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DESCRIPCION

Composiciones antimicrobianas que comprenden
un péptido catidénico y una endopeptidasa de glicilgli-
cina.

La presente invencion se refiere a unas composi-
ciones para inhibir la propagacién de organismos pro-
cariotas, como las bacterias.

Se conocen diversos tipos de agentes con activi-
dad bactericida o bacteriostatica, por ejemplo los an-
tibidticos. Sin embargo, cada vez mds, la resistencia
microbiana a los antibiéticos estd creando dificulta-
des en el tratamiento de algunas infecciones. Surgen
dificultades concretas con infecciones causadas por
Staphylococcus aureus que es una causa importan-
te de infecciones hospitalarias y comunitarias. En los
hospitales, los pacientes cateterizados o que se recu-
peran de procedimientos quirdrgicos tienen una tasa
de infeccidn significativamente mayor con morbilidad
y mortalidad considerables. En algunos paises el pro-
blema empeora debido a que la mayoria de las infec-
ciones nosocomiales por S. aureus son causadas por
cepas que son multirresistentes a los antibidticos. Es-
tas cepas multirresistentes a fairmacos se denominan
“MRSA” (Staphylococcus aureus resistente a la meti-
cilina). Se ha dado un aumento dréstico en la propor-
cién de aislados de S. aureus clasificados como MR-
SA. Por ejemplo, en el RU en 2.004, el 40% de todos
los aislados de bacteriemias por S. aureus se clasifica-
ron como MRSA. Queda claro por tanto que el MR-
SA es un problema considerable, especialmente en el
mundo desarrollado.

Se han desarrollado combinaciones especificas de
antimicrobianos para tratar enfermedades derivadas
de microorganismos en seres humanos y animales, es-
pecialmente enfermedades causadas por bacterias re-
sistentes a los antibidticos. Por ejemplo, la infeccién
por la bacteria Gram positiva Mycobacterium tuber-
culosis (el agente etioldgico de la tuberculosis), que
adquiere facilmente resistencia a los antibidticos, pue-
de tratarse mas eficazmente con una combinacién de
antibidticos diferentes. Ademas, la combinacién del
antibidtico betalactdmico amoxicilina y el dcido cla-
vuldnico inhibidor de la beta-lactamasa (Nadler JP et
al., Chest, 1991, Vol. 99, pp. 1025-1026) ha tenido
como resultado el desarrollo de un tratamiento eficaz
para algunas bacterias resistentes a la penicilina. De
esta manera, los métodos de combinaciones de trata-
miento de la infeccién bacteriana tienen el beneficio
de tener menos probabilidades de inducir resistencia
en las bacterias debido a que tienen como diana multi-
ples sitios de accion diferentes. Si las combinaciones
de antimicrobianos presentan un modo sinérgico de
accién también tienen el beneficio afadido de ser mas
econdmicas ya que la combinacién utiliza cantidades
menores de antimicrobianos que si se utilizaran solos.
Las infecciones nosocomiales suelen implicar bacte-
rias multirresistentes y éstas tiene como resultado un
aumento de la mortalidad, morbilidad y coste de tra-
tamiento de los pacientes afectados.

Los agentes antimicrobianos se derivan de una
amplia variedad de fuentes. Por ejemplo, la proteina
ranalexina es secretada por la rana toro norteamerica-
na (Rana catesbelinana) y consiste en 20 aminoécidos
(N-terminal F-L-G-G-L-I-K-I-V-P-A-M-I-C-A-V-T-
K-K-C C-terminal) con un tnico enlace disulfuro in-
tramolecular que forma un anillo heptapéptido dentro
de la molécula (Clark et al., J Biol Chem, 1994, Vol.
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269 No. 14, pp 10849-10855). La ranalexina tiene una
estructura similar al antibidtico bacteriano polimixi-
na, que también es un péptido amfipatico con un ani-
llo heptapéptido. La ranalexina se ha sometido a en-
sayo in vivo con éxito para evitar la infeccion de injer-
tos vasculares causada por Staphylococcus epidermi-
dis Gram positivo resistente a antibidticos (Giacomet-
ti et al., J Antimicrob Chemother, 2000, Vol. 46, pp
751-756). También se ha demostrado que otros pépti-
dos amfipdticos catidnicos tienen actividad antimicro-
biana. Hasta la fecha, se han descrito mas de 500 de
tales péptidos (véase Zasloff Nature, 2002, 415:389-
395). Estos péptidos son todos moléculas amfipdticas:
tienen unos dominios hidr6fobos que comprenden ca-
denas laterales de aminoécidos no polares, y unos do-
minios hidréfilos de residuos polares y cargados po-
sitivamente. Por ejemplo las dermaseptinas, como la
dermaseptina S3, muestran actividad antimicrobiana,
p- €j., contra las levaduras, incluso en forma truncada
(Coote et al., Antimicrob Agents Chemother, 1998,
Vol. 42, No. 9, pp 2160-2170). Se han llevado con éxi-
to estudios funcionales in vitro de péptidos catidénicos
como la ranalexina o la megainina2 en combinacién
con antibidticos utilizados clinicamente como la cla-
ritromicina o la polimixina E contra aislados clinicos
de la bacteria Gram negativa Psudomonas aerugino-
sa. Una combinacién de los péptidos con estos anti-
bidticos dio como resultado un efecto sinérgico (Gia-
cometti et al., ] Antimicrob Chemother, 1999, Vol. 44,
pp 641-645). Las megaininas se derivan de la rana de
ufias africana Xaenopus laevis y las dermaseptinas de
la rana arbérea sudamericana Phyllomedusa sauvagii
(que comprende sl a s5) son de 23-24 aminodcidos
de longitud, catiénicos y amfipdticos, y pueden adop-
tar una conformacion alfa helicoidal.

