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@ Resumen:

Uso de una nueva «-Proteobacteria para Quorum
Quenching.

La presente invencion se refiere a una cepa de una nueva
especie de a-Proteobacteria afin al género Phaeobacter,
que es capaz de degradar las N-Acil-homoserin lactonas
(AHLs), las cuales no pueden ser recuperadas significa-
tivamente por acidificacion, indicando una actividad enzi-
matica diferente a la lactonasa. Por tanto, el empleo de
esta bacteria es Util para controlar las infecciones bacte-
rianas, sin ejercer presién selectiva sobre las poblaciones
de las bacterias patégenas y evitando asi la aparicion de
resistencias. También permite la inhibicién de otros pro-
cesos de colonizacién bacteriana en los que estan impli-
cadas las sefiales de “quorum sensing” o QS tipo AHL,
como la formacion de biofilms.



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 372 247 Al

DESCRIPCION

Uso de una nueva a-Proteobacteria para Quorum Quenching.

La presente invencién se encuentra dentro de la biologia, la biologia molecular, y la acuicultura, y especificamen-
te se refiere a una nueva a-Proteobacteria capaz de degradar N-acil-homoserin lactonas (AHLs) para el control de
enfermedades infecciosas bacterianas, y para evitar la formacién de biofilms.

Estado de la técnica anterior

Numerosas especies bacterianas usan un mecanismo de regulacién genética coordinada para responder a cambios
en el entorno. Este mecanismo conocido como “quorum sensing” (QS) consiste en la produccion y liberacion de
moléculas sefial al medio donde se acumulan controlando la expresién de miiltiples genes (Fuqua et al., 1994. J
Bacteriol 176: 269-275). Mediante la comunicacién por QS las poblaciones bacterianas pueden coordinarse para
ejecutar importantes funciones bioldgicas, muchas de ellas implicadas en la virulencia de importantes patégenos,
como: movilidad, “swarming”, agregacion, luminiscencia, biosintesis de antibiéticos, factores de virulencia, simbiosis,
formacién y diferenciacién de biofilms, transferencia de plasmidos por conjugacion, ... (Williams et al., 2007. Phil
Trans R Soc B 362: 1119-1134).

Las sefiales de QS mads estudiadas y conocidas son las N-acil-homoserin lactonas (AHLs) empleadas por numerosas
bacterias Gram-negativas (Williams et al., 2007. Phil Trans R Soc B 362: 1119-1134). Las AHLs, también conocidas
como autoinducers (Als), son una familia de moléculas sefiales usadas en el sistema de QS de muchas bacterias,
principalmente Gram negativas, que se basan en un anillo lactona con una cadena lateral acilo de tamaiio variable entre
4 y 14 carbonos, con o sin saturacién y con o sin sustituciones Oxo- o Hidroxi- en el tercer carbono (Whitehead et al.,
2001. FEMS Microbiol Rev 25: 365-404). Como las poblaciones de especies bacterianas coordinadas por QS obtienen
importantes ventajas competitivas en sus multiples interacciones con otros procariotas y eucariotas, sus competidores
han desarrollado mecanismos para interferir con su comunicacion por sistemas QS, a estos mecanismos se les conoce
como “quorum quenching” (QQ). Existen dos tipos principales de mecanismos de QQ: un primer tipo se basa en la
produccion de moléculas inhibidoras/antogonistas que mimetizan las AHLs bloqueando o desestabilizando el receptor,
como las furanonas producidas por el alga marina Delisea pulchra (Givskov et al., 1996. J Bacteriol 178: 6618-6622).
Otra estrategia para bloquear los sistemas de QS mediados por AHLs es la degradacion enzimdtica de las moléculas
seflal. Hasta el momento, se han descrito dos tipos principales de enzimas que llevan a cabo esta degradacién: las
lactonasas que hidrolizan el anillo lactona y las acilasas que rompen el enlace entre el anillo lactona y la cadena
lateral (Dong et al., 2007, Phil Trans R Soc B 362: 1201-1211). La actividad acilasa ha sido descrita en Pseudomonas
aeruginosa PAO1, Ralstonia sp., Streptomyces sp., Rhodococcus erythropolis, Anabaena sp. PCC 7120, Shewanella
sp. y Variovorax paradoxus (Leadbetter and Greenberg, 2000, J Bacteriol 182: 6921-6926; Lin et al., 2003, Mol
Microbiol 47: 849-860; Park et al., 2005, App! Environ Microbiol 71: 2632-2641; Uroz et al., 2005, Microbiol 151:
3313-3322; Huang et al., 2006, App! Environ Microbiol 72: 1190-1197; Sio et al., 2000, Infect Immun 74: 1673-1682;
Romero et al., 2008, FEMS Microbiol Lett 280: 73-80), mientras que la actividad lactonasa ha sido identificada en
distintas cepas de los géneros Bacillus, Arthrobacter sp. y Rhodococcus, pero también estd presente en algunos Gram
negativos como Klebsiella y Agrobacterium (Dong and Zhang, 2005. J Microbiol 43: 101-109; Dong et al., 2007, Phil
Trans R Soc B 362: 1201-1211).

Aungque la sintesis de quimioterdpicos artificiales y el descubrimiento y mejora de los antibidticos han supuesto en
el siglo pasado una auténtica revolucién médica en el tratamiento de enfermedades infecciosas, el desarrollo de resis-
tencia a antibidticos por parte de algunas bacterias patdgenas es un grave problema mundial, que obliga a la industria
farmacéutica a desarrollar nuevas generaciones de antibidticos mds potentes, y que puede originar cepas multirresis-
tentes en las que el tratamiento es mds largo y con frecuencia ineficaz, llegando incluso a la muerte del paciente. La
presion selectiva que se ejerce en el ambiente microbiano, el estado inmunitario del hospedero, los microambientes
bacterianos y factores propios de las bacterias involucradas, tienen un papel importante en el desarrollo de la resis-
tencia. Es por lo tanto un objetivo prioritario para la industria farmacéutica el desarrollo de nuevas estrategias para el
tratamiento de las infecciones bacterianas.

Puesto que muchas bacterias usan el sistema de sefiales de QS para sincronizar la expresion genética y coordi-
nar su actividad bioldgica dentro de una poblacion, controlando la virulencia y la formacién de biofilms entre otras
funciones biolégicas, una via para evitar el aumento de mecanismos de resistencia de las bacterias patégenas (que en
muchas ocasiones dificultan el adecuado tratamiento clinico, llegando incluso a la muerte del paciente) seria controlar
estos sistemas de sefiales QS mediante QQ. La posibilidad de utilizacién de la inhibicién del quorum sensing para el
tratamiento de enfermedades bacterianas ha sido revisada con anterioridad (Stephenson et al., 2004. Curr Med Chem
11:765-773; Hentzer et al., 2003. BioDrugs 17:241-250; Hentzer et al., 2003. J Clin Invest 112:1300-1307; Lyon et
al., 2003. Chem Biol 10:1007-1021). Debido a que gran cantidad de patégenos humanos (p. e.: Pseudomonas putida,
Serratia spp.,...), de plantas (p. e.: Agrobacterium spp., Erwinia carotovora, ...) y patégenos marinos (p. e.: Aeromonas
salmonicida, Vibrio anguillarum, ...) (Williams et al., 2007. Phil Trans R Soc B 362: 1119-1134; Bruhn et al., 2005.
Dis Aquat Org 65: 43-52) emplean AHLs para el control de la produccién de factores de virulencia, la interferencia
con estos sistemas de comunicacién constituye una interesante y prometedora via para el control de enfermedades
infecciosas bacterianas (Dong & Zhang. 2005. J Microbiol 43: 101 -109; Dong et al., 2007. Phil Trans R Soc B 362:
1201-1211).
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Una de las actividades bacterianas de mayor importancia clinica y ecoldgica en la que intervienen los procesos de
“quorum sensing” es la formacion de biofilms, que requiere la produccidn, por parte de los microorganismos, de estas
moléculas sefial difusibles (Nadell ez al., 2008. PLoS Biol 6(1): e14.doi:10.1371/journal.pbio.0060014).

Los biofilms son peliculas bioldgicas que se desarrollan y persisten en las superficies, y que suelen ser estables
y dificiles de eliminar debido a la naturaleza protectora de la matriz de polisacarido en la que estin embebidos los
microorganismos. Pueden definirse como una poblacién bacteriana encerrada dentro de una matriz de polisacdrido
que se adhiere a las superficies. Se encuentran generalmente en las superficies de los equipamientos industriales que
procesan o transportan liquidos, o en las superficies adyacentes a tales equipamientos. 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 estdn 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.

Los medicamentos convencionales, como por ejemplo, los antibiéticos, son poco eficaces en infecciones que cursan
a través de la formacién de biofilms, debido a las barreras de difusion o al estado metabdlico de los microorganismos
en el biofilm.

