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DESCRIPCION

Utilizacién de péptidos para la deteccién de esporos de Clostridium tyrobutyricum.

La presente invencién se encuadra dentro del sector del control de alimentos y en concreto, dentro del sector de
los métodos de deteccién de microorganismos en alimentos basados en la utilizacién de ligandos especificos, concre-
tamente se basa en el uso de péptidos que reconocen de forma especifica los esporos de Clostridium tyrobutyricum
presentes en una muestra. El uso de estos péptidos permite la deteccién y/o cuantificacion rapida y especifica de los
citados esporos.

Estado de la técnica anterior

La fermentacion butirica es un grave problema en la fabricacién de quesos de pasta dura y semidura, que ocasiona
pérdidas de millones de euros en el sector cada afio. Dicho problema se manifiesta a lo largo de la maduracién del queso
y provoca un defecto conocido como la “hinchazén tardia”. En Espafia, una parte importante de la produccién quesera
se ve afectada potencialmente por este problema (Rilla et al., 2003. International Journal of Food Microbiology 85
(1): 23-33.; Gonzdlez et al., 2007. Food Control 18 (6): 716-722.; Anénimo (2007a). Resolucién de 11 de Julio de
2007, del Instituto Nacional de Investigacidon y Tecnologia Agraria y Alimentaria. Boletin Oficial de Espaiia 208:
36181-36182). El principal agente responsable de la fermentacion butirica es Clostridium tyrobutyricum (Bergére y
Siveld, 1990. Bulletin of the International Dairy Federation 251: 15-23), una bacteria Gram positiva, formadora de
esporos, anaerobia estricta y no patdgena para humanos y animales (Wiedmann et al., 2000. Encyclopedia of Food
Microbiology. Robinson RK, Batt CA y Patel PD (Editores), Academic Press, London, pp: 451-458), que procede
fundamentalmente de los ensilados. Los esporos de Clostridium tyrobutyricum contaminan la leche y permanecen en
ella hasta que se utiliza para la elaboracién del queso, dado que el tratamiento térmico de pasteurizacién que recibe la
leche, previamente, es insuficiente para inactivar los esporos (Franciosa et al., 1999. Journal of Food Protection. 62:
867-871).

A lo largo de la maduracién del queso se produce la germinacién de los esporos, seguida de una multiplicacion de
las formas vegetativas, que metabolizan el lactato y liberan como productos de la fermentacién, gas (H, y CO,) y 4cido
butirico (Rosen et al., 1989. Milchwissenschaft. 44 (6): 355-357; Herlin y Christiansson, 1993. Milchwissenschaft. 48
(12): 686-690). Como consecuencia, se pueden producir también defectos organolépticos en el queso como mal olor y
sabor, debidos a la presencia de dcido butirico (Bergére y Favreau, 1987. Sciences des Aliments. 7 (n° hors-série VII):
89-98).

Los métodos actuales de andlisis utilizados para la deteccién de esporos de Clostridium tyrobutyricum son de tipo
microbioldgico y tardan 7 dias en obtener un resultado, tiempo en el que la leche ha sido ya utilizada en la elaboracién
de queso. Actualmente, al no existir un método suficientemente rapido se aiade a la leche destinada a la produccién
de quesos madurados, con caricter preventivo y de forma generalizada, la lisozima de huevo, que es un producto
enzimdtico de elevado coste.

En el documento de patente US/2007/141628 se divulga un método para unir péptidos a superficies recubiertas con
polietileno, comprendiendo dominios activos con un sitio de unién para agentes capaces de unirse en la superficie del
polietileno. En este documento se menciona la secuencia SEQ ID NO: 1 pero no se menciona el uso reivindicado en
la presente invencion.

El documento de patente US/2007/065387 divulga el uso de agentes beneficiosos (acondicionadores y colorantes)
y métodos para prolongar el tiempo de unién de estos agentes, revestidos con polimeros, a una superficie del cuerpo
tal como pelo o piel, en presencia de una composicién que abarca un péptido que tiene afinidad para el polimero. Se
describen las secuencias de los péptidos SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5 de la presente invencién pero,
al igual que en el documento anterior, no se menciona el uso reivindicado.

Los péptidos SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9y SEQ ID NO: 11
han sido citados en diversos documentos pero en ninguno de los casos se cita su uso para la deteccién de esporas de
Clostridium tyrobutyricum.

Por otro lado, en un informe de la Doctoranda Maria Lavilla Martin sobre el proyecto de su Tesis doctoral: “De-
sarrollo de un método inmunoquimico para la deteccién y cuantificacién de esporos de Clostridium tyrobutyricum
en leche” se hace referencia a la descripcién de los objetivos y metodologia a desarrollar para detectar y cuantifi-
car esporos de Clostridium tyrobutyricum pero en ningin caso se incluyen las secuencias peptidicas de la presente
invencion.