Determinadas enzimas también pueden mostrar
una actividad antimicrobiana, por ejemplo interfirien-
do con la pared celular bacteriana. Un ejemplo de una
enzima de este tipo es la lisozima, que puede aislar-
se del liquido lagrimal o la clara de huevo. La lisozi-
ma hidroliza el enlace glucosidico beta-1,4 entre la N-
acetil glucosamina y el dcido N-acetilmurdamico, lle-
vando asf a la ruptura de la pared. Otra enzima que
también tiene como diana la pared celular bacteria-
na es la lisostafina. Esta metalopeptidasa dependiente
del cinc de 27 KDa, que es secretada por cepas de
Staphylococcus stimulans 'y S. staphylolyticus, escin-
de los enlaces glicina-glicina en los puentes cruzados
de pentaglicina entre las capas de peptidoglicano de
las paredes celulares estafilocéceicas, lo que lleva a
la lisis celular. La lisostafina puede matar Staphylo-
coccus aureus a concentraciones bajas en cuestion de
minutos (Wu et al., Antimicrob Agents Chemother,
2003, Vol. 47, No. 11, pp 3407-3414). Lamentable-
mente, se da un nivel alto de resistencia a la lisosta-
fina tras la exposicion a niveles sub-inhibitorios. En
un método para superar los problemas de resistencia,
se utilizo lisostafina con un antibiético betalactamico,
que suprimia la resistencia de las bacterias a la lisosta-
fina y que dio como resultado adicional un efecto letal
sinérgico (Kiri et al., Antimicrob Agents Chemother,
2002, Vol. 46, no. 6, pp 2017-2020).

La presente invencién se basa en que la lisostafi-
nay la ranalexina actian sinérgicamente en su accién
antibaceteriana.

La resistencia a la lisostafina puede seleccionar-
se facilmente in vitro y se ha citado como un proble-
ma potencial si la enzima se desarrolla para aplicacio-
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nes comerciales (Climo et al., 2001, Antimic Agents
Chemother, 45:1431-1437). La lisostafina también es
inmunogénica, de manera que los pacientes expues-
tos anteriormente a la enzima podrian producir poten-
cialmente anticuerpos que secuestraran el compuesto
y redujeran asi la actividad (Walsh et al., 2003, Anti-
mic Agents Chemother, 47:554-558). Nuestra demos-
tracién de sinergia inhibitoria entre combinaciones de
ranalexina y lisostafina podria abordar estos dos pro-
blemas potenciales. En primer lugar, es menos proba-
ble que se de resistencia cuando las bacterias se expo-
nen a una combinacién de dos compuestos con modos
de accién divergentes, y en segundo lugar, la natura-
leza sinérgica de la combinacidn significa que se re-
quieren cantidades reducidas de cada compuesto indi-
vidual para inducir el mismo efecto letal permitiendo
el uso de niveles menores de lisostafina en circulacién
que tienen menos probabilidades de inducir una res-
puesta inmunogénica mientras mantienen la eficacia
del tratamiento.

Sin embargo, sigue existiendo una necesidad de
terapias y agentes antimicrobianos adicionales, espe-
cialmente aquellos destinados a tener como diana bac-
terias multirresistentes como el MRSA.

De acuerdo con la presente invencién se propor-
ciona una composiciéon que comprende un péptido
catiénico, que es ranalexina, dermaseptina S3 o una
mezcla de las mismas, y una endopeptidasa de glicil-
glicina, la lisostafina.

La composicién que comprende un péptido catié-
nico y lisostafina (una endopeptidasa de glicilglici-
na) inhibe la propagacién de un procariota, como una
bacteria Gram positiva, por ejemplo Staphylococcus
sp. La bacteria puede ser Staphylococcus aureus, por
ejemplo Staphylococcus aureus MSSA o MRSA. En
una forma de realizacién la composicion es bacterici-
da, es decir, la composicién mata las bacterias.

Se cree que los residuos cargados positivamente
del péptido catidnico interactiian con la membrana de
la célula bacteriana, especialmente con los fosfolipi-
dos cargados negativamente, alterando la estabilidad
e integridad de la membrana. Las membranas de las
células eucariotas s6lo poseen un contenido muy ba-
jo de fosfolipidos cargados negativamente, lo que tie-
ne como resultado la alta especificidad y selectividad
de las proteinas anteriormente mencionadas para las
membranas bacterianas.