Por tanto, mecanismos de interferencia del QS, es decir el QQ, solos o en combinacién con antibidticos, constitu-
yen una estrategia interesante en la inhibicion de la formacién de biofilms asi como en el tratamiento de enfermedades
infecciosas por patégenos multirresistentes, como Pseudomonas aeruginosa, en la que esta descrito el control de QS
sobre mecanismos de virulencia (Venturi, 2006. FEMS Microbiol Rev 30: 274-291) y otros patégenos de humanos,
animales y plantas. Pseudomonas aeruginosa es una de las bacterias mds infectivas y problemadticas, al formar bio-
films 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
para pacientes con heridas crénicas o con quemaduras.

Por tanto, este mecanismo puede ser interesante para el tratamiento de muchas enfermedades bacterianas, y existe
bastante literatura sobre este tema (March & Bentley, 2004. Current Opinion in Biotechnology 15:495-502; Stephen-
son et al., 2004. Curr Med Chem 11:765-773; Hentzer et al., 2003. BioDrugs 17:241-250; Hentzer et al., 2003. J Clin
Invest 112:1300-1307; Lyon et al., 2003. Chem Biol 10:1007-1021). Por ejemplo, se ha visto que puede ser ttil en
el tratamiento de enfermedades, tanto en los animales como en las plantas, provocadas por los géneros Staphylococ-
cus, Pseudomonas, Borrelia, Salmonella, Burkholderia, Ceratocystis, Serratia, Chromobacterium, Pectobacterium,
Erwinia, Agrobacterium, o por otras enterobacterias (ademas de Pseudomonas).

Ademds, el interés de las estrategias de QQ para el tratamiento de enfermedades infecciosas es que, al no afectar
directamente a la supervivencia del patégeno sino a la expresion de los factores de virulencia, no ejercen presion se-
lectiva evitando la aparicidn de resistencias. Por esta razon, este tipo de estrategia ha sido denominada “antiinfectivos”
o “antipatogénicos” en contraste con los “antibidticos” o “antibacterianos” cuyo objetivo es la muerte celular.

A pesar de que los procesos de QS y de QQ se descubrieron en organismos marinos (Nealson et al., 1970. J
Bacteriol 104: 313-322; Givskov et al., 1996. J Bacteriol 178: 6618-6622) se ha prestado poca atencion a su significado
ecoldgico en el ambiente marino. La producciéon de AHLs es comun entre las bacterias patdégenas de peces marinos,
incluyendo Aeromonas salmonicida, Yersinia ruckeri, Vibrio salmonicida, Aeromonas hydrophila, Vibrio vulnificus,
Vibrio harveyi, o Vibrio anguillarum (Freeman & Bassler, 1999. Mol Microbiol 31: 665-677; Croxatto et al., 2002. J
Bacteriol 184: 1617-1629; Buch et al., 2003. Syst Appl Microbiol 26: 338-349; Kim et al., 2003. Mol Microbiol 48:
1647-1664; Bruhn et al., 2005. Dis Aquat Org 65: 43-52). Por ello, la posibilidad de emplear los inhibidores de QS
para controlar la infeccién se ha propuesto como una alternativa al uso de antibiéticos en acuicultura (Defoirdt et al.,
2004. Aquaculture 240: 69-88), y la viabilidad de la utilizacién de esta estrategia ha sido ya demostrada (Rasch et al.,
2004. System Appl Microbiol 27: 350-359; Tinh et al., 2008. FEMS Microbiol Ecol 62: 45-53).

Descripcion de la invenciéon

La presente invencion se refiere a una cepa de una nueva especie de a-Proteobacteria afin al género Phaeobacter,
que es capaz de degradar las N-Acil-homoserin lactonas (AHLs), las cuales no pueden ser recuperadas significati-
vamente por acidificacién, indicando una actividad enzimdtica diferente a la lactonasa. Por tanto, el empleo de esta
bacteria es ttil para controlar las infecciones bacterianas, sin ejercer presion selectiva sobre las poblaciones de las
bacterias patégenas y evitando asi la aparicion de resistencias. También permite la inhibicién de otros procesos de co-
lonizacién bacteriana en los que estdn implicadas las sefiales de “quorum sensing” o QS tipo AHL, como la formacién
de biofilms.

Por tanto, un aspecto de la invencidn se refiere a una cepa de células bacterianas de a-Proteobacteria depositada
el 21 de mayo de 2010 en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) con nimero de depésito CECT 7733, de
ahora en adelante “cepa de la invencién” o “cepa 177”. Dicha cepa pertenece al filo de las a-Proteobacteria afin al
género Phaeobacter. Esta cepa de la invencion crece, preferiblemente, en caldo o agar marino, mas preferiblemente
a una temperatura de 22°C y aun mas preferiblemente durante 24 horas. La secuencia de polinucledtidos de la region
ribosémica 16S de dicha cepa de la invencion se recoge parcialmente en la SEQ ID NO: 1.
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Cualquier bacteria regula su expresion génica en respuesta a diferentes sefiales medioambientales, una propiedad
esencial para competir con otros organismos. En el caso particular de bacterias patégenas, la regulacién génica es
crucial para permitir la supervivencia de la bacteria en el particular ambiente que le ofrece su hospedador. Los genes
de virulencia bacterianos estdn sujetos a complejos mecanismos de regulacidn para asegurar la expresion del gen
apropiado en el momento apropiado. Las AHLs son las sefiales de QS mds estudiadas y conocidas, y como se ha dicho
son empleadas por multitud de bacterias patégenas humanas, de plantas y marinas para el control de la produccién de
factores de virulencia.

Por tanto, otro aspecto de la invencioén se refiere al uso de una célula bacteriana cuya regién 16S del ARNr presenta
una identidad de al menos un 96% con la secuencia polinucleotidica recogida en la SEQ ID NO: 1, respecto a la
longitud completa de la SEQ ID NO: 1, de ahora en adelante “célula bacteriana de la invencién”, del extracto celular
crudo o del sobrenadante de sus cultivos, o cualquiera de sus combinaciones, para degradar N-Acil homoserin lactonas
y provocar quorum quenching. En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la regién 16S del ARNr
de la célula bacteriana de la invencidn presenta una identidad de al menos un 97%, mads preferiblemente de un 98%,
y atin mds preferiblemente, de un 99% con la secuencia polinucleotidica recogida en la SEQ ID NO: 1, respecto a la
longitud completa de la SEQ ID NO: 1. En una realizacién particular de este aspecto de la invencion, la regién 16S
del ARNTr de la célula bacteriana de la invencion presenta la secuencia polinucleotidica recogida en la SEQ ID NO: 1,
mas preferiblemente, la célula bacteriana de la invencidn es la cepa de la invencién.

Por ello, otro aspecto de la invencidn se refiere al uso de la cepa de la invencion, del extracto celular crudo o del
sobrenadante de sus cultivos, o cualquiera de sus combinaciones, para provocar quorum quenching.

En la presente invencion se entiende por “quorum quenching” o “QQ” el mecanismo mediante el cual se interfiere
la comunicacién microbiana, preferiblemente de bacterias patdgenas, mediada por sefiales basadas en un sistema
quorum sensing o QS. Este mecanismo QQ afecta negativamente a, por ejemplo, aunque sin limitarnos, la expresién
de factores de virulencia de la poblacién microbiana sin provocar la muerte celular.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de la célula bacteriana de la invencion, preferiblemente, de la cepa
de la invencion, del extracto celular crudo o del sobrenadante de sus cultivos, o cualquiera de sus combinaciones, los
cuales son capaces de degradar N-Acil homoserin lactonas y, por tanto, de interferir con el sistema de sefiales de QS de
bacterias, para la elaboracion de un medicamento. Otro aspecto de la invencién se refiere al uso de la célula bacteriana
de la invencién, preferiblemente, de la cepa de la invencidn, del extracto celular crudo o del sobrenadante de sus
cultivos, o cualquiera de sus combinaciones, para la elaboraciéon de un medicamento para el tratamiento o prevencién
de enfermedades infecciosas bacterianas.

La producciéon de AHLs es comun entre las bacterias patégenas de peces marinos, incluyendo, pero sin limitarse,
a Aeromonas salmonicida, Yersinia ruckeri, Vibrio salmonicida, Aeromonas hydrophila, Vibrio vulnificus, Vibrio har-
veyi, o Vibrio anguillarum, (Freeman & Bassler, 1999. Mol Microbiol 31: 665-677; Croxatto et al., 2002. J Bacteriol
184: 1617-1629; Buch et al., 2003. Syst Appl Microbiol 26: 338-349; Kim et al., 2003. Mol Microbiol 48: 1647-1664;
Bruhn er al., 2005. Dis Aquat Org 65: 43-52). Por ello, la posibilidad de emplear los inhibidores de QS para controlar
la infeccién se ha propuesto como una alternativa al uso de antibidticos en acuicultura (Defoirdt et al., 2004. Aquacul-
ture 240: 69-88), y su viabilidad ya ha sido demostrada (Rasch et al., 2004. System Appl Microbiol 27: 350-359; Tinh
et al., 2008. FEMS Microbiol Ecol 62:45-53).

Por tanto, en una realizacién preferida de este aspecto de la invencidn, la enfermedad infecciosa bacteriana la
padece un animal acudtico. En otra realizacién preferida de este aspecto de la invencion, las enfermedades infecciosas
bacterianas son provocadas por bacterias productoras de AHLs.