La utilizacién de estos péptidos expresados en fagos, en métodos de deteccidon y cuantificacién de los esporos
de Clostridium tyrobutyricum, supone una gran ventaja con respecto al método habitual de cuantificacién de este
microorganismo (método del nimero mds probable) ya que se necesita 1 dia frente a las incubaciones de hasta 7 dias
del método convencional.
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Explicacion de la invencion

La presente invencion se basa en el uso de péptidos que permiten la deteccidn rdpida y especifica de los esporos de
Clostridium tyrobutyricum presentes en una muestra. La deteccion de los esporos de este microorganismo se realiza
en 1 dia frente a los 7 dias que se necesitan al emplear el método convencional (método del nlimero mds probable).
El método convencional es poco especifico, ya que no permite la diferenciacién entre diferentes especies del género
Clostridium. Ademas, los péptidos de la invencion evitan de forma ventajosa la reactividad seroldgica no especifica con
otros microorganismos que se puede dar con la deteccién mediante métodos inmunoquimicos utilizando anticuerpos
policlonales. Asimismo, se evita la laboriosidad de la obtencién de anticuerpos monoclonales mediante creacién de
hibridomas y la falta de afinidad que estos anticuerpos suelen presentar. Otra ventaja de los péptidos con respecto
a la utilizacién de anticuerpos tanto policlonales como monoclonales, es la posibilidad de la sintesis quimica de los
mismos, que evita la necesidad de trabajar con animales de experimentacién.

El término esporos hace referencia a las formas de resistencia que adoptan las bacterias, en el caso de esta in-
vencion, de la especie Clostridium tyrobutyricum ante condiciones ambientales desfavorables. Este término se utiliza
como sinénimo de esporas.

Los péptidos son aislados mediante un procedimiento de seleccién por afinidad, a partir de una biblioteca de
péptidos aleatorios expresados en la superficie de un bacteriéfago (en adelante fago) (Phage display). Las secuencias
de DNA de dichos péptidos se incluyen en el fago M13KE. De esta forma, el “Ph.D.-12™ Phage Display Peptide
Library Kit” contiene una libreria de péptidos fusionados con una proteina de superficie del bacteriéfago M13. De
esta manera pueden seleccionarse aquellos péptidos que se unen de forma especifica a los esporos de Clostridium
tyrobutyricum, puede conocerse su secuencia nucleotidica y determinarse la secuencia aminoacidica resultante de las
diferentes amplificaciones obtenidas.

En este sentido, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un péptido seleccionado de la lista que
consiste esencialmente en SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 o
cualquiera de sus combinaciones.

Un segundo aspecto de la presente invencién se refiere al uso de un péptido para la deteccién de esporos de
Clostridium tyrobutyricum. El péptido es seleccionado; de la lista anterior, de la lista que consiste esencialmente en
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9 o SEQ
ID NO: 11, 6 cualquier combinacién de los péptidos de las dos listas anteriores.

El término esencialmente, en la presente invencion, se refiere a las secuencias descritas anteriormente y a las
siguientes secuencias derivadas de las mismas en el sentido que se describe a continuacion:

- Secuencias resultantes de la eliminacién de aminoécidos de las regiones N-terminal y/o C-terminal de cualquiera
de las secuencias SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 13;

- Secuencias resultantes de la adicion de aminodcidos a las regiones N- terminal y/o C-terminal de cualquiera de
los péptidos SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 13 o;

- Secuencias resultantes de la eliminacién y/o adicién de aminoécidos, modificados o sin modificar, en los sitios
internos de la secuencia de cualquiera de los péptidos SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 13.

En el texto libre de la lista de secuencias se describen las siguientes caracteristicas;
Secuencias SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 13; péptido expresado en la superficie del fago M13KE.

Secuencias SEQ ID NO: 14 a SEQ ID NO: 26; secuencia de interés biolégico codificante de péptidos que reconocen
esporos de Clostrydium tyrobutyricum.

En un tercer aspecto de la invencion se hace referencia al uso de una secuencia nucleotidica, que constituye la
secuencia codificante de cualquiera de los péptidos SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 13 para la deteccién de esporos de
Clostridium tyrobutyricum.

Las secuencias codificantes de los péptidos SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 13 comprenderian aquellas secuencias
nucleotidicas con todas las combinaciones posibles de tripletes que den lugar al mismo aminodcido ya que el c6digo
genético es degenerado y un determinado aminodcido puede estar codificado por mds de un triplete. Se entiende por
triplete el grupo de 3 nucledtidos que determinan un aminoécido.

En una realizacién preferida para la deteccion de esporos de Clostridium tyrobutyricum, el péptido se selecciona
de entre SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 o cualquiera de sus combinaciones.

En otra realizacion mas preferida, el péptido de la seleccion anterior es SEQ ID NO: 1.
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Estas preferencias en las realizaciones anteriores son justificadas, tal como se menciona mds adelante en el ejemplo
1, porque las secuencias de los péptidos especificos de unién a los esporos de Clostridium tyrobutyricum obtenidas
por traduccién de las secuencias nucleotidicas, presentan frecuencias de aparicidn diferentes. Asi pues, las que mayor
representacion tienen en el conjunto total de secuencias amplificadas por PCR con primers especificos, se corresponden
con los péptidos caracterizados por SEQ ID NO: 1 (57%), SEQ ID NO: 2 (8%), SEQ ID NO: 3 (5%) y SEQ ID NO:
4 (5%). El resto de secuencias tienen una representacion de 3%. La traduccién de las secuencias definidas en SEQ
ID NO: 14 a SEQ ID NO: 26 corresponden una a una con las secuencias SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 13, es decir,
la traduccién de SEQ ID NO: 1 corresponde con SEQ ID NO: 14 y asi sucesivamente hasta SEQ ID NO: 13, que se
traduce en una secuencia definida por SEQ ID NO: 26.

