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DESCRIPCION

Uso de bacterias del género Tenacibaculum para Quorum Quenching.

La presente invencidn se encuentra dentro de la biologia y la biologia molecular, y se refiere a especies del género
Tenacibaculum capaces 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 tamafio 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). Se basan en la produccion de inhibidores que mimetizan las AHLs bloqueando 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 AHLSs es la degradacién enzimaética de las
moléculas sefial. Hasta el momento se han descrito dos tipos principales de enzimas que llevan a cabo esta degradacion:
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).

Aunque la sintesis de quimioterdpicos artificiales y el descubrimiento y mejora de los antibidticos han supues-
to en el siglo pasado una auténtica revolucién médica en el tratamiento de enfermedades infecciosas, el desarrollo
de resistencia a antibidticos por parte de algunas bacterias patégenas es un grave problema mundial, que obliga a
la industria farmacéutica a desarrollar nuevas generaciones de antibiéticos mds potentes, y que puede originar cepas
multirresistentes 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 mi-
croambientes bacterianos y factores propios de las bacterias involucradas, tienen un papel importante en el desarrollo
de la resistencia.

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 anguilla-
rum,...) (Williams et al., 2007. Phil Trans R Soc B 362: 1119-1134; Bruhn et al., 2005. Dis Aquat Org 65: 43-52.)
usan AHLs para el control de produccidn de factores de virulencia, la interferencia con estos sistemas de comunica-
cién 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). Ademads este tipo de
mecanismos en combinacion con antibidticos puede ser una estrategia interesante en el tratamiento de enfermedades
infecciosas por patégenos multirresistentes como Pseudomonas aeruginosa, en la que estd descrito el control de QS
sobre mecanismos de virulencia (Venturi, 2006. FEMS Microbiol Rev 30: 274-291) y otros patdégenos de humanos,
animales y plantas. 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
selectiva evitando la aparicién de resistencias.

Descripcion de la invencion

La presion selectiva que representa la aplicacion a gran escala de los quimioterdpicos ha permitido la diseminacién
de cepas microbianas con mecanismos de resistencia que, en muchas ocasiones dificultan el adecuado tratamiento
clinico, llegando incluso a la muerte del paciente. Puesto que muchas bacterias usan el sistema de sefiales de QS
para sincronizar la expresién genética y coordinar su actividad biolégica dentro de una poblacién, controlando la
virulencia y la formacién de biofilms entre otras funciones bioldgicas, una via para evitar el aumento de mecanismos
de resistencia de las bacterias patdgenas serfa controlar estos sistemas de sefiales QS. La inhibicién de este sistema
de sefiales es lo que se ha denominado Quorum Quenching (QQ). La presente invencién proporciona los medios para
controlar las infecciones bacterianas, sin ejercer presion selectiva sobre las poblaciones de estas bacterias y evitando
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asf la aparicién de resistencias asi como para la inhibicién de otros procesos de colonizacién bacteriana en las que
estan implicadas las sefiales de QS tipo AHL, como la formacién de biofilms. En la presente invencién se describe
por primera vez el uso de células bacterianas del género Tenacibaculum capaces de degradar las N-Acil-homoserin
lactonas (AHLs), para el control de enfermedades infecciosas bacterianas y para la inhibicién de la formacion de
biofilms.

Asi, un primer aspecto de la invencién se refiere al uso de las células bacterianas del género Tenacibaculum,
del extracto celular crudo o el sobrenadante de sus cultivos, o cualquiera de sus combinaciones, para quorum
quenching.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, las células bacterianas del género Tenacibaculum, el
extracto celular crudo o el sobrenadante de sus cultivos, o cualquiera de sus combinaciones, se usan para degradar N-
Acil-homoserin lactonas (AHLs).

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 al particular ambiente que le ofrece su hospedador. Los genes
de virulencia bacterianos estdn sujetos a complejos mecanismos de regulacién para asegurar la expresién del gen
apropiado en el momento apropiado. Las AHLs son las sefiales de QS mads estudiadas y conocidas, y son empleadas
por multitud de bacterias patégenas humanas, de plantas y marinas para el control de la produccion de factores de
virulencia.

Por tanto, una realizacién preferida de este aspecto de la invencidn es el uso de las células bacterianas del género
Tenacibaculum, del extracto celular crudo o del sobrenadante de cultivos de dichas bacterias del género Tenacibacu-
lum, o cualquiera de sus combinaciones, que son capaces de degradar N-Acil homoserin lactonas, y por tanto interferir
con el sistema de sefiales de QS de bacterias, para elaborar un medicamento. En una realizacién atin més preferida, el
medicamento se usa para el tratamiento de enfermedades infecciosas bacterianas.

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 dnica especie o varias), que se adhiere a una superficie s6lida. La inhibicién de las
AHLs permitirfa inhibir la formacion 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 antibiéticos. Esta resistencia puede deberse a que la matriz extra-
celular en la que se encuentran embebidas las bacterias proporciona una barrera frente a la penetracion de biocidas.
Otra posibilidad es que la mayoria de las células del biofilm crecen muy lentamente, en un estado de privacion 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
farmacos.

La contaminacién bioldgica de superficies es comun, pudiendo desarrollarse el biofilm sobre superficies hidréfo-
bas, hidrofilas, bidticas o abidticas, y conduce a la degradacién 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 biolégica 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
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
y contenedores; 0 equipamiento 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 aplicacién de la Directiva de Productos Biocidas EC 98/8/EC, resultando
en sustanciales pérdidas econémicas. 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 hdbitat original.

