995, Abr. 63(4):1263-9). Además,
se desconoce la importancia de estos factores en la colonización intestinal.

Los inventores han llevado a cabo un análisis sistemático de mutantes buscando la inactivación de los genes ne-
cesarios para la síntesis del polisacárido superficial, y han demostrado, en cepas de Escherichia coli responsables de
infecciones extra-intestinales, EXPEC, qué genes son esenciales para la resistencia al suero y la diseminación en la
sangre. Estos resultados se basan en el estudio del efecto de mutaciones sobre la virulencia y la colonización intestinal
en un modelo animal.

Por tanto la invención se dirige a una nueva metodología para definir las dianas necesarias para la virulencia, y
no esenciales in vitro, y que proporciona así nuevos agentes anti-infecciosos específicos para bacterias patógenas, en
particular, para E. coli extra-intestinal, responsable de infecciones graves, así como de cepas gram positiva, tales como
Streptococcus agalactiae. También se dirige a los productos de los genes necesarios para la resistencia en el suero y
la virulencia in vivo.

El procedimiento de la invención para la identificación y selección de las dianas de los genes de virulencia en
bacterias patógenas se caracteriza porque comprende:

• el uso de una cepa del microorganismo patógeno,

• la generación de mutantes por inactivación en los genes que codifican los factores de virulencia,

• la determinación de la virulencia de estos mutantes en un modelo experimental de infección y su efecto
sobre la colonización entérica en un modelo de ratón axénico, y

• la identificación y selección de las bacterias con una mutación en los genes que demuestran tener todas las
características siguientes: genes no esenciales para la proliferación in vitro, no esenciales para la coloniza-
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ción comensal, pero esenciales para la resistencia al suero in vitro, y esenciales, en el hospedador, para la
diseminación en sangre.

La invención también se refiere a un procedimiento tal como se ha definido anteriormente, que comprende la etapa
de evaluación de la viabilidad in vitro de las bacterias mutantes y su capacidad para resistir y proliferar en presencia
de suero con complemento.

El microorganismo patógeno es, en particular, una cepa EXPEC de E. coli.

La invención también se refiere a un procedimiento in vitro para la inhibición de la virulencia de bacterias patóge-
nas, que comprende dirigir un inhibidor de un ácido nucleico de ID. de SEC. Nº 16, 20, 27 ó 28 o un péptido de ID.
de SEC. Nº 1, 5, 12 ó 13, para incrementar la sensibilidad de la bacteria al suero y atenuar su virulencia.

La invención también se dirige a un procedimiento in vitro como se ha definido anteriormente en el que los ácidos
nucleicos, sus productos de expresión o los péptidos, que son necesarios para la diseminación a través de la sangre, pero
que no afectan significativamente a la colonización intestinal o de las mucosas de bacterias patógenas tales como E.
coli, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Yersinia pestis, Serratia marcescens, Haemophilus influenzae,
Pasteurella multocida, Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Acetinobacter, Moraxella catarrhalis, Burkholderia
pseudomallei, Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori, Bacteroides
fragilis.

En un procedimiento según la invención, dichos ácidos nucleicos, productos de expresión y péptidos son ácidos
nucleicos, productos de expresión o péptidos de E. coli, respectivamente.

Se han obtenido dianas de patogenicidad o virulencia codificadas por ácidos nucleicos aislados o purificados con
las ID. de SEC. Nº 16-30.

Se han obtenido dianas de patogenicidad o virulencia correspondientes a polipéptidos o péptidos aislados o purifi-
cados con una de las secuencias de aminoácidos ID. de SEC. Nº 1-15.

Estos ácidos nucleicos y péptidos o polipéptidos constituyen dianas para identificar compuestos con un efecto
inhibitorio específico sobre la diseminación sistémica de una infección bacteriana, y no sobre la colonización de la
mucosa o, para enterobacterias, sobre la colonización intestinal, que hace posible preservar la flora comensal y evitar
la selección de resistencia a los compuestos.

