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DESCRIPCION
Método para diagnosticar una infecciéon por pseudomonas aeruginosa
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La Pseudomonas aeruginosa es un patégeno bacteriano oportunista capaz de causar infecciones pulmonares
agudas fatales en individuos gravemente enfermos (1). La capacidad de las bacterias para dafiar el epitelio
pulmonar ha sido vinculada a la expresion de toxinas que son inyectadas directamente en las células eucariotas a
través de un mecanismo de secrecion y translocacion mediado de tipo 11l (2,3).

Las proteinas codificadas por el aparato de secrecion-translocacion de tipo Ill de la P.aeurginosa demuestran un alto
nivel de identidad de aminoacidos con miembros del regulén Yop de /a Yersinia (4-6). De entre todos los sistemas de
tipo 1l descubiertos en bacterias Gram-negativas, sélo P. aeruginosa posee un homologo del antigeno Yersinia V,
PcrV (véase 6 para revisar los sistemas tipo Ill). Las proteinas homologas del aparato secrecion y translocacion
estan codificadas por bacterias patégenas tanto animales como vegetales. Estos organismos incluyen patdégenos
humanos como Salmonella Typhimurium, Shigella flexneri, E. Coli enteropatégena, Chlamydia spp., y patdgenos
vegetales como Xanthomonas campestris, Pseudomonas syringae, Erwinia amylovora and Ralstonia solanacearum.
No obstante, sélo P. aeruginosa y Yersinia codifican el antigeno V.

Yarh, et.al., 1997, describen la secuencia del operén que codifica PcrV y comparan la secuencia con la proteina
LerV. Por lo tanto, la secuencia de aminoacidos de PcrV es conocida y esta disponible con el niumero de acceso
AF010149 de GenBank.

Anderson et al., (Infection and Inmunity, 1996, p4580-4585) describen que el antigeno recombinante V procedente
de Yersinia pestis protege a ratones contra la peste bubdnica y neumoénica causadas por cepas de Yersinia pestis.

En el documento US 5.599.665 se describen los acidos nucleicos de Pseudomonas aeruginosa que codifican la
actividad de la Exoenzima S y su uso en la deteccion de infeccidon por Pseudomonas aeruginosa.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Esta invencién proporciona un método para el diagndstico de infeccion por Pseudomonas aeruginosa que
comprende la etapa de exponer una muestra del paciente a una sonda de nucleétidos, en la que la sonda se hibrida
especificamente con un acido nucleico que codifica PcrV y no con otros acidos nucleicos.

La invencion también proporciona un método para diagnosticar infeccion por Pseudomonas aeruginosa que
comprende las etapas de

(a) exponer una muestra del paciente a cebadores de nucleétidos disefiados para amplificar el gen pcrV,

(b) llevar a cabo una reaccion en cadena de la polimerasa en que el gen pcrV se amplifica si esta presente en la
muestra, y

(c) correlacionar infeccion por Pseudomonas aeruginosa con la presencia de un producto amplificado.

La invencién proporciona adicionalmente un método para el diagndstico de una infeccién por Pseudomonas
aeruginosa que comprende las etapas de:

(a) exponer la muestra del paciente al antigeno PcrV, y

(b) correlacionar infeccion por Pseudomonas aeruginosa con la presencia de un complejo antigeno/anticuerpo
especifico de PcrV.

Por lo tanto, en una realizacion el ADN que codifica PcrV (denominado pcrV) o un fragmento de ADN se puede
utilizar diagnésticamente para detectar infeccién por P. aeruginosa.

En otra realizacion, la proteina recombinante (rPcrV) se utiliza diagndsticamente para detectar anticuerpos de los
pacientes. La respuesta de los anticuerpos del paciente a PcrV puede asociarse a un prondstico. De esta forma, en
esta realizacion la proteina recombinante se utiliza como indicador prondstico mediante la medida del titulo de
anticuerpos del paciente.

Es, por tanto, un objeto de esta invencion detectar diagndsticamente infeccion por P. aeruginosa.
Otro objeto de la presente invencién es detectar anticuerpos en pacientes con Pseudomonas.