En esta memoria se entiende por “animal acudtico” cualquier animal que viva en el agua, como por ejemplo,
aunque sin limitarnos, peces, moluscos o crustaceos.

Los “biofilms” o “biopeliculas”, tal y como se definen en esta memoria, son comunidades de microorganismos
que crecen embebidos en una matriz de exopolisacdridos y adheridos a una superficie inerte o un tejido vivo. Es una
comunidad de bacterias (de una tnica especie o varias), que se adhiere a una superficie sélida. La inhibicién de las
AHLs permite inhibir la formacién de biopeliculas formadas por procesos controlados por QS.

Los biofilms producen una gran cantidad de polisacaridos extracelulares, responsables de la apariencia viscosa, y se
caracterizan por una gran resistencia a agentes antibidticos. Esta resistencia puede deberse a que la matriz extracelular
en la que se encuentran embebidas las bacterias proporciona una barrera frente a la penetracién de biocidas. Otra
posibilidad es que la mayoria de las células del biofilm crecen muy lentamente, en un estado de privaciéon de comida,
por lo que no son susceptibles al efecto de los agentes antimicrobianos. Un tercer aspecto podria ser que las células en
el biofilm adoptasen un fenotipo distinto, por ejemplo, mediante la expresion de bombas efluentes de fairmacos.

La contaminacién bioldgica de superficies es comun, pudiendo desarrollarse el biofilm sobre superficies hidr6fo-
bas, hidrdfilas, bidticas o abidticas, y conduce a la degradacion del material, productos de contaminacién, bloqueo
mecénico e impedancia de la transferencia de calor en procesos acudticos. Los biofilms son también la primera causa
de la contaminacién bioldgica de sistemas de distribucién de agua potable, y otras conducciones, siendo especial-
mente importante el control de biofilms en los sistemas antiincendios. El establecimiento de bacterias adheridas a los
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alimentos o a las superficies en contacto con los alimentos, conlleva serios problemas higiénicos e incluso casos de
toxiinfecciones alimentarias, asi como numerosas pérdidas econdémicas por los productos que se llegan a desechar
(Carpentier & Cerf, 1993. J App Bacter. 75:499-511).

En acuicultura tiene especial relevancia la formacién de biofilm en estructuras sumergidas tales como jaulas, redes
o contenedores; o equipamientos tales como cafierias, bombas, filtros y tanques colectores, y para especies de cultivo,
como mejillones, vieiras, ostras, etc. Se conoce como biofouling y afecta a todos los sectores de la acuicultura europea,
siendo un problema creciente debido a la aplicacion de la Directiva de Productos Biocidas EC 98/8/EC, resultando
en sustanciales pérdidas econdémicas. Tiene ademds, repercusiones ecoldgicas importantes porque los organismos
acudticos que se afianzan a los cascos de los barcos como consecuencia del biofouling acompafian a estos navios
a donde quiera que vayan. Esto ha significado un problema ecolégico mundial, ya que los barcos estan trasladando
especies invasoras hacia los lagos, los rios y los océanos que no son su habitat original.

Asi, la fabricacién de pinturas anti-incrustaciones con células bacterianas de la invencidn, preferiblemente, con la
cepa de la invencion, el extracto celular crudo o el sobrenadante de sus cultivos, reduciria el biofouling en los cascos
pintados con ella, sin tener elementos quimicos téxicos para la vida marina.

Por tanto, otro aspecto de la invencion se refiere al uso de la célula bacteriana de la invencién, preferiblemente, de la
cepa de la invencion, del extracto celular crudo o del sobrenadante de sus cultivos, o cualquiera de sus combinaciones,
para inhibir la formacidén de biofilms.

Existen numerosas evidencias epidemioldgicas que relacionan los biofilms con distintos procesos infecciosos en
humanos, como por ejemplo, aunque sin limitarnos, los recogidos en la tabla 1 (Wilson, 2001. Sci Prog 84: 235-
254; Costerton et al., 1999. Science, 284: 1318-1322). Los mecanismos por los que el biofilm produce los sintomas
de la enfermedad todavia no estdn completamente establecidos, pero 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 accidén fagocitaria de las células del sistema inmune y por otro lado, constituyen un nicho para la aparicién de
bacterias resistentes a los tratamientos antibidticos. Este tltimo aspecto puede ser especialmente relevante dado que
las bacterias resistentes originadas en un biofilm podrian extenderse de paciente a paciente a través de las manos del
personal sanitario. En una realizacién preferida de este aspecto de la invencion, la formacién de biofilms es provocada
por bacterias productoras de AHLs.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1

Procesos infecciosos humanos en los que interviene la formacion de biofilm

Infeccion o enfermedad

Especie bacteriana formadora de biofilm

Caries dental

Cocos Gram positivos acidogénicos (ej.

Streptococcus)
Periodontitis Bacterias anaerdbicas orales Gram negativas
Ctitis media Cepas no tipables de Haemophilus influenzae

Infecciones del musculo-esquelético

Cocos Gram positivos (ej. Staphylococos)

Fascitis necrotizante

Streptococos Grupo A

Osteomielitis

Varias especies bacterianas y fungicas

Prostatitis bacteriana

E. coli y otras bacterias Gram negativas

Endocarditis de la valvula nativa

Streptococos del grupo viridans

Neumonia por fibrosis quistica

Pseudomonas aeruginosa 'y  Burkholderia

cepacia

Meloidosis

Pseudomonas pseudomallei

Enfermedades nosocomiales

Neumonia (cuidados intensivos)

Bacilos gram-negativos

Suturas

Staphylococcus epidermidis y S. aureus

Orificios de salida

S. epidermidis 'y S. aureus

Vias arteriovenosas

S. epidermidis 'y S. aureus

Bucles esclerales

Cocos Gram positivos

Lentes de contacto

P. aeruginosa y otros cocos Gram positivos

Cistitis por catéteres urinarios

E. coli y otros bacilos gram-negativos

Periodontitis por dialisis peritoneal

Una variedad de bacterias y hongos

DIU

Actinomyces israelli y muchos otros

Tubos endotraqueales

Una variedad de bacterias y hongos

Catéteres Hackman

S. epidermidis y Candida albicans

Catéteres centrales venosos

S. epidermidis y otros

Valvulas mecanicas del corazén

S. epidermidis 'y S. aureus

Injertos vasculares

Cocos Gram positivos

Bloqueo del conducto biliar

Una variedad de bacterias entéricas y hongos

Dispositivos ortopédicos

S. epidermidis 'y S. aureus

Prétesis del pene

S. epidermidis 'y S. aureus

Ademais el uso de la célula bacteriana de la invencidn, preferiblemente de la cepa de la invencién, en combinacién
con antibidticos u otros agentes antibacterianos puede ser una estrategia interesante en el tratamiento de enfermedades
infecciosas provocadas por patégenos multirresistentes como por ejemplo, aunque sin limitarnos, Pseudomonas aeru-
ginosa, en la que estd descrito el control de QS sobre mecanismos de virulencia (Venturi, 2006. FEMS Microbiol Rev
30: 274-291) y otros patégenos de humanos, animales y plantas.

Por tanto, otro aspecto de la invencion se refiere al uso de las células bacterianas de la invencién, preferiblemente,
de la cepa de la invencidn, del extracto celular crudo o del sobrenadante de sus cultivos, los cuales son capaces de
degradar N-Acil homoserin lactonas, o cualquiera de sus combinaciones, solos o en combinacién con antibidticos
u otros agentes antibacterianos, mds preferiblemente para el tratamiento o prevencioén de enfermedades infecciosas
bacterianas o para inhibir la formacion de biofilms.
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La informacién que se proporciona en esta memoria es suficiente para permitir a un experto en la materia identificar
a otras cepas que estén dentro de esta nueva especie de a-Proteobacteria. Por las especiales caracteristicas de estos
organismos, que ain no se han estudiado en profundidad, y por las dificultades que supone su descripcién, ésta serd
mads facil y fiable si su delimitacion taxonémica se basa en métodos de biologia molecular.

Asi, en la identificacidon de un microorganismo como perteneciente a la nueva especie son aplicables los pardme-
tros siguientes, sea aisladamente o en combinacién con los anteriores. Dado que las cepas de la nueva especie son
afines en cuanto a su evolucion, puede esperarse que la homologia global de los genomas a nivel de los nucleétidos,
y mds concretamente a nivel de la regién 16 S del ARN ribosémico nuclear, y mds concretamente al polinucleétido
de la region 16S del ARN ribosémico nuclear que se recoge en la SEQ ID NO: 1, y que pertenece al microorganismo
depositado en la CECT con nimero 7733 el 21 de mayo de 2010 y que en este documento se denomina como cepa
de la invencién o cepa 177, sea de un 80% o mayor, y mds preferiblemente de un 85%, de un 90%, de un 95% o
mayor. La correspondencia entre la secuencia gendmica de la(s) cepa(s) putativa(s) de la nueva especie y la secuencia
de otro microorganismo se puede determinar por métodos conocidos en el estado de la técnica. Por ejemplo, aquéllas
se pueden determinar por una comparacion directa de la informacién de secuencia del polinucleétido procedente de la
cepa putativa, y la secuencia del polinucleétido de la SEQ ID NO: 1 de esta memoria. Los métodos de comparacién
de secuencias son conocidos en el estado de la técnica, e incluyen, aunque sin limitarse a ellos, el programa BLASTP
o BLASTN, y FASTA (Altschul et al., 1999. J Mol Biol 215: 403-410). Por ejemplo, también, aquéllas se pueden de-
terminar por hibridacién de los polinucleétidos en condiciones que forman duplex estables entre regiones homologas,
seguido por digestiéon con nucleasa(s) especifica(s) monocatenaria(s), seguido por determinacién del tamafio de los
fragmentos digeridos.