Asi, la fabricacién de pinturas anti-incrustaciones con células bacterianas del género Tenacibaculum, el extracto
celular crudo o el sobrenadante de los cultivos de dichas bacterias reduciria el biofouling en los cascos pintados con
ella, sin tener elementos quimicos téxicos para la vida marina.

Por tanto, en otra realizacion preferida, las células bacterianas del género Tenacibaculum, el extracto celular crudo
o el sobrenadante de los cultivos de dichas bacterias del género Tenacibaculum, se usan para inhibir la formacion de
biofilms.
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Existen numerosas evidencias epidemiolégicas que relacionan los biofilms con distintos procesos infecciosos en
humanos (Tabla 1) (Wilson, 2001. Sci Prog 84: 235-254; Costerton et al., 1999. Science 1999; 284: 1318-1322). Los
mecanismos por los que el biofilm produce los sintomas de la enfermedad todavia no estdn completamente estable-
cidos, 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 accién fagocitaria de las células del sistema inmune y por
otro lado, constituyen un nicho para la aparicion de bacterias resistentes a los tratamientos antibi6ticos. Este tltimo as-
pecto 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.

Ademais este tipo de mecanismos en combinacién con antibidticos puede ser una estrategia interesante en el tra-
tamiento 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. Por tanto, una realizacién ain més preferida de este aspecto de la invencién
es el uso de las células.

TABLA 1

Procesos infecciosos humanos en los que interviene la formacion de biofilm

Infeccién o enfermedad Especie bacteriana formadora de biofilm

Caries dental Cocos Gram positivos acidogénicos (ej.
Streptococcus)

Periodontitis Bacterias anaerobicas orales Gram negativas

Otitis media Cepas no tipables de Haemophilus influenzae

Infecciones del musculo-esquelético Cocos Gram positivos (ej. Staphylococos)

Fascitis necrotizante Streptococos Grupo A

Osteomelitis Varias especies bacterianas y fangicas

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 escleraies Cocos Gram positivos

- Lentes de contacto P. aeruginosa y otros cocos Gram positivos
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- Cistitis por catéteres urinarios

E. coli y otros bacilos gram-negativos

- Periodontitis por dialisis peritoneal

Una variedad de bacterias y hongos

-DlU 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

- Vélvulas 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

bacterianas del género Tenacibaculum, del extracto celular crudo o del sobrenadante de cultivos de dichas bacterias
del género Tenacibaculum, que son capaces de degradar N-Acil homoserin lactonas, en combinacion con antibiéticos,
para el tratamiento de enfermedades infecciosas bacterianas o inhibir la formacién de biofilms.

Las bacterias del género Tenacibaculum de la invencién se caracterizan por ser capaces de degradar AHLs. Para
llevar a cabo la presente invencién se ensayaron distintas cepas de distintas especies del género Tenacibaculum. Asi
por ejemplo, esta actividad degradadora de AHLs fue detectada en diferentes ensayos con los biosensores: Chromo-
bacterium violaceum CV026 con las AHLs: N-Hexanoil-L-homoserin lactona (C6-HSL) (Fig. 1A) y C10-HSL (Fig.
1B), Escherichia coli IM109 pSB536 6 pSB1075 con las AHLs: C4 y C12-HSL, y confirmada por cromatografia
liquida-espectrometria de masas (LC-MS) con las AHLs C4, C6, C8, C10, C12 y C14-HSL (Para C4 y C12-HSL,
Fig. 2).

La informacién que se proporciona en esta memoria es suficiente para permitir a un experto en la materia identificar
a otras cepas y otras especies que estén dentro de este género.

El género Tenacibaculum fue descrito por Suzuki et al. en 2001 (Suzuki et al., 2001. Int J Syst Evol Microbiol,
51: 1639-1652) en base a sus caracteristicas filogenéticas, quimiotaxondémicas y fenéticas, combinando dos especies
del género Flexibacter (F. maritimus y F. ovolyticus, describiendo Tenacibaculum maritimum como la especie tipo, y
otras dos especies nuevas para el género, Tenacibaculum mesophilum y Tenacibaculum amylolyticum. Posteriormente
se han afiadido otras especies al género, existiendo en la fecha de redaccién de esta memoria, un total de 14 especies
aceptadas:

Tenacibaculum adriaticum Heindl et al. 2008.

Tenacibaculum aestuarii Jung et al. 2006.

Tenacibaculum aiptasiae Wang et al. 2008.

Tenacibaculum amylolyticum Suzuki et al. 2001.

Tenacibaculum discolor Pineiro-Vidal et al. 2008.

Tenacibaculum gallaicum Pineiro-Vidal et al. 2008.

Tenacibaculum litopenaei Sheu et al. 2007.

Tenacibaculum litoreum Choi et al. 2006.

Tenacibaculum lutimaris Yoon et al. 2005.

Tenacibaculum maritimum (Wakabayashi et al. 1986) Suzuki et al. 2001,

Tenacibaculum mesophilum Suzuki et al. 2001.

Tenacibaculum ovolyticum (Hansen et al. 1992) Suzuki et al. 2001.



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 342 807 Al

Tenacibaculum skagerrakense Frette et al. 2004.
Tenacibaculum soleae Pineiro-Vidal et al. 2008.

Por las especiales caracteristicas de estos organismos, que ain no se han estudiado en profundidad, y por las
dificultades que supone su descripcion, ésta serd mas fécil y fiable si su delimitacién taxonémica se basa en métodos
de biologia molecular.