La expresion “inhibe la propagacion” se refiere a
una accidn bacteriostatica (es decir, la prevencion de
la colonizacién bacteriana en una superficie desinfec-
tada tratada con la composicién de la presente inven-
cién con respecto a una superficie no tratada) y tam-
bién se refiere a una accion bactericida (es decir, la
aniquilacién activa de las bacterias).

La combinacién de los dos componentes presen-
tes en la composicién tiene como resultado un efecto
antibacteriano sinérgico. Nuestros resultados han de-
mostrado que puede producirse un efecto bactericida,
y requiere cantidades menores de los dos componen-
tes que cualquiera de los componentes cuando se uti-
liza solo. Este efecto sinérgico tiene la ventaja de re-
ducir costes.

Ademds, puesto que cada uno de los dos compo-
nentes actia sobre las bacterias de manera diferente,
se espera por tanto que la combinacion evite la adqui-
sicién de resistencia por las bacterias a la composi-
cion. Esta caracteristica de la composicién tiene espe-
cial importancia para bacterias como las cepas MRSA
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de Staphylococcus aureus que suelen ser expertas en
adquirir resistencia contra las nuevas terapias.

El péptido catidénico de la composicién es ranale-
xina, dermaseptina, o una mezcla de las mismas. La
referencia a la dermaseptina incluye derivados trun-
cados de la misma.

La endopeptidasa de glicilglicina de la composi-
cion es lisostafina.

La composicion de la presente invencién puede
encontrarse en forma de suspension o solucién acuo-
sa. En esta forma de realizacion la composicion puede
aplicarse a la superficie a tratar mediante rociado, por
ejemplo como un rociador de aerosol.

La composicién de la invencién puede aplicarse a
una matriz porosa sélida. La composicion sigue sien-
do eficaz incluso cuando se seca en la matriz. La ma-
triz podria ser una venda, un trapo, un tampoén, hilo
médico, ropa quirtirgica, un ap6sito o similares.

En una forma de realizacién, la composicién com-
prende el péptido catidénico a una concentracién de
0,001 pg/ml o superior, por ejemplo 0,1 ug/ml a 100
ug/ml preferentemente de 4 pug/ml a 100 ug/ml. Con-
centraciones adecuadas incluyen 1 pg/ml o superior,
mds preferentemente de 5 ug/ml a 100 pg/ml. Para
algunas aplicaciones puede utilizarse una concentra-
cién de 10 ug/ml o superior (por ejemplo 10 pg/ml a
100 pg/ml).

En una forma de realizacién, la composicién com-
prende la endopeptidasa de glicilglicina lisostafina a
una concentracion de 0,01 ug/ml o superior, por ejem-
plo 0,1 pg/ml a 100 pg/ml. Tales concentraciones in-
cluyen 0,05 ug/ml o superior, por ejemplo 0,15 pg/ml
o superior, preferentemente 0,45 pg/ml o superior. Pa-
ra algunas aplicaciones puede resultar adecuada una
concentracién de 0,6 pug/ml o superior, por ejemplo
0,6 pug/ml a 100 pg/ml.

En una forma de realizacién preferente la compo-
siciéon comprende ranalexina y lisostafina. Una con-
centracion efectiva de ranalexina y lisostafina com-
prende preferentemente una concentracién de 5 ug a
50 pg de ranalexina por ml y 0,15 pug/ml a 1.05 ug de
lisostafina por ml.

La presente invencién también proporciona un
aposito que contiene la composicidn, y un dispositivo
médico o instrumento quirtirgico que contiene o esti
recubierto con la composicion. El apésito, que puede
ser por ejemplo una tirita, una venda o similar, pue-
de impregnarse opcionalmente con la composicién o
incluir una o més capas impregnadas con la composi-
cion. El instrumento quirdrgico o dispositivo médico
puede estar recubierto con la composicién, por ejem-
plo mediante rociado o inmersién para reducir el ries-
go de diseminar la infeccién desde un paciente 6 a un
paciente. Instrumentos quiridrgicos de ejemplo inclu-
yen, pero no se limitan a, un escalpelo, catéter, tubo
de drenaje, pinza, aguja, grapa, tampon, hilo médico
y similares. El dispositivo medico incluye cualquier
dispositivo unido permanentemente o temporalmen-
te al cuerpo de un paciente. Dispositivos médicos de
ejemplo incluyen, pero no se limitan a, endoprotesis,
injertos (incluyendo injertos vasculares), stents, sutu-
ras, articulaciones de sustitucidn, clavos y placas para
fijar huesos, dispositivos de estoma (que incluyen un
dispositivo PEG), implantes contraceptivos, y simila-
res.

La presente invenciéon también proporciona un
método para inhibir la propagacién de bacterias, co-
mo Staphylococcus aureus, aplicando la composicién
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de acuerdo con la invencién a una superficie de un
objeto o una habitacién, donde la propagacién bacte-
riana resulta indeseable.