El porcentaje de identidad se ha determinado midiendo la identidad entre el polinucleétido que se muestra en la
SEQ ID NO: 1 (perteneciente a la cepa de la invencion) y todos los polinucledtidos homdlogos que se encontraban
recogidos en el momento de escritura de esta memoria, en el GenBank. Tras este andlisis cabe pensar que un organismo
que pertenezca a la nueva especie tendrd un polinucledtido homdlogo al de 1a SEQ ID NO: 1, perteneciente a la regién
16S de su ARN ribosémico nuclear, que presente, al menos, una identidad del 96% con éste.

En relacién con otras cepas de bacterias con actividad QQ, la cepa de la invencién presenta una elevada activi-
dad degradadora y una alta inespecificidad, siendo capaz de degradar todas las AHLs probadas (por ejemplo, aunque
sin limitarnos, C4-HSL, C6HSL, C10-HSL, C12-HSL y OC12-HSL) en un periodo de 24 horas segiin datos obte-
nidos mediante cuantificacién por LC-MS y presenta un buen crecimiento, asi como capacidad de crecer en medios
marinos.

La cepa de la invencion se caracteriza por una alta capacidad degradadora, un amplio rango de especificidad
mostrada por sus enzimas degradadoras de AHLs y por el tipo de actividad enzimatica que se deriva de los analisis por
HPLC de la degradacién de C4-HSL y C12-HSL, cuya concentracién no se recupera tras acidificacion, (Figura 3), lo
que excluye una posible actividad lactonasa e indica la posible presencia de actividad acilasa. En caso de confirmarse
la presencia de actividad acilasa en esta cepa se trataria de un enzima de caracteristicas distintivas con otras acilasas
de origen bacteriano, cuya actividad es prevalentemente sobre AHLs de cadena larga. Todas estas caracteristicas
convierten a la cepa de la invencién en un candidato prometedor para el control de patégenos con QS basado en AHL
en salud humana, cultivos marinos, animales y plantas, asi como para la inhibicién de la formacién de biopeliculas
formadas por procesos controlados por QS.

Otro aspecto de la invencién se refiere a una composicién, de ahora en adelante “composicién de la invencién”,
que comprende un elemento seleccionado de la lista que comprende:

a. una célula bacteriana cuya regién 16S del ARNr presenta una identidad de al menos un 96% con la se-
cuencia polinucleotidica homologa recogida en la SEO ID NO: 1, respecto a la longitud completa de SEO
ID NO: 1, o célula bacteriana de la invencién, preferiblemente, dicha célula bacteriana de la invencidn es
la cepa de la invencion,

b. el extracto celular crudo de un cultivo bacteriano de la célula bacteriana de (a), preferiblemente de la cepa
de la invencion,

c. el sobrenadante del cultivo bacteriano de (b),

o cualquiera de sus combinaciones.

Otro aspecto se refiere al uso de la composicion de la invencién como agente antipatogénico.

Un “agente antipatogénico” es una molécula o enzima que inhibe la expresion de los genes controlados por los
procesos de comunicacion entre bacterias dependientes de densidad celular, preferiblemente de los genes relacionados
con la virulencia de una bacteria patégena, evitando asi el desarrollo de la actividad bacteriana en una superficie inerte
o en un tejido vivo y los sintomas asociados a la infeccién, y facilitando la eliminacién del patégeno del medio por
parte, por ejemplo, del sistema inmune del hospedero o de agentes antibacterianos.
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Otro aspecto de la invencidn se refiere al uso de la composicién de la invencién para la elaboracién de un medica-
mento, o alternativamente, a la composicion de la invencién para su uso como medicamento.

Otro aspecto se refiere al uso de la composicién de la invencién para el tratamiento o prevencién de enfermedades
infecciosas bacterianas, o alternativamente, se refiere al uso de la composicion de la invencién para la elaboracién
de un medicamento para el tratamiento o prevencién de enfermedades infecciosas bacterianas. Preferiblemente, la
enfermedad infecciosa bacteriana la padece un animal acuético.

Los biofilms bacterianos son una causa comun de infecciones bacterianas, tanto en humanos (Costerton et al.,
1999. Science 284: 1318-1322), como en animales y plantas. Por ello, otro aspecto de la invencioén se refiere al uso de
la composicion de la invencion para inhibir la formacion de biofilms.

En una realizacién preferida, la composicidn de la invencién se usa en combinacion con antibidticos u otros agentes
antibacterianos. En una realizacién mas preferida, la formacién de biofilms y las enfermedades infecciosas bacterianas
son provocadas por bacterias productoras de AHLs.

El término “medicamento”, tal y como se usa en esta memoria, hace referencia a cualquier sustancia usada para
prevencion, alivio, tratamiento o curacién de enfermedades en el hombre, animales y plantas. En el contexto de la
presente invencion este término se refiere a una preparacién que comprenda al menos una célula bacteriana de la in-
vencion, preferiblemente, la cepa de la invencidn, o la composicion de la invencién. Las enfermedades son provocadas
por la infeccidn de bacterias patégenas productoras de AHLs.

Los medicamentos de la invencién comprenden células bacterianas de la invencion, preferiblemente la cepa de la
invencion, o la composicion de la invencién en una cantidad terapéuticamente efectiva, que es capaz de prevenir o
tratar enfermedades infecciosas bacterianas o de inhibir la formacién de biofilms.

En el sentido utilizado en esta descripcidn, la expresion “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad
de células bacterianas de la invencidn, preferiblemente de cepa de la invencién, o de composicién de la invencién que
produzca el efecto deseado. Los adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden ser utilizados en la
composicion de la invencién y/o en los medicamentos de la invencién son los conocidos por los técnicos en la materia.

El término “prevencién”, tal como se entiende en la presente invencidn, se refiere a evitar la aparicion de dafios cuya
causa sean enfermedades infecciosas bacterianas o la formacién de biofilms provocados por bacterias productoras de
AHLs. El término “tratamiento”, tal como se entiende en la presente invencidn, supone combatir los efectos causados
por enfermedades infecciosas bacterianas o por la formacién de biofilms provocados por bacterias productoras de
AHLs, para estabilizar el estado del hombre, animal o planta, o prevenir dafios posteriores.

El término “infeccién” es el término clinico para describir la colonizacién de un organismo huésped por micro-
organismos de otras especies. En la utilizacién clinica del término infeccidn, el organismo colonizador es perjudicial
para el funcionamiento normal y supervivencia del huésped, por lo que se califica al microorganismo como patégeno.

Por “categoria taxonémica” se entiende el nivel de jerarquia utilizado para la clasificacién de los organismos.

El término “polinucleétido”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una forma polimérica de nucleé-
tidos de cualquier longitud, sean ribonucledtidos o desoxirribonucleétidos. Los términos “polinucledtido” y “dcido
nucleico” se usan aqui de manera intercambiable y se refieren exclusivamente a la estructura primaria de la molécula.

El término “homologia”, tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a la semejanza entre dos estructuras
debida a una ascendencia evolutiva comin, y mds concretamente, a la semejanza entre los nucleétidos de dos o més
polinucleétidos.

El término “identidad”, tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a la proporcidon de nucleétidos
idénticos entre dos polinucledtidos homélogos que se comparan.

El término “fenotipo”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a la suma total de las propiedades estructurales
y funcionales observables de un organismo; producto de la interaccién entre el genotipo y el medio ambiente.

El medio de cultivo empleado para el crecimiento de las células bacterianas de la invencidn, y preferiblemente
de la cepa de la invencidn, puede ser cualquier medio conocido en el estado del arte. Preferiblemente el medio con-
tiene los componentes que comprenden el medioambiente de donde se coge la muestra. Por ejemplo, el medio de
cultivo de bacterias marinas comprende preferiblemente sales marinas. El soporte s6lido para crecer colonias aisladas
individuales puede ser agar, agar noble, Gel-Rite o cualquier otro medio sélido conocido en el estado del arte.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion.
Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.
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Descripcion de las figuras

Fig. 1. Foto del ensayo en medio solido para detectar cepas marinas QQ con los biosensores para AHL C. viola-
ceum CV026 (A) y C. violaceum VIRO7 (B). Las cepas de QQ positivas (177, 168 y 20J) degradaron ambas AHLs (10
uM) tras 24 horas, eliminando la produccién de violaceina comparada con el control (pocillo central). Se emple6 una
cepa de Vibrio anguillarum como control negativo.