Asti, en la identificacién de un microorganismo como perteneciente al género Tenacibaculum son aplicables los pa-
rametros siguientes, sea aisladamente o en combinacion con los anteriores. Dado que las cepas de Tenacibaculum son
afines en cuanto a su evolucién, puede esperarse que la homologia global de los genomas al nivel de los nucledtidos,
y mas concretamente a nivel de la regién 16 S del ARN ribosémico nuclear, y mas concretamente al polinucleétido
de la regién 16S del ARN ribosémico nuclear que se recoge en la SEQ ID NO: 1, y que pertenece al microorganismo
depositado en el CECT con nimero 7426 el 18 de junio de 2008 y que en este documento se denomina como 7.
discolor cepa 20J, 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 genémica de la(s) cepa(s) de Tenacibaculum putativa(s) y la secuencia de otro mi-
croorganismo se puede determinar por métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, aquéllas se pueden determinar
por una comparacién directa de la informacién de secuencia del polinucledtido procedente del Tenacibaculum putati-
vo, y la secuencia del polinucleétido de 1a SEQ ID NO: 1 de esta memoria. Los métodos de comparacion 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 determinar por
hibridacién de los polinucleétidos en condiciones que forman diiplex estables entre regiones homologas, seguido por
digestion con nucleasa(s) especifica(s) monocatenaria(s), seguido por determinacién del tamafio de los fragmentos
digeridos.

El porcentaje de homologia se ha determinado midiendo la identidad entre el polinucleétido que se muestra en la
SEQ ID NO: 1 (perteneciente a la cepa del género Tenacibaculum depositada en el CECT) y todos los polinucleétidos
homodlogos del género Tenacibaculum 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 al género Tenacibaculum tendra un
polinucleétido homélogo al de la SEQ ID NO: 1, perteneciente a la regién 16S de su RNA ribosémico nuclear, que
presente, al menos, una identidad del 80% con éste.

Otro aspecto de la invencién se refiere a una cepa de células bacterianas del género Tenacibaculum, que han sido
depositadas en la Coleccion Espafola de Cultivos Tipo (CECT), con el niimero CECT 7426. Dicha cepa bacteriana se
ha identificado como perteneciente a la especie Tenacibaculum discolor, y 1a secuencia de polinucleétidos de la regién
ribosémica 16S se recoge parcialmente en la SEQ ID NO: 1.

En relacién con otras cepas de bacterias con actividad QQ, la cepa con nimero de depdsito CECT 7426 presenta
una elevada actividad degradadora, alta inespecificidad, siendo capaz de degradar todas las AHLs probadas con cade-
nas de entre 4 y 14 carbonos en un periodo de 24 horas segiin datos obtenidos mediante cuantificacién por LC-MS,
buen crecimiento, capacidad de crecer en medios marinos y no marinos, y cardcter constitutivo de la actividad QQ que
deriva de la degradacién inmediata de AHLs (no es necesaria la exposicion de la bacteria a AHLs para que se active).

Se traté de determinar el tipo de actividad enzimadtica de Tenacibaculum discolor de la cepa depositada con nimero
de acceso CECT 7426, para ello se acidificé a pH 2.0 tras la degradacién. Se observé una recuperacién de C4 (Fig. 2)
y C6-HSL (Fig. 1A) tras la acidificacién, indicando una actividad del tipo lactonasa, porque el pH 4cido cierra el anillo
lactona. Sin embargo no se recupera C10-HSL (Fig. 1B) y C12-HSL (Fig. 2), lo que indica la presencia de una doble
actividad enzimadtica: lactonasa para AHLs de cadena lateral corta y acilasa para AHLs de cadena lateral larga. Esto
estd apoyado por la distinta cinética de degradacién observada para 30 uM C4-HSL y C12-HSL, que fue determinada
por LC-MS (Fig. 4). La cepa 20J degrada toda la C12 en 30 min y la C4 en 8 horas (Fig. 4). La actividad degradadora
se encuentra tanto en el sobrenadante como en el extracto celular crudo (CCE) de cultivos (Fig. 5), lo que posibilita la
utilizacién de la cepa viva o de extractos celulares crudos o purificados para sus aplicaciones biotecnoldgicas.

La alta capacidad degradadora y amplio rango de especificidad mostrada por los enzimas de las bacterias del
género Tenacibaculum, miembros del grupo Cytophaga-Flexibacter-Bacteroidetes (CFB), contra el rango de tamafios
de cadena lateral de AHL: C4-C14 lo convierte 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.

Asi, en una realizacién preferida de este aspecto de la invencion la célula bacteriana del género Tenacibaculum
con el nimero de depdsito CECT 7426, el extracto celular crudo o el sobrenadante de sus cultivos, o cualquiera de
sus combinaciones, se usa para quorum quenching. En una realizacién mds preferida, se usa para degradar N-Acil
homoserin lactonas. En otra realizacién atin mds preferida se usa para elaborar un medicamento. En otra realizacién
atin mucho més preferida, el medicamento se usa para el tratamiento de enfermedades infecciosas bacterianas. En
otra realizacion preferida, se usa para inhibir la formacién de biofilms. En otra realizacién atin mds preferida se usa
en combinacién con antibidticos u otros agentes antibacterianos. En una realizacién ain mads preferida las bacterias
causantes de la enfermedad infecciosa o de la formacién del biofilm son bacterias Gram negativas.
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Otro aspecto de la invencién se refiere a una composicién, de ahora en adelante composicién de la invencién, que
comprende:

a. una célula bacteriana perteneciente al género Tenacibaculum,
b. el extracto celular crudo de un cultivo bacteriano de la célula bacteriana de a),
c. el sobrenadante del cultivo bacteriano de a),

o cualquiera de sus combinaciones, para su uso como agente antibacteriano.

