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PEPTIDO CON ACTIVIDAD INHIBIDORA DE QUORUM SENSING,
POLINUCLEOTIDO QUE CODIFICA DICHO PEPTIDO Y SUS APLICACIONES

CAMPO DE LA INVENCION

La invencién se refiere, en general, a un péptido con actividad inhibidora de sefales de
quorum sensing (QS) y a sus aplicaciones. La invencion también se refiere al
polinucleétido que codifica dicho péptido, vectores, células y organismos no humanos

transgénicos que comprenden dicho polinucledtido.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El uso de metodologias de Quorum Quenching (QQ) para el tratamiento de

infecciones bacterianas

Numerosas bacterias patégenas coordinan su actividad infecciosa mediante procesos
de comunicacién intercelular denominados Quorum Sensing (QS) (Otero Casal et al.,
2004). Estos procesos consisten en la liberacién al medio de pequefias moléculas
senal que permiten a las bacterias cuantificar la presencia de otras bacterias mediante
sensores especificos, actuando de forma coordinada una vez alcanzada la
concentracién umbral de sefial indicadora de la existencia de quorum. EI QS controla
la produccién de factores de virulencia, como exoenzimas o pigmentos, de numerosos
patégenos, tanto humanos como animales y vegetales (Whitehead et al., 2001; Fuqua
y Greenberg, 2002; Bassler y Losick, 2006; Wiliams et al., 2007), incluyendo

importantes patégenos nosocomiales como Pseudomonas aeruginosa.

Debido a que la virulencia de numerosos patégenos bacterianos depende de los
procesos de QS, la inactivacién o interceptacion de la comunicacion mediada por
senales de quorum, una estrategia denominada de forma genérica inhibicidon de
quorum sensing o Quorum Quenching (QQ), constituye una alternativa al uso de
antibioticos para el tratamiento y prevencion de infecciones bacterianas. Los procesos
de QQ presentan un enorme potencial en el campo farmacéutico y biotecnolégico, al
tratarse de un mecanismo de bio-control de virulencia que evita que las bacterias
lancen su ataque, haciéndolas mas sensibles a las defensas del hospedador y

facilitando que puedan ser eliminadas con mayor eficacia. Un punto clave de las
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estrategias de QQ es que no afectan a la viabilidad de las bacterias, sino que sélo
interfieren en la expresién de los factores de virulencia, evitando una presion selectiva

sobre ellas, y por lo tanto, no generando resistencias.

Los mecanismos de QQ son considerados los nuevos agentes antipatogénicos
situandolos como un objeto importante de estudio, pues una de sus posibles
aplicaciones es el control de patdgenos tanto de plantas como de animales, incluyendo
humanos, que actuan a través de procesos de QS. El proceso de QQ tiene una menor
probabilidad de seleccion de resistencias y una mayor especificidad, afectando solo a
las bacterias receptoras. Ademas el uso de las estrategias de QQ acompanado de
antibioticos podria dar lugar al control de patégenos multirresistentes tales como P.
aeruginosa. En acuicultura, su aplicacion como sustitutos a antibiéticos es una
alternativa con un amplio potencial, debido a las restricciones legislativas del uso de
antibioticos en este campo, asi como en otros campos de sanidad animal. Por otra
parte, los procesos de QS y QQ cobran real importancia en el medio marino por sus
implicaciones ecologicas en el mismo, y en especial, en el campo de la acuicultura ya
que los procesos de QS mediados por N-acil-homoserin lactonas (AHLs) o
autoinductores de tipo 2 (Al-2) estan abundantemente extendidos en patdgenos
marinos como el caso de Vibrio harveyi, V. anguillarum, V. salmonicida, V. vulnificus,
Aeromonas salmonicida, A. hydrophila, Yersinia ruckeri, Edwarsiella tarda vy
Tenacibaculum maritimum (Freeman y Bassler, 1999; Swift et al., 1999; Croxatto et al.,
2002; Buch et al., 2003; Morohoshi et al., 2004; Bruhn et al.,, 2005; Romero et al.,
2010).

Un proceso controlado por fendmenos de QS a destacar es la formacion de
biopeliculas (“biofilms”), de gran impacto econdmico y clinico. Se sabe que
muchas de estas biopeliculas estan intimamente relacionadas con procesos
infecciosos humanos. Los mecanismos por los que el biofilm produce los
sintomas de la enfermedad todavia no estan completamente establecidos,
aunque se ha sugerido que las bacterias del biofilm pueden producir
endotoxinas, se pueden liberar grupos de bacterias al torrente sanguineo, se
vuelven resistentes a la accion fagocitaria de las células del sistema inmune, v,
por otro lado, constituyen un nicho para la aparicion de bacterias resistentes a

los tratamientos antibidticos. Este ultimo aspecto puede ser especialmente
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relevante dado que las bacterias resistentes originadas en un biofilm podrian
extenderse de paciente a paciente a través de las manos del personal sanitario.
Los patégenos formadores de biopeliculas son muy resistentes a antibidticos y
pueden adherirse a los alimentos o a sustancias en contacto con ellos,
provocando problemas tanto de higiene como posibles toxinfecciones
alimentarias y en ultimo término, grandes pérdidas econdmicas. Ademas, a
menudo se encuentran en la superficie de los implantes médicos o en los
dispositivos insertados en el organismo. También se pueden formar en areas
del cuerpo que estan expuestas al aire; en particular, en heridas y en la pleura.
En este sentido, Pseudomonas aeruginosa es una de las bacterias mas
infectivas y problematicas al formar biofilms dificilmente tratables con
antibidticos convencionales. En pacientes con fibrosis quistica coloniza los
pulmones causando infecciones que son dificiles de tratar, y, a menudo,
finalmente fatales. También es especialmente interesante en pacientes con
heridas crénicas o con quemaduras. Por otra parte, Staphylococcus aureus y
Staphylococcus epidermidis estan actualmente clasificados como los
principales causantes de las infecciones nosocomiales. Esta situacion se ve
favorecida por el hecho de que estas especies habitan tanto en las mucosas
como en la piel de los seres humanos, lo que permite que, a través de las
heridas quirurgicas, puedan penetrar en el torrente sanguineo del paciente por
medio del contacto directo o indirecto con el personal sanitario, con un objeto
contaminado o incluso con otro paciente. Estas especies forma biopeliculas
que colonizan catéteres, drenajes e implantes, favoreciendo la contaminacién y
la resistencia a antibidticos. Ademas, uno de los biofilms biolégicos que
presenta mayor complejidad y de mayor relevancia clinica es la placa dental,
de cuya formacion es responsable, entre otros patdégenos de la cavidad oral,
Streptococcus mutans, que también forma biopeliculas. Adicionalmente, los
biofilms contribuyen a la contaminacidén biolégica de superficies, al bloqueo
mecanico en conductos, sistemas de distribucion de agua potable, sistemas de
aire acondicionado, sistemas antiincendios, etc. Por ultimo hay que afadir que
favorecen la formacion del “biofouling” al constituir la base del crecimiento de

otros organismos superiores en superficies sumergidas, constituyendo un grave
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problema econdmico en el sector de la acuicultura y transporte maritimo.

Existe, por tanto, la necesidad de desarrollar nuevos agentes antibacterianos que

incrementen el arsenal de remedios para combatir infecciones bacterianas.

La bacteria marina Tenacibaculum sp. cepa 20J (CECT 7426) presenta una alta
capacidad de QQ.

Tenacibaculum sp. 20J (CECT 7426): una cepa con elevada capacidad QQ

La bacteria marina Tenacibaculum sp. cepa 20J (CECT 7426) se caracteriza por una
alta capacidad de degradacién de sefiales AHL, mucho mayor que otras bacterias con
actividad QQ que han sido aisladas de suelo (Romero et al., 2012). Se trata del aislado
obtenido a partir de una muestra de sedimento de un tanque de cultivo de peces
marinos, en medio TSA-I (Romero, 2010). La secuencia parcial del gen del RNA
ribosémico 16S de la cepa presenta porcentaje de identidad del 99% con la cepa tipo
de la bacteria marina patégena Tenacibaculum discolor DSM 18842/NCIMB 14278,
perteneciente al filo Cytfophaga-Flavobacterium-Bacteroides (CFB), que causa la
infeccidn bacteriana conocida como tenacibaculosis/flexibacteriosis o “gliding bacterial
disease” (Pifieiro-Vidal et al., 2008). Una caracteristica distintiva de Tenacibaculum sp.
cepa 20J (CECT 7426) es que es capaz de crecer en medios carentes de sales
marinas (TSA-1), por lo que si se aplican de forma estricta los caracteres taxonémicos
fijados para el género Tenacibaculum excluiria a la cepa 20J de la especie T. discolor
(Pineiro Vidal et al., 2008). Por ello, a lo largo de este texto se utilizara para describir
esta especie la terminologia Tenacibaculum sp. cepa 20J o simplemente “cepa 20J”.
Las células vivas y extractos celulares de la cepa 20J degradan todo el intervalo de
tamarnos de AHLs conocido, con o sin oxo- sustituciones, por lo que su actividad es
altamente inespecifica (Romero, 2010). Es una cepa de rapido crecimiento, cultivable

tanto en medios marinos como en medios terrestres.

Estudios preliminares llevados a cabo con la cepa 20J indican que la localizaciéon
principal de su actividad QQ esta ligada a las células aunque también se observa en
sobrenadantes filtrados (ES 2342807 B2). Ademas, su actividad es constitutiva, pues
no requiere la exposicion previa a sefales para su expresion. Al presentar actividad

interceptora de QS tanto en la célula viva como en extractos celulares purificados
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(designados como ECCs en ES2342807 B2), permite el uso de ambos tipos de
presentaciones para su aplicacién biotecnolégica. Ademas de haberse demostrado su
alto espectro de actividad QQ, la comparacion de su actividad con los datos
disponibles en la bibliografia confirman su potencial ya que esta cepa degrada las
AHLs con una velocidad hasta 24 veces mayor que los consorcios bacterianos
marinos seleccionados por su actividad QQ (Cam et al., 2009). La comparacion de la
actividad de extractos celulares purificados de la cepa 20J con los mismos extractos
de la cepa de Bacillus thuringiensis CECT 197, puso de manifiesto la mayor actividad
de los extractos celulares purificados de la cepa 20J, sobre todo en el caso de la
degradacién de la N-hexanoil-L-homoserin lactona (C6-HSL): mientras que la
concentraciéon minima activa (CMA) para la degradacién total de una disolucion 10 yM
de C6-HSL en 24 horas es de 10 ug de proteina de extracto por mL para la cepa 20J,
€s necesaria una concentracién 3 érdenes de magnitud mayor de extracto celular de
Bacillus thuringiensis ATCC10792, 10.820 pg de proteina/mL, para llevar a cabo la
misma degradacién (datos no publicados). Por todas sus caracteristicas, la cepa 20J
es un candidato prometedor para el control de patégenos relacionados con la salud
humana, acuicultura, animales y plantas o en la inhibicién de la formacidén de biofiims
(Romero, 2010) y por ello estas aplicaciones ha sido protegidas mediante patente (ES
2342807 B2).

No obstante, no se ha podido identificar hasta la fecha el gen responsable de su
actividad QQ o de su actividad degradadora de sefales de QS, en particular, sefales
AHLs. La identificacién y caracterizacion de dicho gen permitiria disponer facilmente
de cantidades importantes del producto responsable de dicha actividad, lo que
facilitaria y generalizaria su empleo en todo tipo de aplicaciones en las que resulta

necesario el control de poblaciones bacterianas que producen sefiales de QS.

Los esfuerzos realizados hasta la fecha para intentar clonar el gen o genes
responsables de la actividad QQ sobre sefiales de QS, en particular AHLs, mediante
técnicas basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores
degenerados, disefados para las secuencias conservadas de las lactonasas y
acilasas descritas en la bibliografia o mediante la construccién de una biblioteca
gendémica en plasmido con la que se transformé la cepa productora de AHLs P.
aeruginosa PAOI, portadora del plasmido QSIS pMH6E55 (Rasmussen et al., 2005),

que fue disefiada para la deteccion de QQ, ya que la cepa no puede sobrevivir en
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presencia de sacarosa y AHL, resultaron infructuosos. En concreto, ninguna de dichas
metodologias resultd en la deteccidn de los genes responsables de actividad QQ de la
cepa 20J (datos no publicados), lo que es indicativo de la existencia de diferencias
importantes entre la enzima con actividad QQ de la cepa 20J y las enzimas con

actividad QQ descritas hasta la fecha.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Se describe la clonacion, secuenciacién y caracterizacién del gen responsable de la
actividad QQ de Tenacibaculum sp. cepa 20J (CECT 7426) que codifica un péptido
con actividad inhibidora de sefiales de QS, en particular, con actividad lactonasa, en
ocasiones denominado “Aii20J” en esta descripcion, que presenta un porcentaje de
identidad inferior al 38% con respecto a las secuencias de otras lactonasas descritas
hasta la fecha para otras especies, asi como frente a las secuencias de los genes
homodlogos presentes en otras especies del género Tenacibaculum cuya actividad QQ
ya ha sido descrita con anterioridad (ES2342807 B2).

Por tanto, en un aspecto, la invencién se relaciona con un polinucledtido que
comprende la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1, o una variante
del mismo que tiene un grado de identidad de al menos un 76% con respecto a dicha

SEQ ID NO: 1y codifica un péptido con actividad inhibidora de Quorum Sensing (QS).

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un vector que comprende dicho

polinucleétido.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con una célula que comprende dicho
polinucleédtido, o dicho vector, o el péptido codificado por dicho polinucleétido, con la

condicion de que dicha célula no es una bacteria del género Tenacibaculum.

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con un organismo no humano transgénico
que comprende, insertado en su genoma, dicho polinucleétido o dicho vector, con la

condicion de que dicho organismo no es una bacteria del género Tenacibaculum.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un péptido codificado por la secuencia

nucleotidica de dicho polinucledétido.
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En otro aspecto, la invencion se relaciona con una composicion que comprende dicho
polinucleédtido, vector, célula, organismo no humano transgénico o péptido. En una
realizacién particular, dicha composicidn comprende, ademas, un vehiculo
seleccionado entre un vehiculo apto para alimentacion, un vehiculo farmacéuticamente

aceptable y un vehiculo agricolamente aceptable.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un producto alimenticio que comprende

dicha composicion y un vehiculo apto para alimentacién.

En ofro aspecto, la invencién se relaciona con el empleo de dicho polinucledtido,
vector, célula, organismo no humano transgénico o péptido, en la elaboracién de un

producto alimenticio.

En ofro aspecto, la invencion se relaciona con una composicion farmacéutica que

comprende dicha composicidon y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En ofro aspecto, la invenciéon se relaciona con el empleo de dicho polinucleétido,
vector, célula, organismo no humano transgénico o péptido, en la elaboracién de un

medicamento para la prevencién y/o el tratamiento de una infeccidén bacteriana.

En ofro aspecto, la invencidén se relaciona con una composicion agricola que

comprende dicha composicidén y un vehiculo agricolamente aceptable.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método para controlar una
enfermedad bacteriana en una planta, que comprende poner en contacto dicha planta
con dicho péptido, en donde dicha enfermedad bacteriana es causada por una
bacteria productora de sefiales de QS, bajo condiciones que permiten controlar dicha

enfermedad bacteriana.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método para controlar una
enfermedad bacteriana en una planta, que comprende transformar dicha planta con
dicho polinucleétido o vector, en donde dicha enfermedad bacteriana es causada por

una bacteria productora de sefales de QS.
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En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método para controlar una
enfermedad bacteriana en una planta, que comprende el empleo de una bacteria
transformada con dicho polinucledtido o vector, en donde dicha enfermedad
bacteriana es causada por una bacteria productora de senales de QS, bajo

condiciones que permiten controlar dicha enfermedad bacteriana.

En ofro aspecto, la invencién se relaciona con el empleo de dicho polinucledtido,
vector, célula, organismo no humano transgénico o péptido, para provocar un proceso
de quorum quenching (QQ) en respuesta a un proceso de QS, en donde dicho proceso

de QS es causado por una bacteria productora de sefales de QS.

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con un método para provocar un proceso de
QQ en respuesta a un proceso de QS, en donde dicho proceso de QS es causado por
una bacteria productora de sefales de QS, que comprende poner en contacto dicha
bacteria con dicho polinucleétido, vector, célula, organismo no humano transgénico o

péptido, bajo condiciones que permiten provocar dicho proceso de QQ.

En ofro aspecto, la invencién se relaciona con el empleo de dicho polinucleétido,
vector, célula, organismo no humano transgénico o péptido, para inhibir un proceso de
QS, en donde dicho proceso de QS es causado por una bacteria productora de

sefales de QS.

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con un método para inhibir un proceso de
QS, en donde dicho proceso de QS es causado por una bacteria productora de
sefiales de QS, que comprende poner en contacto dicha bacteria con dicho
polinucleédtido, vector, célula, organismo no humano transgénico o péptido, bajo

condiciones que permiten inhibir dicho proceso de QS.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método in vitro para degradar una
sefial de QS, que comprende poner en contacto dicho polinucleétido, vector, célula,
organismo no humano transgénico o péptido, con dicha sefal de QS, bajo condiciones

gue permiten degradar dicha sefal de QS.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método in vitro para modular la

actividad sefializadora de una N-acil-homoserin lactona (AHL), que comprende poner
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en contacto dicho polinucleétido, vector, célula, organismo no humano transgénico o
péptido, con dicha AHL, bajo condiciones que permiten modular la actividad

sefalizadora de dicha AHL.

En ofro aspecto, la invencién se relaciona con el empleo de dicho polinucledtido,
vector, célula, organismo no humano transgénico o péptido, para inhibir la formacién

de un biofilm bacteriano ex vivo o in vitro.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método in vitro o ex vivo para inhibir
la formacién de un biofilm bacteriano, en donde dicho biofilm bacteriano es producido
por una bacteria productora de una sefial de QS, que comprede poner en contacto
dicho polinucleétido, vector, célula, organismo no humano transgénico o péptido, con
dicha bacteria productora de sefiales de QS, bajo condiciones que permiten inhibir la

formacion de dicho biofilm bacteriano.

En realizaciones particulares de la invencidn, dichas sefales de QS producidas por la
bacteria comprenden una AHL, en donde dicha AHL es (i) una AHL no sustituida, en
donde dicha AHL no sustituida se selecciona del grupo formado por C4-HSL, C6-HSL,
C8-HSL, C10-HSL, C12-HSL, C14-HSL y sus combinaciones; (ii) una AHL oxo- o
hidroxi- sustituida, en donde dicha AHL oxo- o hidroxi- sustituida se selecciona del

grupo formado por OC6-HSL, OC12-HSL y sus combinaciones; o (iii) combinaciones
de (i) y (ii).

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Fotografia del clon positivo 13-E2 obtenido en el cribado de la biblioteca
gendmica de la cepa 20J. Se observa que el pocillo aparece sin pigmento violaceina, a
diferencia del resto de pocillos de la placa microtiter, por la degradacién de la AHL

afadida exégenamente.

Figura 2: Analisis HPLC-MS de degradacién de C6-HSL tras 24 horas por extractos
celulares del clon positivo 13-E2 (ECC 13E2). Controles: PBS y E. coli DH10B sin el
fésmido (ECC DH10B). Se acidificé a pH 2 para recuperar el anillo lactona (barras

sombreadas).
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Figura 3. Analisis HPLC-MS de degradacion de C10-HSL tras 24 horas por extractos
celulares del clon positivo 13-E2 (ECC 13E2). Controles: PBS y E. coli DH10B sin el
fésmido (ECC DH10B). Se acidificé a pH 2 para recuperar el anillo lactona (barras

sombreadas).

Figura 4. Fotografia del bioensayo en medio sélido de 3 de los clones positivos de la
segunda genoteca construida a partir del inserto del clon 13-E2 seleccionados al azar
(1-E6, 1-G7 y 4-A9) y 1 clon negativo (1E9) con los biosensores de AHLs C. violaceum
CV026 (A) y C. violaceum VIRO7 (B). Todos los clones ensayados fueron capaces de
degradar C6-HSL y C10-HSL tras 24 horas impidiendo la formaciéon del halo de
violaceina en los biosensores. El pocillo con violaceina se corresponde con un clon

negativo confirmado (1-E9) usado como control.

Figura 5. Alineamiento de las secuencias nucleotidicas de aii20J con la lactonasa aiiA
de Bacillus sp. 240B1 (Dong et al., 2000, numero de acceso AF196486).

Figura 6. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de lactonasa de 20J (Aii20J) y
las lactonasas de distintas especies del género Bacillus. EI motivo conservado
caracteristico de las metalo-p-lactamasas (HXHXDH), aparece entre los aminoacidos
138 y 143 de la figura.

Figura 7. Resultados del bioensayo para degradacion de C6-HSL (arriba) y C10-HSL
(abajo) por células vivas de distintas especies del género Tenacibaculum. Las
bacterias se cultivaron en Caldo Marino durante 24 horas y a continuacién se
resuspendieron en PBS pH 6,5 al que se afiadio la AHL a una concentracion de 10
MM. La degradacién se visualizé6 mediante el ensayo de activacién de la produccion de
violaceina en los biosensores C. violaceum CV026 y VIRO7 que producen este

pigmento sélo en presencia de AHL (Romero et al., 2011).