Así la invención se dirige a un procedimiento para la selección de inhibidores de los productos de expresión o
péptidos de bacterias patógenas, que comprende la puesta en contacto de un ácido nucleico aislado o purificado de ID.
de SEC. Nº 16, 20, 27 ó 28 o sus productos de expresión, o un péptido aislado o purificado de ID. de SEC. Nº 1, 5, 12
ó 13 con el compuesto de prueba, la detección del posible efecto del compuesto sobre la actividad de los productos de
expresión o de los péptidos, y la selección de los compuestos con una actividad inhibidora de la virulencia.

También se dirige a un procedimiento para la selección de compuestos capaces de inhibir la actividad bioquímica
y/o enzimática de los polipéptidos y péptidos expresados por dichos ácidos nucleicos.

Dicho procedimiento para la selección de inhibidores de la actividad bioquímica y/o enzimática de los productos
de expresión o péptidos usados, que comprende la puesta en contacto de dichos productos de expresión o péptidos
con el compuesto de prueba, la detección del posible efecto del compuesto sobre la actividad de los péptidos sobre la
virulencia, y la selección de los compuestos activos.

También se dirige a un procedimiento para el uso en la composición de un producto antibacteriano que previene
la diseminación de la infección en el hospedador a través de la sangre que comprende la puesta en contacto de los
péptidos usados de ID. de SEC. Nº 1, 5, 12 ó 13 con el compuesto candidato, la detección del posible efecto del
compuesto sobre la actividad de los productos de expresión o los péptidos sobre la virulencia, y la selección del
compuesto activo.

La invención también se refiere al uso de ID. de SEC. Nº 1, 5, 12 ó 13 en un procedimiento para inhibir la virulencia
de bacterias que comprende,

- la medición de la actividad enzimática de dicho péptido,

- la comprobación de la multiplicación de las bacterias en presencia de suero y suero sin complemento,

- la determinación de la virulencia y la proliferación de las bacterias en un modelo de infección in vivo y la
determinación del efecto sobre la colonización intestinal en un modelo in vivo de ratón axénico.

Así la invención proporciona una nueva estrategia y nuevos medios para prevenir o tratar una diseminación bacte-
riana sistémica, bacteremia y septicemia.
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En los siguientes ejemplos se proporcionarán otras características y ventajas de la invención, con referencia a las
Figuras 1 a 3 y a las tablas 1 a 5, representando dichas figuras, respectivamente,

la fig. 1, el crecimiento de S26 y del mutante pg23 en suero,

la fig. 2 el crecimiento de S26 y del mutante pg23 en suero sin complemento; y

la fig. 3 la virulencia del mutante DltD de S. agalactiae.

Ejemplo 1

Gen correspondiente a la ID. de SEC. Nº 23

1 - Inactivación del gen de interés

La estrategia general, basada en un sistema de recombinación, consiste en interrumpir un gen, por recombinación
alélica, con un gen para la selección (un gen para la resistencia a un antibiótico, en este caso) portado por un fragmento
de ADN lineal.

Inicialmente, se introduce un plásmido en la bacteria (por ejemplo, E. coli), para así introducir, en trans, las pro-
teínas que inducirán la recombinación. El plásmido que porta un gen de resistencia a la ampicilina es sensible a la
temperatura (30ºC), lo que hará posible eliminarlo fácilmente después de su uso en la bacteria.

El plásmido se introduce en la bacteria por electroporación. Después de la electroporación, las bacterias resistentes
a ampicilina serán aquéllas que hayan integrado el plásmido, y se seleccionarán. Esta etapa se lleva enteramente a
cabo a 30ºC, la temperatura permitida por el plásmido.