Otros objetos, caracteristicas y ventajas de esta invencion resultaran evidentes para un experto en la técnica tras la
revision de la descripcion, las reivindicaciones y los dibujos.
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DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las Figs. 1Ay 1B son un gel tefido (Fig. 1A) y una transferencia Western (Fig. 1B) que ilustran el analisis fenotipico
de PA103ApcrV.

Las Figs. 2A y 2B son un grafico (Fig. 2A) y una serie de graficos de barras (Fig. 2B) que ilustran la supervivencia y
el dafo pulmonar de cepas parentales y mutantes de P. aeruginosa.

Las Figs. 3A y 3B son un grafico (Fig. 3A) y una serie de graficos de barras (Fig. 3B) que ilustran el efecto de la
inmunizacion en la supervivencia, el dafio pulmonar y la colonizacion bacteriana.

La Fig. 4 es un grafico del numero de animales que sobreviven a un prueba de ataque con 5 x 10 ® UFC/ ratén de la
cepa PA103 tras la administracion pasiva de IgG policlonal especifica para PcrV, ExoU, PopD o IgC control
procedente de un animal no inmunizado.

La Fig. 5 es un grafico (Fig. 5A) y una serie de graficos de barras (Fig. 5B) que ilustran la supervivencia y proteccion
frente al dafio pulmonar por la administracion concomitante de IgG frente a diferentes antigenos y pruebas de
ataque bacterianas. ANOVA unidireccional para dafio pulmonar, p=0,026, y edema pulmonar, p <0,0005.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente memoria se describe que PcrV tiene un efecto regulador novedoso sobre la expresion de productos
secretados de tipo lll, esta involucrada en la translocacion de toxinas de tipo Ill, y es el primer antigeno que protege
del dafio pulmonar provocado por infeccion por P. aeruginosa. La vacunacion contra PcrV previa a la instilacion por
via aérea de IgG anti-PcrV no sélo aseguro la supervivencia de animales sometidos a la prueba de ataque sino que
también redujo la inflamacién pulmonar y el dafo causado por la bacteria.

El LcrV, o el antigeno V, es una proteina multifuncional que regula la secrecidn/translocacion de proteinas efectoras
de Yop y tiene un papel extracelular en la patogénesis alterando la respuesta de las citoquinas del huésped a la
infeccion por Yersinia (7-11). El Unico homodlogo conocido de este factor patogénico critico es una proteina
extracelular codificada por P aeruginosa, denominada PcrV.

Un método de moderar o inhibir la infeccion por Pseudomonas aeruginosa que comprende inmunizar un paciente
con una cantidad efectiva del antigeno PcrV. Por “cantidad efectiva” se entiende una cantidad de antigeno PcrV
eficaz para mostrar alguna moderacion o inhibicion de la infeccién por Pseudomonas por comparacion con sujetos o
animales control que no han sido tratados con el antigeno.

Por “moderar” se entiende que la infecciéon se inhibe en al menos un cincuenta por ciento si se compara con un
animal no inmunizado. Preferiblemente, la infeccidon se previene completamente. Una estimacién cuantitativa de la
infeccion incluiria preferiblemente la determinacién de la cantidad de bacterias en la corriente sanguinea o en los
fluidos pleurales y/o la determinacion de los pardmetros de dafio pulmonar. Por ejemplo, la ausencia de bacterias en
la corriente sanguinea o en los fluidos pleurales indicard que se ha evitado la infeccién. Una reduccién en
parametros de dafo pulmonar indicara que la infeccién se ha moderado.

La infeccion podria estimarse cuantitativamente con otros indicadores clinicos, incluyendo la reduccion de carga
bacteriana en el esputo, la sangre o fluidos pleurales, la reduccién de tamafio del infiltrado, la mejora en la
oxigenacion, la reduccion del tiempo en ventilacién mecanica, reduccion de la fiebre y reduccién en el recuento de
glébulos blancos.