Un cuarto aspecto, mds concreto, de la presente invencion es el uso de los péptidos descritos con anterioridad,
es decir, cualquiera de los péptidos definidos por SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 13 o cualquiera de sus combina-
ciones para la deteccidn de esporos de Clostridium tyrobutyricum en un alimento destinado a humanos o a cualquier
animal.

En una realizacién preferida el alimento es leche o cualquier derivado lacteo.

Por una parte, en las explotaciones ligadas al pastoreo y a la produccién de forrajes conservados de cultivos her-
baceos se emplean dos formas de conservacién de dichos forrajes: el henificado y el ensilado. Un mal manejo de los
silos tanto en el proceso de realizacién como en la conservacién, puede provocar la contaminacién del mismo con
microorganismos indeseables que luego, a través de la alimentacion, pasarian a la leche de los ganados.

Por otra parte, tal como se menciona en el estado de la técnica, la fermentacién butirica es un grave problema
en la fabricacion de quesos de pasta dura y semidura. El principal agente responsable de la fermentacion butirica
es Clostridium tyrobutyricum, una bacteria Gram positiva, formadora de esporos y anaerobia estricta que procede
fundamentalmente de los ensilados. Los esporos de Clostridium tyrobutyricum contaminan la leche y permanecen en
ella hasta que se utiliza para la elaboracién del queso en el que se produce la germinacién de los esporos, seguida de
una multiplicacién de las formas vegetativas, que metabolizan el lactato y liberan como productos de la fermentacion,
gas (H, y CO,) y 4cido butirico. Como consecuencia, se pueden producir también defectos organolépticos como mal
olor y sabor, debidos a la presencia de dcido butirico.

Un quinto aspecto de la presente invencién es la deteccién y/o cuantificacion de esporos de Clostridium tyrobuty-
ricum por un método que comprende:

a) Seleccion de al menos un péptido de entre SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 13;
b) inmovilizacién del péptido/s, marcados o no, en un soporte sélido;

¢) incubacién de una muestra con los péptidos inmovilizados en (b) para la unién de los esporos a los pépti-
dos;

d) deteccidn y/o cuantificacién, utilizando un elemento marcado, de los esporos unidos en (c) a los péptidos
inmovilizados.

Los péptidos son fijados al soporte s6lido mediante diferentes procesos de unién covalente que reconozcan a los
péptidos que se desean inmovilizar o al elemento que se ha incorporado a los mismos mediante el proceso de mareaje.

El mareaje consiste en la unién de un elemento que se incorpora especificamente a otro, lo que permite la locali-
zacion y cuantificacién de un fenémeno o proceso.

Se entiende por soporte sélido una gran variedad de materiales, como por ejemplo, la resina de intercambio i6nico
o adsorcion, el vidrio, plastico, latex, nylon, gel, esteres de celulosa, esferas paramagnéticas o la combinacion de
algunos de ellos, sin excluir otro tipo de soportes no mencionados anteriormente.

En una realizacién preferida del método descrito anteriormente, el mareaje se realiza con un marcador seleccionado
de la lista que comprende radioisétopos, enzimas, fluor6foros o cualquier molécula susceptible de ser conjugada con
otra molécula o detectada y/o cuantificada de forma directa.

En otra realizacién preferida el soporte sélido son esferas paramagnéticas. Las esferas paramagnéticas estan recu-
biertas por grupos activos que en situaciones adecuadas reaccionan y unen covalentemente el péptido seleccionado.
Ademas, las esferas paramagnéticas pueden estar tapizadas en superficie por estreptavidina y, en ese caso, los péptidos
son conjugados con biotina para poder fijarse al soporte sélido a través de la estreptavidina.

En otra realizacién més preferida la deteccion del paso (d) del método descrito anteriormente se lleva a cabo
mediante:

a) launidén por derivatizacion de cualquiera de los péptidos SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 13 con una molécula
0 enzima a modo de marcador;
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b) incubacidén de los péptidos obtenidos en (a) con los esporos unidos a los péptidos inmovilizados obtenidos
segin el método definido en el quinto aspecto de la presente invencidn (apartado c);

¢) incubacién del producto obtenido en (b) con un complejo formado por un elemento de unién al marcador
utilizado en (a) y un elemento susceptible de ser detectado y/o cuantificado;

d) deteccién de los esporos mediante la reaccidon de la incubacién del producto obtenido en (c) con una
composicién que contenga un sustrato indicador cromogénico, fluorogénico y/o quimioluminiscente.

El término derivatizacién hace referencia a una técnica que transforma un compuesto quimico a un producto de
estructura quimica similar que cambia su reactividad, estado de agregacion, etc..., resultando en un producto con
nuevas propiedades quimicas que puede ser usado para unirse a diferentes grupos reactivos presentes en superficies u
otros compuestos quimicos.

El elemento de unién al marcador del complejo definido en (c) es un compuesto que muestra afinidad quimica
suficiente para unirse al marcador del péptido. A modo de ejemplo, si el péptido es marcado con biotina, el elemento
de unién puede ser avidina.