Figura 8. Alineamiento de las lactonasas de Tenacibaculum sp. 20J (Aii20J), T.
discolor (AIiTD), T. gallaicum (AiiTG), T. lutimaris (AiiTL), T. aestuarii (AiiTA) y T.
soleae (AiiTS) obtenidas mediante amplificacibn con primers disefiados para los
extremos de Aii20J. Para alinear las secuencias de las distintas lactonasas y de sus
respectivas secuencias nucleotidicas se usaron las herramientas informaticas de
BLAST del NCBI.
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Figura 9. Arbol filogenético mediante el método neighbor-joining de las secuencias
aminoacidicas de Aii20J de Tenacibaculum sp. 20J, AiiTD de T. discolor, AiiTG de T.
gallaicum, AiiTS de T. soleae, AIiTL de T. lutimaris, AiiTA de T. aestuarii, AiilA de B.
subtilis (numero de acceso AAY51611.1), AiiA de B. cereus (AAY22194.1), AiiA de B.
thurigiensis (AAO43435.1), AiiA de uncultured Bacillus sp. (CAD44268.1), AiiA Al96 de
Bacillus sp. Al96 (ADK91097.1), AttM/AiiB de A. tumefaciens (AAL13075.1), AhlK de
K. pneumoniae (AAO47340.1) y AhID de Arthrobacter sp. (AAP57766.1). Barra de

escala: 0,2 sustituciones de aminoacidos por sitio.

Figura 10. Electroforesis de &acidos nucleicos en gen de agarosa al 1%. Calle M:
marcador de peso molecular (pb). 1. miniprep de un cultivo de XL1blue transformado
con pET28c(+) con el inserto de Aii20J. 2: doble digestion de esta miniprep con EcoRI

y Ncol, el inserto del gen Aii20J (861 pb) aparece en el tamafio correspondiente.

Figura 11. Electroforesis de acidos nucleicos en gel de agarosa al 1%. M: Marcador
de peso molecular (pb). 1: PCR de una de las colonias recombinantes obtenidas por
electroporacion en BL21(DE3) con los primers TEN1F y TEN1R, aparece el fragmento

entre los dominios homélogos internos (237 pb) en el tamafio correspondiente.

Figura 12. Gel de electroforesis desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) con
tincidbn de azul de coomasie del extracto celular de cultivos de 24 h de E. coli
BL21(DE3) pET28c+, E. coli BL21(DE3) pET28c+ Aii20J y E. coli BL21(DE3) pET28c+

Aii20J inducido con IPTG. Marcador molecular (en kDa) en la calle de la izquierda.

Figura 13. Gel de electroforesis desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) con
tincion de azul de coomasie de la proteina Aii20J purificada a partir del extracto de un
cultivo de 24 h de E. coli BL21DE3 pET28c+ Aii20J. Se utilizé una columna de afinidad
por histidina para la purificacién de proteinas (His GraviTrap™ affinity columns, GE
Healthcare). La banda obtenida de proteina (~34,9 kDa) en la calle del gel pertenece a
la fraccién recogida de la purificacion. Marcador molecular (en kDa) en la calle de la

izquierda.

Figura 14: Bioensayo para determinar la Concentracion Minima Activa (CMA) de
Aii20J frente a C6-HSL (CV026) y C10-HSL (VIRO07). Se incubaron distintas diluciones
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de una solucién de AiiA de 0,2 mg/mL con las AHLs a una concentracién 10 uM
durante 3 horas (panel superior) y 24 horas (panel inferior). Se consider6 como CMA
la concentracidon de la mayor dilucion que logré eliminar completamente la senal

(ausencia de halo de violaceina) en el tiempo estipulado.

Figura 15: Cinética de degradacién de C6-HSL y C10-HSL 50 yM mediante Aii20J
purificada (20 pg/mL) de Tenacibaculum sp. 20J o mediante AiiA purificada (40 yg/mL)
de Bacillus sp. y termoestabilidad de Aii20J a 60°C con C6-HSL (50 uM) determinados
mediante analisis de HPLC-MS. Los controles se establecieron con las sefales en
PBS. Los datos son la media de 3 reacciones independientes, mostrandose la media 'y

la desviacién estandar.

Figura 16. Degradacion de distintas AHLs por una solucién de 20 ug/mL de Aii20J en
el periodo de 1 hora a una temperatura de 22°C. Se representa el porcentaje de AHL
no degradado, medido por HPLC-MS.

Figura 17. Fotografia del bioensayo en medio sélido de resistencia a pH de Aii20J
purificada a una concentracion final de 20 pg/mL a 22°C con distintos buffers (valores
de 3-9 pH) para las dos sefales C6-HSL (placa izquierda) y C10-HSL (placa derecha).
Las AHLs se incubaron durante 3 horas con el enzima previamente tratado al pH que

se indica.

Figura 18. Efecto de la Quimiotripsina (Panel inferior) y la Proteinasa K (panel
superior) sobre la actividad enzimatica de Aii20J. Aii20J (20 pg/mL) se incubé con
soluciones de ambos enzimas (proteinasa K/Aii20J 1:10 y quimiotripsina/Aii20J 1:60)
durante 30 6 60 minutos y a continuaciéon se afadié6 C6-HSL o C10-HSL para evaluar
la actividad del enzima. Los pocillos centrales se corresponden con el control negativo
de PBS mas la AHL correspondiente y con halo de violaceina aparecen los controles
negativos de la proteinasa K y quimiotripsina tratada en las mismas condiciones que

las muestras pero sin la enzima Aii20J.

Figura 19: Analisis HPLC-MS de la capacidad de degradaciéon de C6-HSL por Aii20J
purificada previo tratamiento con distintas temperaturas (22, 60, 80 y 90°C) durante 10
minutos. La concentracion de la proteina fue de 20 pg/mL. El control (barra con

puntos) se realizd en PBS.
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Figura 20. Fotografia del bioensayo en medio sélido del CCE de E. coli BL21DE3 con
el plasmido pET28c(+) y Aii20J para C6-HSL. La actividad de 20J dentro del extracto
resistié al tratamiento con todas las temperaturas degradando la sefial C6-HSL a las 3
horas impidiendo la formacidén del halo de violaceina en el biosensor. Los pocillos
centrales se corresponden con los controles negativos de PBS con la misma

concentracién de AHL (10 uM).

Figura 21. Se muestra la ausencia de interferencia de Aii20J con la accién de algunos
antibiéticos B-lactamicos. Se muestra un antibiograma de pocillos de diferentes
antibiéticos del grupo de las cefalosporinas frente a Staphylococcus aureus. En la
placa de la izquierda se muestran los antibiéticos no tratados. En la placa de la
derecha se muestran los antibiéticos tratados con Aii20J (20 pg/mL durante 24 horas).
El diametro de los halos de inhibicidon no se vio afectado por el tratamiento con el

enzima para ninguno de los antibiéticos e inhibidores de la f-lactamasa probados.

Figura 22. Se muestra la resistencia al acido de E. coli K12 MG1655. Las células se
cultivaron en LB glucosa (0,4 %) con las distintas condiciones: E. coli K-12 (Control),
E. coli con OC6-HSL 5 uM (Control AHL), E. coli con Aii20J a 20 ug/mL (Aii20J) y E.
coli con OC6-HSL y Aii20J (Aii20J AHL) a 30°C y a continuacion fueron subcultivadas
en MEM a pH 2,0 con glucosa (0,4 %) y glutamato (1,6 mM) a la misma temperatura.
La superviviencia de E. coli se determiné mediante la cuantificacion de las CFU/mL a
las 0, 1,5 y 3 horas y se expresd como porcentaje (%) de células viables con respecto
a las 0 horas. Cada condicién fue ensayada por triplicado y las barras de error

representan la desviacion estandar.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

1. Polinucledtido de la invencién

En un aspecto, la invencién se relaciona con un polinucleétido, en adelante

“polinucleétido de la invencién”, que comprende la secuencia de nucledtidos mostrada

en la SEQ ID NO: 1, o una variante del mismo que tiene un grado de identidad de al
menos un 76% con respecto a dicha SEQ ID NO: 1 y codifica un péptido con actividad

inhibidora de Quorum Sensing (QS).
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En el sentido utilizado en esta descripcidén, el término “Quorum Sensing” o “QS”,
también conocido como “deteccidon de quorum”, se refiere a la capacidad de un
microorganismo para percibir y responder a la densidad poblacional mediante la
regulacibn de la expresidon genética, siendo asi capaz de desarrollar un
comportamiento social coordinado. Asi, las bacterias comunican su presencia a las
demas usando pequenas moléculas de senalizacidn quimica, conocidas como
“sefales de QS”, que liberan, detectan y responden a la acumulacién en el medio de
tales sefales. La deteccién de dichas sefiales QS permite a la bacteria distinguir entre
una alta densidad de poblaciéon y una baja densidad de poblacion, de modo que, a
medida que crece la poblacidn bacteriana se incrementa el nivel extracelular de la
molécula senal, hasta que se alcanza una concentracidon umbral que equivale a un
censo minimo o quorum que desencadena una variacion de la expresiéon génica
bacteriana en respuesta a cambios en el numero de células. Se conocen 4 tipos

principales de sefales QS:

a) N-acil-homoserin lactonas (AHLs), basadas en un anillo lactona (HSL) al que
se une, mediante enlace amida, un acido graso que constituye la cadena
lateral; dicha cadena lateral tiene, normalmente, una longitud de entre 4 y 18
atomos de carbono, puede estar saturada o insaturada y puede presentar o no
sustituciones oxo- o hidroxi- en el tercer atomo de carbono; ejemplos
ilustrativos, no limitativos de dichas AHLs incluyen AHLs no sustituidas, tales
como,por ejemplo, N-hexanoil-L-homoserin lactona (C4-HSL), N-hexanoil-L-
homoserin lactona (C6-HSL), N-octanoil-L-homoserin lactona (C8-HSL), N-
decanoil-L-homoserin lactona (C10-HSL), N-dodecanoil-L-homoserin lactona
(C12-HSL), N-tetradecanoil-L-homoserin lactona (C14-HSL), etc., asi como
AHLs oxo- o hidroxi- sustituidas, tales como, por ejemplo, N-oxohexanoil-L-
homoserin lactona (OC6-HSL), N-oxododecanoil-L-homoserin lactona (OC12-
HSL), etc. Este tipo de sefiales AHLs son bastante habituales en bacterias
Gram-negativas aunque también se han descubierto en otros phyla (e.g., en
algunas cianobacterias, en miembros de Citofaga-Flavobacterium-Bacteroides

(CFB), también conocidos como Bacteroidetes);

b) Péptidos autoinductores (AlPs), corresponden a péptidos de bajo peso

molecular (presentan habitualmente entre 5 y 34 restos de aminoacidos), que
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sufren modificaciones post-traduccionales; se conocen diferentes familias de
AlPs. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de dichos AlPs incluyen la nisina, el
AIP-1 de estafilococos asi como unos péptidos de triptéfano isoprenilado. Este

tipo de sefiales AlPs son bastante habituales en bacterias Gram-positivas; y

¢) Autoinductores de tipo U(Al-2), cuya estructura es un diéster furanosil borato,
que se encuentran tanto en bacterias Gram-positivas como Gram-negativas.
Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de este Al-2 incluyen (2S,4S)-2-metil-
2,3,3,4-tetrahidroxitetrahidrofurano-borato, (2R,4S)-2-metil-2,3,3,4-tetrahidroxi-

tetrahidrofurano-borato, etc.

d) AI-3, cuya estructura no se conoce y se cree relacionada con la comunicacion
entre procariotas y eucariotas, que establece mecanismos de senalizacién
cruzada con las hormonas eucariotas epinefrina y norepinefrina, y que se ha
descrito en cepas enterohemorragicas de Escherichia coli y ofras

enterobacterias.

En el sentido utilizado en esta descripcién, un péptido con “actividad inhibidora de

Quorum Sensing (QS)”, se refiere, en general, a un péptido que inhibe un proceso de

QS mediado por sefales de QS, en donde dichas sefales de QS se seleccionan entre

AHLs, APls, Al-2, Al-3 y combinaciones de las mismas.

En una realizacion particular, dicho péptido con actividad inhibidora de QS es un
péptido que inhibe las sefales mediadas por AHLs hidrolizando el anillo lactona
presente en dichas AHLs, tal como un péptido con actividad lactonasa, es decir, un
péptido que hidroliza la lactona (anillo HSL) generando el correspondiente &cido
hidroxi-carboxilico. La actividad lactonasa del péptido de la invenciéon (definido mas
adelante) puede determinarse mediante diversos ensayos enzimaticos conocidos por
el técnico en la materia. En general, todos los ensayos enzimaticos adecuados para tal
fin miden el sustrato consumido o el producto generado en la reaccién durante un
periodo de tiempo determinado. En un caso particular, la actividad enzimatica puede
determinarse midiendo la velocidad inicial de reaccién, método mediante el cual las
mediciones se realizan en un periodo muy corto de tiempo y en concentraciones
saturantes de sustrato, por lo que la concentracion de sustrato libre se considera igual
al sustrato inicial y la velocidad medida es la maxima alcanzada en las condiciones de

reaccion dadas. En otro caso particular, la actividad enzimatica puede determinarse
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mediante la medida del progreso de la curva durante la reaccién, en donde se
determina la concentracion del sustrato consumido o del producto obtenido como una
funcion del tiempo. En ofro caso particular, la actividad enzimatica puede determinarse
mediante la medida de la concentraciéon de sustrato o de producto en la rapida fase
inicial transitoria de la reaccidn enzimatica en la que el complejo molecular intermedio
llega a un periodo cinético constante. En otra realizacion particular, la actividad
enzimatica puede determinarse en la fase de equilibrio de la reaccién, que consiste en
la alteracidén del equilibrio de la reaccién enzimatica modificando las condiciones de
reaccion tales como temperatura, pH, presién, etc. y el estudio de cédmo regresa de

nuevo a las condiciones de equilibrio la mezcla de enzima, sustrato y producto.

La actividad lactonasa de un péptido puede ser determinada por cualquier método
convencional adecuado conocido por los expertos en la materia. Dicho método puede
basarse en la determinaciéon de la cantidad de sustrato consumido o de producto
generado en la reacciéon durante un periodo de tiempo determinado. Para ello, se
utilizara el sustrato adecuado para la actividad lactonasa a ensayar. En la parte
experimental que acompana a esta descripcion, se describen distintos ensayos
adecuados para determinar la actividad lactonasa de un péptido (véase, por ejemplo,

el Ejemplo 3, apartado 3.3).

En una realizacién particular, la actividad lactonasa de un péptido se determina
mediante la hidrolisis de una lactona, preferentemente, una AHL, tal como una AHL no
sustituida, por ejemplo, C4-HSL, C6-HSL, C8-HSL, C10-HSL, C12-HSL o0 C14-HSL, o
una AHL oxo- o hidroxi- sustituida, por ejemplo, OC8-HSL u OC12-HSL. A modo
ilustrativo, no limitativo, la actividad lactonasa de un péptido puede llevarse a cabo
mediante un ensayo que comprende poner en contacto dicho péptido con el sustrato
correspondiente, por ejemplo, C6-HSL, C10-HSL, OC6-HSL, etc., bajo condiciones
apropiadas y, posteriormente, evalur la presencia de sustrato no degradado mediante
un bioensayo en placa con las cepas bioindicadoras Chromobacterium violaceum
CV026 y C. violaceum VIRO7, o bien mediante analisis de la cinética de degradacion
de sustrato (e.g, una AHL tal como C6-HSL, C10-HSL u OC6-HSL) por el péptido en
estudio y valoracién de la concentracién de AHL mediante HPLC-MS de acuerdo con

la metodologia especificada en Romero et al. 2011.
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En ofra realizacién particular, dicho péptido con actividad inhibidora de QS es un
péptido que degrada o inhibe las sefiales del tipo AIPs, tal como un péptido con
actividad hidrolasa, es decir, un péptido que hidroliza el péptido AIP o que inhibe la
actividad de la sefial mediada por dicho AIP. La actividad inhibidora de las sefiales
mediadas por AlIPs puede ser determinada por métodos convencionales conocidos por

los técnicos en la materia, tales como los descritos en Boles and Horswill, 2008.

En ofra realizacién particular, dicho péptido con actividad inhibidora de QS es un
péptido que degrada o inhibe las sefales del tipo Al-2, tal como un péptido con
actividad hidrolasa, es decir, un péptido que hidroliza el Al-2 o que inhibe la actividad
de la sefal mediada por dicho Al-2. La actividad inhibidora de las sefiales mediadas
por Al-2 puede ser determinada por métodos convencionales conocidos por los
técnicos en la materia. En una realizacién particular, la actividad de degradacién de Al-
2 se determina empleando cultivos de diferentes cepas de la especie marina
bioluminiscente Vibrio harveyi con mutaciones especificas en los sistemas de QS que
controlan la produccién de luz, a los que se anade el péptido con actividad inhibidora
de QS, y se evalua la cantidad de luz producida. En concreto, en la cepa JMH597 de
esta especie, sélo el canal de Al-2 esta activo (AHL-, Al-2 +, CAI-1-), por lo que en
caso de que el péptido anadido al cultivo tenga actividad QQ contra Al-2, no se

produciria luz en esta cepa en concreto.

En ofra realizacién particular, dicho péptido con actividad inhibidora de QS es un
péptido que degrada o inhibe las sefiales mediadas por Al-3, tal como un péptido con
actividad hidrolasa, es decir, un péptido que hidroliza el péptido Al-3 0 que inhibe la
actividad de la sefial mediada por dicho Al-3. La actividad inhibidora de las sefiales
mediadas por Al-3 puede ser determinada por métodos convencionales conocidos por

los técnicos en la materia, tales como los descritos en Hughes et al, 2009.

La SEQ ID NO: 1 ha sido identificada a partir de Tenacibaculum sp. cepa 20J (CECT
7426), una bacteria marina con alta capacidad de degradacién de senales AHL, tal
como se menciona en la patente espafola ES2342807, mediante un ensayo basado
en la construccion de una libreria genémica de Tenacibaculum sp. cepa 20J en
fésmido y screening funcional, tal como se describe en el Ejemplo 1. Dicha SEQ ID
NO: 1 codifica un péptido con actividad inhibidora de QS. Ensayos realizados por los

inventores han puesto de manifiesto que el péptido cuya secuencia de aminoacidos se
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muestra en la SEQ ID NO: 2 (definido mas adelante), codificado por dicha SEQ ID NO:
1, inhibe las sefales de QS mediadas por AHLs ya que tiene, al menos, actividad

lactonasa e hidroliza AHLs (Ejemplo 3).

Por tanto, en una realizacion particular, el polinculeétido de la invenciéon comprende la
secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1. La SEQ ID NO: 1 incluye

tanto el codon de inicio (ATG) como el de terminacion (TAA).

En otra realizacién particular, la secuencia de nucleétidos del polinucleétido consiste

en la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 1.
En oftra realizacién particular, el polinucleétido de la invencidn es una variante
sustancialmente homologa y funcionalmente equivalente del polinucledtido cuya

secuencia de nucleétidos se muestra en la SEQ ID NO: 1.

En el sentido utilizado en esta descripcion, un polinucleétido es “sustancialmente

homélogo” al polinucleétido de SEQ ID NO: 1 cuando su secuencia de nucleétidos
tiene un grado de identidad respecto a la secuencia de nucledtidos mostrada en la
SEQ ID NO: 1 de, al menos, un 76%, ventajosamente de, al menos un 85%,
preferentemente de, al menos, un 90%, mas preferentemente de, al menos, un 91%,
92%, 93%, 95%, 96%, 97% 6 98%, y, todavia mas preferentemente de, al menos un
99%. El grado de identidad entre dos secuencias de nucleédtidos puede determinarse
por métodos convencionales, por ejemplo, mediante algoritmos estandar de
alineamiento de secuencias conocidos en el estado de la técnica, tales como, por
ejemplo BLAST (Altschul S.F. et al. 1990). A modo ilustrativo, un polinucleétido
sustancialmente homélogo al polinucledtido cuya secuencia de nucleétidos
comprende, o consiste en, la secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO: 1 se
puede construir en base a la secuencia de nucleétidos mostrada en dicha SEQ ID NO:
1 mediante la introduccidn de, por ejemplo, nucleétidos o codones que codifican
aminoacidos que constituyen sustituciones conservativas o no conservativas con
respecto a los aminoacidos codificados por la secuencia de nucleétidos mostrada en
SEQ ID NO: 1. Otros ejemplos ilustrativos de posibles modificaciones incluyen la
insercién de uno o mas nucledtidos en la secuencia, la adicién de uno o mas
nucledétidos en cualquiera de los extremos de la secuencia, o la delecién de uno o mas

nucledtidos en cualquier extremo o en el interior de la secuencia.
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En el sentido utilizado en esta descripcién, un polinucleétido es “funcionalmente
equivalente” al polinucleétido cuya secuencia de nucleétidos comprende, o consiste
en, la secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID NO: 1 cuando codifica un péptido
que tiene actividad inhbidora de QS. La actividad inhibidora del péptido codificado por
polinucleétido funcionalmente equivalente al polinucleétido cuya secuencia de
nucledtidos comprende, o consiste en, la secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ
ID NO: 1 puede ser determinada por métodos convencionales de determinaciéon de
dicha actividad inhibidora de QS (e.g., actividad inhibidora de sefales mediadas por

AHLs, AlPs, Al-2 y/o Al-3), tales como los mencionados previamente.

En una realizacion particular, el polinucledtido de la invencién es una variante
sustancialmente homodloga y funcionalmente equivalente del mismo, es decir, es un
polinucleétido cuya secuencia de nucleotidos tiene un grado de identidad de al menos
un 76%, ventajosamente de, al menos un 85%, preferentemente de, al menos, un
90%, mas preferentemente de, al menos, un 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% 6
98%, y, todavia mas preferentemente de, al menos un 99%, con respecto a la
secuencia de nucleétidos mostrada en dicha SEQ ID NO: 1 y codifica un péptido con
actividad inhibidora de QS. En una realizacién concreta, el polinucleétido de la
invencién es un polinucleétido cuya secuencia de nucleétidos tiene un grado de
identidad de al menos un 76% con respecto a la secuencia de nucleo6tidos mostrada
en dicha SEQ ID NO: 1 y codifica un péptido con actividad inhibidora de QS. En otra
realizacién concreta, el polinucleétido de la invencién es un polinucledtido cuya
secuencia de nucleétidos tiene un grado de identidad de al menos un 90% con
respecto a la secuencia de nuclebtidos mostrada en dicha SEQ ID NO: 1 y codifica un
péptido con actividad inhibidora de QS. En otra realizacién concreta, el polinucledtido
de la invencidn es un polinucleotido cuya secuencia de nucleétidos tiene un grado de
identidad de al menos un 99% con respecto a la secuencia de nucleétidos mostrada
en dicha SEQ ID NO: 1y codifica un péptido con actividad inhibidora de QS.