En una forma de realizacion, la superficie es una
superficie de un objeto (instrumento quirtrgico, dis-
positivo médico, mobiliario, articulos manipulados
frecuentemente, etc.) o de una habitacién (pared, sue-
lo, techo, etc.) y la composicion se utiliza para desin-
fectar la superficie de cualquier poblacién bacteriana
existente sobre la misma y/o inhibir la recolonizacién
de la superficie por las bacterias. Las bacterias pueden
ser Staphylococcus aureus.

La composicién puede aplicarse como un lavado
o puede aplicarse convenientemente como una pul-
verizacion. Opcionalmente puede utilizarse un trapo
impregnado con la composicién.

En una forma de realizacién alternativa la compo-
sicién es para aplicarse a la superficie de un cuerpo
de un paciente. En una forma de realizacién la super-
ficie es una herida causada por un accidente, trauma o
cirugia.

La composicion puede aplicarse directamente a la
superficie del cuerpo (por ejemplo como un spray, lo-
cién o lavado) o como un apdsito que contenga la
composicién. La aplicacién de la composicion puede
resultar especialmente titil antes de o siguiendo a una
cirugia como tratamiento profilactico para evitar o re-
ducir una infeccién bacteriana. Por supuesto la com-
posicion también puede utilizarse para tratar eficaz-
mente una infeccién bacteriana existente o estableci-
da. Como se ha indicado anteriormente, la composi-
cién de la presente invencion es especialmente eficaz
contra Staphylococcus aureus, incluyendo MSSA y
MRSA.

En una forma de realizacion la aplicacién de la
composicién matara las bacterias.

La presente invencién también proporciona la
composicién como se ha descrito anteriormente pa-
ra su uso en el tratamiento de una superficie de un
objeto o una superficie de una habitacién para com-
batir la propagacion bacteriana sobre la misma. Las
bacterias pueden ser Staphylococcus sp., por ejemplo
Staphylococcus aureus.

La presente invencién también proporciona la
composiciéon como se ha descrito anteriormente pa-
ra su uso en combatir una infeccién bacteriana en
un paciente. Las bacterias pueden ser Staphylococcus
aureus.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona
una composiciéon que comprende un péptido catidni-
co, que es ranalexina, dermaseptina S3 o una mezcla
de las mismas, y lisostafina, para inhibir la propaga-
cién de un organismo procariota, en la que el organis-
mo procariota tiene una pared celular que comprende
una membrana de fosfolipidos que comprende uno o
mads fosfolipidos acidicos y un saculo de mureina que
comprende por lo menos dos capas de mureina reticu-
ladas a través de un puente peptidico que comprende
por lo menos un enlace peptidico que conecta por lo
menos dos residuos de glicina, en la que dicha compo-
sicién desintegra dicha pared celular, y en la que dicha
endopeptidasa de glicilglicina hidroliza dicho enlace
peptidico que conecta los por lo menos dos residuos
de glicina y en la que dicho péptido catidnico interac-
tda con dicha membrana. En una forma de realizacién
la composicién mata al organismo procariota.

A continuacién se describird la presente invencién
en mayor detalle mediante referencia a los siguientes
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ejemplos y figuras en las que:

Las Figuras 1 y 2 muestran la inhibicién del creci-
miento de cepas de Staphylococcus aureus MSSA476
(izquierda) y MRSA252 (derecha) a concentraciones
diferentes de ranalexina y lisostafina en un ensayo en
placas microtiter.

La Figura 3 muestra la inhibicién del crecimien-
to de cepas de Staphylococcus aureus MSSA476 (iz-
quierda) y MRSA252 (derecha) a concentraciones di-
ferentes de magainina2 y lisostafina en un ensayo en
placas microtiter (comparativo).

La Figura 4 muestra la inhibicién del crecimien-
to de cepas de Staphylococcus aureus MSSA476 (iz-
quierda) y MRSA252 (derecha) a concentraciones di-
ferentes de una forma truncada en el extremo C-ter-
minal de la dermaseptina S3 (aminodcidos 1-16) mar-
cada como “DsS3(1-16)”, y lisostafina en un ensayo
en placas microtiter.

La Fig. 5 muestra unos gréficos que dibujan la
OD600 para cepas de Staphylococcus aureus MR-
SA252 (a, c, e) y MSSA476 (b, d, f) medidos durante
24 horas con ranalexina, lisostafina o una combina-
cion de ranalexina y lisostafina a concentraciones di-
ferentes.

La Fig. 6 muestra unos graficos que dibujan la
OD600 de Staphylococcus aureus MRSA252 medi-
dos durante 24 horas s6lo con magainina2 (a) (sélo
comparativo) sé6lo con lisostafina (d), y con una com-
binacién de magainina2 y lisostafina (c) (sélo compa-
rativo). Un experimento similar se muestra dibujando
la OD600 de Staphylococcus aureus MRSA252 me-
dida durante 24 horas s6lo con dermaseptina s3(1-16)
(d), s6lo con lisostafina (e) y con una combinacién de
dermaseptina s3(1-16) y lisostafina (f).