Por “antigeno PcrV “se entiende la porcién o fragmento de la proteina PcrV necesaria para incitar una respuesta
inmune que previene o modera la infecciéon. En este momento, se ha utilizado la proteina PcrV completa para inducir
la proteccion. No obstante, un experto en la técnica puede trazar el mapa del epitopo protector en la molécula. Por
ejemplo, la solicitante producira anticuerpos monoclonales y los analizara para encontrar los anticuerpos que evitan
la citotoxidad en cultivos tisulares. Los anticuerpos que impiden la citotoxicidad seran examinados en los modelos de
infeccion pulmonar aguda para la proteccidn pasiva contra la infeccion. Los anticuerpos monoclonales generalmente
reconocen una pequefia region del aminodcido y cuando los aminoacidos son contiguos, el epitopo puede quedar
definido con tan sélo 6-9 aminoacidos. Para definir el epitopo, los anticuerpos monoclonales se ensayaran para
determinar la unién a cadenas cada vez mas pequefias de PcrV recombinante. (Por “PcrV recombinante” o “rPcrV”
se entiende la proteina producida a partir de un gen pcrV que ha sido introducido en un huésped no nativo). Esto
deberia localizar la region. En este punto, se sintetizaran quimicamente tramos de aminoacidos que definen el
epitopo. Estos epitopos sintetizados quimicamente pueden ligarse a moléculas portadoras y utilizarse en la
inmunizaciéon para determinar si se ha conseguido proteccion. Alternativamente, se pueden construir diferentes
clones de PcrV, producir y purificar proteinas recombinantes, y ensayar estos antigenos en experimentos de
inmunizacion y pruebas de ataque.

Basandose en estudios de obtencion de mapas desarrollados con PcrV, se predice que el epitopo se encuentra
entre los aminoacidos 113 y 245.
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El antigeno PcrV puede obtenerse mas facilmente por el método usado por la solicitante, un plasmido de expresion
bacteriana disponible en el mercado denominado pet16b de Novagen. El gen pcrV fue clonado primero a partir de un
cromosoma de P. aeruginosa como parte de un operdn. La region codificante fue amplificada e insertada en dos
vectores diferentes. Un vector es para la expresion de P. aeruginosa como se muestra en la Fig. 1. Este es un vector
procedente de Herber Schweizer (referencia 19) que modificamos para contener una secuencia de promotor
adecuada de forma que la expresién de PcrV se regule coordinadamente con el resto de los aparatos de suministro
e intoxicacion de la bacteria. El segundo plasmido, pET16b, tiene como propdsito la expresiéon y purificacion en
E.Coli.

La ventaja de este sistema es que no hay que preocuparse por proteinas de P. aeruginosa contaminantes, la
proteina se produce abundantemente, y tiene lugar un proceso de purificacién de un solo paso. En esta situacion, la
region codificante de PcrV se amplifica para clonarse en el mismo marco de una cola de histidina proporcionada por
el vector pET16b. Los restos multiples de histidina fusionados al extremo amino-terminal de PcrV permiten la
cromatografia de afinidad utilizando una columna niquel-ANT. Por lo tanto, un antigeno preferible es una version
recombinante de la proteina PcrV natural.

En ofra realizacion, se administran anticuerpos para PcrV monoclonales o policlonales humanos o humanizados
para prevenir o tratar la infeccion por P. aeruginosa. En pacientes con alto riesgo de infecciéon por P. aeruginosa,
podrian suministrarse anticuerpos para la prevencion de la infeccién. Adicionalmente, los anticuerpos pueden
administrarse tras el inicio de la infeccion para su tratamiento. En este caso, los anticuerpos pueden administrarse a
solas 0 en combinacién con antibiéticos. La administracion conjunta de anticuerpos y antibiéticos puede permitir la
administracion de cursos mas cortos o dosis menores de antibidticos, reduciendo de esta forma el riesgo de
aparicion de organismos resistentes a antibiéticos.

Se consideran al menos tres tipos de pacientes hipotéticos: (1) Un individuo sano con riesgo de herida o quemadura
grave (bombero, personal militar, policia) seria inmunizado con la vacuna utilizando una metodologia (bien por
inyeccion o intranasal) que proporcionara proteccion de larga duracion. Se administraria un recuerdo (inyeccion
intramuscular) en el hospital tras la lesidn. (2) Un paciente sometido a ventilacion mecanica. (3) Un paciente al que
se le ha diagnosticado genéticamente de fibrosis quistica.

La inmunizacién puede realizarse por via sistémica o intranasal. La inmunizaciéon de los individuos empezaria
preferiblemente durante los procedimientos de vacunacidon normal para otras enfermedades infantiles. Predecimos
una proteccion de larga duracion con dosis de recuerdo en edades comprendidas probablemente entre los 5 y 10
afos.