El polinucleétido de la invencién puede encontrarse como tal o formando parte de una
construccion génica, en adelante construccién génica de la invencion, que comprende

dicho polinucledtido de la invencioén.



WO 2015/004305 PCT/ES2014/070569

20

La construccion génica de la invencion puede incorporar, operativamente unida, una
secuencia reguladora de la expresion del polinucleétido de la invencién, constituyendo
de este modo un cassette de expresiéon. Tal como se utiliza en esta descripcion, la

expresion “operativamente unida” significa que el péptido de la invencion, codificado

por el polinucleétido de la invencidn, es expresado en el marco de lectura correcto bajo
el control de las secuencias de control o reguladoras de expresiéon. Las secuencias de
control son secuencias que controlan y regulan la transcripciéon y, en su caso, la
traduccion del péptido de la invencién, e incluyen secuencias promotoras, secuencias
codificantes para reguladores transcripcionales, secuencias de union a ribosomas
(RBS) y/o secuencias terminadoras de transcripcién. En una realizacion particular,
dicha secuencia de control de expresién es funcional en células y organismos
procariotas, por ejemplo, bacterias, etc., mientras que en ofra realizacién particular,
dicha secuencia de control de expresién es funcional en células y organismos
eucariotas, por ejemplo, células de insecto, células vegetales, células de mamifero,
etc. Ventajosamente, la construccion de la invencién comprende, ademas, un
marcador o gen que codifica para un motivo o para un fenotipo que permita la
seleccién de la célula hospedadora transformada con dicha construccién. La
construccion génica de la invencién puede obtenerse mediante el empleo de técnicas

ampliamente conocidas en el estado de la técnica (Sambrook et al., 2001).

La construccion génica de la invencion puede ser insertada en un vector apropiado.
Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con un vector, tal como un vector
recombinante, en adelante vector de la invencion, que comprende el polinucledtido de
la invencion o la construccion génica de la invencion. La eleccion del vector dependera
de la célula hospedadora en la que se va a introducir posteriormente. En una
realizacién particular, el vector de la invencion es un vector de expresién. A modo
ilustrativo, no limitativo, el vector donde se introduce el polinucleétido de la invencién
puede ser un plasmido que, cuando se introduce en una célula hospedadora, se
integra o no en el genoma de dicha célula. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de
vectores en los que puede insertarse el polinucledtido de la invencién o la construccion
génica de la invencion incluyen el plasmido pET28c(+). La obtenciéon del vector de la
invencion puede realizarse por métodos convencionales conocidos por los técnicos en
la materia (Sambrook et al., 2001). En una realizacidén particular, dicho vector es un

vector util para transformar células competentes de Escherichia coli (Ejemplo 3).
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El vector de la invencion puede ser utilizado para transformar células susceptibles de
ser transformadas por dicho vector. Dichas células pueden ser procariotas o
eucariotas. El vector de la invencion puede ser utilizado para transformar células
eucariotas, tales como levaduras, por ejemplo, Pichia pastoris, etc., 0 microalgas, por
ejemplo, Chlamydomonas reinhardltii, etc., o células procariotas, tales como bacterias,

por ejemplo, E. coli, etc.

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con una célula hospedadora, en
adelante célula de la invencién, que comprende un polinucleétido de la invencidn, una
construccion génica de la invencién, un cassette de expresion proporcionado por esta
invencién, o un vector de la invencién, y es capaz de expresar la proteina de la
invencién, o bien un péptido de la invencidn (definido mas adelante), con la condicién
de que dicha célula de la invencion no es una bacteria del género Tenacibaculum. El
término “célula”, tal como aqui se utiliza, se refiere a la unidad mas pequefa que
mantiene las propiedades fundamentales de la vida, y, comprende células
procaridticas, eucaridticas y mesocaribticas, asi como células de organismos
unicelulares (e.g., bacterias) y multicelulares (e.g., animales, plantas). Asi, a modo
ilustrativo, la célula de la invencién puede ser una célula eucariota, tal como por
ejemplo, una célula de tejido vegetal, una levadura, una microalga, etc., una célula
procariota, tal como una bacteria, por ejemplo, E. coli, etc. La obtencion de células de
tejidos vegetales que comprenden un polinucleétido de la invencidn, una construccion
génica de la invencién, un cassette de expresién proporcionado por esta invencién, un
vector de la invencién, o un péptido de la invencién (definido mas adelante) puede ser
muy interesante desde diversos puntos de vista, por ejemplo, para aumentar la
resistencia a bacterias patdgenas, en particular, bacterias productoras de sefiales de
QS. Las células de la invencién pueden ser obtenidas por métodos convencionales
conocidos por los técnicos en la materia (Sambrook et al., 2001). En una realizacion
particular, dicha célula de la invencion es una célula hospedadora transformada con un

vector de la invencion.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un organismo no humano transgénico,
en adelante “organismo transgénico de la invencién”, que comprende, insertado en su
genoma, un polinucledtido de la invencién, una construccion génica de la invencién, un
cassette de expresién proporcionado por esta invenciédn o bien un vector de la

invencién, con la condicién de que dicho organismo no humano no es una bacteria del
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género Tenacibaculum. El organismo transgénico de la invencién puede ser una
planta, por ejemplo, de tabaco, patata, tomate, cebolla, algodén, lino, café, chocolate,
caucho, roble, castafo, cerezo, etc., un cereal, por ejemplo, maiz, trigo, arroz, cebada,
avena, etc., o bien un animal, por ejemplo, pez cebra, salmén, conejo, ratén, etc.
Debido a que el polinucleédtido de la invencién codifica un péptido con actividad
inhibidora de QS, el organismo transgénico de la invencidn sera resistente, o
sustancialmente mas resistente que el correspondiente organismo no transgénico que
no contiene insertado en su genoma el polinucleotido de la invencién, a las infecciones
causadas por organismos, por ejemplo, bacterias, que producen sefales QS y/o podra
provocar un proceso de Quorum Quenching (QQ) en respuesta a un proceso de QS.
El organismo transgénico de la invencidn puede ser obtenido por métodos
convencionales conocidos por los técnicos en la materia (Sambrook et al., 2001);
dichos métodos incluyen el empleo de pistolas de genes o el uso de bacterias o virus
como vectores para transferir el polinucledtido de la invencion. Dong et al (2001)
describen la obtencion de plantas de tabaco y de patata transformadas con la
secuencia correspondiente a una lactonasa de Bacillus sp. con actividad sobre AHLs,
por lo que el organismo transgénico de la invencién puede ser obtenido, por ejemplo,

mediante los métodos descritos en dicha publicacién.

2. Péptido de la invencidén

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un péptido, en adelante “péptido de la
invencién”, cuya secuencia de aminoacidos corresponde a la secuencia de

aminoacidos codificada por el polinucleétido de la invencion.

El término “péptido”, tal como aqui se utiliza, se refiere a una cadena de aminoacidos
unidos por enlaces peptidicos, independientemente de su longitud, e incluye tanto
cadenas de aminoacidos de 10 o menos aminoacidos (en algunas publicaciones
identificados como “oligopéptidos”) como cadenas de aminoacidos de mas de 10

aminoacidos, por ejemplo, mas de 100 aminoacidos.

En una realizacién particular, el péptido de la invencidon comprende la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 2. La secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 2 corresponde a la secuencia codificada por el polinucleétido cuya

secuencia de nucleétidos se muestra en la SEQ ID NO: 1. Dicho péptido tiene
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actividad inhibidora de QS. Las caracteristicas de dicha actividad inhibidora de QS han
sido mencionadas previamente en relacién con el polipéptido de la invencién asi como
los ensayos para identificar si un determinado péptido tiene o no dicha actividad
inhibidora de QS. Ensayos realizados por los inventores han puesto de manifiesto que
el péptido cuya secuencia de aminoacidos se muestra en la SEQ ID NO: 2, inhibe QS,
tales como las sefiales mediadas por AHLs, por lo que, al menos, tiene actividad

lactonasa e hidroliza AHLs (Ejemplo 3).

En otra realizacion particular, la secuencia de aminoacidos del péptido de la invencion
consiste en la secuencia de nucleotidos mostrada en la SEQ ID NO: 2. En ocasiones,

dicho péptido ha sido denominado “Aii20J” en esta descripcion.
En otra realizacion particular, el péptido de la invencién es una variante
sustancialmente homéloga y funcionalmente equivalente del péptido cuya secuencia

de aminoacidos se muestra en la SEQ ID NO: 2.

En el sentido utilizado en esta descripcidn, un péptido es “sustancialmente homélogo”

al péptido de SEQ ID NO: 2 cuando su secuencia de aminodcidos tiene un grado de
identidad respecto a la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 de, al
menos, un 76%, ventajosamente de, al menos un 85%, preferentemente de, al menos,
un 90%, mas preferentemente de, al menos, un 91%, 92%, 93%, 95%, 96%, 97% 06
98%, y, todavia mas preferentemente de, al menos un 99%. El grado de identidad
entre dos secuencias de aminoacidos puede determinarse por métodos
convencionales, por ejemplo, mediante algoritmos estandar de alineamiento de
secuencias conocidos en el estado de la técnica, tales como, por ejemplo BLAST
(Altschul S.F. et al. 1990). A modo ilustrativo, un péptido sustancialmente homoélogo al
péptido cuya secuencia de nucleétidos comprende, o consiste en, la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2 se puede construir en base a la secuencia de
aminoacidos mostrada en dicha SEQ ID NO: 2 mediante la introduccién de, por
ejemplo, aminoacidos que constituyen sustituciones conservativas 0 no conservativas
con respecto a los aminoacidos presentes en la secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQ ID NO: 2. Otros ejemplos ilustrativos de posibles modificaciones incluyen la
adicién de uno 0 mas aminoacidos en cualquiera de los extremos (amino o carboxilo),
la insercién de uno o mas aminoacidos en la secuencia, o la delecién de uno o mas

nucledtidos en cualquier extremo o en el interior de la secuencia.
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En el sentido utilizado en esta descripcidn, un péptido es “funcionalmente equivalente”

al péptido cuya secuencia de aminoacidos comprende, o consiste en, la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2 cuando tiene actividad inhbidora de QS. La
actividad inhibidora del péptido funcionalmente equivalente al péptido cuya secuencia
de aminoacidos comprende, o consiste en, la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 2 puede ser determinada por métodos convencionales de
determinacion de dicha actividad inhibidora de QS (e.g., actividad inhibidora de
senales mediadas por AHLs, AlPs, Al-2 y/o Al-3), tales como los mencionados

previamente.

En una realizacién particular, el péptido de la invencién es una variante
sustancialmente homodloga y funcionalmente equivalente del mismo, es decir, es un
péptido cuya secuencia de aminoacidos tiene un grado de identidad de al menos un
76%, ventajosamente de, al menos un 85%, preferentemente de, al menos, un 90%,
mas preferentemente de, al menos, un 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% & 98%,
y, todavia mas preferentemente de, al menos un 99%, con respecto a la secuencia de
aminoacidos mostrada en dicha SEQ ID NO: 2 y tiene actividad inhibidora de QS. En
una realizacién concreta, el péptido de la invenciéon es un péptido cuya secuencia de
aminoacidos tiene un grado de identidad de al menos un 76% con respecto a la
secuencia de aminoacidos mostrada en dicha SEQ ID NO: 2 y tiene actividad
inhibidora de QS. En otra realizacion concreta, el péptido de la invencion es un péptido
cuya secuencia de aminoacidos tiene un grado de identidad de al menos un 93% con
respecto a la secuencia de aminoacidos mostrada en dicha SEQ ID NO: 2 y tiene
actividad inhibidora de QS. En otra realizacidén concreta, el péptido de la invencién es
un péptido cuya secuencia de aminoacidos tiene un grado de identidad de al menos un
99% con respecto a la secuencia de aminoacidos mostrada en dicha SEQ ID NO: 2y
tiene actividad inhibidora de QS.

El experto en la materia entendera que las secuencias de aminoacidos a las que se
hace referencia en esta descripcidn pueden estar modificadas quimicamente, por
ejemplo, mediante modificaciones quimicas que son fisiolégicamente relevantes, tales

como, fosforilaciones, acetilaciones, etc.
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Asimismo, el experto en la materia entendera que dentro de dichas variantes
sustancialmente homélogas y funcionalmente equivalentes del péptido cuya secuencia
de aminoacidos se muestra en la SEQ ID NO: 2 se encuentran los fragmentos

peptidicos que satisfacen tales condiciones.

El péptido de la invencidon puede encontrarse como tal o formando parte de una
proteina de fusién, la cual constituye un aspecto adicional de la presente invencion.
Dicha proteina de fusién comprende, por tanto, un polipéptido A que comprende un
péptido de la invencién, y un polipéptido B, donde dicho polipéptido B es un polipéptido
diferente a dicho polipéptido A. El polipéptido B puede estar unido a cualquier extremo
del polipéptido A. Asi, en una realizacion particular, el extremo amino terminal del
polipéptido B esta unido al extremo carboxilo terminal del polipéptido A, mientras que,
en otra realizacién particular, el extremo carboxilo terminal del polipéptido B esta unido
al extremo amino terminal del polipéptido A. Ambos polipéptidos A y B pueden estar
unidos directamente entre si, o bien a través de un péptido espaciador (linker) entre
dichos polipéptidos A y B. La proteina de fusion puede obtenerse por métodos
convencionales conocidos por los expertos en la materia, por ejemplo, mediante la
expresion de un polinucledtido que comprende la secuencia de nucledtidos que
codifica dicha proteina de fusién en células hospedadoras apropiadas. El polipéptido A
comprende un péptido de la invencion, cuyas caracteristicas ya han sido mencionadas
y se incorporan aqui por referencia. En una realizacién particular, la proteina de fusion
de la invencioén tiene actividad inhibidora de QS, en particular, inhibidora de sefales de
QS mediadas por AHLs, mas concretamente, actividad lactonasa para hidrolizar AHLs.
El polipéptido B es un polipéptido “diferente” al polipéptido A, es decir, es un
polipéptido distinto al polipéptido A; en este sentido, en una realizaciéon particular, el
polipéptido B es un péptido diferente a un péptido de la invencidén, mientras que, en
otra realizacion particular, el polipéptido B es un péptido de la invencién pero diferente
al péptido de la invencidn concreto comprendido en el polipéptido A en una proteina de
fusion de la invencidn determinada. Practicamente cualquier polipéptido puede ser
utilizado como polipéptido B en la proteina de fusion de la invencién, siempre y cuando
cumpla la condicidn de que es diferente del polipéptido A. Ejemplos ilustrativos, no
limitativos, de péptidos que pueden ser utilizados como polipéptido B en la presente
invencion incluyen péptidos utiles para aislar y/o purificar proteinas, etc. Asi, en una
realizacién particular, dicho polipéptido B es un péptido util para aislar y/o purificar

proteinas. En general, dicho péptido util para aislar y/o purificar proteinas estara



WO 2015/004305 PCT/ES2014/070569

26

situado en una regidn de la proteina de fusidbn de la invencién que no afecte
adversamente a la funcionalidad del péptido de la invencién. Practicamente cualquier
péptido que pueda ser utilizado para aislar y/o purificar una proteina de fusidon
(denominados genéricamente “péptidos etiqueta” o “tag”) puede estar presente en
dicha proteina de fusién de la invencion. A modo ilustrativo, no limitativo, dicho péptido
util para aislar y/o purificar una proteina, tal como una proteina de fusion, puede ser,
por ejemplo, una cola de argininas (Arg-tag), una cola de histidinas (His-tag), FLAG-
tag, Strep-tag, un epitopo susceptible de ser reconocido por un anticuerpo, tal como c-
myc-tag, etc. En una realizacion particular y preferida de dicha proteina de fusién,

dicho polipéptido B comprende una cola de polihistidinas.

Ensayos realizados por los inventores han puesto de manifiesto que el péptido de la
invencién, en particular, el péptido cuya secuencia de aminoacidos comprende, o
consiste en, la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 2, es estable bajo determinadas
condiciones. En el sentido utilizado en esta descripcion, el término “estable” se refiere
a la capacidad del péptido de la invencién de mantener su actividad inhibidora de QS
bajo determinadas condiciones, por ejemplo, pH, proteinasas, entre otras, y que
ademas carece de actividad frente a antibiéticos B-lactamicos e inhibidores de B-
lactamasas. Asi, se ha observado, que dicho péptido de la invencién, ademas de tener
actividad lactonasa de amplio espectro, degradando AHLs con cadenas laterales
comprendidas entre 4 y 14 atomos de carbono, tanto oxo- o hidroxi- sustituidas como
no sustituidas, es resistente a pH en el intervalo comprendido entre 3 y 9, es resistente
a proteinasa K y quimiotripsina, y no interactua con antibiéticos B-lactamicos (e.g.,
Penicilina G, Meticilina, Amoxicilina, Ampicilina, Cefalotina, Cefaclor, Cefoxitina,
Ceftriaxona, Cefoperazona, Imipenem y Meropenem) ni con inhibidores de las B-

lactamasas (e.g., Sulbactam y &cido clavulanico), tal como se aprecia en el Ejemplo 3.

La estabilidad de un péptido puede ser determinada empleando diversos ensayos
conocidos por los técnicos en la materia. Algunos de dichos ensayos se basan en
determinar la conservacion (o pérdida) de la actividad del péptido bajo determinadas
condiciones. A modo ilustrativo, no limitativo, la estabilidad de un péptido puede

determinarse mediante los ensayos mencionados en el Ejemplo 3.

El péptido de la invencion puede ser obtenido por métodos convencionales conocidos

por los técnicos en la materia. Aunque dicho péptido de la invencién puede aislarse a
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partir de un organismo productor del mismo, e.g., Tenacibaculum sp. cepa 20J (CECT
7426), en una realizaciéon particular y preferida, dicho péptido de la invencién puede

obtenerse por métodos basados en la tecnologia del ADN recombinante.

Por tanto, en otro aspecto, la invenciéon se relaciona con un procedimiento para la
obtenciéon de un péptido de la invenciéon, que comprende cultivar una célula de la
invencién bajo condiciones que permiten la produccion de dicho péptido vy, si se desea,
recuperar dicho péptido del medio de cultivo. Las condiciones para optimizar el cultivo
de dicha célula dependeran de la célula utilizada. El experto en la materia conoce tales
condiciones. El procedimiento para producir el péptido de la invencién incluye,

opcionalmente, el aislamiento y purificacion de dicho péptido de la invencién.

3. Aplicaciones

Debido a la actividad inhibidora de QS del péptido de la invencién, el polinucleétido de
la invencion, el vector de la invencion, la célula de la invencién, el organismo
transgénico de la invencién, o el péptido de la invencion presentan multitud de
potenciales aplicaciones en diferentes sectores de la técnica, entre los que se

encuentran el sector alimentario, el farmacéutico y el agricola.

En general, para su administracion y/o empleo, el péptido de la invencion, o el
polinucledtido de la invencion, o el vector de la invencidn, o la célula de la invencién, o

el organismo transgénico de la invencidn, se combinara con un vehiculo adecuado.

Por tanto, en otro aspecto, la invencién se relaciona con una composicion, en adelante
composicién de la invencidon, que comprende un polinucleétido de la invencidn, un
vector de la invencidén, una célula de la invencion, un organismo transgénico de la

invencién, o un péptido de la invencioén.

Por razones de simplicidad, en esta descripcion, se hara referencia, en ocasiones, al
polinucleétido de la invencidn, vector de la invencién, célula de la invencion, organismo
transgénico de la invencion, o péptido de la invencion, con la denominacién genérica

“componente activo de la invencién”.
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Las caracteristicas del componente activo (polinucleétido, vector, célula, organismo
transgénico, o péptido de la invencion) en la composicion de la invencion ya han sido
definidas previamente y se incorporan aqui por referencia. En una realizacion
particular, el componente activo de la invencion, presente en la composiciéon de la
invencién, se selecciona del grupo formado por un polinucleétido de la invencién, un
vector de la invencion, una célula de la invencidén y un péptido de la invencién,

preferentemente, un polinucledtido de la invencion o un péptido de la invencién.

Como se ha mencionado previamente, el componente activo de la invencién puede
estar presente en un vehiculo adecuado para su administracion y/o empleo. En
general, dicho vehiculo se elegira dependiendo de la aplicacién a la que vaya
destinado el componente activo de la invencién y de su forma de administraciéon. No
obstante, en una realizacion particular, el vehiculo en el que puede estar presente el
componente activo de la composicién de la invencion es un vehiculo seleccionado
entre:

- un vehiculo apto para alimentacion;

- un vehiculo farmacéuticamente aceptable; y

- un vehiculo agricolamente aceptable.

3.1 Aplicaciones en el sector alimentario

En una realizacion particular, la composicién de la invencién comprende un

componente activo de la invencién junto con un un vehiculo apto para alimentacion.