Un agente antibacteriano es una sustancia quimica natural (sintetizadas por hongos o bacterias) que inhibe el
crecimiento (bacteriostdtico) o mata a las bacterias (bactericida).

Otro aspecto de la invencidn se refiere al uso de la composicién de la invencién, que comprende:
a. una célula bacteriana perteneciente al género Tenacibaculum,
b. el extracto celular crudo de un cultivo bacteriano de la célula bacteriana de a),
c. el sobrenadante del cultivo bacteriano de a),

o cualquiera de sus combinaciones, para la elaboracién de un medicamento.

En una realizacién preferida, la composicién de la invencién se usa para el tratamiento de infecciones bacterianas.
En otra realizacién preferida, la composicion de la invencién se usa para elaborar un medicamento para el tratamiento
de infecciones bacterianas. Los biofilms bacterianos son una causa comun de infecciones bacterianas, tanto en huma-
nos (Costerton et al., 1999. Science 284: 1318-1322), como en animales y plantas. En otra realizacién preferida, la
composicién de la invencién se usa para inhibir la formacién de biofilms. En otra realizacién preferida, la composicién
de la invencién se usa en combinacién con otros agentes antibacterianos. En una realizacién atin mds preferida, las
bacterias que provocan la formacién de biofilm y/o la infeccién son bacterias Gram negativas.

El término “medicamento”, tal y como se usa en esta memoria, hace referencia a cualquier sustancia usada para
prevencion, diagnéstico, alivio, tratamiento o curacién de enfermedades en el hombre, animales y plantas. En el
contexto de la presente invencién las enfermedades son provocadas por la infeccion de bacterias patégenas.

El término “infeccion” es el término clinico para describir la colonizacidn de un organismo huésped por organismos
de otras especies. En la utilizacion 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.

El término “género”, tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a la categoria de la clasificacién bio-
l6gica (categoria taxonémica) que comprende una o mds especies relacionadas filogenéticamente y morfolégicamente
similares. También se espera que compartan caracteristicas quimicas y metabodlicas similares.

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

El término “polinucledtido”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una forma polimera de nucledtidos de
cualquier longitud, sean ribonucleétidos o desoxirribonucledtidos. Los términos “polinucleétido” y “dcido nucléico”
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 do estructuras
debida a una ascendencia evolutiva comin, y mds concretamente, a la semejanza entre los nucleétidos de dos o mas
polinucleétidos.

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

El término “genotipo”, tal como se utiliza en esta memoria, hace referencia a la constitucion hereditaria o genética
de un individuo; todo el material genético contenido en una célula, al que, por lo general, se denomina material nuclear.

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 interaccion entre el genotipo y el medio ambiente.

El término “especie tipo” hace referencia a la especie designada como el tipo de un género o un subgénero, siendo
el “tipo” bajo el punto de vista taxondmico, el elemento simple de un taxon al cual se le asigna permanentemente el
nombre y sobre el que estdn basadas las caracteristicas descriptivas que satisfacen las condiciones de disponibilidad o
de publicacion vélidas.
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El medio de cultivo empleado para el crecimiento de las células bacterianas puede ser cualquier medio conocido en
el estado del arte. Preferiblemente el medio contiene los componentes que comprenden el medio ambiente de donde
se coge la muestra. Por ejemplo, el medio de cultivo de bacterias marinas contiene preferiblemente sales marinas. El
soporte sélido para crecer colonias aisladas individuales puede ser agar, agar noble, Gel-Rite o cualquier otro medio
s6lido conocido en el estado del arte.

A lo largo de la descripcién 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.

Descripcion de las figuras

Fig. 1. Ensayo con Chromobacterium violaceum CV026 para detectar degradacién por Tenacibaculum discolor
20J de 2 uM C6-HSL (A) y C10-HSL (B) en relacion con controles antes (C) y después de acidificar a pH 2.0 (C Ac).

Fig. 2. Ensayo con las cepas indicadoras Chromobacterium violaceum CV026 'y C. violaceum VIR07 para detectar
degradacién por Tenacibaculum discolor 20J y de T. maritimum de 2 uM C6-HSL (A) y C10-HSL (B), donde se
observa que T. maritimum no degrada C6-HSL.

Fig. 3. Porcentaje de degradacién de C4-HSL (barras negras) y C12-HSL (barras blancas) por Tenacibaculum
discolor 20J sin y con acidificacién (Ac) en relacién a controles (C) (50 uM) cuantificada mediante Lc-MS.

Fig. 4. Cinética de degradacién de C4-HSL (4A) y C12-HSL (4B) por cultivos vivos de la cepa T. discolor 20J
medida por LC-MS. Concentracioén inicial de las AHLs: 30 M.

Fig. 5. Actividad degradadora de C4-HSL (5A) y C12-HSL (5B) en cultivos celulares completos de la cepa T.
discolor 20J, extractos crudos celulares (CCE) y sobrenadante (SUP) después de 24 horas. La cuantificacién de las
AHLs se 1llevé a cabo por LC-MS. Los extractos se midieron con y sin acidificacion para estimar el grado de posible
actividad lactonasa presente. Concentracion inicial de las AHLs: 50 uM.

Exposicion detallada de modos de realizacion

A continuacién se ilustrard la invencién mediante unos ensayos realizados por los inventores, que pone de mani-
fiesto la especificidad y efectividad de distintas cepas de distintas especies del género Tenacibaculum para degradar
N-Acil homoserin lactonas.