Síntesis del fragmento de la PCR específico del gen diana (pg23)

Se lleva a cabo una PCR, sobre un plásmido matriz que porta el gen de selección (resistencia a cloranfenicol),
usando los cebadores pg23P1 y pg23P2 de las secuencias ID. de SEC. Nº 31 e ID. de SEC. Nº 32, respectivamente,
compuestos de dos partes:

en 3’: 20 pb homólogas al gen de selección (resistencia a cloranfenicol): P1 o P2

en 5’: 40 pb homólogas al gen diana (pg23): H1 o H2

Así se obtiene un fragmento de ADN constituido por el gen de selección (CAT: cloranfenicol acetil transferasa)
flanqueado por las regiones homólogas al gen diana H1 y H2.

Etapa de inactivación del gen diana

La bacteria que contiene el plásmido se cultiva en medio LB a 30ºC con agitación, en presencia de ampicilina 100
mM y de L-arabinosa 1 mM para así inducir el sistema de recombinación. Cuando las bacterias están en la fase de
crecimiento exponencial (DO600nm = 0,5), el cultivo se detiene, y las bacterias se recogen y se hacen electrocompe-
tentes. El producto de la PCR específico para el gen diana (pg23) se introduce en las bacterias por electroporación.
A continuación las bacterias se cultivan en un medio rico no selectivo (medio SOC) a 37ºC con agitación durante 2
horas, y a continuación se ponen en placa sobre medio agar LB selectivo. Después de 18 horas a 37ºC, solamente
habrán crecido las bacterias que hayan integrado el gen de resistencia al antibiótico.
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Verificación de la inserción del casete de resistencia

Para verificar la inserción del casete de resistencia, las reacciones de PCR se llevan a cabo directamente usando las
colonias. Se usan tres pares de cebadores: un par en los que los cebadores FR1 y FR2 enmarcan el gen diana, y dos
pares que usan un cebador localizado en el interior del casete de resistencia, estando localizado el otro cebador aguas
arriba o aguas abajo del gen diana.

Aislamiento de la bacteria mutada y eliminación del plásmido

Las colonias así verificadas por PCR se vuelven a aislar sucesivamente sobre el medio seleccionado, dos veces
sobre medio no selectivo y una última vez sobre medio selectivo a 37ºC. Finalmente, las bacterias seleccionadas se
prueban para su sensibilidad a ampicilina, que refleja la ausencia del plásmido. Así se seleccionan tres clones para
cada tipo de mutante.

2 - Prueba del mutante con respecto a la resistencia a la actividad bactericida del suero

El suero usado es de origen humano. En cada experimento, también se llevó a cabo el crecimiento de la cepa
silvestre (S26, aislado clínico de E. coli particularmente resistente al suero y virulento en ratones) y una cepa, ECOR4,
que carece de cápsula y lipopolisacárido (LPS). Los crecimientos se llevaron a cabo por triplicado y en dos sueros
diferentes. Los crecimientos se llevaron a cabo en paralelo en suero con complemento y sin complemento (30 minutos
a 56ºC) para verificar que el efecto observado era debido solamente a la acción lítica del complemento.

Usando un precultivo de dos horas en medio mínimo de referencia RPMI, las bacterias se pusieron en contacto con
suero al 100%, a un inóculo de partida de 104 ufc/ml. A continuación el conteo se realizó a las 0, 1 y 4 horas, poniendo
en placa diversas diluciones del medio de agar LB en presencia o ausencia de antibiótico. Después de 18 horas a 37ºC,
las bacterias se contaron y se obtuvo una curva de crecimiento a partir de los resultados obtenidos. Estos resultados se
proporcionan en las Figuras 1 y 2.

En este ejemplo, el mutante ∆pg23 presenta una sensibilidad considerable al suero: de hecho se observa una
diferencia con la cepa silvestre superior a 2 unidades logarítmicas en 1 hora y superior a 4 unidades logarítmicas en 4
horas. Además, los resultados obtenidos en el suero sin complemento y con la cepa ECOR4 en suero indican que el
efecto observado es debido a la acción bactericida del complemento.