Asi, de acuerdo con esta realizacion particular, la composicién de la invenciéon es un

producto alimenticio. En el sentido utilizado en esta descripcidn, el término “producto

alimenticio” incluye cualquier sustancia o producto de cualquier naturaleza, sélido o
liquido, natural o transformado, que por sus caracteristicas, aplicaciones,
componentes, preparacion y estado de conservacion, sea susceptible de ser habitual o
idéneamente utilizado en alguno de los fines siguientes: a) para la normal nutricién
humana o animal o como fruitivos; o b) como aditivos o productos dietéticos, en casos
especiales de alimentaciéon humana o animal. Asimismo, dicho término también incluye
los piensos 0 materias naturales y productos elaborados, de cualquier origen, que, por
separado o convenientemente mezclados entre si, resulten aptos para la alimentacion

animal. El término “producto alimenticio”, tal como aqui se utiliza también incluye
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composiciones nutracéuticas, es decir, composiciones adecuadas para su empleo en
humanos o animales que comprenden uno o mas productos naturales con accién
terapéutica o que proporcionan un beneficio para la salud o que han sido asociados
con la prevencién o disminucién de enfermedades, por ejemplo, bacterias probidticas,
etc., e incluye suplementos dietéticos presentados en una matriz no alimenticia (e.g.,
capsulas, polvo, etc.) de un producto natural bioactivo concentrado presente
usualmente (o0 no) en los alimentos y que, tomado en dosis superior a la existente en
esos alimentos ejerce un efecto favorable sobre la salud, mayor que el que podria
tener el alimento normal. Un alimento listo para consumir es aquel que no necesita ser
diluido mediante, por ejemplo, una solucién acuosa adecuada para el consumo. En
principio, los ingredientes presentes en un alimento listo para consumir estan
equilibrados y no se necesita afadir ingredientes adicionales al alimento para volverlo
listo para el consumo, tal como es considerado por un experto en la materia. Un
alimento concentrado es aquel en el que uno 0 mas ingredientes estan presentes en
mayor concentracion que en un alimento listo para consumir, por lo que para su
empleo, es necesario diluirlo mediante, por ejemplo, una soluciéon acuosa adecuada
para el consumo. Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de alimentos proporcionados por
esta invencidn incluyen tanto productos alimenticios destinados a consumo humano,
como piensos y concentrados para alimentacion animal, tales como piensos y
concentrados alimenticios destinados a su uso en acuicultura o en cualquier animal, ya
sea animal de produccion, doméstico o silvestre, tales como perros, gatos, bovidos,

ovidos, suidos, équidos, etc.

El empleo de un polinucleétido de la invencidn, un vector de la invencién, una célula
de la invencidén, un organismo transgénico de la invencion, o un péptido de la
invencién, en la elaboracion de un producto alimenticio, constituye un aspecto
adicional de esta invencién. En una realizacién particular, dicho producto alimenticio es
una sustancia o producto susceptible de ser utilizado en alimentos, piensos, aditivos
alimentarios, suplementos dietéticos, composiciones nutracéuticas, etc., tanto para

alimentacion humana como animal.

3.2 Aplicaciones en el sector farmacéutico

En ofra realizacién particular, la composicién de la invencién es una composicién

farmacéutica que comprende, ademas del componente activo presente en la
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composicién de la invencién, un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Este tipo de
composiciones resulta adecuado para la administracién a un sujeto del componente
activo presente en la composicidon de la invencion. En general, dicho vehiculo
farmacéuticamente aceptable se elegira en funciéon de la naturaleza del componente
activo (e.g., polinucleétido de la invencién, vector de la invencion, célula de la
invencién o péptido de la invencién), de la forma de presentacion elegida, por ejemplo,
sélida (e.g., comprimidos, capsulas, grageas, granulos, supositorios, etc.) o liquida
(e.g., soluciones, suspensiones, emulsiones, etc.) y de la via de administracién
elegida, por ejemplo, oral, parenteral (e.g., inframuscular, subcutanea, intravenosa,
etc.), rectal, etc. En cada caso se elegiran los excipientes farmacéuticamente
aceptables apropiados para la forma farmacéutica de administracion y via de
administracion elegida. Informacién sobre excipientes adecuados para la formulacion
de composiciones farmacéuticas destinadas a su administracidn por via oral,
parenteral o rectal, asi como sobre la produccidn de dichas composiciones
farmacéuticas puede encontrarse en el libro “Tratado de Farmacia Galénica”, de C.
Fauli i Trillo, 10 Edicién, 1993, Luzan 5, S.A. de Ediciones.

En ofro aspecto, la invencién se relaciona con el empleo de un polinucleétido de la
invencién, un vector de la invencién, una célula de la invencién, un organismo
transgénico de la invencion, o un péptido de la invencion, en la elaboraciéon de un
medicamento para la prevencién y/o el tratamiento de una infeccidon bacteriana.
Expresado de otra manera, segun este aspecto, la invenciéon se relaciona con un
componente activo de la invencion (es decir, un polinucledtido de la invencion, un
vector de la invencidén, una célula de la invencion, un organismo transgénico de la
invencién, o un péptido de la invencién) para su empleo en la prevencién y/o el
tratamiento de una infeccion bacteriana. En una realizacion particular, la bacteria
causante de dicha infeccion bacteriana es una bacteria productora de sefales QS. En
una realizacién concreta, dichas sefiales de QS producidas por la bacteria causante de
la infeccién comprenden, al menos, una AHL. Ejemplos ilustrativos, no limitativos de
dichas AHLs incluyen AHLs no sustituidas, tales como por ejemplo, C4-HSL, C6-HSL,
C8-HSL, C10-HSL, C12-HSL o C14-HSL, asi como AHLs oxo- o hidroxi- sustituidas,
tales como por ejemplo, OC68-HSL, OC12-HSL, etc. En otra realizacion particular, la
bacteria causante de dicha infeccién bacteriana es una bacteria productora de sefales
QS, en donde dicha sefial QS no comprende una AHL sino que dicha sefial QS

comprende una AIP, un Al-2 y/o un Al-3, por ejemplo, una bacteria Gram-positiva o
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Gram-negativa. En una realizacion particular dicha bacteria es Escherichia coli, un
importante patbgeno humano [véase el Ejemplo 4 en el que se pone de manifiesto el
potencial uso de Aii20J en el control de la expresién de E. coli]. En otra realizacidén
particular, las infecciones causadas por bacterias productoras de las sefales de QS
son debidas a la formacién de biofims. Las bacterias que forman biofilm pueden ser,
pero sin limitarse, bacterias de la cavidad oral tales como las causantes de caries y
enfermedad periodontal, o bacterias que colonizan las superficies de los implantes
médicos o de los dispositivos insertados en el organismo, tales como catéteres,
prétesis, etc. Por tanto, en una realizacion particular, la composicién farmacéutica de
la invencidn es una composicion dentifrica. En otra realizacién particular, la
composicion farmacéutica esta destinada a prevenir la formacién de biolfims o a
eliminar los biofilms ya formados sobre dispositivos o implantes médicos tales como

catéteres, protesis, etc.

La composicion farmacéutica proporcionada por esta invencion también puede
contener, si se desea, uno 0 mas agentes antibacterianos, siempre y cuando no sean
incompatibles con el componente activo de la invencidn presente en la composicién de
la invencién. La combinacidén del componente activo de la invencién con antibiéticos
puede ser una estrategia muy interesante en el tratamiento de enfermedades

bacterianas causadas por bacterias multirresistentes.

La composicion farmacéutica proporcionada por esta invencién puede ser aplicada o
administrada a un sujeto en necesidad de prevencién y/o tratamiento. El término
“sujeto”, tal como aqui se utiliza, se refiere a un miembro de una especie animal,
preferentemente, un mamifero, e incluye, pero no se limita a, animales domésticos,
primates y humanos; preferentemente, el sujeto es un ser humano, masculino o

femenino, de cualquier edad o raza.

En ofro aspecto, la invencidén se relaciona con un método para la prevenciéon y/o el
tratamiento de una infeccién bacteriana en un sujeto, que comprende administrar a un
sujeto en necesidad de tratamiento, una cantidad efectiva de una composicion
farmacéutica proporcionada por esta invenciéon, o de un componente activo de la
invencién. En una realizacién particular, dicha infeccién bacteriana es causada por una
bacteria productora de sefales de QS. En una realizacion concreta, dichas sefales de
QS producidas por la bacteria causante de la infeccion comprenden, al menos, una

AHL. Ejemplos ilustrativos, no limitativos de dichas AHLs incluyen AHLs no sustituidas,
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tales como por ejemplo, C4-HSL, C6-HSL, C8-HSL, C10-HSL, C12-HSL o C14-HSL,
asi como AHLs oxo- o hidroxi- sustituidas, tales como por ejemplo, OC6-HSL, OC12-
HSL, etc. En ofra realizacién particular, la bacteria causante de dicha infeccién
bacteriana es una bacteria productora de sefales QS, en donde dicha sefal QS no
comprende una AHL sino que dicha sefial QS comprende una AlP, un Al-2 y/o un Al-3,
por ejemplo, una bacteria Gram-positiva o Gram-negativa. En una realizacidén
particular dicha bacteria es Escherichia coli, un importante patoégeno humano [véase el
Ejemplo 4 en el que se pone de manifiesto el potencial uso de Aii20J en el control de
la expresion de E. coli]. En otra realizacién particular, las infecciones causadas por
bacterias productoras de las sefiales de QS son debidas a la formacién de bioflms
(e.g., bacterias de la cavidad oral tales como las causantes de caries y enfermedad
periodontal, bacterias que colonizan las superficies de los implantes médicos o de los

dispositivos insertados en el organismo, tales como catéteres, prétesis, etc.).

Las caracteristicas de la composicidn farmacéutica proporcionada por esta invencién
asi como de los componentes activos de la invencidn ya han sido definidas
previamente y se incorporan aqui por referencia. Asimismo, las caracteristicas de la
forma de presentacion y administracién de la composicién farmacéutica proporcionada
por esta invencion, asi como de los componentes activos de la invencién ya han sido

mencionadas previamente y se incorporan por referencia.

3.3 Aplicaciones en el sector agricola

En ofra realizacién particular, la composicién de la invencién es una composicién
agricola que comprende, ademas del componente activo presente en la composicion
de la invencién, un vehiculo agricolamente aceptable. Este tipo de composiciones
resulta adecuado para la administracién a las plantas del componente activo presente
en la composicion de la invencion. En general, dicho vehiculo agricolamente aceptable
se elegira en funcién de la naturaleza del componente activo, de la forma de
presentacion elegida, por ejemplo, sélida o liquida, etc. En cada caso se elegiran los
ingredientes agricolamente aceptables apropiados para la forma de administracién
elegida. Practicamente cualquier vehiculo agricolamente aceptable puede ser utilizado
en la elaboracién de la composicidén agricola proporcionada por esta invencion; no
obstante, en una realizaciéon particular, dicho vehiculo agricolamente aceptable

comprende un fertilizante, tal como, por ejemplo, un fertilizante, solido o liquido.
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Ejemplos ilustrativos, no limitativos, de dichos fertilizantes sélidos incluyen fertilizantes
sélidos de tipo NPK, etc. Alternativamente, puede utilizarse cualquier fertilizante liquido
con un pH comprendido entre 3 y 9, donde el péptido de la invencidon mantiene su
actividad inhibidora de QS; ejemplos ilustrativos, no limitativos de dichos fetilizantes
liquidos incluyen fertilizantes a base de acidos fulvicos, fertilizantes liquidos con
distinta composicion NPK, tales como las mezclas 16:2:4, 20:5:0, etc., o diversos tipos

de fertilizantes en gotas con composicién NPK de 8:9:9, 16:4:4, etc.

La composicidon agricola proporcionada por esta invencién puede obtenerse por
métodos convencionales mediante la mezcla del componente activo con el vehiculo

agricolamente aceptable.

La composicién agricola proporcionada por esta invencién puede ser utilizada en la
prevencion y/o el tratamiento de una infeccidn bacteriana en plantas. En una
realizacién particular, la bacteria causante de dicha infeccidon bacteriana es una
bacteria productora de senales QS. En una realizacién concreta, dichas sefiales de QS
producidas por la bacteria causante de la infeccion comprenden, al menos, una AHL.
Ejemplos ilustrativos, no limitativos de dichas AHLs incluyen AHLs no sustituidas, tales
como por ejemplo, C4-HSL, C6-HSL, C8-HSL, C10-HSL, C12-HSL o C14-HSL, asi
como AHLs oxo- o hidroxi- sustituidas, tales como por ejemplo, OC8-HSL, OC12-HSL,

etc.

La composicion agricola proporcionada por esta invencién también puede contener, si
se desea, uno o0 mas agentes antibacterianos, siempre y cuando no sean
incompatibles con el componente activo de la invencion presente en la composicién de

la invencion.

La composicién agricola proporcionada por esta invencidon puede presentarse en
cualquier forma de presentacién adecuada para su administracion o aplicacidén a las
planta o al suelo que rodea a las plantas, por ejemplo, en forma sélida o liquida. Las
formas de presentacion liquidas son adecuadas para su pulverizacién sobre el suelo,
la planta o el material vegetal, en general, 0 bien para crear un bafo en el que se

sumergen las plantas o el material vegetal.
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La composicion agricola proporcionada por esta invencidn puede aplicarse por
cualquier método convencional. En una realizacion particular, la composicién de la
invencion se aplica mediante pulverizacion al suelo, a la planta o al material vegetal, o
bien mediante inmersion de la planta o el material vegetal en un bano que contiene la
composicién de la invencién. Alternativamente, las semillas de las plantas pueden
someterse a un tratamiento de pildoracién con la composicién agricola proporcionada

por esta invencion.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método para controlar una
enfermedad bacteriana en una planta, que comprende poner en contacto dicha planta
con un péptido de la invencion, en donde dicha enfermedad bacteriana es causada por
una bacteria productora de sefales de QS, bajo condiciones que permiten controlar
dicha enfermedad bacteriana. En una realizacion particular, el péptido de la invencion
se formula en una composicién agricola proporcionada por esta invencién y esta se
aplica sobre la planta a tratar. En otra realizacién particular, el péptido de la invencién
se pone en contacto con la bacteria productora de sefiales de QS bajo condiciones
que permiten el contacto y la interaccion entre el péptido de la invencién y las sefales
de QS producidas por la bacteria causante de la infeccién. El experto en la materia
entendera que el péptido de la invencion debe afadirse en una cantidad suficiente
como para obtener resultados beneficiosos 0 deseados, es decir, en la cantidad
apropiada para paliar, mejorar, estabilizar, revertir, retardar o retrasar la progresién de
estadios de enfermedades causadas por bacterias en plantas. Dicha cantidad puede
administrarse en una sola aplicacion o en varias aplicaciones. Asimismo, el experto en
la materia conoce, o puede identificar, las condiciones de administracién del péptido

de la invencién que permiten controlar dicha enfermedad bacteriana.

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método para controlar una
enfermedad bacteriana en una planta, que comprende transformar dicha planta con un
polinucleétido de la invencién, o con un vector de la invencién, en donde dicha
enfermedad bacteriana es causada por una bacteria productora de sefiales de QS. La
obtencion de plantas transformadas con el polinucleétido o vector de la invencidén se
lleva a cabo por métodos convencionales de transformacién de plantas, basados, por
ejemplo, en el empleo de vectores apropiados, asi como en los métodos descritos en,

por ejemplo, Izquierdo 1993 o Dong et al. 2011.



WO 2015/004305 PCT/ES2014/070569

35

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método para controlar una
enfermedad bacteriana en una planta, que comprende el empleo de una bacteria
transformada con un polinucleétido de la invencion, o con un vector de la invencién, en
donde dicha enfermedad bacteriana es causada por una bacteria productora de

sefales de QS.

En cualquiera de los 3 métodos previamente mencionados para controlar una
enfermedad bacteriana en una planta, la enfermedad bacteriana es causada por una
bacteria productora de sefales de QS. En una realizacién concreta, dichas sefales de
QS producidas por la bacteria causante de la infeccion comprenden, al menos, una
AHL. Ejemplos ilustrativos, no limitativos de dichas AHLs incluyen AHLs no sustituidas,
tales como por ejemplo, C4-HSL, C6-HSL, C8-HSL, C10-HSL, C12-HSL o C14-HSL,
asi como AHLs oxo- o hidroxi- sustituidas, tales como por ejemplo, OC6-HSL, OC12-
HSL, etc.

Ejemplos ilustrativos, no limitativos de bacterias fitopatogenas incluyen bacterias
Gram-positivas como, por ejemplo, bacterias pertenecientes a los géneros Clavibacter,
Curtobacterium, Streptomyces, etc., asi como bacterias Gram-negativas como, por
ejemplo, bacterias pertenecientes a los géneros Agrobacterium, Brenneria,
Burkholderia, Erwinia, Gluconacetobacter, Pantoea, Pectobacterium, Pseudomonas,
Xanthomonas, Xylella, etc. En una realizacién particular, dicha bacteria fitopatégena es
una bacteria Gram-negativa patégena de plantas con QS y productora de alguna AHL
tal como, por ejemplo, Brenneria sp., Burkholderia glumae, Erwinia amylovora, Erwinia
carotovora, Gluconacetobacter diazotrophicus (en cafa de azucar), Pantoea ananatis,

Pectobacterium atrosepticum, Pseudomonas syringae, etc.

La composicion agricola proporcionada por esta invencién puede ser aplicada o
administrada a una planta en necesidad de controlar una enfermedad bacteriana. La

expresion “controlar una_enfermedad bacteriana” en una planta hace referencia a

prevenir y/o tratar la enfermedad bacteriana asi como a mantener el control sobre una
poblacién bacteriana en niveles que no ocasionan dafo para la planta ni efectos
nocivos para los sujetos que se alimentan de dichas plantas. El término “planta”, tal

como aqui se utiliza, incluye a cualquier ser vivo fotosintético.

3.4 Quorum gquenching
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En ofro aspecto, la invencién se relaciona con el empleo de un polinucleétido de la
invencién, un vector de la invencién, una célula de la invencién, un organismo
transgénico de la invencién o un péptido de la invencién, para provocar un proceso de
quorum quenching (QQ) en respuesta a un proceso de QS. En una realizacion
particular, dicho empleo no consiste en un método de tratamiento quirdrgico o

terapéutico del cuerpo humano o animal.

Expresado alternativamente, este aspecto inventivo se relaciona con un método para
provocar un proceso de QQ en respuesta a un proceso de QS, en donde dicho
proceso de QS es causado por una bacteria productora de sefiales de QS, que
comprende poner en contacto dicha bacteria con un polinucleétido de la invencién, un
vector de la invencién, una célula de la invencion, un organismo transgénico de la
invencién o un péptido de la invencion, bajo condiciones que permiten provocar dicho
proceso de QQ en respuesta a dicho proceso de QS. En una realizacion particular,
dicho método no consiste en un método de tratamiento quirurgico o terapéutico del
cuerpo humano o animal.

En el sentido utilizado en esta descripcidén, la expresion provocar un “proceso de

quorum _quenching (QQ)” en respuesta a un proceso de QS hace referencia al

desarrollo de una estrategia de inactivacion del proceso de QS. Las caracteristicas de
los componentes activos de la invencion (polinucleétido, vector, célula, organismo
transgénico o péptido de la invencidn) ya han sido definidas previamente y se
incorporan aqui por referencia. El experto en la materia conoce las condiciones que
permiten poner en contacto la bacteria productora de sefales de QS con el
componente activo de la invencién para provocar dicho proceso de QQ en respuesta a
dicho proceso de QS; en general, dichas condiciones incluyen aquellas en las que el

componente activo de la invencidén permanece estable y mantiene su actividad.

En una realizacion particular, la bacteria productora de sefiales de QS, es una bacteria
gue produce, al menos, una AHL. Ejemplos ilustrativos, no limitativos de dichas AHLs
incluyen AHLs no sustituidas, tales como por ejemplo, C4-HSL, C6-HSL, C8-HSL,
C10-HSL, C12-HSL o C14-HSL, asi como AHLs oxo- o hidroxi- sustituidas, tales como
por ejemplo, OC6-HSL, OC12-HSL, etc.
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Numerosas bacterias patégenas de plantas y animales, incluyendo humanos, emplean
un proceso de QS basado en distintos tipos de sefales de QS (e.g., AHLs, APlIs, Al-2
y Al-3) para regular la sintesis de factores de virulencia o para formar biofilms
(biopeliculas). Por tanto, la interceptacion de la comunicacién bacteriana mediada por
dichas sehales de QS constituye un prometedor método para el control de bacterias,

en particular, bacterias patégenas productoras de sefiales de QS.

En consecuencia, el polinucleétido de la invencién, el vector de la invencién, la célula
de la invencién, el organismo transgénico de la invencion y el péptido de la invencién,
pueden ser utilizados para interceptar la comunicacion entre bacterias productoras de
sefiales de QS, provocando de este modo un proceso de QQ, y, de este modo,
controlar infecciones causadas por dichas bacterias. Los procesos de QQ para el
tratamiento de enfermedades causadas por bacterias, en particular, bacterias
productoras de sefales de QS, al no afectar directamente a la supervivencia de la
bacteria patdégena, sino a la expresion de los factores de virulencia, no parecen ejercer
una presion selectiva sobre la bacteria, evitando de este modo la aparicién de

resistencias, 1o que constituye una importante ventaja.

3.5 Inhibicién de un proceso de QS

En ofro aspecto, la invencién se relaciona con el empleo de un polinucleétido de la
invencién, un vector de la invencién, una célula de la invencién, un organismo
transgénico de la invenciéon o un péptido de la invencion, para inhibir un proceso de
QS, en donde dicho proceso de QS es causado por una bacteria productora de
sefiales de QS. En una realizacién particular, dicho empleo no consiste en un método

de tratamiento quirurgico o terapéutico del cuerpo humano o animal.

Expresado alternativamente, este aspecto inventivo se relaciona con un método para
inhibir un proceso de QS, en donde dicho proceso de QS es causado por una bacteria
productora de sefales de QS, que comprende poner en contacto dicha bacteria con un
polinucledtido de la invencién, un vector de la invencidn, una célula de la invencién, un
organismo transgénico de la invencién o un péptido de la invencién, bajo condiciones
que permiten inhibir dicho proceso de QS. En una realizacién particular, dicho método
no consiste en un método de tratamiento quirurgico o terapéutico del cuerpo humano o

animal.
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En el sentido utilizado en esta descripcion, la expresidn “inhibir un proceso de QS”

incluye inactivar el proceso de QS asi como interceptar la comunicacion bacteriana
mediada por sefiales de QS (e.g., AHLs, APIs, Al-2 y Al-3). Este método constituye,
por tanto, un prometedor método para controlar bacterias, en particular, bacterias
patogenas (e.g., de plantas y animales, incluyendo humanos) que emplean un proceso
de QS basado en distintos tipos de sefales de QS para regular la sintesis de factores

de virulencia o para formar biofilms.