El elemento susceptible de ser detectado y/o cuantificado debe ser un componente que sea capaz de reaccionar
con algin sustrato, de forma que se derive de ello una deteccion cromogénica, fluorogénica y/o quimioluminiscente.
Este elemento puede unirse al elemento del parrafo anterior (en el ejemplo, avidina) directamente, o a través de otro
componente como puede ser biotina. Un ejemplo de elemento susceptible de ser detectado es la enzima peroxidasa.
De modo que, en una realizacién preferida, el marcador es biotina y el complejo es avidina-biotina-peroxidasa vy,
ademds, el sustrato indicador es cromogénico, como por ejemplo, la tetrametilbencidina (TMB), el 4cido azino-bis(3-
etilbenzotiazolina 6-sulfénico) o la fenilendiamina, sin limitacién de utilizar otros sustratos.

En el caso de emplear un sustrato cromogénico, la presencia de esporos se evidencia por la aparicién de un color
cuya intensidad varia directamente con el nimero de esporos de Clostridium tyrobutyricum presentes en la muestra
y su cuantificacién puede llevarse a cabo, por ejemplo, por medio de espectrofotometria. Si se emplea un sustrato
fluorogénico la deteccion y cuantificacion se realiza por medio de fluorimetria y si el sustrato es quimioluminiscente,
la sefial se puede cuantificar por medio de un luminémetro.

Ademds, la deteccidn del paso (d) anteriormente descrito puede llevarse a cabo mediante:
a) la obtencién de anticuerpos anti-esporos;
b) conjugacion de los anticuerpos obtenidos en (a) con un enzima;

¢) incubacién de los anticuerpos conjugados de (b) con los complejos péptidos-esporas obtenidos segin el
método definido en el quinto aspecto de la presente invencion (apartado c);

d) incubacién de los complejos obtenidos en (c) con una composicién que contenga un sustrato indicador
cromogénico, fluorogénico y/o quimioluminiscente.

En este caso, para la obtencién de anticuerpos antiesporos es necesario inyectar en un animal, como por ejem-
plo un conejo, esporos de Clostridium tyrobutyricum para inmunizarlo. Con este propdsito, se realizan inyecciones
subcutdneas con una suspension de esporos de Clostridium tyrobutyricum calentados previamente. Tres semanas mas
tarde, los conejos se reinyectan con una cantidad igual de esporos. Dos semanas después de la segunda inoculacion,
se efectiia una sangria de prueba y se comprueba la presencia de anticuerpos por el método de inmunodotting. Para
las sangrias sucesivas, los animales se dejan recuperar durante 15 dias, repitiéndose las inoculaciones cada 30 dias
aproximadamente.

Los complejos péptidos-esporos fijados en el soporte sélido (por ejemplo esferas paramagnéticas) se incuban con
una solucién de anticuerpos de conejo antiesporos conjugados con un enzima (por ejemplo peroxidasa) y finalmente,
tras lavar para eliminar los anticuerpos no unidos, se transfieren (los nuevos complejos anclados en el soporte sélido)
a una placa de 96 pocilios (u otro recipiente) y se incuba con un sustrato indicador cromogénico, fluorogénico y/o
quimioluminiscente.

Otro aspecto de la presente invencién es un kit de deteccién de esporos de Clostridium tyrobutyricum que com-
prende:

a) un péptido seleccionado de entre SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 13, o cualquiera de sus combinaciones,
marcado o no, e inmovilizado en un soporte sélido y

b) medios para la deteccién y cuantificacién de los esporos de Clostridium tyrobutyricum que contienen el
complejo formado por un elemento de unién a los esporos marcado con un elemento susceptible de ser
detectado y/o cuantificado asi como un sustrato cromogénico, fluorogénico y/o quimioluminiscente para
ese dltimo elemento.
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Los péptidos son inmovilizados en el soporte sélido y marcados tal como se ha definido en el aspecto anterior que
trata de un método para la deteccién y/o cuantificacién de esporos de Clostridium tyrobutyricum.

Asimismo, el soporte s6lido también ha sido definido anteriormente asi como los diferentes elementos de unidn,
marcadores, elementos de unién y modos de deteccion de los diferentes sustratos.

En una realizacion preferida del kit definido anteriormente, la inmovilizacion del péptido del apartado (a) se lleva
a cabo de forma covalente, la deteccién de los esporos del apartado (b) se realiza con el péptido marcado con biotina
y el complejo avidina-biotina-peroxidasa y el sustrato indicador es cromogénico.

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 desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la préctica de la invencion.
Las siguientes figuras y ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

Descripcion de las figuras

Fig 1. Porcentaje de bacteridfagos eluidos durante las diferentes fases de seleccion de los péptidos de union a los
esporos de Clostridium tyrobutyricum.

En el eje de las X se indica el ndmero de la fase de seleccion y en el eje de las Y el porcentaje de recuperacion.
(Recuperacion (%) = (Fagos eluidos/Fagos afiadidos) x 100).

Fig 2. Deteccion de diferentes concentraciones de esporos de Clostridium tyrobutyricum, con 50 ( ), 20(@) y
10 (@) ug/mL del péptido SEQ ID NO: 1 biotinilado.

Fig 3. Porcentaje de esporos recuperados con esferas paramagnéticas tapizadas con diferentes concentraciones
del péptido SEQ ID NO: 1.

En el eje de las X se indica el nimero teérico de moléculas de péptido por esfera y en el eje de las Y el nimero de
esporos recuperados (Recuperacion (%) = (Esporos unidos a las esferas/esporos aiadidos) x 100).

Fig 4. Deteccion de diferentes concentraciones de esporos de Clostridium tyrobutyricum.