Fig. 2. Foto de un ensayo en medio solido para la deteccion de actividad QQ sobre OC12-HSL con el bisensor
E. coli JIM109 pSB1075. Las cepas capaces de degradar la AHL tras 24 horas impiden la produccién de luz por el
biosensor. El pocillo central se corresponde con el control de AHL (10 M), los pocillos a la izquierda se corresponden
con aislados negativos para degradacién de OC12-HSL.

Fig. 3. Andlisis por HPLC-MS de degradacion de C4-HSL y CI12-HSL en el medio de cultivo de los 15 aislados
Q0 positivos tras 24 horas. La concentracién inicial de AHL era de 50 uM. Los sobrenadantes fueron acidificados
hasta pH 2 para permitir la recuperacién del anillo de lactona. CM: caldo marino.

Fig. 4. Arbol Neighbour-joining mostrando las relaciones entre los aislados bacterianos de los ejemplos de la
invencion (rombos oscuros) y las especies con lactonasas (circulos blancos) y acilasas (circulos oscuros) conocidas y
cepas con actividad QQ conocida de las que no se ha caracterizado la actividad enzimdtica (rombos blancos) basada
en el gen de 16S ADNr. El niimero tras cada nombre taxonémico es el nimero de acceso para la secuencia génica
correspondiente. Se muestran los valores de Bootstrap por encima del 50% del andlisis neighbour-joining. Barra: 0,02
sustituciones por posicién de nucleédtido.

Exposicion detallada de modos de realizacion

A continuacion se ilustrard la invencién mediante unos ensayos realizados por los inventores, que ponen de mani-
fiesto la especificidad y efectividad de la cepa de la invencién para degradar N-Acil homoserin lactonas. Estos ejemplos
se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser interpretados como limitaciones a la invencién que aqui se
reivindica. Por tanto, los ejemplos descritos mds adelante ilustran la invencidn sin limitar el campo de aplicacién de la
misma.

Metodologia de aislamiento de las cepas bacterianas marinas

Para la deteccion de bacterias marinas con actividad quorum quenching (QQ) de sefiales tipo AHL se procedi6 al
aislamiento de colonias procedentes de muestras de diferentes medios marinos.

Se tomaron tres tipos de muestras con material estéril:

- Muestra de sedimento de un tanque-reservorio de agua de mar de un circuito cerrado para el cultivo de peces de
la Universidad de Santiago de Compostela.

- Muestra de biopelicula de un tanque de cemento para el cultivo marino de peces en circuito abierto del instituto
IGAFA (Isla de Arosa).

- Muestra de alga Fucus vesiculosus obtenida de un sustrato rocoso intermareal en la Illa de Arousa. 1 g del alga
fue troceado y diluido en 10 ml de agua de mar esterilizada.

Los medios s6lidos empleados para el aislamiento fueron: Agar Triptona soja (TSA) 1% NaCl, Agar marino (MA,
Difco), Agar marino en dilucién 1/100, medio FAS suplementado con 1 g/l de casaminodcidos (FAS CAS) (Schut ef
al., 1993, Appl Environ Microbiol 7: 2150-2160) y medio FAS suplementado con 0,5 g/l de los polimeros agarosa,
quitina y almidén (FAS POL) (Bruns et al., 2002, Appl Environ Microbiol 68: 3978-3987). Se prepararon 3 diluciones
(1/10, 1/100 y 1/1000) en agua de mar esterilizada para cada una de las muestras y se sembraron en placas con los
medios de cultivo nombrados. Las placas se incubaron a 15 y 22°C durante 15 dias. Se aislaron un total de 166 colonias
en funcién de su diferente morfologia y coloracion para el andlisis de actividad QQ. Puesto que las 166 cepas obtenidas
presentaban crecimiento en MA a 22°C, se seleccionaron estas condiciones de cultivo como método de cultivo estandar
y para su mantenimiento en el laboratorio.

Deteccion de actividad QQ

Las cepas aisladas fueron ensayadas para su actividad QQ utilizando un ensayo en medio sélido basado en dos bio-
sensores derivados de la especie Chromobacterium violaceum en los que la produccién del exopigmento violaceina es
dependiente de la presencia de AHLs en el medio de cultivo. La cepa C. violaceum CV026 se utilizé inicialmente para
la deteccion de la degradacion de N-hexanoil-L-homoserin lactona (C6-HSL, McClean et al., 1997, Microbiol 143:
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3703-3711). Con posterioridad se confirmé la capacidad de degradacion de C10-HSL utilizando la cepa C. violaceum
VIRO7 (Morohoshi et al., 2008b, FEMS Microbiol Lett 279: 124-130). Las cepas marinas aisladas se inocularon en
tubos con 1 ml de caldo marino (CM) a 22°C y 200 rpm. Tras 24 horas se centrifugaron 500 ul de los cultivos a 2000
x g, durante 5 min y se resuspendieron en 500 ul de CM al que se anadié C6-HSL 6 C10-HSL 2 uM, incubdndose
durante otras 24 horas. Para la evaluacion de la degradacion de las AHLs, se colocaron 50 ul de los sobrenadantes de
estos cultivos en pocillos realizados con un sacabocados en placas de LB cubiertas con LB blando inoculado con 500
ul de un cultivo de 12 horas de C. violaceum CV026 6 C. violaceum VIR07, afiadiéndose 50 ul de agua destilada estéril
para completar el volumen del pocillo. Tras 24 horas de incubacién a 25°C se observo la produccién de violaceina
(Figura 1).

Ademds se analiz6 la capacidad de interferir con la actividad de la OC12-HSL de las cepas seleccionadas utilizando
la cepa sensora de E. coli IM109 pSB1075 (Winson MK, Swift S, Fisha L, Throup JP, Jgrgensen F, Chhabra SR, et al.
1998. FEMS Microbiol Lett 163:185-192). Se afiadi6 OC12-HSL a 1 ml de cultivo de 12 horas de las cepas en Caldo
Marino a una concentracién final de 2 ug/ml y se incubaron durante 24 horas a 22°C. La actividad AHL en el medio de
cultivo se evalud en placas de LB cubiertas con 5 ml de LB semi-sélido inoculado con 50 ul de un cultivo de 12 horas
de la cepa sensora E. coli IM109 pSB1075 mantenida a 37°C y 200 rpm. Se pipetearon 50 ul de cultivo en pocilios
realizados en el agar de estas placas, utilizindose CM estéril y CM mds OC12-HSL como controles. Las placas se
inocularon durante 3 horas a 37°C, observandose la produccién de luz derivada de la actividad AHL (Figura 2).

Confirmacion de la degradacion de AHL por HPLC-MS

Con las 15 cepas que mostraron inhibicién de QS contra las AHLs C6 y C10, se llevaron a cabo andlisis mediante
HPLC-MS para determinar inequivocamente su capacidad para degradar AHLs (Figura 3). A cultivos de 24 h de
1 ml de las cepas correspondientes, se afiadieron las AHLs C4-HSL y C12-HSL con una concentracion final de 50
UM, y se incubaron estos cultivos durante 24 h més a 22°C y a 200 rpm. Tras la centrifugacién de los cultivos (2000 g,
5 min), se dividi6 el sobrenadante en dos partes iguales. Un volumen de 500 pl se acidificé con HCl hastaun pH de 2 y
se incubd durante 24 h a 25°C para facilitar la recuperacién de la actividad AHL derivada de la hidrélisis del anillo de
lactona por la accién de las lactonasas. Los sobrenadantes de los cultivos se extrajeron 3 veces con un volumen igual de
etilacetato, se evaporaron bajo flujo de nitrégeno y se resuspendieron en 200 ul de acetonitrilo para andlisis por HPLC-
MS y cuantificacién. Las muestras de caldo marino suplementadas con la misma cantidad de C4 o C12-HSL fueron
procesadas y extraidas de la misma forma y usadas como controles. Los anélisis se llevaron a cabo con un equipo
de HPLC 1100 series (Agilent USA) con precolumna CB (2,1x12,5 mm, 5 ym de tamafio de particula) y columna
ZORBAX Eclipse XDB-C18 2,1 x 150 mm (tamafio de particula 5 um) a 45°C. La fase mévil estaba compuesta por
0,1% de acido férmico en agua (A) y 0,1% de acido férmico en acetonitrilo (B). La velocidad de flujo fue de 0,22
ml/min. Las condiciones de elucién fueron las siguientes: 0 min 35%B, gradiente lineal a 60%B en 10 min, gradiente
lineal desde 60% a 95% B durante 5 min, 5 min 95% B y finalmente vuelta a las condiciones iniciales en 9 min.

La columna fue reequilibrada durante 5 min. El volumen de inyeccién fue de 2 ul. Los experimentos de MS
mostrados fueron llevados a cabo en un espectrémetro de masas API 4000 triple-quadrupole (Applied Biosystem, CA,
USA) equipado con una fuente de Turbolon empleando un electrospray i6nico positivo, con modo de monitorizacién
de reaccion multiple (MRM). La sefiales MRM se emplearon para generar informacién cuantitativa relativa mediante
comparacién con una curva de calibrado construida para abundancia iénica molecular, empleando el estdndar sintético
de AHL apropiado (Milton et al., 2001, J Bacteriol 183: 3537-3547).