Las caracteristicas de los componentes activos de la invencién (polinucleétido, vector,
célula, organismo transgénico o péptido de la invencién) ya han sido definidas
previamente y se incorporan aqui por referencia. El experto en la materia conoce las
condiciones que permiten poner en contacto la bacteria productora de sefales de QS
con el componente activo de la invencion para inhibir dicho proceso de QS; en
general, dichas condiciones incluyen aquellas en las que el componente activo de la
invencion permanece estable y mantiene su actividad. En una realizacion particular, la
bacteria productora de sefiales de QS, es una bacteria que produce, al menos, una
AHL. Ejemplos ilustrativos, no limitativos de dichas AHLs incluyen AHLs no sustituidas,
tales como por ejemplo, C4-HSL, C6-HSL, C8-HSL, C10-HSL, C12-HSL o C14-HSL,
asi como AHLs oxo- o hidroxi- sustituidas, tales como por ejemplo, OC6-HSL, OC12-
HSL, etc.

Por tanto, el polinucledtido de la invencion, el vector de la invencion, la célula de la
invencién, el organismo transgénico de la invencion y el péptido de la invencion,
pueden ser utilizados para inhibir un proceso de QS causado por bacterias
productoras de senales de QS y, de este modo, controlar infecciones causadas por

dichas bacterias.

3.6 Degradacion de sefales de QS

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método in vitro para degradar una
sefal de QS, en donde dicha sefial de QS es producida por una bacteria productora de
sefiales de QS, que comprende poner en contacto un polinucleétido de la invencion,

un vector de la invencién, una célula de la invencién, un organismo transgénico de la
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invencion o un péptido de la invencién, con dicha sefial de QS bajo condiciones que

permiten degradar dicha sefial de QS.

En el sentido utilizado en esta descripcidn, la expresion “degradar una sefal de QS”

incluye hidrolizar una sefal de QS, tal como una AHL, un APIs, un Al-2 o un Al-3, de
manera que dicha sefial de QS degradada ya no pueda ejercer la funcién de
comunicacion entre bacterias para la que estaba destinada; de este modo, se puede
controlar una poblacién bacteriana interceptando la comunicacion entre sus miembros
mediante la degradacion de las sefiales responsables de dicha comunicacién. Por
tanto, este método constituye un método alternatvo para controlar bacterias, en
particular, bacterias patéogenas (e.g., de plantas y animales, incluyendo humanos) que
emplean un proceso de QS basado en distintos tipos de sefiales de QS para regular la

sintesis de factores de virulencia o para formar biofilms.

Las caracteristicas de los componentes activos de la invencién (polinucleétido, vector,
célula, organismo transgénico o péptido de la invencién) ya han sido definidas
previamente y se incorporan aqui por referencia. El experto en la materia conoce las
condiciones que permiten poner en contacto la sefial de QS con el componente activo
de la invencidn para degradar dicha sefal de QS; en general, dichas condiciones
incluyen aquellas en las que el componente activo de la invencion permanece estable
y mantiene su actividad. En una realizacion particular, la bacteria productora de
sefiales de QS, es una bacteria que produce, al menos, una AHL. Ejemplos
ilustrativos, no limitativos de dichas AHLs incluyen AHLs no sustituidas, tales como por
ejemplo, C4-HSL, C6-HSL, C8-HSL, C10-HSL, C12-HSL o C14-HSL, asi como AHLs
0xo0- 0 hidroxi- sustituidas, tales como por ejemplo, OC6-HSL, OC12-HSL, etc.

Por tanto, el polinucleétido de la invencion, el vector de la invencion, la célula de la
invencién, el organismo transgénico de la invencion y el péptido de la invencion,
pueden ser utilizados para degradar una sefial de QS, producida por una bacteria
productora de sefiales de QS y, de este modo, controlar infecciones causadas por

dichas bacterias.

3.7 Modulacién de la actividad senalizadora de AHLs
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En otro aspecto, la invencion se relaciona con un método in vitro para modular la
actividad senalizadora de una AHL, que comprende poner en contacto un
polinucledtido de la invencién, un vector de la invencién, una célula de la invencién, un
organismo transgénico de la invencién o un péptido de la invencién, con dicha AHL,

bajo condiciones que permiten modular la actividad sefalizadora de dicha AHL.

En el sentido utilizado en esta descripcidén, la expresidn “modular la actividad

senalizadora de una AHL” incluye degradar o hidrolizar, total o parcialmente, una AHL,

de manera que dicha AHL total o parcialmente degradada o hidrolizada ya no pueda
ejercer la funcion de comunicacion entre bacterias para la que estaba destinada; de
este modo, se puede controlar una poblacién bacteriana productora de sefiales de QS,
en donde dichas sehales de QS comprenden una o mas AHLs, interceptando la
comunicacion entre sus miembros mediante la degradacién o hidrélisis de las sefiales
(AHLs) responsables de dicha comunicacion. Por tanto, este método constituye un
método alternatvo para controlar bacterias, en particular, bacterias patégenas (e.g., de
plantas y animales, incluyendo humanos) que emplean un proceso de QS basado en
la produccion de AHLs para regular la sintesis de factores de virulencia o para formar

biofilms.

Las caracteristicas de los componentes activos de la invencién (polinucleétido, vector,
célula, organismo transgénico o péptido de la invencién) ya han sido definidas
previamente y se incorporan aqui por referencia. El experto en la materia conoce las
condiciones que permiten poner en contacto el componente activo de la invencion con
la AHL; en general, estas condiciones incluyen aquellas en las que el componente

activo de la invencion permanece estable y mantiene su actividad.

En una realizacién particular, dicha AHL es una AHL no sustituida, tal como por
ejemplo, C4-HSL, C6-HSL, C8-HSL, C10-HSL, C12-HSL o C14-HSL, o una mezcla de
las mismas. En otra realizacién particular, dicha AHL es una AHL oxo- o hidroxi-

sustituida, tal como por ejemplo, OC8-HSL, OC12-HSL, etc., 0 sus mezclas.

Por tanto, el polinucleétido de la invencion, el vector de la invencion, la célula de la
invencién, el organismo transgénico de la invencion y el péptido de la invencion,
pueden ser utilizados para modular la actividad sefalizadora de una AHL, producida

por una bacteria productora de sefales de QS, en donde dichas sefales de QS
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comprenden una o mas AHLs, y, de este modo, controlar infecciones causadas por

dichas bacterias.

3.8 Inhibicion de la formacién de un biofilm bacteriano

En ofro aspecto, la invencién se relaciona con el empleo de un polinucleétido de la
invencién, un vector de la invencién, una célula de la invencién, un organismo
transgénico de la invencion o un péptido de la invencién, para inhibir la formacién de
un biofilm bacteriano ex vivo o in vitro, en donde dicho biofilm bacteriano es producido
por una bacteria productora de una senal de QS. Expresado alternativamente, este
aspecto inventivo se relaciona con un método in vitro o ex vivo para inhibir la
formacion de un biofilm bacteriano, en donde dicho biofilm bacteriano es producido por
una bacteria productora de una sefal de QS, que comprede poner en contacto dicho
polinucleétido de la invencidn, vector de la invencién, célula de la invencion, organismo
transgénico de la invencion o péptido de la invencidén, con dicha bacteria, bajo

condiciones que permiten inhibir la formacién de dicho biofilm bacteriano.

En el sentido utilizado en esta descripcion, la expresion “inhibir la formaciéon de un

biofilm bacteriano” se refiere a evitar o impedir que bacterias productoras de sefales

de QS puedan formar un biofilm. Como es conocido, la formacién de biofilms es un
proceso controlado por fendmenos de QS, mediados por sefales de QS tales como
AHLs, APlIs, Al-2 y/o Al-3, y tiene un importante impacto econémico y clinico. Muchos
de dichos biofilms estan intimamente relacionados con procesos bacterianos
infecciosos, tanto en plantas como en animales, incluyendo humanos. En general, las
bacterias formadoras de biofilms son muy resistentes a antibioticos y pueden adherirse
a los alimentos o a sustancias en contacto con ellos, provocando problemas tanto de
higiene como posibles toxinfecciones alimentarias y en ultimo término, grandes
pérdidas econémicas. Ademas, a menudo se encuentran en la superficie de los
implantes médicos o en los dispositivos insertados en el organismo. También se
pueden formar en areas del cuerpo que estan expuestas al aire; en particular en
heridas y en la pleura. Uno de los biofilms biolégicos que presenta mayor complejidad
y de mayor relevancia clinica es la placa dental. Se ha demostrado el papel de la
molécula de QS Al-2 en la formacién de biopeliculas de los patégenos oportunistas
Staphylococcus aureus, S. epidermidis y de distintas especies de Streptococcus,

incluyendo la cepa involucrada en la formacion de la placa dental S. mutans. Ademas,
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estos biofilms contribuyen a la contaminacion biolégica de superficies, al bloqueo
mecanico en conductos, sistemas de distribucién de agua potable, sistemas de aire
acondicionado, sistemas antiincendios, etc. Finalmente, merece la pena destacar que
favorecen la formacién del “biofouling” al constituir la base del crecimiento de otros
organismos superiores en superficies sumergidas, constituyendo un grave problema
econdmico en el sector de la acuicultura y transporte maritimo. Este método, por tanto,
constituye un prometedor método para controlar tanto la formacién de biofilms como
para controlar bacterias productoras de biofiims mediante un proceso controlado por
sefiales de QS, en particular, bacterias patégenas (e.g., de plantas y animales,
incluyendo humanos) que emplean un proceso de QS basado en distintos tipos de

sefales de QS para formar biofilms.

Las caracteristicas de los componentes activos de la invencién (polinucleétido, vector,
célula, organismo transgénico o péptido de la invencién) ya han sido definidas
previamente y se incorporan aqui por referencia. El experto en la materia conoce las
condiciones que permiten poner en contacto la bacteria formadora de biofilms
mediante un proceso controlado por sefales de QS con el componente activo de la
invencion para inhibir la formacion de dichos biofilms bacterianos; en general, dichas
condiciones incluyen aquellas en las que el componente activo de la invencion
permanece estable y mantiene su actividad. En una realizacidon particular, la bacteria
formadora de biofilms es una bacteria productora de sefiales de QS, tal como una
bacteria productora de, al menos, una AHL. Ejemplos ilustrativos, no limitativos de
dichas AHLs incluyen AHLs no sustituidas, tales como por ejemplo, C4-HSL, C6-HSL,
C8-HSL, C10-HSL, C12-HSL o C14-HSL, asi como AHLs oxo- o hidroxi- sustituidas,
tales como por ejemplo, OC6-HSL, OC12-HSL, etc.

Por tanto, el polinucleétido de la invencion, el vector de la invencion, la célula de la
invencién, el organismo transgénico de la invencion y el péptido de la invencion,
pueden ser utilizados para inhibir la formacion de biofiims bacterianos controlada
mediante sefales de QS causado por bacterias productoras de sefiales de QS vy, de

este modo, controlar infecciones causadas por dichas bacterias.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién y no deben ser considerados en sentido

limitativo de la misma.
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EJEMPLO 1

Identificacion de Aii20J, gen responsable de la actividad QQ en Tenacibacullum

sp. cepa 20J

1.1 Construccién de una libreria genémica en fésmido y screening funcional

Con el objetivo de identificar y clonar el gen o genes responsables de la actividad
degradadora de AHLs de Tenacibaculum sp. cepa 20J (CECT 7426), se construyd

/TM

una biblioteca genémica usando el kit CopyControl/’™ Fosmid Library Production Kit

(Epicentre, Madison, WI) con el vector pCC2FOS conforme el protocolo del fabricante.

Se extrajo el ADN de Tenacibaculum sp. cepa 20J mediante el kit Wizard Genomic
DNA PFurification (Promega, Madison, WI) segun las instrucciones del fabricante. El
ADN (2,5 ug) se fragmenté aleatoriamente mediante pipeteo (50-100 veces) con punta
de pipeta de 200 uL. ElI ADN fragmentado fue tratado enzimaticamente para reparar y
generar extremos romos (“blunt ends”) y fosforilados. A continuacién, se seleccionaron
fragmentos de 40 kb mediante electroforesis de gel de campos pulsantes (PFGE) y se
ligaron al fésmido pCC2FOS linearizado y defosforilado. A continuacion se
transformaron células de Escherichia coli DH10B mediante fago lambda. Las células
bacterianas se sembraron en placas con medio Luria-Bertani (LB) en presencia del
antibiético cloranfenicol a una concentracién de 12,5 yg/mL y se incubaron a 37°C
durante 24 h. Las colonias de E. coli DH10B transfectadas con el fosmido se
recogieron roboticamente (Genetix Q-bof) y fueron distribuidas en placas de
microtitulacion (microtiter) de 96 pocillos conteniendo 150 puL de LB mas cloranfenicol
y glicerol que se anadié para su correcta congelacién. La biblioteca genémica
constaba de 6.912 clones distribuidos en 72 placas microtiter de 96 pocillos cada una y

fue conservada hasta su utilizacion en un congelador a -80°C.

Se realizé un cribado funcional de la libreria genémica de Tenacibaculum sp. cepa 20J
para la deteccion del gen o de los genes responsables de la actividad degradadora de
AHLs de esa cepa. El cribado funcional se realizé de forma simultanea para una senal
corta (N-hexanoil-L-homoserin lactona, C6-HSL) y una larga (N-decanoil-L-homoserin
lactona, C10-HSL) con el objetivo de incrementar las posibilidades de identificar el
enzima o enzimas responsables de la actividad QQ, utilizando una modificacion de la

técnica de cribado en placa de agar descrita en Romero et al., 2011. Cada placa
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microtiter de 96 pocillos de la biblioteca gendmica se copi6é a una nueva placa con 50
ML de LB liquido suplementado con cloranfenicol (12,5 pug/mL), 2 uL/mL de la solucién
de autoinduccién (“Autoinduction Solution”), contenida en el kit CopyControl™ Fosmid
Library Production Kit (Epicentre, Madison, WI), y C6-HSL en concentracién 12 ug/mL.
La solucidén de autoinduccion induce la alta copia del fosmido en cada célula lo que
permite aumentar la expresion de los genes del inserto. Las placas se incubaron a
37°C para permitir la degradacion de la sefial por parte de los posibles clones
positivos. Tras 24 h se tomaron alicuotas de 10 yL de cada pocillo a nuevas placas
microtiter, las cuales fueron irradiadas con luz UV durante 1 hora para matar las
células de E. coli DH10B. A continuacion, se anadieron 50 uL de una dilucién 1/5 (viv)
de un cultivo de 24 h de C. violaceum CV026 para detectar la degradaciéon de C6-HSL
y de C. violaceum VIRO7 para detectar la degradacion de C10-HSL, en LB blando al
0,2% de agar suplementado con el antibiético kanamicina a una concentracién de 25
pMg/mL y se incubaron a 30°C durante 24 h para observar la produccién de violaceina.
Las placas aparecen con los pocillos de color violeta por la produccién del pigmento
violaceina, excepto en los pocillos donde se encuentre el gen o los genes capaces de

degradar las AHLs, que seran los clones positivos.

Fue posible identificar un solo clon positivo que inhibiese la actividad AHL evitando la
formacion de violaceina en el pocillo (Figura 1). Este clon positivo, se encontraba en
la placa 13, coordenada E2, por lo que fue denominado clon 13-E2, presentando

actividad inhibitoria en el bioensayo tanto contra C6-HSL como contra C10-HSL.

La actividad del unico clon positivo identificado en el cribado funcional (clon 13-E2,
Figura 1) de la biblioteca gendmica se comprobd, una vez transferido a cultivo en
placa Petri con cloranfenicol para comprobar la pureza del clon, mediante la
realizacién de un bioensayo en placa mediante pocillos igual al utilizado para la
identificacion de bacterias con actividad QQ contra AHLs en anteriores trabajos
(Romero et al., 2011). El clon positivo se inoculd en tubos Eppendorf con 500 pL de
LB liquido suplementado con cloranfenicol (12,5 ug/mL) y Autoinduction Solution (2
pML/mL). Se incubd en agitacién a 200 rpm y 37°C. Tras 24 horas se afadieron 20 uL
de una solucién stock de cada AHL (C6 y C10-HSL) para que quedase una
concentracién final de 2 ug/mL y se incubaron de nuevo durante 24 h a 37°C y a 200
rom. Para detectar la actividad QQ se tomaron 100 pL del sobrenadante tras

centrifugar el cultivo durante 5 min a 10.000 rpm y se anadieron a pocillos practicados
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en placas de LB cubiertas con 5 mL de una diluciéon 1/100 de un cultivo de 24 horas
de las cepas biosensoras C. violaceum CV026 y C. violaceum VIR07
correspondientes en LB semi-sélido (0,8% de agar). Como controles negativos se
usaron tubos Eppendorf de LB sin inocular o inoculados con clones negativos sin
actividad QQ en el cribado de la biblioteca gendmica. Las placas se incubaron 24 h a

30°C para la posterior observacion de la produccién de violaceina.

A continuacion, se us6 HPLC-MS (cromatografia de liquidos de alta resolucion-
espectroscopia de masas) para comprobar si el clon positivo de la libreria genémica
en fésmido activo contra las AHL, clon 13-E2, presentaba actividad de degradacién de
sefiales. Para ello se obtuvo el extracto celular crudo (ECC) del clon con actividad QQ
de E. coli DH10B a partir de un cultivo de 24 h en 15 mL de LB suplementado con
cloranfenicol y Autoinduction Solution. El cultivo se centrifugd durante 5 min a 10.000
rem para separar la biomasa del medio de cultivo. El pellet se lavé con 15 mL de
tampon fosfato salino (PBS) pH 6,5, se resuspendi6 en otros 5 mL del mismo tampoén,
se sonico mediante pulsos de 30 s, durante 5 min en hielo y se centrifugd a 12.000
rpm durante 30 min a 4°C. El sobrenadante se filtré (0,22 pm) y el ECC obtenido se

almaceno6 a 4°C para su uso posterior.

Se utilizaron alicuotas de 500 yL de ECC para la interceptacién de las serfiales C6-
HSL o C10-HSL que se afadieron a una concentracion de 2 ug/mL y se incubaron
durante 24 h a 22°C y 200 rpm. Una alicuota de la reaccién se acidificd para
comprobar la recuperacién del anillo lactona. Posteriormente se realizé una extraccién
organica de las mezclas de reaccion, para lo cual se extrajo tres veces con el mismo
volumen de acetato de etilo (500 pL). El solvente se recuperd y evaporé mediante flujo
de nitrégeno en bafio a 50°C y el extracto seco obtenido se resuspendi6 en 400 pL de
acetonitrilo para su posterior analisis y cuantificacién de la concentracién de la senal
restante por HPLC-MS segun la metodologia descrita con anterioridad (Romero et al.,
2011). Como controles se utilizaron PBS y un ECC de E. coli DH10B sin fosmido
suplementados con la misma cantidad de sefiales C6-HSL o C10-HSL y procesados y

extraidos organicamente del mismo modo.

El clon positivo de 13-E2, seleccionado de la biblioteca genémica de Tenacibaculum
sp. cepa 20J fue capaz de reducir significativamente la concentracion de ambas AHLs

cuantificada por HPLC-MS en comparacion con los controles (Figuras 2 y 3) lo que
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confirma la presencia de un gen codificante de una enzima capaz de degradar las AHL
en este clon, que presenta al igual que Tenacibaculum sp. cepa 20J, una mayor
actividad frente a C10-HSL. En ambos casos fue posible recuperar una parte de la
actividad AHL después de la acidificacion del medio, sugiriendo que el gen
responsable de la actividad degradadora de AHL del clon 13-E2 podria tener actividad

lactonasa.

1.2 ldentificacién de la secuencia de Aii20J en el clon positivo 13-E2

Debido a que el fosmido del clon positivo 13-E2 de E. coli, cuya actividad de QQ para
los dos tamanos de AHLs ensayados fue confirmada tanto en bioensayo como por
HPLC-MS, contenia un inserto del genoma de Tenacibaculum sp. cepa 20J de
aproximadamente 40kb de longitud, fue necesario un analisis genético detallado de
este inserto para identificar la secuencia responsable de la actividad QQ del clon. Para

ello se siguieron dos estrategias complementarias:

1. Pirosecuenciacion del inserto del fésmido del clon positivo 13-E2 para obtener
la secuencia completa del mismo y la busqueda de secuencias homologas a
las enzimas degradadoras de AHL conocidas hasta el momento; y

2. Construccidén de una segunda biblioteca genémica en la que se fragmento y
subcloné en plasmido el inserto del fosmido del clon positivo 13-E2, para
permitir la identificacion funcional inequivoca de la secuencia responsable de la
actividad QQ.

1.2.1 Pirosecuenciacion del inserto del fosmido del clon activo 13-E2

Como primera aproximacion a la identificacion del gen responsable de la actividad QQ,
el inserto del clon positivo 13-E2 obtenido en el cribado de la biblioteca genémica se
secuenci6 usando el secuenciador GS-FLX de Roche. Para ello se extrajo el fosmido
(150 ng/uL) del clon positivo siguiendo el protocolo del Fosmid Max™ DNA Purification
Kit (Epicentre, Madison, WI). Las secuencias obtenidas se analizaron mediante las
herramientas informaticas: BLASTX y CD-Seach (Busqueda de dominios conservados)
del NCBI. Las secuencias se alinearon y se ensamblaron con el programa Phrap,
obteniéndose una secuencia de 39.828 pares de bases (pb). Para la identificacién de

los ORFs del fragmento se procedi6 a la busqueda en la base de datos ‘nr’ disponible
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en el NCBI, no pudiéndose identificar ningun gen con homologia significativa con
genes conocidos con actividad QQ. Fue posible, sin embargo, identificar 4 ORFs con
elevada homologia (superior al 70%) con genes de especies del cluster Cytophaga-
Flavobacterium-Bacteroides (CFB), lo que confirma que el inserto del clon 13-E2
proviene de Tenacibaculum sp. cepa 20J (CECT 7426), miembro del grupo
Bacteroidetes. En la busqueda de todos los dominios conservados en la base de datos
‘cdd’ se detectd un dominio B-lactonasa al final de la secuencia analizada del clon
positivo 13-E2. Se tradujo toda esa zona de la secuencia y se identificaron los codones
de inicio (ATG) y de terminacion (TAA) de la enzima obteniéndose una secuencia de
861 nucledtidos (SEQ ID NO: 1) que codifica un péptido de 286 aminoacidos (SEQ ID
NO: 2), que presenta una identidad del 31% a nivel de amindacidos con la lactonasa
AiiA de Bacillus sp. (Tabla 1, Dong et al. 2000). Esta nueva secuencia de lactonasa se
ha denominado aii20J (Auto Inductor Inhibitor de 20J).