3 - Estudio de la virulencia en un modelo animal de ratón

Preparación del inóculo

Las bacterias mutadas silvestres se aislaron a partir de la cepa, se almacenaron a -80ºC, sobre una placa de agar
LB con o sin antibiótico, y se incubaron a 37ºC durante 18 horas. Se preparó un precultivo en medio líquido. Usando
una dilución 1/10 en 10 ml de LB, el cultivo se volvió a realizar a 37ºC con agitación durante 2 horas. Después de
cultivar durante 2 horas, se midió la DO600nm y se prepararon diversas diluciones en solución salina fisiológica, para
así obtener el inóculo deseado. Para la cepa silvestre S26, la DL50 corresponde a un inóculo de 5 x 105 ufc/ratón y la
DL100 corresponde a un inóculo de 1 x 106 ufc/ratón.

Prueba de virulencia

Se administró una inyección intraperitoneal a ratones (Balb/c de 6 semanas de edad) y la disolución bacteriana
inyectada representa un volumen de 100 µl. Se usaron cinco ratones por dosis. Para S26∆pg23, se probaron 4 inóculos
y se midió la tasa de supervivencia después de 24 y 48 horas tras la inyección. En cada experimento, el estudio se llevó
a cabo en paralelo con la cepa silvestre, cuya DL50 es 5 x 105 ufc/ratón.

La S26∆pg23 mutante, inyectada a una dosis igual a 10 veces la DL100, no provoca mortalidad, por tanto la muta-
ción del gen p23 en la cepa K1 S26 de E. coli es responsable de un descenso considerable en la virulencia.

4 - Estudio de la colonización intestinal en un modelo animal de ratón axénico

Todo el experimento se llevó a cabo en un entorno estéril, con instrumentos estériles, en un aislante, y se administró
a los ratones alimento estéril.

Ratones

Son ratones hembra axénicos de 6 a 8 semanas de edad de la línea C3H/He J.

Se usaron cuatro animales por cepa bacteriana.
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Preparación del inóculo

Las bacterias silvestres y mutadas se aislaron a partir de la cepa, se almacenaron a -80ºC, en una placa de agar
LB con o sin antibiótico, y se incubaron a 37ºC durante 18 horas. Después de cultivar la cepa en medio líquido, se
prepararon diversas diluciones en solución salina fisiológica, para así obtener un inóculo de 107 ufc/ml.

Prueba de colonización

La inoculación bacteriana se llevó a cabo oralmente. Durante las 24 horas previas a la inoculación, los ratones
fueron privados de agua. A continuación se les administró para beber una disolución bacteriana de 107 ufc/ml durante
4 horas. Se midió el volumen de la bebida a las 0 y 4 horas, y, de media, un ratón absorbe 5 ml de esta disolución
bacteriana. A continuación se tomaron muestras de las heces en diversos momentos, y se realizó el recuento bacteriano,
llevando las heces a una solución salina fisiológica y poniendo en placa diversas diluciones sobre una placa de agar
LB con y sin antibiótico.

Los resultados se proporcionan en la tabla 1 a continuación.

TABLA 1

Para la cepa silvestre S26, así como para el mutante S26∆pg23, se estableció de forma estable la colonización
del intestino. No se observaron diferencias entre la cepa silvestre y el mutante ∆pg23. La colonización se confirmó el
último día extrayendo el intestino y contando las bacterias después de triturar este órgano.

5 - Clonación y expresión del polipéptido seleccionado

El ácido nucleico que codifica el polipéptido se clonó en un vector de expresión procariota tal como pET-14b con
una cola de poli-his N-terminal, según los procedimientos de clonación convencionales.

A continuación el plásmido recombinante se usó para transformar la cepa de E. coli BL21. Las células transforma-
das se seleccionaron en presencia de ampicilina y las colonias se aislaron. A continuación se cultivaron en presencia
de IPTG para inducir la expresión de la proteína. Los clones que producen la proteína se cultivaron y las proteínas
totales se extrajeron mediante tisis celular. La proteína recombinante se purificó con una columna de afinidad por la
marca de histidina, según el protocolo del fabricante.