La Figura 7 es un grafico que muestra un efecto
bactericida mejorado contra MRSA cuando se utiliza
lisostafina en combinacién con ranalexina.

La Figura 8 muestra la inhibicién del crecimien-
to de cepas de Staphylococcus aureus MRSA252 (iz-
quierda) y MSSA476 (derecha) en placas de agar que
sigue a la introduccién de discos de papel impregna-
dos con lisostafina y/o ranalexina. La inhibicién se
ilustra mediante las zonas claras alrededor de los dis-
cos de papel.

Ejemplo 1

Se cultivaron cepas de Staphylococcus aureus
MSSA476 (izquierda) y MRSA252 (derecha) en TSB
(caldo triptona-soja; Oxoid Basingstoke, RU) hasta
una fase exponencial media. A continuacién se dilu-
yeron los cultivos en medio fresco hasta una densidad
optica de partida de 600 mn de 0,001 (aproximada-
mente 1,0 x 10° células/ml). Se midié un crecimiento
de cultivos de 100 ul de volumen en placas de cultivo
de 96 pocillos utilizando TSB como control a 37°C
durante 48 horas sin agitacién en presencia de un me-
dio de O g de ranalexina/ml a 50 ug/ml, aumentando
de manera incremental en 5 pg/ml. Se cultivaron 8
muestras para cada concentracién de ranalexina y a
cada una de tales muestras se afiadi6 una concentra-
cién diferente de lisostafina desde O pg/ml hasta 1,05
pg/ml en etapas de 0,15 ug/ml. Se midié la activi-
dad antibaceteriana mediante turbidez reducida medi-
da por densidad 6ptica mediante escaneo en un esca-
ner de imagenes (GE Healthcare RU Ltd) utilizando
un software Image Master Labscan v.3. Los resulta-
dos se muestran en la Figura 1. La concentracién de
ranalexina se indica por encima de la columna respec-
tiva, teniendo cada pocillo de una columna la misma
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concentracion de ranalexina. Los pocillos de cada fi-
la contienen lisostafina a una concentracién final de 0
ug de lisostafina por ml de medio a 1,05 pg/ml (co-
mo se indica en la izquierda), aumentando se manera
incremental en 0,15 w/ml. Para S. aureus MSSA476
cultivado en ausencia de lisostafina, la ranalexina pro-
porciona un efecto inhibitorio a concentraciones por
encima de 30 pg/ml de medio (por lo general de 35
a 40 pg/ml). En ausencia de ranalexina, resulta efec-
tiva una concentracién de lisostafina superior a 0,75
ug/ml (MSSA476 presentaba un MIC de aproximada-
mente 0,75 ug/ml y MRSA252 de aproximadamente
0,45 pgml). La combinacién de ranalexina y lisosta-
fina reduce la cantidad necesaria de cada uno de los
compuestos proporcionando un efecto antimicrobia-
no sinérgico.

Por ejemplo, en presencia de ranalexina a una con-
centracién minima de 5 pg/ml o mayor, una concen-
tracion de 0,15 pg/ml de lisostafina inhibfa completa-
mente el crecimiento de MRSA252 durante 48 horas,
y 5 pg/ml de ranalexina con 0,3 pg/ml de lisostafina
inhibfa la MRSA475 durante el mismo periodo. En
presencia de lisostafina a una concentracién minima
de 0,15 pg/ml o mayor, la presencia de ranalexina a
mas de 10 ug/ml de medio resulta suficiente para lo-
grar tal efecto.

S. aureus MRSA252 cultivado en ausencia de li-
sostafina es inhibido por la ranalexina a concentracio-
nes superiores a 40 ug/ml de medio; en ausencia de
ranalexina, se necesita una concentracién de lisosta-
fina superior a 0,45 pg/ml para tal efecto. La combi-
nacién de ranalexina y lisostafina reduce nuevamente
la cantidad necesaria de cada uno de los compuestos.
El efecto inhibitorio puede observarse a concentracio-
nes superiores a 0 ug/ml tanto para la lisostafina como
para la ranalexina.

Ejemplo 2

Se cultivaron las cepas de Staphylococcus aureus
MSSA476 (izquierda) y MRSA252 (derecha) en me-
dio TSB como se ha descrito en el Ejemplo 1, excepto
para los intervalos de concentracién mds estrechos de
ranalexina y lisostafina. La ranalexina se proporcio-
na a concentraciones de 0 ug/ml, 0,5 ug/mly 1 pg/ml
a 10 pug/ml, aumentando de manera incremental en 1
pg/ml de medio, y concentraciones de lisostafina de
0 pug/ml a 0,2 pg/ml, con concentraciones intermedias
de 0,01 pg/ml, 0,025 pg/ml, 0,05 pg/ml, 0,075 pg/ml,
0,1 pug/mly 0,15 pg/ml como se indica en la Fig. 2.