1.2.2 Construccién y analisis de una biblioteca genémica del inserto del clon
activo 13-E2

Simultdneamente y con el objetivo de identificar inequivocamente en base a su
actividad el gen responsable de la actividad QQ, se procedié a la subclonacién del
inserto de 40 kb del clon positivo 13-E2 para el analisis funcional de los fragmentos.
Para ello se construyé una nueva biblioteca gendmica, a partir del inserto del fésmido
del clon positivo 13-E2 purificado mediante el kit Fosmid Max™ DNA Purification
(Epicentre, Madison, WI). EI ADN extraido se fragment6 aleatoriamente mediante
hidrolisis (“hydroshearing”), se seleccionaron los fragmentos entre 3 y 5 kb mediante
electroforesis y se trataron enzimaticamente para generar extremos romos y
fosforilados. Estos fragmentos se ligaron en el plasmido de alta copia pBluescript Il KS
(+) y luego se transformd E. coli DH10f mediante electroporacion. Los transformantes
se sembraron en placa de LB con 200 yg/mL de ampicilina, 80 pg/mL de X-Gal y 1 mM
de isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG) a 37°C. Tras 24 h las colonias
recombinantes blancas se recogieron roboticamente (Genetix Q-bof) y se sembraron
en 10 placas microtiter de 96 pocillos con 150 pL de LB solido (1,2% de agar) mas

ampicilina.

De forma similar al analisis de la primera biblioteca gendmica, se realizé un cribado

funcional de las placas microtiter de la genoteca para detectar los clones capaces de
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degradar AHLs. Se utilizé la cepa bioindicadora C. violaceum VIR07 para el andlisis de
degradacién de C10-HSL, con una concentracion de 12 pg/mL de la sehal. El
procedimiento fue el mismo que en la primera biblioteca gendémica, pero en esta
libreria subclonada se usé el antibiético ampicilina a una concentracion de 200 pg/mL

e IPTG a 1 mM para inducir la expresion de los genes del inserto.

En el cribado funcional de esta biblioteca genémica para la sefal C10-HSL,
aparecieron aproximadamente 6 0 mas positivos por cada placa microtiter. De todos
los positivos conseguidos en el cribado de la nueva biblioteca gendmica subclonada,
se eligieron 10 al azar para realizar un nuevo bioensayo de inhibicién en medio sélido
para C6-HSL y C10-HSL tal y como se describié con anterioridad, para confirmar que
se trataba de actividad QQ. Como resultado, todos los clones probados fueron

positivos (Figura 4), evitando la produccién de un halo de violaceina en la placa.

Se secuenciaron los insertos de estos 10 clones positivos obtenidos en el analisis de
la biblioteca gendmica subclonada seleccionados al azar. Los insertos de entre 3y 5
kb de los plasmidos de 10 clones confirmados como positivos tras el cribado de la
biblioteca genémica subclonada fueron secuenciados por técnicas estandar utilizando
los cebadores del vector pBluescript || KS (+). Para el analisis de las secuencias se
utilizaron las herramientas BLASTX y CD-Search (Busqueda de dominios
conservados) del NCBI y las secuencias se alinearon y se ensamblaron con el
programa Phrap. Debido al tamano de los insertos (3-5 Kb) no fue posible obtener la
secuencia completa de ninguno de ellos en 1 sola ronda de secuenciacidn, pero en
todos los casos las secuencias obtenidas presentaban un 100% de identidad con la
secuencia del inserto del clon 13-E2 obtenida por pirosecuenciaciéon y todos ellos
contenian el gen aii20J, confirmando esta secuencia como la responsable de la
actividad QQ en el clon 13-E2. Esta secuencia presenta una bajisima homologia a
nivel nucleotidico con la secuencia de ailA de Bacillus, de forma que no puede ser
detectada mediante el software de alineacién estandar (Figura 5). En cuanto a la
secuencia aminoacidica, en la secuencia de Aii20J se encuentra el dominio
conservado de unidn a zinc caracteristico de la superfamilia de las metalo-f-
lactamasas, (HXHXDH), ademas de otros residuos de histidina y aspartato, para su
correcta actividad (Dong et al., 2000). Al alinear la secuencia consenso de Aii20J con
otras lactonasas del género Bacillus ya descritas en la bibliografia (Figura 6), se

observd que, a pesar de la baja homologia, coinciden en las regiones caracteristicas
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conservadas de esta superfamilia. En la Tabla 1 se muestran los porcentajes de
identidad de esta secuencia con otras lactonasas descritas en la bibliografia. Para
alinear las secuencias nucledtidas y aminoacidicas y obtener las homologias se

usaron las herramientas informaticas de BLAST del NCBI.

Tabla 1. Porcentajes de identidad de la secuencia de aminoacidos de Aii20J con otras
lactonasas descritas en la bibliografia. Para ello se usaron las herramientas
informaticas de BLAST del NCBI.

Especie Homologia a nivel de Cita
aminoacidos

AiiA Bacillus sp. 240B1 31% Dong et al., 2000
AiiA Bacillus sp. Al96 26% Cao etal., 2012
AiiA Uncultured Bacillus sp. 30% Carlier et al., 2003
AhIK Klebsiella pneumoniae 26% Park et al., 2003
QsdA Rhodococcus erythropolis 18% Riaz et al., 2008
AttM/AiiB Agrobacterium 38% Carlier et al., 2003;
tumefaciens Zhang et al., 2002
AhID Arthrobacter sp. 23% Park et al., 2003
QIcA Acidobacteria bacterium 25% Riaz et al., 2008
cosmid p2H8

EJEMPLO 2

Secuenciacién de los genes homélogos al gen de QQ de Tenacibaculum sp.

cepa 20J en otras cepas del género Tenacibaculum

Se comprobé la presencia de genes homélogos a Aii20J en otras especies del genero
Tenacibaculum que se muestran en la Tabla 2. En primer lugar se realizé un
bioensayo en medio sélido para comprobar que las células vivas de estas cepas eran
capaces de degradar C6-HSL y C10-HSL. Solamente las 2 cepas de T. maritimum no
presentaron actividad degradadora, en contraste con analisis anteriores, que habian
descrito que T. maritimum NCBI 2154" presentaba actividad frente a C10-HSL. Esta
diferencia se debe probablemente a que en este caso el ensayo de actividad se realizo
en condiciones de pH controlado (células vivas re-suspendidas en PBS, pH 6,5)
mientras que con anterioridad este ensayo se realizd directamente en el medio de
cultivo, y, por lo tanto, la degradaciéon podria derivarse de valores de pH elevados

derivados de la actividad metabdlica de la bacteria. Dos de las especies probadas T.
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aestuarii y T. lutimaris presentaron actividad solamente frente a C10-HSL (Tabla 2 y

Figura 7).

Tabla 2. Cepas de distintas especies del género Tenacibaculum y actividad de células
vivas contra C6-HSL y C10-HSL medida mediante bioensayo con cepas
bioindicadoras de C. violaceum CV026 y VIR07

Cepas Origen C6-HSL | C10-HSL
bacterianas
Tenacibaculum sp. 20J | Romero, 2010. + +
T. aestuarii CECT (Valencia, - +
JCM 134917 Espania)
T. discolor CECT (Valencia, + +
DSM 188427 Espafia)
T. gallaicum CECT (Valencia, + +
CECT 71227 Espafia)
T. lutimaris CECT (Valencia, - +
DSM 16505" Espafia)
T. maritimum CECT (Valencia, - -
CECT 4276 Espana)
T. maritimum The National Collection - -
NCBI 21547 of Industrial, Food and
Marine Bacteria Ltd.
(Aberdeen, UK)
T. soleae CECT 72927 CECT (Valencia, + +
Espana)

Se procedié a la amplificacién mediante PCR de los genes homélogos a aii20J en las
especies con actividad QQ confirmada en el bioensayo. EI ADN de las cepas se
extrajo a partir de cultivos de 24 h con el kit Wizard® Genomic DNA Furification Kit
(Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los primers (oligonucledtidos
cebadores) utilizados en las PCR para amplificar las secuencias de los genes de las
lactonasas de cada una de las cepas de Tenacibaculum (Tabla 2), fueron disefiados a
partir de las secuencias conocidas del plasmido y del inicio y final del gen aii20J de la
lactonasa de Tenacibaculum sp. 20J, suponiendo que el resto de las cepas del género
Tenacibaculum tendrian alguna similitud a nivel nucleotidico con Tenacibaculum sp.
20J. Con el objetivo de preparar las secuencias amplificadas para una posterior
clonacidn y sobre-expresién, se incluyeron en las secuencias de los primers sitios de
restriccion para las enzimas Ncol, EcoRl y manteniendo en pauta la secuencia del

plasmido para que la cola de poli-histidina que el vector permite afadir se expresase
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correctamente. Las secuencias de estos primers, denominados Lact20Jf y Lact20JR,
se muestran en SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 10, respectivamente.

Todos los primers disefiados en el laboratorio fueron subministrados por Sigma. Las
reacciones de PCR se realizaron con el termociclador Mastercycler gradient
(Eppendorf) en las siguientes condiciones: 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C
durante 45 s, hibridacion a 55°C durante 45 s, extensién a 72°C durante 45 s,
precedidos de 5 minutos de desnaturalizacion a 94°C y seguidos de 10 min de
extensién a 72°C. En el caso de T. soleae sin embargo, no funcionaron en un inicio
estas condiciones de reaccion por lo que se realizd de nuevo una PCR con gradiente
de temperatura con las siguientes condiciones: 30 ciclos de desnaturalizacién a 94°C
durante 15 s, hibridacién a 45°C, 50°C y 55°C durante 30 s, extension a 72°C, 1 min,
precedidos de 5 minutos de desnaturalizacion a 94°C y seguidos de 10 min de
extensién a 72°C. Los fragmentos asi obtenidos se purificaron a partir del gel y se
secuenciaron por técnicas estandar, obteniéndose en todos los casos una secuencia
con elevada homologia a la secuencia de aii20J tanto a nivel de nucleétidos como de
secuencia de aminoacidos (Figura 8, Tabla 3). La secuencia que presenté un menor
grado de homologia fue la de T. soleae, con un porcentaje de identidad igual al 76%
(Tabla 3). Los genes homodlogos a aii20J de estas cepas, presumiblemente
responsables de su actividad degradadora de AHLs, fueron nombrados como ailTD
(de Tenacibaculum discolor), aiiTG (de T. gallaicum), aiiTL (de T. lutimaris), aiiTA (de
T. aestuarii) y aiiTS (de T. soleae) productores de las proteinas, AiiTD, AiiTG, AiiTL,
AiiTA y AIiTS, respectivamente. Las secuencias nucleotidicas de estos genes se
muestran en SEQ ID NO: 4 (aiiTD), SEQ ID NO: 5 (aiiTG), SEQ ID NO: 6 (aiiTS), SEQ
ID NO: 7 (aiiTA) y SEQ ID NO: 8 (aiifTL). Las secuencias mostradas incluyen los

codones de inicio (ATG) y terminacion (TAA).

Tabla 3. Porcentajes de identidad de la secuencia de nucledtidos del gen aii20J (SEQ
ID NO: 1) y de aminoacidos de la proteina Aii20J (SEQ ID NO: 2) con las secuencias
obtenidas para otras especies del género Tenacibaculum. Los porcentajes de
identidad se calcularon usando las herramientas informaticas de BLAST del NCBI.

Identidad a nivel Identidad a nivel de
nucleotidico aminoacidos
T. discolor 99% 99 %
T. gallaicum 90 % 93%
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T. soleae 76 % 76 %
T. aestuarii 99 % 99 %
T. lutimaris 99 % 99 %

Se construyd un arbol filogenético de las lactonasas del grupo de Aii20J y los
representantes mas importantes de la familia de lactonasas de AHLs descritas en la
bibliografia (Figura 9), utilizando el software MEGA 5.1 que se obtuvo mediante el
método “neighbor-joining” (Saitou y Nei, 1987) y los valores de “bootstrap” se
calcularon mediante el software MEGA 5.1 (Tamura et al.,, 2008). En el arbol se
aprecia claramente que las lactonasas del género Tenacibaculum forman una rama

claramente diferenciada del resto de las lactonasas descritas.

EJEMPLO 3
Sobre-expresion, purificacidn y caracterizacion de la actividad enzimatica de
Aii20J

3.1 Clonacién y sobreexpresién

Tal y como se describe en el apartado anterior, se amplific6 mediante PCR la
secuencia de ail20J con primers especificos que permitieron insertar las dianas de
restriccion compatibles con el plasmido de expresién pET28c¢c(+) (Novagen). Este
vector fue elegido porque presenta la posibilidad de realizar un clonaje direccional y
afiade una proteina de fusion, en nuestro caso una cola de poli-histidina (6 restos de

histidina consecutivos) en el N-terminal, que facilita la purificacion de proteinas.

El resultado de la amplificacion de la PCR se corrié en un gel de electroforesis de
agarosa al 1% y se extrajeron las bandas de ADN correspondientes mediante el Ge/
Extraction Kit (Omega) siguiendo el protocolo del fabricante. De forma paralela se
extrajo el plasmido pET28¢(+) de la cepa donde estaba cultivado de forma rutinaria (E.
coli XL1blue) mediante una miniprep con el Q/Aprep® Spin Miniprep Kit de Quiagen
siguiendo el protocolo del fabricante. A continuacion se realizd una doble digestion
tanto de los fragmentos obtenidos de ADN como del plasmido para obtener los
extremos cohesivos (“sticky-ends”) compatibles. Las digestiones se llevaron a cabo
con las enzimas FastDigest Ncol, EcoRI, y Sall (Fermentas, Thermo Scientific) segun

las condiciones recomendadas por el fabricante. Tras las digestiones se insertaron los
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productos de las PCR ya cortados en el interior del plasmido linearizado, mediante una
ligacion enzimatica utilizando la T4 ADN ligasa de Thermo Scientific durante 15 min a
22°C como se indica en las instrucciones del producto. Para observar si la ligaciéon
ocurria como se esperaba y el plasmido se habia digerido correctamente, se realizé un

control de la ligacién con el plasmido sin el inserto de ADN.

Una vez obtenido el plasmido con el inserto de ADN, se transformaron células
competentes de E. coli XL1blue para la clonacion de las secuencias de interés
mediante electroporacioén utilizando el ECM® 399 Electroporation System, BTX™ a
1.000 V, 4 ms. Las células electroporadas se plaguearon 100 pyL en placas de LB
suplementadas con el antibiético kanamicina (30 pg/mL) y se incubaron durante 24 h a
37°C. La ligacion control del plasmido sin el inserto se electroporé también como
control de la electroporacién, de este modo, si el plasmido estaba bien digerido no
crecerian colonias en las placas. Las colonias recombinantes obtenidas se pasaron a
placas nuevas y paralelamente se congelaron en viales de congelacién Cryoinstant

Mixed (VWR®) a -80°C para su almacenamiento.

Se realizd una electroforesis en gel de 1% de agarosa de una miniprep extraida con el
kit de Qiagen de un cultivo de 15 mL de LB fresco en matraz de E. coli XL1blue
transformado con pET28¢(+) con el inserto y de la doble digestién del plasmido con las
enzimas correspondientes para comprobar que las colonias recombinantes crecidas

en las placas tras la electroporacion contenian el plasmido con el inserto (Figura 10).

También se realizé una PCR control de las colonias recombinantes con primers
complementarios a los dominios homoélogos internos de las lactonasas, las secuencias

de dichos primers se muestran en SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12, respectivamente.

El fragmento obtenido por PCR confirmé la identidad de la secuencia insertada (Figura
11). Las condiciones de PCR aplicadas fueron: 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C
durante 45 s, hibridacion a 58°C durante 45 s, extension a 72°C, 45 s, precedidos de 5
minutos de desnaturalizacion a 94°C y seguidos de 10 min de extension a 72°C. Esta
comprobacidn se observé mediante la electroforesis del producto de las PCR en un gel
de 1% de agarosa. Las colonias recombinantes obtenidas elegidas se pasaron a

placas nuevas de LB con kanamicina (30 ug/mL) para cultivarlas de forma rutinaria a
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37°C en el laboratorio y paralelamente se congelaron en viales de congelacion

Cryoinstant Mixed (VWR®) a -80°C para su almacenamiento.

Con el inserto de ADN introducido en el plasmido y transformado en células de E. coli
XL1blue, las extracciones de ADN plasmidico con el inserto de interés se
secuenciaron por técnicas clasicas utilizando los primers de secuencacidon especificos
del vector (SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO: 14).

Las extracciones se realizaron mediante minipreps de cultivos de 24 h en 15 mL de
medio LB suplementado con kanamicina (30 ug/mL) a 37°C, 170 rpm. Las secuencias
obtenidas fueron analizadas con los programas Editseq y SegMan Pro de Lasergene y
MEGA 5.1 Beta3 (Tamura et al, 2008) para ensamblar adecuadamente las
secuencias. Para traducir las secuencias se utilizdé la herramienta informatica Protein
translate de ExPASy eligiendo el marco abierto de lectura (ORF) adecuado. La
secuencia definitiva del gen aii20J modificado para su sobre-expresion y purificacion
se muestra en la SEQ ID NO: 3.

Una vez obtenida la secuencia del plasmido con el inserto y comprobado que la
secuencia se encontraba en pauta (fase) para la correcta produccién de la cola de poli-
histidina que tiene el plasmido pET28¢(+) se procedio a clonar el gen de interés en la
cepa de sobreexpresién E. coli BL21(DE3). Para transformar las células de E. coli
BL21(DE3) con el plasmido pET28c(+) con el inserto de ADN, por un lado se realizé
una miniprep con el kit de Quiagen, de un cultivo de 24 h de 15 mL de E. coli XL1blue
con pET28c(+) y el inserto, en medio fresco LB suplementado con kanamicina (30
pg/mL) a 37°C, 170 rpm. Por otra parte, se hicieron las células competentes de un
cultivo de BL21(DE3) de 24 horas en medio LB. Para ello se centrifugaron 1,5 mL del
cultivo a 14.000 rpm durante 2 min, se lavaron dos veces las células con 1 mL de
acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico (MOPS) 1 mM-Glicerol 10% pH 7,3, se
resuspendieron con el volumen de enrase en MOPS-Glicerol, se vertieron en una
cubeta de electroporacién estérii de 90 yL y 1 mm Gap de VWR® enfriada
anteriormente en hielo y se afadieron 5 puL del pldsmido con el inserto. Se
electroporaron las células en el ECM® 399 Electroporation System, BTX™ a 1.000 V,
4 ms. Luego se anadi6 a la cubeta 1 mL de medio fresco LB y se dejé incubar durante
1 hora a 37°C, tras la que se plaquearon con 100 pL placas de LB suplementadas con

el antibiético kanamicina (30 ug/mL) y se incubaron 24 h a 37°C. Se realizé como
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control una electroporacion del plasmido sin el inserto para comprobar que el plasmido
estaba bien digerido, en este caso observando que no crecian colonias en las placas.

Por ultimo se realizé un bioensayo de actividad en placas con los biosensores de
Chromobacterium violaceum para asegurarse de que la construccién del inserto en el
plasmido transformado en la cepa de sobreexpresion presentaba actividad QQ. Para
ello se sembraron al azar algunas de las colonias recombinantes obtenidas en nuevas
placas de LB suplementado con kanamicina (30 pg/mL). Con estas colonias y con un
control negativo del E. coli BL21(DE3) con el plasmido se realizaron cultivos en 15 mL
de LB liquido suplementado con el antibiético de 24 h a 37°C y 200 rpm. Tras 24 horas
se realizaron bioensayos con las cepas biosensoras C. violaceum CV026 para
comprobar la degradacion de C6-HSL tal y como se describié con anterioridad. Como
control negativo también se usé PBS pH 6,7 con la misma concentracion de la AHL
afadida. Las colonias recombinantes obtenidas con actividad se pasaron a placas
nuevas de LB con kanamicina (30 ug/mL) para cultivarlas de forma rutinaria a 37°C en
el laboratorio y paralelamente se congelaron en viales de congelacion Cryoinstant

Mixed (VWR®) a -80°C para su almacenamiento.