La deteccion fue llevada a cabo tras su concentracién con esferas tapizadas con 100 (H), 1000 ( A), 5000

D)y

10000 (<} unidades del péptido SEQ ID NO: 1 por esfera, e incubando con 50 ug/mL del mismo péptido biotinilado.
Ejemplos

A continuacién se ilustrard la invencion mediante unos ensayos que describen el método de obtencion de los
péptidos asi como la deteccion de las esporas de Clostridium tyrobutyricum.

Ejemplo 1

Aislamiento de los péptidos especificos frente a los esporos de Clostridium tyrobutyricum mediante la utilizacion de
una biblioteca de expresion en fago (Phage Display)

Los fagos de la biblioteca se incubaron, para eliminar las reacciones cruzadas, con una suspension mixta de Clos-
tridium acetobutylicum, Geobacillus stearothermophilus y Lactobacillus plantarum y posteriormente, los fagos que
no fueron eliminados en dicha sustraccion, se incubaron con los esporos de Clostridium tyrobutyricum para seleccio-
nar aquellos que le fuesen afines. Tras el proceso de unién de los fagos a los esporos, éstos se lavaron 8 veces con
un tampoén con Tween-20 al 0,1% con el objetivo de eliminar aquellos fagos unidos de forma no especifica. Tras la
amplificacion de los fagos seleccionados, mediante una incubacién de los mismos en un cultivo con su bacteria hospe-
dadora, se repiti6 el mismo protocolo desde el principio 3 veces mds (en total, 4 ciclos de sustraccion y seleccién). En
la dltima fase de seleccion el tampdn de lavado se sustituyd por urea 6 M, con el fin de aumentar la fuerza del lavado
y seleccionar asi los fagos con mayor afinidad. (Fig 1).

Una vez que se realiz6 la seleccioén de los fagos que se unen a los esporos, se sembraron placas de agar LB-
IPTG/Xgal con diluciones decimales consecutivas de la suspension de fagos procedente del tltimo ciclo de seleccion.
De dichas placas, y de manera individual, se transfirieron varias colonias desde dichas placas a tubos que contenian 1
mL de un cultivo de la bacteria hospedadora del fago, para amplificar su ntimero.

Posteriormente, los fagos se concentraron afiadiendo PEG/NaCl y su ADN se extrajo mediante la adicién de fenol.
El ADN se concentré mediante la adicién de 0,1 volimenes de acetato sédico 3 M, pH 5,2, y 2,5 volimenes de etanol
absoluto, dejando incubar a 4°C durante toda la noche. Finalmente, el ADN se lavd dos veces con etanol al 70%



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 336 534 B1

previamente enfriado en hielo. Tras el dltimo lavado, el resto de etanol que quedd en los tubos se dejé evaporar en
una estufa a 40°C y el ADN se resuspendi6 en 50 uLL de un tampén Tris-EDTA. Para su éptima conservacion, el ADN
extraido se congel6 a -80°C hasta su andlisis.

Tras la extraccidn, se realiz6 una amplificacién del fragmento de ADN en el que estaba codificado el péptido,
mediante una Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) con los primers especificos. Tras la reaccién se comprobd
el tamafio de los insertos amplificados mediante una electroforesis en gel de agarosa. La banda que correspondié con
el fragmento correcto se purificé a partir del gel mediante un sistema de columnas para centrifugacién (GenElute™
Agarose Spin Columns). Posteriormente, el ADN fue secuenciado.

Ejemplo 2
Determinacion de la secuencia de los péptidos aislados

A partir de la secuencia obtenida de todo el fragmento amplificado, mediante la localizacién de las secuencias
flanqueantes, se determiné la secuencia de ADN que codificaba el péptido expresado en el fago. A continuacién se
presentan las secuencias obtenidas:

SEQ ID NO: 14 (21).

SEQ ID NO: 15 (3).

SEQ ID NO: 16 (2).

SEQ ID NO: 17 (2).

SEQ ID NO: 18 (1).

SEQ ID NO: 19 (1).

SEQ ID NO: 20 (1).

SEQ ID NO: 21 (1).

SEQ ID NO: 22 (1).

SEQ ID NO: 23 (1).

SEQ ID NO: 24 (1).

SEQ ID NO: 25 (1).

SEQ ID NO: 26 (1).

Los nimeros entre paréntesis hacen referencia al nimero de muestras de DNA coincidentes con dicha secuencia.
Estas muestras procedian de las 37 colonias de E.coli infectadas con los fagos aislados de la fase final del proceso de

seleccion.

A partir de la secuencia nucleotidica se dedujeron las secuencias de 12 aminodcidos en cada una de ellas. Las
secuencias obtenidas (ordenadas en funcién de su frecuencia de aparicién, de mayor a menor) fueron:

SEQ ID NO: 1 (57%).
SEQ ID NO: 2 (8%).
SEQ ID NO: 3 (5%).
SEQ ID NO: 4 (5%).
SEQ ID NO: 5 (3%).
SEQ ID NO: 6 (3%).
SEQ ID NO: 7 (3%).
SEQ ID NO: 8 (3%).
SEQ ID NO: 9 (3%).
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SEQ ID NO: 10 (3%).

SEQ ID NO: 11 (3%).

SEQ ID NO: 12 (3%).

SEQ ID NO: 13 (3%).

De todas las secuencias de péptidos obtenidas, se sintetizé aquella que se repitié con mds frecuencia, es decir,
SEQ ID NO: 1, en un sintetizador de péptidos de quimica “Fmoc” tanto sin derivatizar, como incluyendo alguna
modificacién amino-terminal con biotina u otra molécula o enzima a modo de marcador (fluoresceina, peroxidasa,

etc...).