Estudiando concentraciones menores de los dos
compuestos, pudimos definir con mayor precision los
limites de crecimiento (Figura 2). De esta manera, la
exposicién de MRSA252 a 1 ug ml™' de ranalexina
con 0,15 ug ml™" de lisostafina representaba los ni-
veles efectivos minimos de los compuestos que supri-
mian el crecimiento. De manera similar, la exposicién
de laMSSA476 a5 ug ml~' de ranalexina con 0,15 ug
ml™" de lisostafina representaba los niveles efectivos
minimos que suprimian el crecimiento de esta cepa.
Ejemplo 3

Se cultivaron las cepas de Staphylococcus aureus
MSSA476 (izquierda) y MRSA252 (derecha) en me-
dio TSB como se ha descrito en el Ejemplo 1, excep-
to porque la ranalexina se sustituyé por dermasepti-
na s3(1-16) (un derivado truncado de la dermaseptina
s3, Mor & Nicolas, Eur J Biochem, 1994, 219:31635-
31641) a las mismas concentraciones (0 ug/ml a 50
ug/ml) como se indica en la Figura 4.

La dermaseptina s3(1-16) sola tenfa escaso efec-
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to inhibitorio en cualquiera de las cepas de S. aureus
(hasta 50 ug ml™"), pero al aplicarse en combinacién
con lisostafina, se observé una inhibicién sinérgica
significativa (Figura 4). Por ejemplo, las concentra-
ciones minimas de los compuestos combinados que
inhibfan completamente el crecimiento visible fueron
5 ug ml™' de dermaseptina s3(1-16) y 0,05 ug ml~' de
lisostafina.

Ejemplo 4

Sélo comparativo

Se cultivaron las cepas de Staphylococcus aureus
MSSA476 (izquierda) y MRSA252 (derecha) en me-
dio TSB como se ha descrito en el Ejemplo 1, excepto
porque la ranalexina se sustituy6 por magainina? a las
mismas concentraciones (0 pg/ml a 50 ug/ml) como
se indica en la Figura 3.

La magainina?2 sola tenfa escaso efecto inhibitorio
en cualquiera de las cepas de S. aureus (hasta 50 ug
ml™"), pero la combinacion con lisostafina dio como
resultado una inhibicion sinérgica significativa (Figu-
ra 3). Por ejemplo, el crecimiento visible se inhibid
completamente durante 48 horas tras una exposiciéon
a5 ug ml™! de magainina2 y 0,05 ug ml™! de lisosta-
fina.

Ejemplo 5

Las cepas de Staphylococcus aureus MSSA476 y
MRSAZ252 se cultivaron y colocaron en placas de 96
pocillos como se ha descrito en el Ejemplo 1. Se in-
cubaron las placas a 37°C con agitacién durante 24
horas en un espectrofotémetro de microplacas auto-
matico PowerWave XS (Bio-tek Instuments Inc., Wi-
nooski, EEUU) realizando lecturas de densidad 6ptica
(600 nm) cada 11 min. Se recogieron los datos auto-
maticamente utilizando el software KC4 v.3.2 (Bio-
tek, Instuments Inc., Winooski, EEUU) y se anali-
zaron en Microsoft Excel en medio TSB. Las pla-
cas contenian concentraciones diferentes de ranalexi-
na, magainina2, dermaseptina s3(1-6) y lisostafina, o
combinaciones de lisostafina y ranalexina, lisostafina
y magainina2, o lisostafina y dermaseptina s3(1-6). Se
midié el aumento de la densidad 6ptica (OD) a 600
nm y se dibujé contra el tiempo de cultivo (véanse
las Figuras 5 y 6). El efecto sinérgico para una com-
binacién de ranalexina y lisostafina se muestra en la
Figura 5. Una combinacién de ranalexina y lisostafi-
na se compara con ranalexina o lisostafina solas para
MRSA252 (a, c, e) y MSSA476 (b, d, f). El efecto
inhibitorio sinérgico sobre MRSA252 se obtiene para
la composicién que comprende 5 pg/ml de ranalexina
y 0,05 pg/ml de lisostafina (Fig Sa). Puede observar-
se un efecto sinérgico para MSSA476 que tiene co-
mo resultado un aumento retardado en la OD600 para
una concentracion de ranalexina de 5 ug/ml combi-
nada con 0,05 pg/ml de lisostafina (Fig 5b), pero la
inhibicién total del crecimiento durante 24 horas se
obtiene a concentraciones de 10 ug de ranalexina/ml
y 0,05 ug/ml de lisostafina (Fig 5d) 6 5 ug de ranale-
xina/ml y 0,1 ug/ml de lisostafina (Fig 5f).