Identificacion bacteriana basada en la subunidad 16S y andlisis filogenéticos

La identificaciéon de las cepas se llevé a cabo mediante amplificaciéon y secuenciacién parcial del gen corres-
pondiente a la subunidad 16S del ARNr. El ADN genémico de los distintos aislados fue extraido (Puregene Tissue
Core Kit B) y el gen de la subunidad 16S del ARNr fue amplificado empleando los cebadores ANT1 (forward)
(5’ AGAGTTTGATCATGGCTCAG) y S (reverse) (S’ GGTTACCTTGTTACGACTT) (Martinez-Murcia and Rodri-
guez-Valera, 1994, FEMS Microbiol Lett 124: 265-269). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo bajo las siguientes
condiciones estandar: 35 ciclos (desnaturalizacion a 94°C durante 15 s, hibridacién a 50°C durante 30 s, extension a
72°C durante 2 min) precedidos por 2 min de desnaturalizacién a 94°C y seguidos por 7 min de extensién a 72°C. Los
productos de PCR fueron parcialmente secuenciados, revisados y corregidos mediante el programa BioEdit Sequence
Alignment Editor (v. 7.0.9.0 http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Un total de quince secuencias de la su-
bunidad 16S del ARNTr fueron identificadas y comparadas con secuencias de la subunidad 16S del ARNTr disponibles
en el GenBank usando NCBI BLAST (Altschul et al., 1997, Nucleic Acids Res 25: 3389-3402) y el Ribosomal Data-
base Project (http://rdp.cme.msu.edu/html/). Las secuencias de ARNr 16S fueron alineadas usando MUSCLE (Edgar,
2004, Nucleic Acids Res 321792-321797) con las secuencias mds cercanas filogenéticamente encontradas en las bases
de datos tras identificacién por BLAST, y con aquellos aislados con actividad acilasa o lactonasa previamente identifi-
cados o con actividad QQ ya conocida. Para eliminar espacios y posiciones alineadas de modo inequivoco, se empled
Gblocks (Castresana, 2000, Mol Biol Evol 17: 540-552), dando lugar a 649 posiciones disponibles para construir el
arbol filogenético. Los andlisis filogenéticos se llevaron a cabo después usando el paquete informadtico de filogéne-
sis MEGA4 (Zmasek and Eddy, 2001, Bioinformatics 17: 821-828; Kumar et al., 2004, Brief Bioinform 5: 150-163)
empleando los pardmetros por defecto (Figura 4).
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Resultados
Crecimiento y aislamiento bacteriano

Se obtuvieron resultados muy distintos en el nimero de unidades formadoras de colonias (CFU) dependiendo del
medio de cultivo y de la temperatura de crecimiento empleada para cada muestra. La muestra con una poblacién de
bacterias mayor fue la obtenida del sedimento del tanque de cultivo, llegando a 3x10° CFUs ml~'. El mayor valor de
CFU obtenido para la muestra de biopelicula era un orden de magnitud mas bajo que en el sedimento, mientras que
el nimero de bacterias viables aisladas de F. vesiculosus era el mas bajo, llegando tan sélo a 30.000 CFUs ml™" en
el mejor de los casos. La temperatura de crecimiento y, lo que es mds importante, el medio de cultivo empleado para
su aislamiento, también tuvieron una gran influencia sobre el nimero de bacterias viables aisladas. Temperaturas mas
altas (22°C) permitieron el crecimiento de un mayor nimero de colonias en casi todos los casos. El medio de Agar
Marino Diluido (MA 1/100) y el medio de FAS-CAS resultaron ser los més efectivos para la recuperacion de CFUs
en las muestras de sedimento y de biopelicula, mientras que en la muestra de F. vesiculosus el medio de Agar Marino
y el de FAS-POL fueron igual de efectivos a altas temperaturas, resultando en nimeros de CFUs 3 veces mayores que
los otros medios de cultivo.

Un total de 166 aislados fueron obtenidos de las muestras de ambientes marinos seleccionados para la busqueda de
actividad QQ, 85 cepas de la muestra de sedimento del tanque de cultivo, 48 de la biopelicula y 33 de F. vesiculosus
(Tabla 2).

A pesar del mayor niimero de CFU/ml obtenidas con el medio de cultivo oligotréfico en las primeras dos muestras,
alrededor de la mitad de aislados empleados para la busqueda de actividad QQ se obtuvieron de medios mas ricos
como TSA 1% NaCl y MA, debido a la mayor variabilidad que se observo de las colonias. En el caso de la muestra
de sedimento, mas del 70% de los aislados provenian de estos medios ricos, mientras que en la muestra de biopelicula
la mayorfa de cepas habfan sido aisladas en medio FAS (Tabla 2). El niimero de cepas aisladas a las dos temperaturas
distintas que se emplearon en el estudio fue muy similar: 91 cepas se aislaron de placas mantenidas a 22°C y 75 de
placas mantenidas a 15°C.

Deteccion de la inhibicion de la actividad quorum sensing mediante bioensayos

El ensayo en medo sélido en placa empleando la cepa biosensora C. violaceum CV026 permitié la deteccion de
la inhibicién de la actividad C6-HSL de forma robusta (Figura 1). Este ensayo permitié diferenciar las cepas con
actividad de inhibicién del crecimiento de aquéllas con una actividad QQ real. El ensayo en medio sélido con C.

violaceum CV026 permiti6 la identificacion de 24 cepas con actividad QQ, lo cual representa un 14,5% de las cepas
aisladas (Tabla 2).

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 2

Resumen de las cepas bacterianas aisladas de distintos ambientes y medios de cultivo, mostrando el niimero y
porcentaje de cepas con actividad de inhibicion QS contra C6-HSL obtenido empleando el ensayo en placa de
C. violaceum CV026. MA: agar marino; MA 1/100: agar marino diluido 1/100 con agua de mar; FAS-CAS:
agua de mar filtrada y autoclavada suplementada con casaminodcidos; FAS-POL: agua de mar filtrada y
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autoclavada suplementada con polimeros

Ne¢ de cepas aisladas | Cepas QQ
Sedimento del
tanque de
peces
TSA-1% NaCl 30 2
MA 31 4
MA 1/100 9 1
FAS-CAS 7 0
FAS-POL 1
Total 85 8
Biofilm del
tanque de agua
TSA-1% NaCl 9 0
MA 5 0
MA 1/100 7 0
FAS-CAS 17 2
FAS-POL 10 1
Total 48 3
Fucus
vesiculosus
TSA-1% NaCl 9 3
MA 9 2
MA 1/100 5 3
FAS-CAS 7 3
FAS-POL 3 2
Total 33 13
Todas las muestras
TSA-1%NaCl 48 5
MA 45 6
MA 1/100 21 4
FAS-CAS 31 5
FAS-POL 21 4
Total 166 24
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No se observé un efecto significativo del medio de cultivo empleado para el aislamiento sobre el porcentaje de
cepas con actividad QQ (Tabla 2, test Chi cuadrado, p>0,05). El 50% de las cepas activas fueron activadas a 22°C
y por tanto el efecto de la temperatura de aislamiento no fue significativo (test de Fisher exacto, p>0,05). Por el
contrario, si se observé un efecto importante del origen de la muestra sobre el porcentaje de cepas con actividad
QQ encontradas (Tabla 2, test Chi cuadrado, p<0,05). Mientras que las cepas aisladas de los tanques presentaron un
porcentaje de actividad QQ de entre el 6 y el 9% (Tabla 2), casi el 40% de las cepas aisladas de la muestra de F.
vesiculosus resultaron activas contra C6-HSL (Tabla 2). Las 24 cepas que eran aparentemente capaces de interceptar
la actividad de C6-HSL se analizaron mds a fondo, estudiando su capacidad de interceptar C10-HSL mediante el
mismo ensayo en medio sélido pero empleando la cepa biosensora C. violaceum VIRO7. Entre éstas, sélo 15 fueron
capaces de eliminar completamente la actividad tanto de C6-HSL como de C10-HSL, como fue detectado con el
biosensor tras 24 horas (Figuras 1 y 3) y por tanto estas cepas fueron seleccionadas para la posterior caracterizacién
de su actividad QQ e identificacion. Estas cepas fueron aisladas de F. vesiculosus, de la muestra de sedimento y de
la muestra de biopelicula del tanque de agua (Tabla 3). Ademads, estas cepas fueron analizadas para determinar su
capacidad de degradar OC12-HSL mediante un bioensayo en placa con la cepa biosensora E. coli IM109 pSB1075.
10 de las 15 cepas fueron capaces de suprimir completamente la actividad de OC12 detectable por el biosensor (Tabla
3), indicando que un amplio rango de sustratos AHL pueden ser inactivados por estas cepas.