Se realizé una electroforesis desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) para
comprobar que la banda de la proteina estaba presente en la cepa de sobreexpresion
(Figura 12). Para ello se preparé un cultivo de 50 mL de LB suplementado con
kanamicina (30 pg/mL) a 170 rpm, 37°C de una colonia de E. coli BL21(DE3) con el
plasmido pET28c(+) y el inserto de Aii20J, de una colonia de E. coli BL21(DE3) con el
plasmido sin el inserto como control y de una colonia del mismo E. coli BL21(DE3) con
el plasmido y el inserto al que se le afadié el inductor IPTG a una concentracion 1 mM
al alcanzar una densidad o6ptica del cultivo a 600 nm (ODggo) de entre 0,4-1 (0,6 la
recomendada) para inducir la sobreexpresién de la proteina y dejandolo incubar
durante 3 horas mas en las mismas condiciones. Los cultivos se centrifugaron a 9.000
rem, 10 min, los pellets obtenidos se resuspendieron con vértex en 3 mL de PBS pH
6,7. Luego se rompieron las células mediante sonicacién con el aparato Branson
Sonifier 250 con pulsos constantes de 30-40% a potencia media durante media hora y
en hielo para no sobrecalentar las muestras en el proceso. Por ultimo, se filtraron con
filtros Minisart® estériles de 1,20 uym (Sartorius Stedim Biotech). Tras la electroforesis
el gel se tifi6 con azul de coomasie y la imagen fue obtenida con el Gel Doc™ XR+

system de Bio Rad.
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3.2 Purificacion de Aii20J

Se prepard un cultivo de 50 mL de LB suplementado con kanamicina (30 ug/mL) de
una colonia de E.coli BL21(DE3) con el plasmido pET28c(+) y el inserto
correspondiente al gen de la lactonasa de la cepa de Tenacibaculum sp. determinada
a purificar, incubandolo a 170 rpm, 37°C hasta alcanzar una densidad éptica a 600 nm
(ODego) del cultivo de entre 0,4-1 (0,6 la mas recomendada). Se le afiadié IPTG a una
concentracién 1 mM para inducir la sobreexpresidén de la proteina y se dej6é incubar
durante 3 horas mas en las mismas condiciones. El cultivo se centrifugé a 9.000 rpm,
10 min, el pellet se resuspendié con vértex en 20 mL de PBS pH 6,7. Luego se
rompieron las células mediante sonicacién con el aparato Branson Sonifier 250 con
pulsos constantes de 30-40% a potencia media durante media hora y en hielo para no
sobrecalentar la muestra en el proceso. Se centrifugo para bajar las células durante 10
min, a 9.000 rpm. Se realizaron dos lavados resuspendiendo el pellet mediante vértex
en 10 mL de PBS pH 6,7 con Tritdn al 1%, sonicando de forma continuada a potencia
media durante 1 min. Después se resuspendié el pellet en 5 mL de tampén de unién
(“binding buffer’) de la columna de purificacion, se ajusto el lisado a pH 7,4 y se dejo
reposar durante 1 hora en hielo. Se procedi6é a purificar a través de la columna de
afinidad por histidina His GraviTrap™ affinity column de GE Healthcare con tampén de
elucién (“elution buffer’) segun las instrucciones indicadas por el fabricante. El “binding
buffer’ y el “elution buffer’” se prepararon mediante el kit His Buffer Kit de GE
Healthcare con urea 6 M. Para eliminar el exceso de urea, se dializad el eluido
obtenido de la columna que contenia la proteina. Se utilizaron para ello membranas
Seamless Tubing de Sigma introducidas en agua destilada anteriormente, y rebajando
la molaridad de la urea con PBS pH 6,7 a la mitad cada hora para evitar que precipite
la proteina y hasta eliminarla por completo. Para comprobar que se obtenia la enzima
purificada de forma correcta se realizd una SDS-PAGE de la proteina purificada y
dializada (Figura 13). El gel se tifid con azul de coomasie y la imagen fue obtenida con
el Gel Doc™ XR+ system de Bio Rad. El resultado de la didlisis se repartié en tubos
Eppendorf® y se conservd a 4°C en la nevera. Para su conservacién a larga duraciéon
se congel6 en alicuotas de 100 pL a -80°C, evitando ciclos de
congelacion/descongelacion para asegurar que la enzima no perdia la actividad. La
concentracion de proteina obtenida en cada purificacion fue cuantificada con el UV-Vis

Spectrophotometer Q500 de Quawell.
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3.3 Caracterizacion de la actividad de Aii20J

Se caracteriz6 la actividad de la enzima Aii20J purificada obtenida mediante las
técnicas descritas en el apartado 3.2. Para ello se establecié la Concentracién Minima
Activa (CMA), definida como la cantidad minima de enzima necesaria para eliminar
completamente una concentracion de AHL de 10 pM en un periodo de tiempo
determinado. Para ello se realizaron diluciones seriadas (1:10, 1:100, 1:1.000 y
1:10.000) en PBS pH 6,7 de una solucién de enzima de concentracién 0,2 mg/mL. A
estas soluciones se anadieron C6-HSL y C10-HSL para obtener una concentracion
final de 10 uM, incubandose durante 3 y 24 horas a 22°C en agitacién, 200 rpm. Una
vez finalizada la incubacién se evalu6 la presencia de C6-HSL y C10-HSL mediante
bioensayo en placa con las cepas bioindicadoras C. violaceum CV026 y C. violaceum
VIRO7, estableciéndose que las CMA de Aii20J tanto para C6-HSL como para C10-
HSL son 2 yg/mL para tiempos de incubacion de 3 horas y diez veces menos, 0,2
Mg/mL para tiempos de incubacion de 24 horas (Figura 14). Sobre esta base, en todos
los ensayos de caracterizacidn se utilizd una concentracién de 20 pug/mL,
correspondiente a 10 veces la CMA de 3 horas sobre C6-HSL y C10-HSL.

3.3.1 Cinética de degradacién de C6-HSL y C10-HSL

Se usd HPLC-MS para evaluar la cinética de degradacién de 2 AHLs (C6-HSL y C10-
HSL) de la enzima Aii20J purificada. Para ello se incubd a una concentraciéon de 20
pg/mL en PBS pH 6,7 con C6-HSL y con C10-HSL a una concentracién final de 50 uM
a 22°C, 200 rpm. A distintos tiempos de incubacién (0, 10, 20, 30, 60 y 90 min) se
tomaron alicuotas de 200 pL por ftriplicado de todos los tubos para realizar una
extraccién organica de las mezclas de reaccion, extrayendo tres veces con el mismo
volumen de acetato de etilo (200 pL). El disolvente se recuperé y evaporé mediante
flujo de nitrégeno en bafio a 50°C y el extracto seco obtenido se resuspendié en 400
ML de acetonitrilo para su posterior analisis y cuantificacion de la concentraciéon de la
sefial restante por HPLC-MS. Del mismo modo se realizd la misma cinética con AiiA
purificada para las dos sefiales a una concentracion final de 40 ug/mL para comparar
con la actividad de Aii20J extrayendo a tiempos 0, 30 y 90 de incubacion. Los
controles se realizaron con el PBS suplementado con la misma cantidad de sefial C6-

HSL o C10-HSL y se procesaron y extrajeron organicamente del mismo modo.
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El analisis se llevd a cabo con un HPLC 1100 series (Agilent EEUU) equipado con una
precolumna C8 (2,1 x 12,5 mm, 5 um de tamafio de particula) y una columna ZORBAX
Eclipse XDB-C18 2,1 x 150 mm (con 5 ym de tamafo de particula), mantenidas a
45°C. La fase mdvil consistié en 0,1% de acido férmico en agua (A) y 0,1% de acido
férmico en acetonitrilo (B) con una tasa de flujo de 0,22 mL/min. Las condiciones de
elucién: 0 min 35% de B, gradiente lineal hasta 60% de B durante 10 min, un gradiente
lineal del 60 al 95% de B durante 5 min, 95% de B durante 5 min y un minuto para
volver a las condiciones iniciales que se mantuvieron durante 9 min. Se diluyeron
alicuotas de 20 uL de cada muestra en acetonitrilo con 0,1% de acido férmico antes de
su inyeccién en la columna. El espectrdmetro de masas (MS) usado fue un API 4000
triplecuadrupolo (Applied Biosystem, CA, EEUU) equipado con una fuente Turbolon
utilizada en modo electrospray de iones positivos y monitorizacién de multiples
reacciones (MRM). Las sefiales MRM fueron usadas para obtener informacion de
cuantificacién relativa por comparacién con una curva de calibracion construida por
abundancia de iones moleculares obtenidos a partir de AHLs sintéticas estandar
(Milton et al., 2001).

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 15, donde puede apreciarse, entre
otras cosas, que Aii20J degrada completamente C10-HSL en 20 minutos, mientras
que tarda mas de 80 minutos en degradar completamente C6-HSL. Sin embargo, en el
tiempo considerado, no se observa una degradaciéon completa de C6-HSL ni de C10-
HSL por accién de AiiA.

3.3.2 Especificidad de Aii20J

Se realizaron ensayos iguales a los descritos en el apartado 3.3.1 para las AHLs no
sustituidas C4-HSL, C6-HSL, C8-HSL, C10-HSL, C12-HSL, C14-HSL y para las AHLs
oxo- o hidroxi- sustituidas OC6-HSL y OC12-HSL con una concentracién de AHL de 10
MM y una concentracién de enzima de 20 ug/mL. Las concentraciones iniciales y
finales se midieron por triplicado en extractos realizados en PBS pH 6,7 y
cuantificados mediante HPLC-MS (Romero et al., 2011). Aii20J presenta el menor
grado de afinidad contra C4-HSL, seguido de la oxo-AHL OC6-HSL. El resto de las
AHLs probadas son degradadas completamente en 1 hora por una concentracién de
20 yg/mL del enzima (Figura 16). Este amplio espectro de actividad convierte a Aii20J

en una de las enzimas de QQ mas activas descritas, ya que en otros casos el rango
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de AHLs que puede ser eliminado es menor. En el caso de AiiAags 1a mayor actividad
se encuentra frente a C6, C7, C8 y C10-HSL, pero no se encontro actividad frente a
C12-HSL (Cao et al., 2012).

3.3.3 Resistencia a pH

Con el objetivo de medir el efecto del pH del medio sobre la estabilidad de Aii20J y
establecer por lo tanto la viabilidad de su inclusién en piensos u medicamentos de
deban ser ingeridos por via oral, se comproboé la estabilidad de la enzima después de
ser expuesta a distintas soluciones de pH controlado en el intervalo 3-9. Una solucion
de Aii20J de 20 pg/mL se incubd en distintos tampones estériles con diferentes pH
durante 30 min a 22°C. Luego se ajust6 el pH con HCI 1M o NaOH 1M hasta alcanzar
pH 6,7 (condiciones estandar para medir la actividad) y se anadié la AHL (C6-HSL y
C10-HSL con concentracion final de 10 uM) dejando incubar durante 3 h, 22°C. La
presencia de AHLs se revel6 mediante bioensayo con las cepas indicadoras de C.
violaceum, CV026 y VIRO7 (Figura 17). Los pocillos del centro se corresponden con
los controles negativos de PBS pH 6,7 pH con la AHL correspondiente. Los buffers
utilizados fueron el Mcllvaine buffer (para pH 3, 4 y 5), tampén PBS (pH 6y 7) y 0,05
M Tris-HCI (pH 8 y 9). Estos resultados ponen de manifiesto la existencia de un
intervalo de estabilidad de Aii20J, mucho mayor que el descrito para AiiAxgs, que pierde
significativamente su actividad cuando se expone a soluciones de pH inferior a 6 (Cao
et al., 2012).

3.3.4 Resistencia a la accién de Proteinasa K y quimiotripsina

Con el mismo objetivo que la evaluacion de la resistencia al pH, se probo la resistencia
de Aii20J a la accion de la proteinasa K y la quimiotripsina (Figura 18). Se incubo
individualmente Aii20J a una concentraciéon de 20 pg/mL durante 30 miny 1 h a 30°C
en PBS pH 6,7 con proteinasa K en proporcién proteasa-proteina 1:10 (p/p) afiadida
desde una solucion stock de 50 pg/mL en H,O destilada y a-quimiotripsina en
proporcion proteasa-proteina 1:60 desde una solucién stock de 25 pg/mL en 100 mM
Tris-HCI, pH 7,4. Después de los tiempos de incubacién se afladieron C6-HSL y C10-
HSL a una concentracion final de 10 uM y se dejaron otras 24 h a 22°C y 200 rpm. Por
medio de bioensayo de inhibicion con los biosensores C. violaceum CV026 y VIR07 se

determiné la resistencia de la actividad de Aii20J a la protedlisis. Se realizaron
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controles negativos de proteinasa K y quimiotripsina en PBS pH 6,7 sin la enzima con
la misma concentracién afadida de AHLs y control negativo de PBS con las AHLs a

las mismas concentraciones.

3.3.5 Resistencia a temperatura

Se evalud la termoestabilidad de Aii20J sometiendo una solucion del enzima de
concentracién 20 ug/mL por triplicado a distintas temperaturas durante 10 minutos,
midiéndose la actividad del enzima asi tratado sobre C6-HSL (10 uM) durante 1 h,
22°C, 200 rpm, que fue cuantificada mediante técnicas de HPLC-MS. Los resultados
demuestran una termoestabilidad limitada de Aii20J, ya que pierde su actividad
catalitica por encima de los 60°C (Figura 19). Este resultado contrasta fuertemente con
la termoestabilidad de la actividad enzimatica en los extractos celulares crudos, en los
que la actividad resiste tratamientos de hasta 100°C durante 10 minutos (no se
muestran los resultados). Ademas la termoestabilidad de Aii20J también se comprobd
HPLC-MS sometiendo una solucién de 20 ug/mL de Aii20J a 60°C durante 10 minutos
tras los que se incubd con una concentracion 50 uM de C6-HSL a 22°C. A distintos
tiempos de incubacién (0, 30 y 90 minutos) se extrajeron alicuotas por triplicado para
cuantificar su actividad residual mediante analisis de HPLC-MS del mismo modo que
en el apartado 3.3.1 (Figura 15). Como control se utilizé PBS suplementado con la
misma cantidad de sefal C6-HSL, procesado y extraido organicamente del mismo
modo. Aii20J degradé a lo largo de los 90 minutos casi por completo toda la sefal en
comparacion con el control, aunque la enzima tratada a 60°C presentd una cinética
algo mas lenta que la enzima no tratada como se observa en la Figura 15. En
comparacion con los resultados de termoestabilidad limitada (Figura 19), Aii20J no

pierde la capacidad de degradacién de AHLs a 60°C (Figura 15).

Para comprobar si la diferencia de termo-resistencia entre el enzima purificado y el
extracto celular de la Tenacibaculum sp. cepa 20J se pudiera deber a la presencia en
la cepa de un segundo enzima termo-resistente se probd la termorresistencia de la
actividad en extractos celulares de E. coli BL21DE3 con el plasmido pET28¢(+). EL
extracto celular crudo diluido a una concentracion 10 veces mayor que la
concentracién minima activa (46,8 ug de proteina del extracto/mL tanto a las 3 como a
las 24 h) se incub6 en tubos Eppendorf® con PBS pH 6,7 a 22°C, 60°C, 80°C y 100°C

durante 10 min. Luego se dejaron enfriar a temperatura ambiente, se les anadio la
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molécula sefial C6-HSL a una concentracién final de 10 uM y se dejaron en agitacion a
200 rpm durante 3 h a 22°C, tras la cual se realizd el bioensayo de inhibicién de
violaceina. Como control se usé el PBS con la misma cantidad de sefial C6-HSL. Los
resultados ponen de manifiesto que el extracto de E. coli en el que se expresa Aii20J
presenta el mismo perfil de termorresistencia que la cepa original 20J (Figura 20), lo
que indica que la baja termorresistencia de Aii20J purificada podria deberse a la falta
de algun co-factor que incrementa su sensibilidad y que esta presente en los extractos

celulares.

3.3.6 Interaccién de Aii20J con antibiéticos de la famila de los B-lactamicos

Debido a la homologia de Aii20J y el resto de las lactonasas de AHLs con las B-
lactamasas responsables de la resistencia de numerosas bacterias a estos antibidticos
(Bebrone, 2007), se comprobé la posible actividad de Aii20J sobre un total de 11
antibiéticos B-lactamicos pertenecientes a 5 familias del grupo (Penicilina G, Meticilina,
Amoxicilina, Ampicilina, Cefalotina, Cefaclor, Cefoxitina, Ceftriaxona, Cefoperazona,
Imipenem y Meropenem) y dos inhibidores de las B-lactamasas (Sulbactam y acido
clavulanico). Los antibidticos se incubaron durante 24 horas con una soluciéon de 20
pg/mL de Aii20J comprobandose su actividad en comparacion con la misma soluciéon
de antibiético no tratado enzimaticamente mediante antibiograma en pocillo con la
bacteria Staphylococcus aureus ATCC 25923. Se obtuvieron halos de diametro
idéntico en las placas correspondientes al antibiotico solo y al antibiotico tratado con
Aii20J, lo que indica que no existe interaccién ente Aii20J y la accién de estos
antibioticos B-lactamicos y tampoco con los inhibidores de las B-lactamasas probados
(Figura 21).

EJEMPLO 4
Resistencia al acido en E. coli K-12 MG1655 y E. coli EHEC EDL 933

Con el objetivo de observar si la lactonasa Aii20J podria revertir el efecto protector de
las AHLs en cultivos de E. coli cuando son expuestos a pHs bajos, se llevo a cabo un
ensayo de resistencia al acido. Las cepas de E. coli fueron cultivadas en medio LB
durante 48 h a 30°C y en agitacion (170 rpm). Tras ese tiempo los cultivos se
inocularon en medio LB precalentado con glucosa al 0,4% para reprimir el sistema de

resistencia al acido (AR-1), con las distintas condiciones y en continua agitacién a la



WO 2015/004305 PCT/ES2014/070569

62

misma temperatura: E. coli, E. coli mas OC6-HSL a una concentracion final de 5 pM,
E. coli mas Aii20J a 20 yg/mL y E. coli mas OC6-HSL y Aii20J a las mismas
concentraciones. Después de 14-15 horas de incubacién se realizé una dilucion
1:1000 de cada cultivo en medio acido (MEM) pH 2,0, suplementado con glucosa al
0,4% y glutamato 1,6 mM precalentado. A las 0, 1,5 y 3 horas (30°C, 170 rpm) se
vertieron 100 uL de cada reaccién en placas de LB. Las placas se incubaron 24 horas
a 30°C para determinar la supervivencia de E. coli mediante el contaje de CFUs
(unidades formadoras de colonias). EI medio MEM fue preparado a partir de una
disolucién al 50X con 670 mL de agua destilada, 10 g de MgSO,-7H,0, 100 g de &cido
citrico-H,0, 500 g de K;HPO, y 175 g de NaNH,HPQO4-4H,0O. El volumen aproximado
final fue de 1 L, del cual se realizé una dilucién a 1X en agua destilada y se ajustoé a
pH 2,0 antes de autoclavar. La glucosa (0,4%) y el glutamato (1,6 mM) fueron

afnadidos esterilizados de forma independiente.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 22.

Discusién

En E. coli la Resistencia a un entorno acido se controla mediante la presencia de
sefialas QS de tipo AHL. E. coli no produce esas sefales, pero puede sentir las
senales producidas por otras bacterias en el rumen o en el intestino de los animales
debido a la presencia de un sensor especifico llamado SdiA. Se ha demostrado que la
inactivacién del sensor SdiA reduce la diseminaciéon fecal de E. coli O157:H7 en
terneras destetadas, probablemente reduciendo la capacidad de colonizacién (Sharma
& Bearson, 2013). En la Figura 22 se demuestra el efecto de la adicién de la enzima
Aii20J sobre la resistencia al &cido en E. coli cepa K-12 MG1655. En este experimento
se ha comprobado el efecto de la adicién de AHLs externas y la accion de la lactonasa
Aii20J sobre la viabilidad de células E. coli expuestas a pH 2,0. Los resultados han
demostrado que la presencia de AHLs externas confiere a E. coli completa resistencia
al acido en comparacion con los cultivos de control. La adicion de Aii20J a cultivos de
control no tiene un efecto significativo sobre la resistencia de E. coli a un entorno acido
mientras que la adicién de Aii20J a cultivos a los que se les anadieron AHLs resulté en
una reduccion significativa (alrededor del 50%) en la viabilidad celular en comparacién

con cultivos que eran resistentes al acido debido a la presencia de AHLs.
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La resistencia al acido es una caracteristica de virulencia importante de patégenos
gastrointestinales tales como E. coli y el gen sdiA juega un papel clave en la
regulacion del sistema de resistencia al acido dependiente de glutamato asi como en
el control de la produccidn de factores de virulencia de manera dependiente de QS en
E. coli K-12 y EHEC. Los resultados aqui aportados confirman el potencial uso de

Aii20J en el control de la expresidn de importantes patégenos humanos como E. coli.

TRADUCCION AL CASTELLANO DE LAS LEYENDAS EN INGLES CONTENIDAS
EN LA LISTA DE SECUENCIAS

Término en inglés Término en castellano
Sequence Listing Lista de Secuencias
DNA ADN

Artificial sequence Secuencia artificial
Primer Cebador
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucleétido que comprende la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ
ID NO: 1, o una variante del mismo que tiene un grado de identidad de al menos
un 76% con respecto a dicha SEQ ID NO: 1 y codifica un péptido con actividad
inhibidora de Quorum Sensing (QS).

2. Polinucledtido segun la reivindicacién 1, cuya secuencia de nucleétidos tiene un
grado de identidad con respecto a la SEQ ID NO: 1 de, al menos, 90% y codifica
un péptido con actividad inhibidora de QS.

3. Polinucleétido segun la reivindicacion 1 é 2, cuya secuencia de nucledtidos tiene
un grado de identidad con respecto a la SEQ ID NO: 1 de, al menos, 99% vy

codifica un péptido con actividad inhibidora de QS.

4. Polinucledtido segun la reivindicacién 1, cuya secuencia de nucledtidos consiste en
la SEQ ID NO: 1.

5. Un vector que comprende un polinucleétido segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 4.

6. Una célula que comprende un polinucleétido segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, o un vector segun la reivindicacién 5, o un péptido segun
cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13, con la condicion de que dicha célula no

€s una bacteria del género Tenacibaculum.

7. Un organismo no humano transgénico que comprende, insertado en su genoma,
un polinucledétido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o un vector segun
la reivindicacion 5, con la condicion de que dicho organismo no e€s una bacteria del

género Tenacibaculum.

8. Un péptido codificado por la secuencia nucleotidica de un polinucleétido segun

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.
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Un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID
NO: 2, o una variante del mismo que tiene un grado de identidad de al menos un
76% con respecto a dicha SEQ ID NO: 2 y mantiene la actividad inhibidora de
Quorum Sensing (QS).

Péptido segun la reivindicacién 8 6 9, cuya secuencia de aminoacidos tiene un
grado de identidad de, al menos 76%, con respecto a dicha SEQ ID NO: 2 y

mantiene la actividad inhibidora de QS.