Ejemplo 3

Determinacion de la capacidad de union del péptido sintetizado con los esporos de Clostridium tyrobutyricum

Se realiz6 la incubacién de varias suspensiones de diferente concentracién de esporos con 10, 20 y 50 pg/mL del
péptido SEQ ID NO: 1 derivatizado con biotina. La unién se detectd utilizando el complejo avidina-biotina-peroxidasa
y el sustrato tetrametilbencidina (TMB) de la peroxidasa (Fig 2).

Ejemplo 4

Inmovilizacion del péptido SEQ ID NO: 1 en esferas paramagnéticas aminadas y deteccion de esporos de Clostridium

tyrobutyricum

En el caso de los péptidos sintetizados sin derivatizar, se inmovilizaron en esferas paramagnéticas aminadas a razén
de 10?-10* péptidos/esfera. Para estimar la capacidad de unién de los esporos a las esferas en funcién de la cantidad de
péptido unida, las esferas se incubaron con una suspensién de 10° esporos y se estimo el porcentaje de recuperacion
mediante la enumeracién en cultivo en un medio especifico (Fig 3).

Las esferas paramagnéticas tapizadas con los péptidos se utilizaron para la concentracién de los esporos de la
muestra a analizar. Se incubd la muestra en un vial tipo Eppendorf con una concentracién de esferas de al menos
10° esferas/mL y posteriormente, las esferas con los esporos unidos se concentraron con la ayuda de un separador
magnético. Una vez lavados para eliminar microorganismos o componentes de la muestra unidos inespecificamente,
los complejos esferas-esporos se incubaron con una solucién de 50 ug/ml del péptido biotinilado (Fig 4) y finalmente,
tras lavar para eliminar los péptidos no unidos, se incub6 con el complejo avidina-biotina-peroxidasa y a continuacién
se transfirieron las esferas a una placa de 96 pocilios y se afiadié un sustrato de la peroxidasa, como por ejemplo
la tetrametilbencidina (TMB), el 4cido azino-bis(3-etilbenzotiazolina 6-sulfénico) o la fenilendiamina. En el caso de
utilizarse TMB como sustrato, la reaccion de desarrollo del color se detiene tras 15 minutos de incubacién con dicho
sustrato, mediante la adicién de 50 uL. de dcido sulftirico 2 M a cada pocilio. La presencia de esporos se evidencio
por la aparicién de un color amarillo cuya intensidad varié directamente con el nimero de esporos de Clostridium
tyrobutyricum presentes en la muestra de leche.
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REIVINDICACIONES

1. Péptido seleccionado de la lista que consiste esencialmente en SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 o cualquiera de sus combinaciones.

2. Uso de un péptido seleccionado de entre
a) un péptido segun reivindicacion 1,

b) un péptido seleccionado de la lista que consiste esencialmente en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 90 SEQ ID NO: 11, 0

¢) cualquier combinacién de los péptidos segtn (a) y/o (b). para la deteccién de esporos de Clostridium
tyrobutyricum.
3. Uso de una secuencia nucleotidica, que constituye la secuencia codificante de cualquiera de los péptidos SEQ

ID NO: 1 a SEQ ID NO: 13 para la deteccion de esporos de Clostridium tyrobutyricum.

4. Uso segtin las reivindicaciones 2 y 3 donde el péptido se selecciona de entre SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 4 o
cualquiera de sus combinaciones.

5. Uso segtn la reivindicacién 4 donde el péptido es SEQ ID NO: 1.

6. Uso segin cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5 para la deteccién de esporos de Clostridium tyrobutyricum
en un alimento.

7. Uso segtn la reivindicacién 6 donde el alimento es leche o cualquier derivado lacteo.

8. Método de deteccién y/o cuantificacién de esporos de Clostridium tyrobutyricum que comprende:
a. Seleccién de al menos un péptido de entre SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 13,
b. inmovilizacién del péptido/s de (a), marcado/s o no, en un soporte sélido,

c. incubacién de una muestra con los péptidos inmovilizados en (b) para la unién de los esporos a los pépti-
dos.

d. deteccidn y/o cuantificacion, utilizando un elemento marcado, de los esporos unidos en (c) a los péptidos

inmovilizados.

9. Método segun la reivindicacién 8 donde el mareaje se realiza con un marcador seleccionado de la lista que
comprende radioisétopos, enzimas, fluoréforos o cualquier molécula susceptible de ser conjugada con otra molécula
o detectada y/o cuantificada de forma directa.

10. Método segtn la reivindicacién 9 donde el mareaje se realiza con biotina.

11. Método segtn la reivindicacién 8 donde el soporte sélido son esferas paramagnéticas.

12. Método segtn la reivindicacién 8 donde la deteccion del paso 8 (d) se lleva a cabo mediante:

a) launidén por derivatizacion de cualquiera de los péptidos SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 13 con una molécula
0 enzima a modo de marcador.

b) incubacién de los péptidos obtenidos en (a) con los esporos unidos a los péptidos inmovilizados obtenidos
en 8 (¢).