La proteína así obtenida se purificó y se usó in vitro para medir su actividad enzimática.

Ejemplo 2

Sensibilidad al suero determinación de la DL50 de cepas mutantes en el modelo de infección en ratón

Dichos mutantes también se compararon con la cepa silvestre S26 de E. coli para la determinación de la DL50 en
el modelo de infección en ratón.

Según se presenta en la Tabla 2 a continuación, el número de unidades formadoras de colonias (ufc) contadas
después del cultivo durante cuatro horas en suero fue superior en la cepa silvestre (wt) S26 que en los mutantes, que
indica que esos mutantes eran sensibles a la muerte en el suero.

Todos los mutantes diferentes bien eran mucho menos virulentos en ratones que la cepa silvestre, como lo demues-
tra el incremento en la DL50 (dosis letal 50), o bien completamente avirulentos, ya que con los mutantes no se pudo
alcanzar una dosis que matase al 50% de los ratones.
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TABLA 2

Los mutantes de los genes que codifican las proteínas dianas correspondientes a las secuencias 1 a 13, que se
atenuaron para la virulencia, aún eran capaces de colonizar el intestino de ratones axénicos como lo demuestra la
persistencia de bacterias en las heces de los animales durante un período de ocho días. Estos resultados se presentan
en la Tabla 3.
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TABLA 3

Las bacterias que colonizan el intestino de ratones axénicos después de ocho días se caracterizaron para verificar
que correspondían a las cepas mutantes que se inocularon oralmente.

Las bacterias recuperadas de las heces de los animales tenían un fenotipo de resistencia a cloranfenicol y sensi-
bilidad al suero, también se pudo detectar por PCR el gen de la cloranfenicol acetil transferasa insertado durante la
mutagénesis.

Las mutaciones en los genes que codifican las proteínas diana (número de secuencia 1 a 13) seguían presentes en
las bacterias que colonizan el intestino de ratones axénicos como se muestra en la Tabla 4.
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TABLA 4

En conclusión, los resultados presentados en este ejemplo demuestran que los genes que codifican las enzimas
involucradas en el metabolismo del núcleo interno del LPS no son esenciales en cepas de E. coli para la colonización,
pero son necesarias para la resistencia al complemento y la virulencia in vivo.

Representan buenas dianas para inhibidores que bloquearán selectivamente la replicación bacteriana en tejido
sanguíneo.

Ejemplo 2

Mutantes de ID de SEC. de proteína Nº 14

La presente invención se refiere a una nueva cepa mutante del grupo B de Streptococcus (GBS) (Streptococcus
agalactiae). En este ejemplo particular, las dianas identificadas corresponden al gen con un número de secuencia 29
que codifica una proteína con un número de secuencia 14 involucrada en la incorporación de residuos de D-alanina en
los ácidos lipoteicoicos asociados a la pared celular (LTAs) en bacterias gram +.

El gen con el número de secuencia 29 es homólogo del gen dltD encontrado en otras bacterias gram positivas y es
el último gen del operón dlt.
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El modelo de bacterias gram + usado es la cepa patógena S. agalactiae NEM316. S. agalactiae es una bacteria
encontrada normalmente en la flora humana y está filogenéticamente próxima a bacterias gram + responsables de la
septicemia nosocomial.

La virulencia de los mutantes GBS en el operón dlt está fuertemente deteriorada en modelos de ratón y de rata
neonata.

De manera interesante, la pérdida de virulencia presumiblemente se debe a un incremento en la sensibilidad a
péptidos catiónicos antimicrobianos, tales como defensinas, que son producidos por numerosos tipos celulares, en
particular, fagocitos.

El uso de un mutante de S. agalactiae, en el que se ha inactivado el gen dltD, demuestra que el producto de ese
gen es una buena diana para el desarrollo de inhibidores de la virulencia de S. agalactiae así como de otros patógenos
gram +.