Los efectos sinérgicos para la magainina2 y lisos-
tafina se muestran en la Figura 6a-c sélo con fines
comparativos, (Figs 6 a, b, c: magainina2 y lisosta-
fina, Figs 6d, e, f: dermaseptina s3(1-6) y lisostafina).
Se compara una combinacién de ambos compuestos
con diferentes concentraciones de magainina2 o lisos-
tafina. El efecto inhibitorio sinérgico se obtiene a una
concentracion de 10 pug/ml de magainina2 y 0,1 pg/ml
de lisostafina (Fig 6¢) y 10 ug/ml de dermaseptina s3
(1-16) y 0,1 ug/ml de lisostafina (Fig 6f).
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Ejemplo 6

Se expuso MRSA252 en caldo TSB durante 30
mins a: concentraciones crecientes (0, 1, 2, 4, 6,
8, y 10 ug/ml) de ranalexina sola (cuadrados re-
llenos); concentraciones crecientes (0,0, 0,01, 0,02,
0,04, 0,06, 0,08, 0,1 ug/ml) de lisostafina sola (circu-
los rellenos); o una combinacién de 8 ug/ml de rana-
lexina con concentraciones crecientes (0,0, 0,01, 0,02,
0,04, 0,06, 0,08, 0,1 ug/ml) de lisostafina. Se determi-
naron los nimeros de células totales, o supervivien-
tes, tras una exposicion de 30 minutos en cada una
de las condiciones anteriormente indicadas mediante
dilucién seriada y cultivo en agar TSB. Se determi-
naron los supervivientes tras 24 horas de incubacién
de las placas TSB a 37°C y se expresaron como el lo-
garitmo de las unidades formadoras de colonias por
ml de caldo. Los resultados se muestran en la Figura
7. Las flechas de la Figura 7 indican que los niime-
ros de supervivientes fueron menores que el minimo
detectable por este método.

Como se muestra en la Figura 7, la exposicién a
concentraciones de ranalexina de hasta 10 ug ml™
no tenia efecto detectable en la viabilidad. Una du-
racion idéntica de exposicion a concentraciones cre-
cientes de lisostafina, de 0,01 a 0,1 ug ml™', dio como
resultado una reduccién menor de los nimeros de cé-
lulas viables. Por ejemplo, 30 minutos de exposicién
a 0,06 ug ml~! de lisostafina dio como resultado una
reduccion de 0,5 log en nimeros pero una exposicion
a 0,1 ug ml™! de lisostafina dio como resultado una re-
duccién de 2 log (>99%). En particular, la combina-
ci6n de 8 ug ml™' de ranalexina con concentraciones
crecientes de lisostafina dio como resultado una re-
duccién dréstica de la viabilidad tras una exposicién
de 30 minutos. Por ejemplo, 8 pug ml™' de ranalexi-
na con 0,08 ug ml™' de lisostafina dio como resultado
una reduccién mayor que 4 log (mds alld del limite
de deteccion) en los nimeros de células (Figura 7).
De esta manera, la inhibicién sinérgica por ranalexina
y lisostafina da como resultado un efecto bactericida
mejorado.

Ejemplo 7

Se impregnaron discos de papel Whatman estéri-
les con ranalexina (0,5, 1, 2, 5, 10 6 20 ug), con li-
sostafina (0,1, 0,2, 0,5, 1, 2 6 5 ug), una combinacién
de 1 ug de lisostafina y ranalexina (0,5, 1, 2, 5, 10
6 20 ug), o una combinacién de 10 ug de ranalexina
y lisostafina (0,2, 0,2, 0,5, 1, 2 6 5 ug). Se dejaron
secar los discos de papel durante toda la noche y a
continuacién se almacenaron a -20°C hasta que fue-
ran requeridos.

Se hicieron crecer cultivos de Staphylococcus
aureus MRSA252 y Staphylococcus aureus MS-
SA476 hasta una fase semi-logaritmica (OD600 0,6-
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0,9) y se diluyeron a 0,6 en caso de ser necesario. A
continuacién se rociaron 150 ul del cultivo sobre pla-
cas de TSA (agar triptona-soya; Oxoid, Basingstoke,
RU) y se dejaron secar. Un disco de papel impregnado
preparado como se ha descrito anteriormente se colo-
c6 centralmente en las placas de agar. Se incubaron
las placas durante 20 horas a 37°C antes de la valora-
cion visual de las zonas de inhibicién (véase la Figura
8) que resultaron visibles como zonas claras alrede-
dor de los discos. Puede verse por la Figura 8 que se
dio cierta inhibicién minima a una concentracion de
20 ug de ranalexina y a 5 ug de lisostafina, pero no
a concentraciones menores de los agentes cuando se
utilizaron solos.