¢) incubacién del producto obtenido en (b) con un complejo formado por un elemento de unién al marcador
utilizado en (a) y un elemento susceptible de ser detectado y/o cuantificado,

d) deteccién de los esporos mediante la reaccién de la incubacién del producto obtenido en (c) con una
composicién que contenga un sustrato indicador cromogénico, fluorogénico y/o quimioluminiscente.

13. Método segtn la reivindicacién 12 donde el marcador del paso (a) es biotina, el complejo del paso (c) es
avidina-biotina-peroxidasa y el sustrato indicador del paso (d) es cromogénico.

9
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14.Kit de deteccion de esporos de Clostridium tyrobutyricum que comprende:

a) un péptido seleccionado de entre SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 13, o cualquiera de sus combinaciones,
marcado o no, e inmovilizado en un soporte sélido y

b) medios para la deteccion y cuantificacién de los esporos de Clostridium tyrobutyricum que contienen los

complejos definidos en 12 (c) y un sustrato cromogénico, fluorogénico y/o quimioluminiscente.

15. Kit segtn la reivindicacién 15 donde la inmovilizacién del péptido del apartado (a) se lleva a cabo de forma
covalente, la deteccién de los esporos del apartado (b) se realiza con el péptido marcado con biotina y el complejo
avidina-biotina-peroxidasa y el sustrato indicador es cromogénico.

10
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Universidad de Zaragoza

<120> Utilizacién de péptidos para la deteccién de esporas de Clostridium tyrobutyricum

<130> ES1510.28
<160> 26
<170> PatentIn version 3.5

<210>1

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> mat_peptide
<223> péptido expresado en la superficie del fago M13KE

<400> 1
Leu Pro Pro Trp Lys His Lys Thr Ser Gly val Ala
1 5 10

<210>2

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> mat_peptide
<223> péptido expresado en la superficie del fago M13KE

<400> 2
Ala Thr Trp Ser His His Leu Ser Ser Ala Gly Leu
1 5 10

<210>3
<211> 12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> mat_peptide
<223> péptido expresado en la superficie del fago M13KE

<400> 3
Ala Met Ser Pro Arg His His Ser Gly Pro Ser val
1 5 10

<210>4

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> mat_peptide
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<223> péptido expresado en la superficie del fago M13KE

<400> 4
Thr Met Gly Phe Thr Ala Pro Arg Phe Pro His Tyr
1 5 10

<210>5

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> mat_peptide
<223> péptido expresado en la superficie del fago M13KE

<400> 5
Ser Ile Leu Ser Thr Met Ser Pro His Gly Ala Thr
1 5 10

<210> 6

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> mat_peptide
<223> péptido expresado en la superficie del fago M13KE

<400> 6
val Ser Arg His GlIn Ser Trp His Pro His Asp Leu
1 5 10

<210>7

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> mat_peptide
<223> péptido expresado en la superficie del fago M13KE

<400> 7
Ser Ala His Gly Thr Ser Thr Gly val Pro Trp Pro
1 5 10

<210> 8

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> mat_peptide
<223> péptido expresado en la superficie del fago M13KE

<400> 8

Thr Ala Gly Lys Leu Thr Ala Ser Leu Ile Gly Arg
1 5 10
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<211> 12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> mat_peptide

ES 2 336 534 B1

<223> péptido expresado en la superficie del fago M13KE

<400>9

1

<210> 10

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> mat_peptide

5

Asn Phe Met Glu Ser Leu Pro Arg Leu Gly Met His
10

<223> péptido expresado en la superficie del fago M13KE

<400> 10

Trp Ala Pro Pro Leu Phe Arg Ser Ser Leu Phe Tyr
1

<210> 11

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> mat_peptide

5

10

<223> péptido expresado en la superficie del fago M13KE

<400> 11

Thr Cys Ser Leu Cys Asn Pro val GIn Pro Gln Arg
1

<210> 12

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> mat_peptide

5

10

<223> péptido expresado en la superficie del fago M13KE

<400> 12

His Tyr Ser Ala His Trp Asn Leu Ser Thr Thr Pro
1

<210> 13
<211> 12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

5

10
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<220> mat_peptide
<223> péptido expresado en la superficie del fago M13KE

<400> 13
Leu Leu Ala Asp Thr Thr His His Arg Pro Trp Thr
1 5 10

<210> 14

<211> 36

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220> misc_feature

<223> Secuencia de interés bioldgico codificante de péptidos que reconocen esporos de Clostrydium tyrobutyricum

<400> 14
tggcctcctt ggaagcataa gacgtcgggt gttgct

<210> 15

<211> 36

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220> misc_feature

<223> Secuencia de interés bioldgico codificante de péptidos que reconocen esporos de Clostrydium tyrobutyricum

<400> 15
gcgacgtggt ctcatcatct gagttctgcg ggtttg
36

<210> 16

<211> 36

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220> misc_feature
<223> Secuencia de interés bioldgico codificante de péptidos que reconocen esporos de Clostrydium tyrobutyricum

<400> 16
gctatgagtc ctcgtcatca ttctggtcct tcggtt
36

<210> 17

<211> 36

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220> misc_feature

<223> Secuencia de interés bioldgico codificante de péptidos que reconocen esporos de Clostrydium tyrobutyricum
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<400> 17
aggatgggtt ttacggctcc gecggtttccg cattat

<210> 18

<211> 36

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220> misc_feature

<223> Secuencia de interés bioldgico codificante de péptidos que reconocen esporos de Clostrydium tyrobutyricum