Referencias citadas en la descripción

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es sólo para la conveniencia del lector. No forma parte del docu-
mento de patente europea. Aunque se ha puesto el máximo cuidado al compilar las referencias, no pueden excluirse
posibles errores u omisiones y la OEP niega cualquier responsabilidad al respecto.

Documentos de patentes no citados en la descripción

• RAUTEMAA R.; MERI S. Microbes and Infection, 1999, vol. 1, 785-794 [0006]

• BURNS S.M.; HULL S.I. Infect Immun, 06 September 1998, vol. 6 (9), 4244-53 [0007]

• RUSSO T. et al. Infect Immun, 06 April 1995, vol. 3 (4), 1263-9 [0007]
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para identificar y seleccionar dianas de genes de virulencia en bacterias patógenas, que com-
prende las siguientes etapas:

- uso de una cepa de la bacteria patógena,

- generación de cepas mutantes para la inactivación de genes que codifican los factores de virulencia,

- determinación de la virulencia de la bacteria mutada en un modelo experimental de infección, y su efecto
sobre la colonización entérica en un modelo de ratón axénico, y

- la identificación y selección de las bacterias con una mutación en los genes que demuestran tener todas las
siguientes características: genes no esenciales para la proliferación in vitro, no esenciales para la coloniza-
ción comensal, pero esenciales para la resistencia al suero in vitro, y esenciales, en el hospedador, para la
diseminación en sangre.

2. El procedimiento de la reivindicación 1, que comprende la etapa de evaluación de la vialidad de la bacteria
mutante in vitro y su capacidad para resistir y proliferar en presencia de suero con complemento.

3. El procedimiento de la reivindicación 1 ó 2, en el que las bacterias patógenas son cepas EXPEC de E. coli.

4. Procedimiento in vitro para inhibir la virulencia de bacterias patógenas, que comprende dirigir un inhibidor de
un ácido nucleico con una ID de SEC. Nº 16, 20, 27 ó 28 o un péptido con una ID de SEC. Nº 1, 5, 12 ó 13, para
incrementar la sensibilidad al suero de las bacterias y atenuar su virulencia.

5. El procedimiento según la reivindicación 4, en el que dichos ácidos nucleicos, sus productos de expresión o
péptidos corresponden a aquéllos de los organismos patógenos, que comprenden Escherichia coli, Salmonella typhi-
murium, Klebsiella pneumoniae, Yersinia pestis, Serratia marcescens, Haemophilus influenzae, Pasteurella multocida,
Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Acetinobacter, Moraxella catarrhalis, Burkholderia pseudomallei, Neis-
seria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori, Bacteroides fragilis.

6. El procedimiento de la reivindicación 5, en el que dichos ácidos nucleicos, productos de expresión o péptidos
son ácidos nucleicos, productos de expresión o péptidos de E. coli, respectivamente.

7. Un procedimiento para la selección de inhibidores de los productos de expresión o péptidos de bacterias pató-
genas, que comprende la puesta en contacto de un ácido nucleico aislado o purificado con la ID de SEC. Nº 16, 20,
27 ó 28 o sus productos de expresión, o un péptido aislado o purificado con una ID de SEC. Nº 1, 5, 12 ó 13 con el
compuesto de prueba, la detección del posible efecto del compuesto sobre la actividad de los productos de expresión
o los péptidos, y la selección de los compuestos con una actividad inhibidora sobre la virulencia.

8. Un procedimiento para la selección de inhibidores de la actividad bioquímica y/o enzimática de los productos
de expresión o péptidos usados según la reivindicación 4, que comprende la puesta en contacto de dichos productos
de expresión o péptidos con el compuesto de prueba, la detección del posible efecto del compuesto sobre la actividad
de los péptidos sobre la virulencia, y la selección de los compuestos activos.