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 sp. obtenida de un sustrato rocoso intermareal en la IIla de Arousa. 1 g del alga fue
troceado y diluido en 10 ml de agua de mar esterilizada.

Los medios sélidos empleados para el aislamiento fueron: Triptona soja agar (TSA) 1% NaCl, Agar marino (AM,
Difco), Agar marino en dilucién 1/100, medio FAS suplementado con 1 g/L de casaminodcidos (FAS CAS) (Schut et
al., 1993. Appl Environ Microbiol 59: 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 8: 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 fueron incubadas a 15 y 22°C durante 15 dias. Se aislaron un total de 165
colonias en funcidn de su diferente morfologia y tonalidad para el andlisis de actividad QQ. Puesto que las 165 cepas
obtenidas presentaban crecimiento en AM a 22°C, se seleccionaron estas condiciones de cultivo como método de
cultivo estdndar y para su mantenimiento en el laboratorio.

Deteccion de actividad QQ

Las 165 cepas aisladas fueron ensayadas para su actividad QQ utilizando dos tipos de ensayos: en medio liquido y
sélido.
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Las AHLs utilizadas en el ensayo liquido para detectar la capacidad degradadora/inhibidora de las cepas fueron
N-Butiril-L-homoserin lactona (C4-HSL) como representante de las AHLs de cadena corta y N-Dodecanoil-L-homo-
serin lactona (C12-HSL) como representante de AHLs de cadena larga. Para cuantificar las AHLs se utilizaron dos
biosensores de E. coli IM109 transformados cada uno con un pldsmido portador del operén lux, para la deteccion de
C4-HSL (pSB536) y para la deteccion de C12-HSL (pSB1075). Los biosensores se cultivaron a 37°C en medio LB
suplementado con el antibiético adecuado (Winson et al., 1998. FEMS Microbiol Lett 163:185-192).

Cada aislado marino se inoculé en tubos eppendorf con 1 mL de Caldo Marino (CM) y se incubé a 22°C y 200
rpm. Tras 24 horas de incubacion el cultivo fue dividido en dos microtubos y centrifugado a 2000 x g durante 5 min.
Los correspondientes pellets fueron resuspendidos en CM fresco con 50 uM C4-HSL 6 C12-HSL e incubados durante
otras 24 horas a 22°C y 200 rpm para permitir la posible degradacién de las AHLs. Una vez incubados, los cultivos
se centrifugaron a 2000 x g, 5 min y se pipeteraron 10 uL de sobrenadante en una placa microtiter para cuantificar
la actividad AHL. Esta se midi6 mediante la adicién de 90 uL de una dilucién 1/100 de cultivos de 12 horas a 37°C
200 rpm de las cepas biosensoras basadas en lux, E. coli IM109 pSB536 6 pSB1075 antes mencionadas, usando un
luminémetro (Ultra Evolution Xfluordbeta E 4.51e) tras 4 horas de incubacién a 37°C de las placas microtiter. Se
dispusieron diferentes placas para cada AHL y biosensor. Como controles se usaron pocillos con 10 ul. de CM con y
sin C4-HSL 6 C12-HSL 50 uM.

Para el ensayo sélido se utilizaron dos biosensores 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 utiliz6 inicialmente para la comprobacién de los resultados obtenidos en los bioensayos
realizados en medio liquido con las cepas de E. coli, permitiendo la deteccién de la degradacion de N-hexanoil-
L-homoserin lactona (C6-HSL, McClean et al., 1997. Microbiol 143: 3703-3711). Con posterioridad se confirmé
la capacidad de degradacién de C10-HSL utilizando la cepa C. violaceum VIR0O7 (Morohoshi et al., 2008. FEMS
Microbiol Lett 279: 124-130). Las cepas marinas aisladas se inocularon en tubos con 1 mL de 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 afladi6 C6-HSL 6 C10-HSL 2 uM, incubdndose durante otras 24 horas. Para la evaluacién de la degradacién
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 VIRO07, afiadiéndose 50 uL. de agua destilada estéril para completar el volumen del pocillo. Tras 24 horas
de incubacién a 25°C se observé la produccion de violaceina.

En algunos casos, para la deteccién de la degradacion de AHLs de cadena larga se utilizé el ensayo de inhibicién de
produccién de violaceina con la cepa C. violaceum CV026 (Fig. 1B). En este caso, para evaluar la degradacién de C10-
HSL se prepararon placas de LB cubierto con LB blando inoculado con la cepa sensora a la que se le afiadié su AHL
afin, C6-HSL. En este caso la presencia de C10-HSL produce un halo de inhibicién en la produccién de violaceina
inducida por la C6-HSL. La degradacion de C10-HSL se detecta en este ensayo por la desaparicion o disminucién del
halo de inhibiciéon (McClean et al., 1997. Microbiol 143: 3703-3711).

La identificacion de la cepa bacteriana que degradé AHLs se realiz6 por amplificacion directa por PCR del gen del
16S rRINA, secuenciacion parcial del mismo (con lecturas en las dos direcciones) y andlisis de las secuencias.

A continuacion se realiz6 un andlisis BLAST de las secuencias frente a las bases de datos del NCBI, recogiendo la
extension del fragmento solapado, el porcentaje de semejanza y el nombre del microorganismo con un mayor grado de
identidad de secuencia. Asi, la cepa 20J se identificé como Tenacibaculum discolor con una semejanza de 1018/1019
pb (99,9%) sobre la secuencia AM411030 (cepa tipo DSM 18842).