<400> 18
tctattttgt ctactatgtc gccgcatggt gctacg
36

<210> 19

<211> 36

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220> misc_feature

<223> Secuencia de interés biolégico codificante de péptidos que reconocen esporos de Clostrydium tyrobutyricum

<400> 19
gtgtcgcgtc atcagtcgtg gcatccgcat gatctt
3

<210> 20

<211> 36

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220> misc_feature

<223> Secuencia de interés bioldgico codificante de péptidos que reconocen esporos de Clostrydium tyrobutyricum

<400> 20
tctgcgcatg ggacgtctac tggtgttccg tggccg
36

<210> 21
<211> 36
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220> misc_feature

<223> Secuencia de interés bioldgico codificante de péptidos que reconocen esporos de Clostrydium tyrobutyricum

<400> 21
actgcgggta aggtgacggc ttcgttgatt ggtcgt
36 '

<210> 22
<211> 36
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<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220> misc_feature

<223> Secuencia de interés bioldgico codificante de péptidos que reconocen esporos de Clostrydium tyrobutyricum

<400> 22
aattttatgg agtctcttcc tcggctgggt atgcat
36

<210> 23

<211> 36

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220> misc_feature
<223> secuencia de interés bioldgico codificante de péptidos que reconocen esporos de Clostrydium tyrobutyricum

<400> 23
acgtgtagtt tgtgtaatcc tgtgcagcct cagcgg
36

<210> 24

<211> 36

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220> misc_feature

<223> Secuencia de interés bioldgico codificante de péptidos que reconocen esporos de Clostrydium tyrobutyricum

<400> 24
tgggctcctc cgctgtttcg ttcttctttg ttttat
36

<210> 25

<211> 36

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220> misc_feature

<223> Secuencia de interés biolégico codificante de péptidos que reconocen esporos de Clostrydium tyrobutyricum

<400> 25
cattattctg ctcattggaa tttgtctacg acgccg
36

<210> 26

<211> 36

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220> misc_feature

<223> Secuencia de interés bioldgico codificante de péptidos que reconocen esporos de Clostrydium tyrobutyricum
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cggcttgcgg atacgacgca tcataggccg tggact
6
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INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA
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GD Int.CL: CO7K 7/08 (2006.01)
GO1N 33/569 (2006.01)
DOCUMENTOS RELEVANTES
Categoria Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
A Maria Lavilla, et al. Production of polyclonal antibodies 2-15

against spores of Clostridium tyrobutyricum, a contaminant
affecting the quality of cheese: characterization of the

immunodominant protein. Marzo 2008

Food and Agricultural Immunology, vol 19, No1, pag. 77-91

pag. 88-89

Categoria de los documentos citados

X: de particular relevancia
Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la
misma categoria

A: refleja el

estado de la técnica

O: referido a divulgacién no escrita

P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacion
de la solicitud

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha
de presentacion de la solicitud

El presente informe ha sido realizado
para todas las reivindicaciones

|:| para las reivindicaciones n®:

Fecha de realizacion del informe

26.03.2010

Examinador
A. Santos Diaz
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INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA Ne de solicitud: 200802267

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

CO7K, GO1N

Bases de datos electrénicas consultadas durante la biusqueda (nombre de la base de datos vy, si es posible, términos de
blusqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, DWPI, BIOSIS
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OPINION ESCRITA

N¢ de solicitud: 200802267

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 26.03.2010

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones
Reivindicaciones

Actividad inventiva Reivindicaciones

(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones

2-15

2-15

Si
NO

si
NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200802267

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
DO1 WO 03037172 A2 08-05-2003
D02 US 20040102382 A 27-05-2004
D03 DE 102005031755 A1 11-01-2007

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

1.- NOVEDAD (Art. 6.1 LP)
1.1 Reivindicacioén 1:

Los péptidos reivindicados en la reivindicacion 1 salvo el correspondiente a la SEQ ID: NO 12, han sido divulgados idéntica-
mente en los siguientes documentos:

D01 la secuencia 225 es identica a la SEQ ID: NO 3
D02 la secuencia 26 es idéntica a la SEQ ID: NO 10

D03 la secuencia 17 es idéntica a la SEQ ID: NO 13y la secuencia 30 solo difiere de SEQ ID : NO 8 en que la Leucina de la
posicién 5 ha sido substituida por una Valina.

Por lo tanto la reivindicaciéon 1 no cumple el requisito de novedad.

1.2 Reivindicaciones 2-15:

Las reivindicaciones 2-15 cumplen el requisito de novedad

2.- ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 8.1 LP)

2.1 En vista del argumento desarrollado en el punto 1, la reivindicacion 1 no presenta actividad inventiva.
2.2 Revindicaciones independientes 2, 3, 8, 14 .

Ninguno de los documentos citados describe el uso de los peptidos SEQ ID:1-3, ni de las secuencias nucleotidicas codificantes
de los mismos para la deteccion de esporos de Clostridium tyrobutyricum segun las reivindicaciones 2 y 3.

Tampoco se describen los métodos de deteccion y cuantificacion, ni el KIT correspondiente segun las reivindicaciones 8 y 14.

Por lo tanto las reivindicaciones 2, 3, 8 y 14 y las reivindicaciones dependientes de las mismas cumplen el requisito de actividad
inventiva.

Informe sobre el Estado de la Técnica (Opinidn escrita) Pagina 5/5




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	Lista de Secuencias
	IET