9. Un procedimiento para identificar un compuesto candidato para su uso en la composición de un producto an-
tibacteriano que previene la diseminación de la infección en el hospedador a través de la sangre que comprende la
puesta en contacto de los péptidos usados según la reivindicación 4 con el compuesto candidato, la detección del
posible efecto del compuesto sobre la actividad de los productos de expresión o los péptidos sobre la virulencia, y la
selección del compuesto activo.

10. Uso de la ID de SEC. Nº 1, 5, 12 ó 13 en un procedimiento para inhibir la virulencia de bacterias que comprende,

- la medición de la actividad enzimática de dicho péptido,

- la evaluación de la multiplicación de las bacterias en presencia de suero y suero sin complemento,

- la determinación de la virulencia y la proliferación de las bacterias en un modelo de infección in vivo y la
determinación del efecto sobre la colonización intestinal en un modelo axénico de ratón in vivo.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110>MUTABILIS S.A. se puede usar como
<120> Determinantes de la patogenicidad que se pueden usar como dianas para desarrollar medios para prevenir y

controlar infecciones bacterianas y/o diseminación sistémica
<130> 1621
<160> 32
<170> Patente en versión 3.1
<210> 1
<211> 305
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 1
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<210> 2
<211> 340
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 2
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<210> 3
<211> 265
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 3
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<210> 4
<211> 374
<212> PRT
<213> Escherichia coli
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<400> 4
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<210> 5
<211> 348
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 5
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<210> 6
<211> 338
<212> PRT
<213> Escherichia coli

7



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 306 891 T3

<400> 6
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<210> 7
<211> 302
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 7
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<210> 8
<211> 546
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 8
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<210> 9
<211> 558
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 9

12



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 306 891 T3

13



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 306 891 T3

14



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 306 891 T3

<210> 10
<211> 207
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 10

<210> 11
<211> 191
<212> PRT
<213> Escherichia coli
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<400> 11

<210> 12
<211> 310
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 12

16



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 306 891 T3

<210> 13
<211> 477
<212> PRT
<213> Escherichia coli
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<400> 13
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<210> 14
<211> 420
<212> PRT
<213> Escherichia coli
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<400> 14
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<210> 15
<211> 511
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 15
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<210> 16
<211> 919
<212> DNA
<213> Escherichia coli

23



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 306 891 T3

<400> 16

<210> 17
<211> 1023
<212> DNA
<213> Escherichia coli
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<400> 17

<210> 18
<211> 798
<212> DNA
<213> Escherichia coli
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<400> 18

<210> 19
<211> 1125
<212> DNA
<213> Escherichia coli

<400> 19
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<210> 20
<211> 1047
<212> DNA
<213> Escherichia coli

<400> 20

<210> 21
<211> 1017
<212> DNA
<213> Escherichia coli
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<400> 21

<210> 22
<211> 909
<212> DNA
<213> Escherichia coli
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<400> 22

<210> 23
<211> 1641
<212> DNA
<213> Escherichia coli
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<400> 23

<210> 24
<211> 1677
<212> DNA
<213> Escherichia coli
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<400> 24

<210> 25
<211> 624
<212> DNA
<213> Escherichia coli
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<400> 25

<210> 26
<211> 576
<212> DNA
<213> Escherichia coli

<400> 26

<210> 27
<211> 933
<212> DNA
<213> Escherichia coli
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<400> 27

<210> 28
<211> 1434
<212> DNA
<213> Escherichia coli
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<400> 28

<210> 29
<211> 1263
<212> DNA
<213> Escherichia coli

34



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 306 891 T3

<400> 29

<210> 30
<211> 1536
<212> DNA
<213> Escherichia coli

35



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 306 891 T3

<400> 30

<210> 31
<211> 60
<212> DNA
<213> Escherichia coli

<400> 31

tcgtgcaggc caacctgcac aacagagtga tttgattaac gtgtaggctg gagctgcttc 60

<210> 32
<211> 60
<212> DNA
<213> Escherichia coli

<400> 32

cagggtgctg gcgctcacca tttccggaga cagcttagac acatatgaat atcctcctta 60
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