Adicionalmente se probaron otras cepas de distintas especies del mismo género (Tabla 2) para ver si presentaban
actividad degradatoria de AHLs. Todas las cepas y especies ensayadas degradaron tanto C6-HSL como C10-HSL, a
excepcion de T. maritimum, que no degradé C6-HSL (Fig. 2).

TABLA 2

Cepas de distintas especies del género Tenacibaculum ensayadas

CEPA C6- | C10-
HSL | HSL

T. maritimum NCIMB2154 - +

T. discolor 20J (aislado propio) + +

T. discolor DSM 18842 + +

T. soleae NCIMB 14368 + +

T. gallaicum DSM 18841 + +
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Especificidad de la actividad QQ

Se selecciond Tenacibaculum discolor 20J por ser el Gnico aislado con actividad QQ contra las tres AHLSs testadas
inicialmente (C4-HSL, C6-HSL y C12-HSL), para determinar el tipo de actividad QQ que presentaba y su especifici-
dad contra un rango mds amplio de longitud de cadena lateral de AHL mediante LC-MS, técnica analitica que permite
comprobar de forma inequivoca la degradacién de las AHLs.

La cepa fue inoculada en 20 mL de CM e incubada a 22°C y 200 rpm; tras 24h se tomaron muestras de 500 uL para
su centrifugacion. Los pellets se resuspendieron en 500 ul. de CM, con AHL 50 uM (C4-HSL, C6-HSL, C8-HSL,
C10-HSL, C12-HSL 6 C14-HSL) y fueron incubados otras 24 horas a 22°C y 200 rpm. Los sobrenadantes (2000 x g
5 min) de estos cultivos se extrajeron tres veces con el mismo volumen de Etil-Acetato y se evaporaron bajo flujo de
nitrégeno. El extracto seco obtenido se resuspendié en 200 uL de acetonitrilo y se procedi6 a la cuantificacién de las
AHLSs por LC-MS. De la misma forma se extrajeron muestras control con 500 uL. de CM mas AHL 50 uM.

El sistema LC utilizado fue un Agilent 1100 series (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Con columna:
Zorbax Eclipse XDB-C18, 150 x 4.6 mm (tamafio de particula de 5 ym). La fase mévil: dcido férmico al 0.1% en
agua (A) y metanol (B), y la velocidad de flujo de 0.4 mL/min. El gradiente establecido fue el siguiente: 50%B de 0
a 10 min, seguido de un gradiente lineal del 50 al 90%B durante 15 min, seguido de 90%B durante 25 min (Morin
et al., 2003. J Chromatogr A, 1002:79-92). La columna se reequilibré durante 4 min. En la columna se inyect6 un
volumen de 20 uL de muestra diluida en 4cido férmico al 0,1% en acetonitrilo. E1 MS utilizado fue un API4000 triple-
quadrupolo con trampa de iones lineal (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA), en modo electrospray de iones
positivos. Como estdndares para la identificacion y cuantificacion de las AHLs presentes en las muestras se utilizaron
AHLs sintéticas de longitudes de cadena de 4 a 14 carbonos. La cuantificaciéon de AHLs en las muestras se realizd
mediante extrapolacion en curvas de calibracion obtenidas a partir de la abundancia de los iones moleculares obtenidos
para cada AHL patrén con concentracién conocida (Milton et al., 2001. J Bacteriol 183: 3537-3547).

Para determinar el tipo de actividad enzimatica degradadora de AHLs (acilasa o lactonasa) presente en Tenaciba-
culum discolor 20J se llevaron a cabo dos tipos de ensayos: Duplicados de los cultivos anteriormente descritos a los
que se habian afiadido C4-HSL y C12-HSL se acidificaron hasta pH 2,0 con HC11M y se incubaron 24 horas mas en
las mismas condiciones para la posterior extraccién de AHLs y cuantificacién por LC-MS. La acidificacién del medio
de cultivo permite la recuperacién de la actividad AHL solamente en el caso de que la molécula haya sido degradada
por una lactonasa (Yates et al., 2002. Infect Immun 70: 5635-5646). Paralelamente se realiz6 un ensayo en sélido con
C. violaceum CV026 para las AHLs: C6-HSL, C10-HSL y C12-HSL, con y sin acidificacién hasta pH 2,0 (Yates et
al., 2002. Infect Immun 70: 5635-5646).

Cinética de degradacion de AHLs

Se incubaron a 22°C y 200 rpm 60 mL de CM inoculados con Tenacibaculum discolor 20J. Tras 24 horas, el
cultivo fue dividido y centrifugado (2000 x g 5 min), y el pellet se lavé dos veces con 10 mL de PBS pH 6,5. En
las dos suspensiones celulares asi obtenidas se afladié C4-HSL 6 C12-HSL a una concentracién final de 30 uM. Las
mezclas de reaccién fueron incubadas a 22°C y 200 rpm durante 24 horas y se fueron tomando muestras de 500 uL a
diferentes tiempos desde el tiempo 0. Estas muestras se extrajeron mediante el procedimiento anteriormente descrito
y las concentraciones de C4-HSL 6 C12-HSL restantes en cada muestra se determinaron por LC-MS (Milton et al.,
2001. J Bacteriol 183: 3537-3547).