TABLA 3

Identificacion de las 15 cepas con actividad Quorum Quenching en base a las secuencia de la subunidad 16S del
ADNFr. También se muestran el cardcter Gram (protocolo estdndar de tincion), la capacidad para crecer en medio
carente de sales marinas (TSA con NaCl 1 g/l) y la capacidad para degradar OC12-HSL, asi como la presencia de

secuencias homologas candidatas para acilasas y lactonasas en los genomas secuenciados disponibles

. % Id del
Bacterias .
. . locus TSA- | OC12- | Secuencias
Origen Cepa | mas cercanas Gram .
. 16S 1% HSL putativas
cultivadas
ADNr
Hyphomonas acilasa/lacto
2 99 - - +++
sp. DG895 nasa
5 Stappia sp. 98 - - + lactonasa
Alteromonas )
» 168 99 - - +++ acilasa
- sp. BCw156
% QOceanobacillu ]
9 172 99 + + - acilasa
& ssp. YIM DH3
=
0 Rhodococcus
3
é’ 173 erythropolis 100 + + +4++ lactonasa
PR4
176 Stappia sp. 98 - - +++ lactonasa
Phaeobacter
177 96 - - +++
sp. NH52F
S 8 o Tenacibaculu
§ & 3
£ E Q 20J msp. JAM- 99 - + +++
23 3 BAO7
N T
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Bacillus
24 circulans strain | 98 + + . lactonasa'"
X3

Oceanobacillu
30 99 + + - acilasa
ssp. YIM DH3

Halomonas

33 taeanensis 99 - - -
strain BH539
Rhodococcus

50 erythropolis 99 + + +++ lactonasa
MM30
97-1 | Stappia sp. 98 - - +++ lactonasa

Oceanobacillu
97-2 99 + + - acilasa
ssp. YIM DH3

Roseovarius
61 aestuarii SMK- | 99 - - T+
122

agua

Biofilm del
tanque de

(1) Basado en la presencia comun de lactonasas putativas en los genomas de especies del
género Bacillus.

Caracterizacion de la actividad QQ mediante andlisis por HPLC-MS

Las 15 cepas capaces de eliminar la actividad de C6 y C10-HSL en el bioensayo en placa fueron capaces de reducir
significativamente la concentracién de C4 y de C12-HSL, como demostraron los andlisis por HPLC-MS (Figura 3)
lo que indica la presencia de actividad enzimdtica contra estas AHLs. El pH final de los cultivos tras el ensayo de
degradacion de 24 horas fue menor de 7 en todos los casos y por tanto se puede descartar que los elevados valores
de pH se deban a la lactonizacion espontdnea de las AHLs. Este resultado confirma la presencia de actividad de
degradacion enzimatica en todas las cepas, lo cual ya habia sido indicado por el aspecto del halo de violaceina en el
ensayo de C. violaceum, ya que con la concentracién de AHLs empleada, la presencia de degradacion enzimadtica de
AHLs es demostrada por la ausencia o reduccion del halo de violaceina alrededor del pocillo, mientras que la presencia
de inhibidores/antagonistas de AHLs es generalmente demostrada por la presencia de un halo claro de inhibicién de
la produccién de violaceina rodeado por un segundo halo de produccién de violaceina.

La mayoria de cepas degradaron completamente tanto C4-HSL como C12-HSL a pesar de que los primeros bioen-
sayos fueron llevados a cabo con C6-HSL y C10-HSL. La recuperacién de la concentracién de HSL derivada de la
acidificaciéon del sobrenadante (spent culture media) a pH 2, lo cual permite la recuperacion del anillo de lactona
causada por la actividad lactonasa, fue mayor para C4-HSL. Sélo la cepa 177, correspondiente a una especie nueva
del grupo a-Proteobacteria relacionada con Phaeobacter, la cepa 2, identificada como Hyphomonas sp., la cepa 168,
identificada como Alferomonas sp. y la cepa 24, identificada como Bacillus circulans, produjeron una degradacién
casi completa de las dos AHLs que no pudieron ser significativamente recuperadas mediante la acidificacién, indi-
cando una actividad enzimatica distinta de lactonasa. Distintas cepas, como la 20J (Tenacibaculum discolor ID 99%),
mostraron un perfil de degradacion diferente para AHLs de cadena corta que para AHLs de cadena larga, indicando
que existe mas de un tipo de actividad enzimatica, mientras que otros dentro del género Stappia (cepas 5, 176y 97-1),
Oceanobacillus (cepas 172, 30 y 97-2) y Halomonas (cepa 33) parecen presentar una actividad lactonasa de amplio
espectro, ya que la cantidad de AHL es parcialmente recuperada tras la acidificacién del sobrenadante (spent culture
media) (Figura 3).
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Identificacion de las bacterias y biisquedas en bases de datos

Las secuencias del gen de la subunidad 16S del ARNr de los 15 aislados seleccionados fueron obtenidas y em-
pleadas para hacer una bisqueda BLAST en la base de datos del GenBank para determinar su afiliacién taxonémica.
La identidad del aislado mds préximo filogenéticamente se muestra en la Tabla 3. De los 15 aislados, dos pertenecen
al grupo de y-proteobacteria (33 y 168), seis al grupo de a-Proteobacteria (5, 97-1, 176, 2, 61 y 177), seis al grupo
Firmicutes (24, 30, 97-2 y 172), dos a Actinobacteria (50 y 173) y uno a Bacteroidetes (20J). De los 15 aislados ca-
racterizados, sélo tres de ellos: la cepa 24 (Bacillus circulans 98% de identidad) y las cepas 50 y 173 (R. erythopolis,
99% y 100% de identidad respectivamente) pertenecen a géneros en donde ya se han descrito aislados con actividad
QQ (Dong et al., 2002, Microbiol 68: 1754-1759; Uroz et al., 2003, Microbiol 149: 1981-1989). Aunque la presencia
de especies de Bacillus es comiin en muestras marinas (Ivanova et al., 1999, Int Microbiol 2: 267-271) y B. circulans
ha sido aislado con anterioridad del medio marino (Das ef al., 2008, J Appl Microbiol 104:1675-1684), la cepa 24 fue
aislada de sedimento de un tanque de cultivo acuicola tierra adentro y por tanto puede considerarse como de origen
terrestre. Dos aislados obtenidos de fuentes distintas, la cepa 24 del sedimento del tanque de cultivo acuicola y la cepa
173 de F. vesiculosus, fueron identificadas como R. erythropolis (Tabla 3), indicando que esta especie es también un
representante comun en las comunidades bacterianas marinas con actividad QQ. El género Rhodococcus es de amplia
distribucién tanto en ambientes acudticos como en ambientes terrestres y es bien conocido por su habilidad excepcio-
nal para degradar distintos compuestos organicos complejos (Goodfellow and Maldonado, 2006, New York: Springer,
pp- 843-888). Distintas especies dentro de este género son capaces de degradar AHLs, y todas ellas son de origen
marino (Uroz et al., 2008, Appl Environ Microbiol 74: 1357-1366). Todos los aislados nuevos que presentan actividad
QQ pertenecen a géneros tipicos de ambientes marinos a pesar de que muchos de ellos fueron capaces de crecer en
ausencia de sales marinas (Tabla 3).

El género de a-proteobacteria Stappia (cepas 5, 176 'y 97-1), que comprende distintas especies marinas anterior-
mente clasificadas como dentro del género Agrobacterium, y el género Oceanobacillus sp. (cepas 172, 30 y 97-2),
que comprende varios alcalifilicos facultativos y especies marinas, parecen ser abundantes y ubicuos, ya que repre-
sentantes de ambos géneros fueron aislados en repetidas ocasiones de muestras de diverso origen (F. Vesiculosus y
muestra de sedimento). De entre las cepas aisladas de F. vesiculosus, Hyphomonas sp. (cepa 2) pertenece al grupo de
bacterias marinas prostecadas que son tipicos epibiontes de algas (Poindexter, 2006, New York: Springer, pp. 72-90),
mientras que Alteromonas sp. (cepa 168) es un género de y-proteobacterias marinas aislado con frecuencia de diversos
ambientes marinos, incluyendo algas (Gauthier and Breittmayer, 1992, New York: Springer-Verlag, pp. 3046-3070).
Finalmente, la cepa 177 o cepa de la invencidn representa un especie nueva dentro del grupo de las a-Proteobacteria
que estd relacionado (ID 96%) con Phaeobacter sp., un género de bacterias marinas préximo al ciado de Roseobacter
(Martens et al., 2000, Int J Syst Evol Microbiol 56: 1293-1304), aunque otras bacterias relacionadas filogenéticamente
con ésta han sido descritas como especies no cultivadas (Jones et al., 2007, Microb Ecol 53:153-162).

La tnica cepa activa aislada de la muestra de biopelicula, la cepa 61, fue identificada como Roseovarius aesturari
(ID 99%), un género de a-Proteobacteria estrictamente marino (Labrenz et al., 1999, Int J Syst Bacteriol 49: 137-147).
Esta especie pertenece al linaje de Roseobacter, que se ha estimado que puede comprender entre el 20 y el 30% de
las secuencias de ARNr 16S presentes en la zona fética de ambientes marinos (Wagner-Dobler and Biebl, 2006, Annu
Rev Microbiol 60: 255-280).