Péptido segun la reivindicacion 8, 9 6 10, cuya secuencia de aminoacidos tiene un
grado de identidad de, al menos 93%, con respecto a dicha SEQ ID NO: 2 y

mantiene la actividad inhibidora de QS.

Péptido segun la reivindicacién 8, 9, 10 u 11, cuya secuencia de aminoacidos
tiene un grado de identidad de, al menos 99%, con respecto a dicha SEQ ID NO: 2

y mantiene la actividad inhibidora de QS.

Péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, cuya secuencia de

aminoacidos consiste en la SEQ ID NO: 2.

Una composicion que comprende un polinucleétido segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, un vector segun la reivindicacién 5, una célula segun la
reivindicacién 6, un organismo no humano transgénico segun la reivindicaciéon 7, o

un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13.

Composicidn segun la reivindicacion 14, que comprende, ademas, un vehiculo
seleccionado entre:

- un vehiculo apto para alimentacion;

- un vehiculo farmacéuticamente aceptable; y

- un vehiculo agricolamente aceptable.

Un producto alimenticio que comprende una composicién segun la reivindicaciéon

15 y un vehiculo apto para alimentacion.
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Empleo de un polinucleétido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, un
vector segun la reivindicacion 5, una célula segun la reivindicacion 6, un organismo
no humano transgénico segun la reivindicacién 7, o un péptido segun cualquiera

de las reivindicaciones 8 a 13, en la elaboracion de un producto alimenticio.

Una composicidon farmacéutica que comprende una composicion segun la

reivindicaciéon 15 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Empleo de un polinucleétido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, un
vector segun la reivindicacion 5, una célula segun la reivindicacion 6, un organismo
no humano transgénico segun la reivindicacién 7, o un péptido segun cualquiera
de las reivindicaciones 8 a 13, en la elaboracion de un medicamento para la

prevencién y/o el tratamiento de una infeccion bacteriana.

Empleo segun la reivindicacion 19, en el que la bacteria causante de la infeccion

bacteriana es una bacteria productora de sefiales de quorum sensing (QS).

Empleo segun la reivindicacion 19 6 20, en el que la bacteria causante de la

infeccién bacteriana es una bacteria formadora de biofilms.

Empleo segun la reivindicacién 20, en el que dichas senales de QS producidas por
la bacteria causante de la infecciébn comprenden una N-acil-homoserin lactona
(AHL), en donde dicha AHL es (i) una AHL no sustituida, en donde dicha AHL no
sustituida se selecciona del grupo formado por C4-HSL, C6-HSL, C8-HSL, C10-
HSL, C12-HSL, C14-HSL y sus combinaciones; (i) una AHL oxo- o hidroxi-
sustituida, en donde dicha AHL oxo- o hidroxi- sustituida se selecciona del grupo

formado por OC6-HSL, OC12-HSL y sus combinaciones; o (iii) combinaciones de

(i) y (ii).

Una composicion agricola que comprende una composicion segun la reivindicacion

15 y un vehiculo agricolamente aceptable.

Un método para controlar una enfermedad bacteriana en una planta, que
comprende poner en contacto dicha planta con un péptido segun cualquiera de las

reivindicaciones 8 a 13, en donde dicha enfermedad bacteriana es causada por
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una bacteria productora de sefales de quorum sensing (QS), bajo condiciones que

permiten controlar dicha enfermedad bacteriana.

Un método para controlar una enfermedad bacteriana en una planta, que
comprende transformar dicha planta con un polinucleétido segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, o con un vector segun la reivindicaciéon 5, en donde dicha
enfermedad bacteriana es causada por una bacteria productora de senales de

qguorum sensing (QS).

Un método para controlar una enfermedad bacteriana en una planta, que
comprende el empleo de una bacteria transformada con un polinucleétido segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o con un vector segun la reivindicacion 5,
en donde dicha enfermedad bacteriana es causada por una bacteria productora de
sefiales de quorum sensing (QS), bajo condiciones que permiten controlar dicha

enfermedad bacteriana.

Empleo de un polinucleétido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, un
vector segun la reivindicacion 5, una célula segun la reivindicacion 6, un organismo
no humano transgénico segun la reivindicacién 7, o un péptido segun cualquiera
de las reivindicaciones 8 a 13, para provocar un proceso de quorum quenching
(QQ) en respuesta a un proceso de quorum sensing (QS), en donde dicho proceso

de QS es causado por una bacteria productora de sefales de QS.

Un método para provocar un proceso de quorum quenching (QQ) en respuesta a
un proceso de quorum sensing (QS), en donde dicho proceso de QS es causado
por una bacteria productora de sefales de QS, que comprende poner en contacto
dicha bacteria con un polinucleétido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
un vector segun la reivindicacién 5, una célula segun la reivindicacién 6, un
organismo no humano transgénico segun la reivindicaciéon 7, o un péptido segun
cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13, bajo condiciones que permiten provocar

dicho proceso de QQ.

Empleo de un polinucleétido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, un
vector segun la reivindicacion 5, una célula segun la reivindicacion 6, un organismo
no humano transgénico segun la reivindicacién 7, o un péptido segun cualquiera

de las reivindicaciones 8 a 13, para inhibir un proceso de quorum sensing (QS), en
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donde dicho proceso de QS es causado por una bacteria productora de sefales de
QsS.

Un método para inhibir un proceso de quorum sensing (QS), en donde dicho
proceso de QS es causado por una bacteria productora de sefiales de QS, que
comprende poner en contacto dicha bacteria con un polinucleétido segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, un vector segun la reivindicaciéon 5, una
célula segun la reivindicacién 6, un organismo no humano transgénico segun la
reivindicacién 7, o un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13, bajo

condiciones que permiten inhibir dicho proceso de QS.

Un método in vitro para degradar una sefal de quorum sensing (QS), que
comprende poner en contacto un polinucledtido segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, un vector segun la reivindicacién 5, una célula segun la
reivindicacién 6, un organismo no humano transgénico segun la reivindicaciéon 7, o
un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13, con dicha sefial de QS,

bajo condiciones que permiten degradar dicha sefal de QS.

Un método in vitro para modular la actividad sefalizadora de una N-acil-homoserin
lactona (AHL), que comprende poner en contacto un polinucleétido segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, un vector segun la reivindicaciéon 5, una
célula segun la reivindicacién 6, un organismo no humano transgénico segun la
reivindicacién 7, o un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13, con
dicha AHL, bajo condiciones que permiten modular la actividad sefalizadora de
dicha AHL.

Empleo de un polinucleétido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, un
vector segun la reivindicacién 5, una célula segun la reivindicacion 6, un organismo
no humano transgénico segun la reivindicacién 7, o un péptido segun cualquiera
de las reivindicaciones 8 a 13, para inhibir la formacidén de un biofilm bacteriano ex

vivo 0 in vitro.

Empleo segun la reivindicacion 33, en el que dicha bacteria causante de la
formacion de biofilm es una bacteria productora de sefiales de quorum sensing
(QS).
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Un método in vitro o ex vivo para inhibir la formacién de un biofilm bacteriano, en
donde dicho biofilm bacteriano es producido por una bacteria productora de una
sefial de quorum sensing (QS), que comprede poner en contacto un polinucleétido
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, un vector segun la reivindicacion 5,
una célula segun la reivindicacion 6, un organismo no humano transgenico segun
la reivindicacion 7, o un péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13,
con dicha bacteria productora de sefales de QS, bajo condiciones que permiten

inhibir la formacién de dicho biofilm bacteriano.

Empleo segun cualquiera de las reivindicaciones 27, 29, 6 34, en el que dichas
sefiales de QS producidas por la bacteria comprenden una N-acil-homoserin
lactona (AHL), en donde dicha AHL es (i) una AHL no sustituida, en donde dicha
AHL no sustituida se selecciona del grupo formado por C4-HSL, C6-HSL, C8-HSL,
C10-HSL, C12-HSL, C14-HSL y sus combinaciones; (ii) una AHL oxo- o hidroxi-
sustituida, en donde dicha AHL oxo- o hidroxi- sustituida se selecciona del grupo

formado por OC6-HSL, OC12-HSL y sus combinaciones; o (iii) combinaciones de

(i) y (ii).

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 24 a 26, 28, 30, 31, 32 6 35, en el
que dichas senfales de QS producidas por la bacteria comprenden una N-acil-
homoserin lactona (AHL), en donde dicha AHL es (i) una AHL no sustituida, en
donde dicha AHL no sustituida se selecciona del grupo formado por C4-HSL, C6-
HSL, C8-HSL, C10-HSL, C12-HSL, C14-HSL y sus combinaciones; (ii) una AHL
oxo- o hidroxi- sustituida, en donde dicha AHL oxo- o hidroxi- sustituida se
selecciona del grupo formado por OC6-HSL, OC12-HSL y sus combinaciones; o

(iii) combinaciones de (i) y (ii).
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Fig. 11
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Fig. 13

Fig. 14
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Y ROMERO, M. “Interceptacion of seflales of comunicacion 1-37

bacteriana tipo N-acilhomoserin lactonas (AHLs)
in bacterias aisladas del medio marino”. THESIS.
Universidad of Santiago of Compostela.

May 2010. [on line], [retrieved on 23.09.2014].
Retrieved from Internet :

the whole document, specially Chapter 3.

URL:http://dspace.usc.es/bitstream/10347/2852/1/9788498874501 _content.pdf

Further documents are listed in the continuation of Box C.

X see patent family annex.

* Special categories of cited documents:

"A" document defining the general state of the art which is not
considered to be of particular relevance.

"E" earlier document but published on or after the international filing
date

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or which is
cited to establish the publication date of another citation or other
special reason (as specified)

"0Q" document referring to an oral disclosure use, exhibition, or other
means.

"P"  document published prior to the international filing date but later
than the priority date claimed

e

"y

ny

" g

later document published after the international filing
date or priority date and not in conflict with the
application but cited to understand the principle or
theory underlying the invention

document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken
alone

document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when
the document is combined with one or more other
documents , such combination being obvious to a
person skilled in the art

document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

26/09/2014

Date of mailing of the international search report

(30/09/2014)

Name and mailing address of the ISA/

OFICINA ESPANOLA DE PATENTES Y MARCAS
Paseo de la Castellana, 75 - 28071 Madrid (Espafia)
Facsimile No.: 91 349 53 04
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M. Novoa Sanjurjo

Telephone No. 91 3498466
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Category *

Citation of documents, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

A

ROMERO, M. et al. “Acylhomoserine lactone

production and degradation by the fish pathogen

Tenacibaculum maritimum, a member of the Cytophaga-Flavobacterium-
Bacteroides (CFB) group”. FEMS MICROBIOLOGY LETTERS, March
2010, Vol. 304, N° 2, pages 131-139, the whole document.

ROMERGO, M. et al. “Quorum quenching in cultivable

bacteria from dense marine coastal microbial

communities”. FEMS MICROBIOLOGY ECOLOGY. February
2011, Vol. 75, N° 2, pages 205-217, the whole document.
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W02010012852 Al 04.02.2010 US2011195051 A1 11.08.2011
US8586343 B2 19.11.2013
EP2356991 Al 17.08.2011
EP2356991 A4 20.03.2013
CN102149395 A 10.08.2011
CN102149395B B 11.09.2013
ES2342807 Al 14.07.2010
ES2342807 B2 18.03.2011
WO003068951 Al 21.08.2003 US2005155088 A1 14.07.2005
US7098014 B2 29.08.2006
EP1470221 Al 27.10.2004
EP1470221 B1 21.03.2007
DE60219077T T2 12.07.2007
AU2002225585 A1 04.09.2003
AT357512T T 15.04.2007
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
(Articulo 18 y Reglas 43 y 44 del PCT)

Referencia del expediente del PARA CONTINUAR ver Formulario PCT/ISA/220 y, en su caso,

solicitante o del mandatario LA TRAMITACION el punto 5 de esta hoja.
P9915PC00

Solicitud internacional N° Fecha de presentacién internacional (dia/mes/ario) Fecha de prioridad (la mds antigna)

(dia/mes/afio)

PCT/ES2014/070569 10 JULIO 2014 (10.07.2014) 11 JULIO 2013 (11.07.2013)

Solicitante

UNIVERSIDADE DE SANTIAGO DE COMPOSTELA y FUNDACION PEDRO BARRIE DE LA MAZA, CONDE DE

FENOSA.

El presente informe de biisqueda internacional, elaborado por esta Administracién encargada de la biisqueda internacional, se transmite al
solicitante, conforme al Articulo 18. Se remite una copia del mismo a la Oficina Internacional.

Este informe de biisqueda internacional comprende un total de 7 hojas.

Se adjunta una copia de cada uno de los documentos del estado de la técnica citados en el informe.

1. Base del informe
a. En lo que se refiere al idioma, la biisqueda internacional se ha realizado sobre la base de :

la solicitud en el idioma en el que se presentd

O una traduccién de la solicitud al , que es el idioma de la traduccién proporcionada a los fines de la
biisqueda internacional (Reglas 12.3.a) y 23.1.b))
b. [ Este informe de biisqueda internacional se ha realizado teniendo en cuenta la rectificacién de un error evidente autorizado por
o notificado a esta Administracién segtin la Regla 91 (Regla 43.6bis.a)).

c. En lo que se refiere a las secuencias de nucleétidos y/o de aminoacidos divulgadas en la solicitud internacional,
véase Recuadro L.

2. Se estima que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de biisqueda (ver Recuadro II).

3. [ Falta unidad de invencién (ver Recuadro III).

4. Con respecto al titulo,

el texto se aprueba segtin fue remitido por el solicitante.

O el texto ha sido establecido por esta Administracién con la siguiente redaccién:

5. Con respecto al resumen,

el texto se aprueba segtin fue remitido por el solicitante.

O el texto (reproducido en el Recuadro I'V) ha sido establecido por esta Administracién de conformidad con la Regla 38.2.
El solicitante puede presentar observaciones a esta Administracién en el plazo de un mes a contar desde la fecha de expedicién
del presente informe de biisqueda internacional.

6. Con respecto a los dibujos,

4. la figura de los dibujos a publicar junto con el resumen es la Figura N° _
O propuesta por el solicitante.
O propuesta por esta Administracién, por no haber propuesto el solicitante ninguna figura.
O propuesta por esta Administracién, por caracterizar mejor, esta figura, la invencién.

b B 1o debe publicarse ninguna figura.

Formulario PCT/ISA/210 (primera hoja) (Julio 2009)
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Solicitud internacional n°

PCT/ES2014/070569

Recuadro I Secuencia(s) de nucleétidos y/o de aminoacidos (continuacién del punto 1.c de la primera hoja)

1 En lo que se refiere a las secuencias de nucleétidos y/o de aminoacidos divulgadas en la solicitud internacional y necesarias para la
invencidn reivindicada, la biisqueda se ha llevado a cabo sobre la base de una lista de secuencias presentada o entregada:

a. Medios

] enpapel

en formato electrénico

b. Cuando

[J enla solicitud internacional tal y como se presentd
junto con la solicitud internacional en formato electrénico

[ posteriormente a esta Administracién a los fines de la biisqueda
2.4 Ademds, en caso de que se haya presentado mds de una version o copia de una lista de secuencias se ha entregado la declaracién
requerida de que la informacién contenida en las copias subsiguientes o adicionales es idéntica a la de la solicitud tal y como se

present6 o no va mds alld de lo presentado inicialmente.

3. Comentarios adicionales:

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (1)) (Julio 2009)
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PCT/ES2014/070569

Recuadro II Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de biisqueda (continuacién
del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de brisqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segtin el articulo 17.2.a) por los siguientes
motivos:

1. Las reivindicaciones n®: 27-30, 36, 37
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracion no estd obligada a proceder a la blisqueda, a saber:

Las reivindicaciones 27-30, 36 y 37 se refieren a una materia que esta Administracion considera que
estan afectadas por las disposiciones de la Regla 67. 1 (iv) PCT, relativas a un método de tratamiento
terapéutico del cuerpo humano o animal. A pesar de ello, se ha efectuado una busqueda para estas
reivindicaciones basada en los efectos antibacterianos atribuidos a la N-acil-homoserina-lactona
acilasa de SEQ ID n° 2.

2. O Las reivindicaciones n°:
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una biisqueda provechosa, concretamente:

3. [ Las reivindicaciones n°:
son reivindicaciones dependientes y no estin redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de la regla 6.4(a).

Recuadro III Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la Biisqueda Internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

1. O Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
buisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda.

2. O Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracién no requiri6 el pago de tasas adicionales.

3. O pado que tan sélo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de biisqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones n®:

4. O Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de biisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones, cubierta
por las reivindicaciones n™:

Indicacion en cuanto a la protesta O se acompafié a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

Se acompafi6 a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagé en el plazo establecido para ello.

O & pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (2)) (Julio 2009)
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A. CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD
Ver Hoja Adicional

De acuerdo con la Clasificacién Internacional de Patentes (CIP) o segtin la clasificacion nacional y CIP.

B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacién)

C12N, A23L, A61K, AOIN, A61P

Otra documentacién consultada, ademds de la documentacién minima, en la medida en que tales documentos formen parte de los sectores
comprendidos por la biisqueda

Bases de datos electrénicas consultadas durante la biisqueda internacional (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
buisqueda utilizados)

EPODOC, INVENES, WPI, REGISTRY, HCAPLUS, GOOGLE

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Relevante para las

Categoria Documentos citados, con indicacion, si procede, de las partes relevantes reivindicaciones n°

Y WO 2010012852 A1 (UNIVERSIDADE DE SANTIAGO 1-37
DE COMPOSTELA) 04.02.2010, todo el documento.

Y WO 03068951 A1 (INSTITUTE OF MOLECULAR AGROBIOLOGY) 1-37
21.08.2003, todo el documento.

Y ROMERO, M. “Interceptacion de sefiales de comunicacién 1-37
bacteriana tipo N-acilhomoserin lactonas (AHLs) en bacterias aisladas del
medio marino”. TESIS DOCTORAL. Universidad de Santiago de Compostela.
Mayo 2010. [en linea], [recuperado el 23.09.2014]. Recuperado de Internet :
URL:http://dspace.usc.es/bitstream/10347/2852/1/9788498874501 _content.pdf,
todo el documento, especialmente Capitulo 3.

En la continuacién del recuadro C se relacionan otros documentos Los documentos de familias de patentes se indican en el

anexo

* Categorias especiales de documentos citados: "T" documento ulterior publicado con posterioridad a la

"A" documento que define el estado general de la técnica no fecha de presentacién internacional o de prioridad que
considerado como particularmente relevante. no pertenece al estado de la técnica pertinente pero que

"E" solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la fecha de se cita por permitir la comprensién del principio o
presentacién internacional o en fecha posterior. teorfa que constituye la base de la invencion.

"L"  documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacién de "X" documento particularmente relevante; la invencién
prioridad o que se cita para determinar la fecha de publicacién de reivindicada no puede considerarse nueva o que
otra cita o por una razén especial (como la indicada). implique una actividad inventiva por referencia al

"Q" documento que se refiere a una divulgacién oral, a una utilizacién, documento aisladamente considerado.

a una exposicién o a cualquier otro medio. "Y" documento particularmente relevante; la invencién

"P" documento publicado antes de la fecha de presentaci6n reivindicada no puede considerarse que implique una
internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad actividad inventiva cuando el documento se asocia a
reivindicada. otro u otros documentos de la misma naturaleza, cuya

combinacién resulta evidente para un experto en la
materia.

"&" documento que forma parte de la misma familia de
patentes.

Fecha en que se ha concluido efectivamente la biisqueda internacional. Fecha de expedicion del informe de biisqueda

internacional.

26/09/2014 30 de septiembre de 2014 (30/09/2014)

Nombre y direccién postal de la Administracién encargada de la Funcionario autorizado

buisqueda internacional M. Novoa Sanjurjo

OFICINA ESPANOLA DE PATENTES Y MARCAS Paseo de

la Castellana, 75 - 28071 Madrid (Espatfia)

N° de fax: 91 349 53 04 N° de teléfono 91 3498466

Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Julio 2009)
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C (Continuacién).

DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorfa *

Documentos citados, con indicacion, si procede, de las partes relevantes

Relevante para las
reivindicaciones n°®

A

ROMERO, M. et al. “Acylhomoserine lactone

production and degradation by the fish pathogen

Tenacibaculum maritimum, a member of the Cytophaga-Flavobacterium-
Bacteroides (CFB) group”. FEMS MICROBIOLOGY LETTERS, Marzo
2010, Vol. 304, N° 2, paginas 131-139, todo el documento.

ROMERGO, M. et al. “Quorum quenching in cultivable
bacteria from dense marine coastal microbial

communities”. FEMS MICROBIOLOGY ECOLOGY. Febrero
2011, Vol. 75, N° 2, paginas 205-217, todo

el documento.

1-37

1-37
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Documento de patente citado Fecha de Miembro(s) de la Fecha de
en el informe de buisqueda Publicacién familia de patentes Publicacién
W02010012852 Al 04.02.2010 US2011195051 A1 11.08.2011
US8586343 B2 19.11.2013
EP2356991 A1l 17.08.2011
EP2356991 A4 20.03.2013
CN102149395 A 10.08.2011
CN102149395B B 11.09.2013
ES2342807 Al 14.07.2010
ES2342807 B2 18.03.2011
WO003068951 Al 21.08.2003 US2005155088 A1 14.07.2005
US7098014 B2 29.08.2006
EP1470221 Al 27.10.2004
EP1470221 B1 21.03.2007
DE60219077T T2 12.07.2007
AU2002225585 A1 04.09.2003
AT357512T T 15.04.2007

PCT/ISA/210 (Anexo — familias de patentes) (Julio 2009)
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CLASIFICACIONES DE INVENCION

CI2N15/55 (2006.01)
CI2N9/18 (2006.01)
A23L3/3571 (2006.01)
A61K38/46 (2006.01)
AO0IN63/02 (2006.01)
A61P31/04 (2006.01)
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