Localizacion de la actividad de degradacion de AHLs

Para determinar la localizacién celular de la actividad degradadora de AHLs, se obtuvo el sobrenadante y extracto
celular crudo (CCE) de un cultivo de 24 horas de Tenacibaculum discolor 20J en 15 mL de CM. Se centrifugé el
cultivo durante 5 minutos a 2000 x g para separar la biomasa del medio de cultivo. El sobrenadante se filtr6 a través
de un filtro de 0,22 um y fue almacenado a 4°C hasta su utilizacién. El pellet se lavé con 15 mL de PBS pH 6,5,
se resuspendi6 en otros 5 mL del mismo tampén, se sonicé durante 5 minutos en hielo y se centrifugd a 16000 x g
durante 90 min a 4°C. El CCE asi obtenido se filtré a través de un filtro de 0,22 um y se almacené a 4°C (Uroz et al.,
2005. Microbiol 151: 3313-3322).

Con el sobrenadante y el CCE de Tenacibaculum discolor 20J se realizaron dos ensayos:

- Un ensayo en sélido con C. violaceum CV026 como se describié anteriormente. Se incubaron 500 uL de
sobrenadante y de CCE durante 24 horas con C6 6 C10-HSL 20 uM a 22°C y 200 rpm. Los controles se
incubaron de la misma forma, con 500 uL. de CM 6 PBS C6 6 C10-HSL 20 M.

- Otro ensayo con 500 uL de sobrenadante y de CCE incubados 24 horas con C4 6 C12-HSL 50 uM a
22°C y 200 rpm con o sin acidificacién hasta pH 2,0 con HCI 1M (24 horas mds a 22°C y 200 rpm). Las
concentraciones de las AHLSs tras este ensayo fueron cuantificadas por LC-MS como se describi6 anterior-
mente. Los resultados se compararon con la degradacion del cultivo completo (bacteria viva) incubado en
las mismas condiciones y con controles de CM fresco con C4 6 C12-HSL 50 uM.

10
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REIVINDICACIONES
1. Uso de una célula bacteriana del género Tenacibaculum cuya regién 16S del ARNr presenta una identidad de al
menos un 80% con la secuencia polinucleotidica homologa recogida en la SEQ ID NO: 1, 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.

2. Uso de una célula bacteriana del género Tenacibaculum, del extracto celular crudo o del sobrenadante de sus
cultivos, o cualquiera de sus combinaciones, segtn la reivindicacién anterior, para elaborar un medicamento.

3. Uso de una célula bacteriana del género Tenacibaculum, del extracto celular crudo o del sobrenadante de sus cul-
tivos, o cualquiera de sus combinaciones, segiin cualquiera de las reivindicaciones 1-2, para elaborar un medicamento
para el tratamiento de enfermedades infecciosas bacterianas.

4. Uso de una célula bacteriana del género Tenacibaculum, del extracto celular crudo o del sobrenadante de sus
cultivos, o cualquiera de sus combinaciones, seglin cualquiera de las reivindicaciones 1-2, para inhibir la formacién
de biofilms.

5. Uso de una célula bacteriana del género Tenacibaculum, del extracto celular crudo o del sobrenadante de sus
cultivos, o cualquiera de sus combinaciones, segiin cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en combinacién con anti-
bidticos u otros agentes antibacterianos.

6. Uso de una célula bacteriana, del extracto celular crudo o del sobrenadante de sus cultivos, segtin cualquiera de
las reivindicaciones 3-5, donde las bacterias causantes de la enfermedad infecciosa o de la formacion del biofilm son
bacterias Gram negativas.

7. Cepa de células bacterianas de la especie Tenacibaculum discolor depositada en la Colecciéon Espaifiola de
Cultivos Tipo (CECT), con el nimero de depésito CECT 7426.

8. Uso de la célula bacteriana del género Tenacibaculum segun la reivindicacién anterior, del extracto celular crudo
o del sobrenadante de sus cultivos, o cualquiera de sus combinaciones, segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-6.

9. Composicion que comprende:

a. una célula bacteriana del género Tenacibaculum como se define en cualquiera de las reivindicaciones
167,

b. el extracto celular crudo de un cultivo bacteriano de la célula bacteriana de (a),
c. el sobrenadante del cultivo bacteriano de (b),
o cualquiera de sus combinaciones, para su uso como agente antibacteriano.
10. Uso de la composicion segin la reivindicacion anterior, para la elaboracién de un medicamento.

11. Uso de la composicién segin cualquiera de las reivindicaciones 9-10, para la elaboracién de un medicamento
para el tratamiento de infecciones bacterianas.

12. Uso de la composicién segin cualquiera de las reivindicaciones 9-11, en combinacién con antibiéticos u otros
agentes antibacterianos.

13. Uso de la composicién segin cualquiera de las reivindicaciones 9-12 donde la formacién de biofilm o las
infecciones bacterianas son provocadas por bacterias Gram negativas.

14. Uso de la composicién segun la reivindicacion 9 para inhibir la formacién de biofilms.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200802309

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 Pifeiro-Vidal M. et al. International Journal of Systematic 01-2008
and Evolutionary Microbiology. Vol. 58, paginas 21-25. DOI

10.1099/ijs.0.65397-0

D02 Lin Y. et al. Molecular Microbiology. Vol. 47, N° 3, paginas 849-860 2003

D03 Dong Y. et al. The Journal of Microbiology. Vol. 43, N° S, paginas 02-2005
101-109

D04 Hentzer M. et al. The Journal of Clinical Investigation. Vol. 112, N° 11-2003
9, paginas 1300-1307. DOI: 10.1172/JC1200320074