Las relaciones entre las 15 cepas secuenciadas asi como su relacién con otras secuencias génicas de ARNr 16S
de otros aislados con actividad QQ (Carlier et al., 2003, Appl Environ Microbiol 69: 4989-4993; Kang et al., 2004,
Can J Microbiol 50: 935-941; Uroz et al., 2007, Arch Microbiol 187: 249-256) o con lactonasas o acilasas clonadas
se muestran en el dendrograma de la Figura 4. Aunque Deltia sp. A317 y Ochrobactrum sp. A44 tienen actividad QQ,
éstas no fueron incluidas en el andlisis debido a la corta longitud de sus secuencias de ARNr 16S.
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REIVINDICACIONES

1. Cepa de células bacterianas de a-Proteobacteria depositada en la Coleccién Espaiiola de Cultivos Tipo con
nimero de depésito CECT 7733.

2. Uso de la cepa segtin la reivindicacién 1, del extracto celular crudo o del sobrenadante de sus cultivos, o cual-
quiera de sus combinaciones, para provocar quorum quenching.

3. Uso de la cepa segun la reivindicacion 1, del extracto celular crudo o del sobrenadante de sus cultivos, o cual-
quiera de sus combinaciones, para la elaboracién de un medicamento.

4. Uso de la cepa segtin la reivindicacion 1, del extracto celular crudo o del sobrenadante de sus cultivos, o cualquie-
ra de sus combinaciones, para la elaboracién de un medicamento para el tratamiento o prevencién de enfermedades
infecciosas bacterianas.

5. Uso de la cepa segtn la reivindicacién 4 donde la enfermedad infecciosa bacteriana la padece un animal acuético.

6. Uso de la cepa segtin la reivindicacion 1, del extracto celular crudo o del sobrenadante de sus cultivos, o cual-
quiera de sus combinaciones, para inhibir la formacién de biofilms.

7. Uso de la cepa, del extracto celular crudo o del sobrenadante de sus cultivos, o cualquiera de sus combinaciones,
segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en combinacién con antibidticos u otros agentes antibacterianos.

8. Uso de la cepa, del extracto celular crudo o del sobrenadante de sus cultivos, o cualquiera de sus combinacio-
nes, seguin cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, donde la formacién de biofilms y las enfermedades infecciosas
bacterianas son provocadas por bacterias productoras de AHLs.

9. Composicién que comprende un elemento seleccionado de la lista que comprende:

a. la cepa segun la reivindicacién 1,
b. el extracto celular crudo de un cultivo bacteriano de la cepa segun la reivindicacién 1,

c. el sobrenadante del cultivo bacteriano de (b),

o cualquiera de sus combinaciones.

10. Uso de la composicién segin la reivindicacién 9 como agente antipatogénico.
11. Uso de la composicidn segin la reivindicacién 9 para la elaboracién de un medicamento.

12. Uso de la composicion segin la reivindicacion 9 para la elaboracién de un medicamento para el tratamiento o
prevencion de enfermedades infecciosas bacterianas.

13. Uso de la composicion segiin la reivindicacién 12 donde la enfermedad infecciosa bacteriana la padece un
animal acudtico.

14. Uso de la composicién segun la reivindicacién 9 para inhibir la formacién de biofilms.

15. Uso de la composicién segiin cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14 en combinacién con antibidticos u
otros agentes antibacterianos.

16. Uso de la composicién segtin cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15 donde la formacién de biofilms y las
enfermedades infecciosas bacterianas son provocadas por bacterias productoras de AHLs.
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Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

A61K, C12N, C12R

Bases de datos electronicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos vy, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, NPL, BIOSIS, EMBASE, MEDLINE, XPESP, EBI
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201030892

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 22.11.2011

Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-16

1-16

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201030892

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 CATHARINE E. WHITE y TURLOUGH M. FINAN "Quorum
quenching in Agrobacterium tumefaciens: chance or necessity"
JOURNAL OF BACTERIOLOGY, vol. 191, no. 4, 2009,

paginas 1123-1125. Paginas 1123-1124.

D02 YI1-HU DONG y LIAN-HUI ZHANG "Quorum sensing and quorum-
quenching enzymes" THE JOURNAL OF MICROBIOLOGY,

vol. 43, no. S, 2005, paginas 101-109. Pagina 101; pagina 102,
columna derecha.

D03 TOM DEFOIRDT et al. "Disruption of bacterial quorum sensing:
an unexplored strategy to fight infections in aquaculture”
AQUACULTURE, vol 240, 2004, paginas 69-88.

Péginas 77-78 y 80.

D04 TORBEN MARTENS et al "Reclassification of Roseobacter
gallaeciensis Ruiz-Ponte et al. 1998 as Phaeobacter gallaeciensis
gen. nov., comb. nov., description of Phaeobacter inhibens sp.
nov., reclassification of Ruegeria algicola (Lafay et al. 1995)
Uchino et al. 1999 as Marinovum algicola gen. nov. comb. nov.,
and emended descriptions of the genera Roseobacter, Ruegeria
and Leisingera" INTERNATIONAL JOURNAL OF SYSTEMATIC
AND EVOLUTIONARY MICROBIOLOGY, vol. 56, 2006,

paginas 1293-1304. Resumen.

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud de patente, tal y como ha sido redactada, hace referencia a una cepa de células bacterianas de alpha-
proteobacteria depositada en la coleccion Espafiola de Cultivos Tipo con nimero de depdésito CECT 7733 (reivindicacion 1),
al uso de dicha cepa para provocar quorum quenching (revindicacion 2), para la elaboracién de un medicamento
(reivindicacion 3), para el tratamiento o prevencién de enfermedades infecciosas bacterinas (reivindicacién 4), que padece
un animal acuatico (reivindicacién 5), para inhibir la formacién de biofilms (reivindicacién 6), en combinacion con otros
agentes bacterianos (reivindicacion 7), donde la formacion de biofilms y las enfermedades infecciosas bacterianas con
provocadas por bacterias productoras de AHLs (reivindicacion 8). Se refiere también, a la composicion que comprende la
cepa o extracto celular crudo de un cultivo bacteriano de la cepa o el sobrenadante del cultivo bacteriano (reivindicacion 9) y
al uso de dicha composicion (reivindicaciones 10-16).

NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA PCT ARTS. 6 Y 8 DE LA LP.

El documento DO1 hace referencia al hecho de que proteobacterias, tales como alfa-protecbacterias sean capaces de
provocar quorum quenching. El estudio se lleva a cabo, entre otras, sobre Agrobacterium tumefaciens que es una alfa
proteobacteria del género agrobacterium (véase paginas 1123-1124).

El documento D02 indica como un gran numero de células bacterias utilizan el mecanismo conocido como quorum sensing
para comunicarse entre ellas y como en este tipo de comunicacion las sefiales quimicas utilizadas mas cominmente son los
compuestos AHL (N-acil-homoserin lactonas) (véase pagina 101). Por otro lado, hace referencia también a la existencia de
especies bacterianas que provocan quorum quenching mediante actividad enzimatica. Entre dichas especies se puede
destacar, entre otras, Agrobacterium tumefaciens que es una proteobacteria del tipo alfa-proteobacteria (véase pagina 102,
columna derecha).

El documento D03 describe como moléculas que provocan quérum sensing pueden ser inactivadas enzimaticamente. Las
enzimas que son capaces de inactivar las AHLs se han descubierto en especies tales como beta-proteobacterias, alfa-
proteobacterias , gamma-proteobacterias, entre otras (véase paginas 77-78). Tales mecanismos de control se han
encontrado en A. Tumefaciens, un tipo de alfa proteobacteria (véase péagina 80).

El documento D04 demuestra mediante analisis de secuencias de la regién 16S de ARNr que la cepa T5 tiene una cercana
afiliacién son Roseobacter gallaeciensis, pero los resultados de caracterizacién fenotipica y genotipica demuestran que es
una nueva especie. Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos, se propone la existencia de un nuevo género,
Phaeobacter , y se considera que la cepa T5 es una nueva especie de este género (véase resumen).

En los documentos del estado de la técnica citados anteriormente, se ha encontrado el uso de proteobacterias,
concretamente alfa-proteobacterias para degradar N-acil homoserin lactonas (AHLsS) como mecanismo de actuacion sobre
los sistemas de quorum sensing, y de esta forma evitar la formacion de biofilms y el crecimiento de bacterias que lo
producen. Sin embargo, no se han encontrado células bacterias cuya region 16S del ARNr presenten una identidad de al
menos 96% con la secuencia polinucleétioda recogida en la SEQ ID NO:1; y tampoco en dichos documentos citados existen
sugerencias que dirijan al experto en la materia hacia la invencion definida en las reivindicaciones 1-16, por lo que el objeto
de las reivindicaciones 1-16 cumple los requisitos de novedad y actividad inventiva de acuerdo con los articulos 6 y 8 de la
LP.

Informe del Estado de la Técnica Pagina 4/4




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	Lista de Secuencias
	IET