De acuerdo con la invencion, podria usarse el ADN que codifica la proteina PcrV o el complemento de este ADN
para detectar diagndsticamente infeccion por P. aeruginosa. La secuencia de ADN del antigeno PcrV podria
obtenerse de GenBank AF010149. La region codificante de PcrV esta entre los nucledtidos 626-1510. Podria
seleccionarse para su uso un fragmento de esta region codificante o un complemento de este fragmento. Una sonda
eficaz es aquella que hibride especificamente con el ADN de PcrV y no con otras regiones.

Preferiblemente se utilizara una sonda de hibridacion con al menos 40 nucleétidos continuos dentro de la secuencia
del antigeno o dos cebadores de al menos 25 nucledtidos continuos dentro de la secuencia. Un experto en la
materia se dard cuenta de que muchos métodos estandar de técnicas de diagndstico de acidos nucleicos serian
apropiados, por ejemplo, hibridacién de sondas de cadena simple de 40 nucledtidos de ADN o ARN extraido del
esputo de un paciente. En otro ejemplo, el esputo del paciente se utilizara como fuente de ADN o ARN bacteriano
para servir como molde para la reaccion PCR o RT PCR, respectivamente.

Se determinara también la infeccidon por Pseudomonas aeruginosa en un individuo poniendo en contacto una
muestra del individuo con un anticuerpo especifico para PcrV y correlacionando la unién del anticuerpo mejorado
comparandola con una muestra control de la infeccion por Pseudomonas aeruginosa en el individuo.

La proteina o el antigeno podran utilizarse también en el diagndstico para detectar anticuerpos en pacientes y asi,
predecir el estado de infeccion del paciente. Preferiblemente se pondra en contacto una muestra obtenida de un
individuo sospechoso de infeccién por Pseudomonas con la proteina PcrV o un fragmento de la misma y se
detectara la union proteina/anticuerpo. Después se correlacionara la unién mejorada del anticuerpo (comparada con
la muestra control) con la infeccién por Pseudomonas aeruginosa en el individuo.

Se sabe que las especies de Pseudomonas infectan un amplio espectro de hospedantes dentro del reino animal e
incluso dentro del reino vegetal. Como sera evidente para un experto medio en la técnica, las composiciones y
métodos descritos en la presente memoria pueden tener uso en una amplia variedad de organismos para inhibir o
modular enfermedades o estados derivados de infeccién por especies de Pseudomonas. Las composiciones y
métodos de la presente invencidn se describen en |la presente memoria particularmente para la aplicacion a
Pseudomonas aeruginosa, pero se encuentra dentro de las competencias de un experto medio en la técnica aplicar
los métodos que se muestran en la presente a otras especies.
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Ejemplos

1) Papel de PcrV en la citotoxicidad

Para determinar el papel de PcrV en la regulacién/secrecion mediada de tipo lll, construimos un alelo apolar de PcrV
y utilizamos la construccién para remplazar un alelo salvaje en una cepa de P. aeruginosa PA103, una cepa que es
altamente citotoxica in vitro (3) y que causa dafio epitelial pulmonar in vivo (12,13). La citotoxicidad y el dafio
pulmonar se deben a la produccion de una citotoxina especifica, ExoU (3).

Se caracterizé PA103ApcrV por la expresidon de varios productos extracelulares secretados por el sistema de tipo Ill
de la P. aeruginosa que incluye la citotoxina ExoU (3), PcrV (5) y una proteina requerida para la translocacion de
toxinas, PopD (14). La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS de sobrenadantes concentrados de los
cultivos indicd que la cepa parental, PA103, se induce para la produccién y secrecion de proteinas de tipo Il por
crecimiento en un medio que contiene un quelante del calcio, acido nitrilotriacético (ANT) (Fig.1). Cuando un clon de
expresion que codifica PcrV se proporciona en posicién trans en la cepa parental, la produccion extracelular de
proteina es normal tanto en presencia como en ausencia de ANT. PA103ApcrV presenta un fenotipo ciego al calcio;
la produccién extracelular de proteina se induce fuertemente tanto en presencia como en ausencia de ANT. Estos
resultados sugieren que el sistema de secrecion es completamente funcional pero esta desregulado. Este fenotipo
desregulado contrasta con el fenotipo independiente del calcio dado a conocer para una cepa defectuosa en LcrV
incapaz de producir Yops extracelular, crece a 37°C independientemente de la presencia o ausencia de calcio, y
muestra solo una induccion parcial de Yops (7). Al complementar PA103ApcrV con un clon que expresa PcrV salvaje
se restablecio la regulacion normal de la produccion de proteina en respuesta a la induccion con ANT.