D05 WO 03/075654 A2 18-09-2003

D06 WO 2008/069374 A1 12-06-2008

2. Declaracion 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 invencion tiene por objeto el uso de una célula bacteriana del género Tenacibaculum cuya regién 16S del ARNr
presenta una identidad de al menos un 80% con la secuencia polinucleotidica homéloga recogida en la SEQ ID NO: 1, del
extracto celular crudo o del sobrenadante de sus cultivos, o cualquiera de sus combinaciones, para quorum quenching (reivin-
dicacion 1), para elaborar un medicamento para el tratamiento de enfermedades infecciosas bacterianas (reivindicaciones 2 y
3) o para inhibir la formacién de biofilms (reivindicacion 4), pudiendo utilizarse, en el caso de las reivindicaciones 1 a 4, en com-
binacién con antibiéticos u otros agentes antibacterianos (reivindicacién 5) y siendo las bacteria causantes de la infeccién o de
la formacién del biofilm bacterias Gram negativas (reivindicacion 6). También tiene por objeto una cepa de células bacterianas
de la especie Tenacibaculum discolor depositada en la Coleccion Espafola de Cultivos Tipo (CECT) con el nimero de depdsito
CECT 7426 (reivindicacion 7), el uso de la misma segln los usos mencionados en las reivindicaciones 1 a 6 (reivindicacion 8),
una composicién que contiene dicha célula bacteriana, el extracto celular crudo de un cultivo bacteriano suyo, el sobrenadante
del cultivo bacteriano o cualquiera de sus combinaciones (reivindicacion 9) y el uso de esta composicién para la elaboracion
de un medicamento para el tratamiento de infecciones bacterianas o para inhibir la formacién de biofilms, donde la infeccion
bacteriana o la formacion de biofilms son provocados por bacterias Gram negativas (reivindicaciones 10-14).

D01 identifica dos nuevas especies, Tenacibaculum discolor sp. nov. y Tenacibaculum gallaicum sp. nov., designandose la
primera de ellas como LL04 11.1.1T (= NCIMB 14278 T = DSM 18842 T) y siendo identificada en GenBank con el nimero de
acceso AM411030.

D02 demuestra que la bacteria Ralstonia cepa XJ12B produce una acil-homoserin lactona acilasa que hidroliza N-acilhomoserin
lactonas liberando homoserin lactona y el correspondiente acido graso, lo cual puede constituir una nueva herramienta para
ser utilizada en quorum-quenching.

D03 expone que las N-acilhomoserin lactonas (AHLs) son una familia bien caracterizada de sefiales de quorum sensing en bac-
terias Gram negativas que regulan diversas funciones bioldgicas, entre ellas la virulencia y la formacién de biofilms, habiéndose
caracterizado recientemente diversas enzimas producidas por bacterias y eucariotas capaces de degradarlas. La expresién de
estas enzimas en patdgenos dependientes de las AHLs inhibe las sefiales de quorum sensing y bloquea la infeccion, lo que
permitiria su utilizacion como medio de control de infecciones bacterianas.

D04 revisa cuales son los mecanismos y las potenciales drogas antipatogénicas que actian sobre los sistemas de quorum
sensing, como el mediado por AHLs.

D05 divulga un método para el tratamiento de superficies pobladas con bacterias capaces de producir biofilm mediante el uso
de una sustancia con capacidad de degradar N-acilhomoserin lactonas, obtenida a partir de las secreciones o excreciones de
Lucilia sericata, la cual ejerce un efecto sinérgico cuando se administra junto con antibiéticos, en concreto tetraciclinas
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200802309

Hoja adicional

D06 anticipa derivados de homoserin lactona como inhibidores de quorum sensing para reducir la contaminacién producida
por bacterias Gram negativas y evitar la formacién de biofilm.

1. NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA

En la literatura constituida por documentos de patentes y por publicaciones cientificas, como los documentos D01 a D06 men-
cionados, se ha encontrado el uso de distintos compuestos para degradar N-acilhomoserin lactonas (AHLs) como medio de
actuacion sobre los sistemas de quorum sensing y, de esta forma, evitar la formacién de biofilm y el crecimiento de las bacterias
que lo producen. En concreto, D02 habla de una acil-homoserin lactona acilasa producida por la bacteria Ralstonia cepa XJ12B
que puede ser utilizada en quorum-quenching. D03, D04 y D06 exponen que las N-acilhomoserin lactonas (AHLs) son una fa-
milia bien caracterizada de sefales de quorum sensing en bacterias Gram negativas que regulan diversas funciones biolégicas,
entre ellas la virulencia y la formacion de biofilms y D05 anticipa una sustancia con capacidad de degradar N-acilhomoserin
lactonas, obtenida a partir de las secreciones o excreciones de Lucilia sericata, la cual ejerce un efecto sinérgico cuando se
administra junto con antibiéticos, en concreto tetraciclinas. Ademas, en el documento D01 se identifican dos nuevas especies
del género Tenacibaculum, Tenacibaculum discolor sp. nov. y Tenacibaculum gallaicum sp. nov., presentando la secuencia de
la primera de ellas una identidad del 99.9% con la SEQ ID NO: 1 de la reivindicacion 1.

Sin embargo, en la documentacién consultada no de ha encontrado ningin documento en el que se haga referencia al uso de
una célula bacteriana del género Tenacibaculum cuya regién 16S del ARNr presente una identidad de al menos un 80% con
la secuencia polinucleotidica homoéloga recogida en la SEQ ID NO: 1 en quorum quenching ni tampoco a la cepa de células
bacterianas de la especie Tenacibaculum discolor depositada en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) con el nimero
de deposito CECT 7426.

Por consiguiente, las reivindicaciones 1-14 cumplen con los requisitos de novedad y actividad inventiva.
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