Sin embargo, la exposicion a discos impregnados
con combinaciones de ranalexina y lisostafina revela-
ron claramente una inhibicién sinérgica, con zonas de
inhibicién mds grandes y mas significativas (Figura
8). Por ejemplo, los discos que contenfan 1 ug ml™
de lisostafina pero con ranalexina creciente, mostra-
ron unas zonas claras de inhibicién con combinacio-
nes superiores a 10 ug ml~' de ranalexina. De manera
similar, los discos con una concentracién fija de ra-
nalexina (10 ug ml™"), pero lisostafina creciente (0,1-
5 pug ml™"), mostraron zonas claras de inhibicién con
combinaciones superiores a 1 ug ml~!' de lisostafina.
En comparacién con las zonas de inhibicién obser-
vadas al someter a ensayo antibidticos convenciona-
les, las zonas observadas con ranalexina y lisostafi-
na son menores. Con la lisostafina, esto se ha atri-
buido a la pobre difusién de la molécula a través del
agar en comparacion con los antibiéticos convencio-
nales (Kusuma & Kokai-Kum, 2005, Antimic Agents
Chemother 49:3256-3263). Tanto la lisostafina como
la ranalexina son proteinas cargadas basicas con pe-
sos moleculares de 27 y 2,1 kDa respectivamente. La
mayoria de los antibiéticos convencionales son mu-
cho menores, con pesos moleculares inferiores, lo que
quizds explica las zonas de inhibicién aparentemente
pequeflas observadas con la ranalexina y la lisostafi-
na. Sin embargo, los resultados demostraron que la
combinacién sinérgica aniquilaba de manera efectiva
el crecimiento de las bacterias en una superficie po-
rosa incluso después que afiadir los compuestos a una
matriz porosa y permitir su secado. De esta manera
las heridas infectadas con MRSA resistente a forma-
cos podrian ser tratadas de manera eficaz con apdsitos
o vendas impregnadas con los dos compuestos. Otras
aplicaciones potenciales podrian incluir el tratamien-
to tépico de infecciones cutdneas estafilocdcicas, lim-
piador de superficies para eliminar MRSA vy el trata-
miento de dispositivos médicos invasivos, por ejem-
plo, catéteres, suturas, etc. para evitar la infeccién por
MRSA potencialmente peligrosa para la vida.
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REIVINDICACIONES

1. Composicién que comprende lisostafina y un
péptido catiénico que es ranalexina, dermaseptina S3
o una mezcla de las mismas.

2. Composicién segin la reivindicacién 1, en la
que el péptido catiénico y la lisostafina se encuentran
en forma de suspension o solucién acuosa.

3. Composicién segiin cualquiera de las reivindi-
caciones 1 6 2, que comprende ranalexina y lisostafi-
na.

4. Composicién seguin la reivindicacién 3 que
comprende ranalexina a una concentracién de 0,001
pg/ml a 100 pg ml, preferentemente de 5 a 50 pg/ml,
y lisostafina a una concentracién de 0,01 pg/ml a 100
ug/ml, preferentemente 0,15 a 1,05 ug/ml.

5. Composicién segiin cualquiera de las reivindi-
caciones 1 6 2, que comprende dermaseptina S3 y li-
sostafina.

6. Composicién segtn la reivindicacién 5, que
comprende dermaseptina a una concentracién de
0,001 wpg/ml a 100 wg/ml, preferentemente de 5
a 10 pg/ml, y lisostafina a una concentraciéon de
0,01 pg/ml a 100 ug/ml, preferentemente de 0,05 a
100 pg/ml.

7. Apdsito o matriz porosa sélida que contiene una
composicién segin cualquiera de las reivindicaciones
1aé6.

8. Matriz segun la reivindicacién 7 que es una ven-
da, trapo, tampon, hilo médico, ropa quirtdrgica, ap6-
sito o similar.

9. Dispositivo médico o instrumento quirirgico
impregnado o recubierto con una composicién segin
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

10. Método para tratar una superficie de un obje-
to o una superficie de una habitacién para combatir
la propagacion bacteriana sobre la misma, compren-
diendo dicho método aplicar a dicha superficie una
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composicién segin cualquiera de las reivindicaciones
laé.

11. Método segtn la reivindicacién 10, en el que
dicha composicién se aplica como un rociador de
aerosol.

12. Composicién segtn cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 6 para su uso para combatir la propaga-
cion de las bacterias.

13. Composicién segtin cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 6 para su uso en el tratamiento de una
superficie de un objeto o una superficie de una habi-
tacién para combatir la propagacién bacteriana sobre
la misma.

14. Composicion segun cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 6 para su uso para combatir o evitar una
infeccién bacteriana en un paciente.

15. Composicién segtin cualquiera de las reivindi-
caciones 12 a 14, en la que las bacterias son bacterias
Gram positivas, preferentemente Staphylococcus sp.

16. Composicién segun la reivindicacion 15, en la
que la bacteria es Staphylococcus aureus, preferente-
mente Staphylococcus aureus MRSA.

17. Composicién que comprende un péptido catié-
nico que es ranalexina, dermaseptina S3 o una mezcla
de las mismas y lisostafina para inhibir la propaga-
cién de un organismo procariota, en la que el organis-
mo procariota tiene una pared celular que comprende
una membrana de fosfolipidos que comprenden uno
o mas fosfolipidos acidicos y un saco de mureina que
comprende por lo menos dos capas de mureina reti-
culadas mediante un puente peptidico que comprende
por lo menos un enlace peptidico que conecta por lo
menos dos residuos de glicina, en la que dicha com-
posicion desintegra dicha pared celular, y en la que
dicha lisostafina hidroliza dicho enlace peptidico que
conecta los por los menos dos residuos de glicina y
en la que dicho péptido catidnico interactia con dicha
membrana.
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