Para ensayar la contribucion de PcrV a la patogénesis de la P. aeruginosa, se utilizaron dos modelos de infeccion.
En un modelo in vitro se compardé la capacidad de la cepa parental y varias cepas mutantes derivadas para causar
citotoxidad en un ensayo de infeccion con células CHO (3). Los controles negativos en este experimento incluyeron
PA103popD::Q, que habia demostrado previamente ser defectuoso en la translocacion de los determinantes de la
virulencia de tipo Il (14) y PA103AexoU, que es no citotdxico debido a la ausencia de produccion de ExoU (3,15).

Tras una infecciéon de 3 horas, las células CHO con cepas salvajes y cepas ApcrV complementadas con una
construccioén plasmidica que expresaba PcrV fueron incapaces de excluir el azul de tripano. La tincién no tuvo lugar
cuando las células CHO se infectaron con las cepas de control negativas o con PATQ&rV (no se muestran los
datos). Estos resultados sugieren que se requiere la expresion de PcrV para que se produzca citotoxicidad. La PcrV
recombinante purificada no fue citotoxica cuando se afiadié de forma exdgena a células de cultivos tisulares. Puesto
que la secrecién de proteinas de tipo Il requerida para la translocacién no se vio afectada por la supresién de pcrV
(Fig. 1A'y 1B), la proteina PA103ApcrV resulta defectuosa para la translocacién de ExoU.

Las Figs. 1A'y 1B son un gel tefido (Fig. 1A) y una transferencia Western (Fig. 1B) que ilustran el analisis fenotipico
de PA103ApcrV. La cepa parental y los derivados ApcrV, con o sin plasmido que exprese PcrV en trans, se hicieron
crecer en ausencia o presencia de un inductor de secrecioén de tipo Il en P. aeruginosa, acido nitrilotriacético (ANT).
El perfil de las proteinas extracelulares (Fig. 1A) se analizé en un gel de poliacrilamida (10%) con SDS tefiido con
azul de Coomassie. La migracion de proteinas de tipo Il codificadas por P. aeruginosa se indica a la izquierda y la
migracion de los marcadores de masa molecular se indica a la derecha. La Fig. 1B es una transferencia Western de
un gel duplicado empleando anticuerpos especificos para ExoU, PcrV, y PopD y proteina A-I'? para detectar 1gG
unida.

Las cepas salvajes y mutantes de P. aeruginosa se ensayaron en modelos de infeccidon pulmonar aguda utilizando
dosis de ataque bajas y altas de bacterias. Las medidas de supervivencia indicaron que se necesitaba PcrV y PopD
para inducir una infeccion letal (Fig. 2A). En los experimentos que utilizaban tres medidas independientes de dafio
pulmonar (el flujo de albumina marcada desde los espacios aéreos de los pulmones a la corriente sanguinea, el flujo
de albumina marcada desde los espacios aéreos de los pulmones a los fluidos pleurales, y la proporcion
himedo/seco, que mide edema pulmonar), el grado de dafio causado por PA103 pcrV, la cepa control vector
(PA103ApcrVpUCP18), y PA103popD::Q no eran distintos de los de los animales control no infectados (Fig. 2B). La
complementacién de PA103ApcrV con pcrV en trans restablecio los niveles de dafio pulmonar a los medidos con la
cepa parental, PA103. Estos datos, considerados en conjunto, indican que se requiere la expresion de PcrV para
que se produzca virulencia en la modelos de infeccion pulmonar aguda por P. aeruginosa y que parte de la funcion
de PcrV esta ligada a la habilidad para translocar proteinas efectoras de tipo Il hacia el interior de células
eucariotas.

Las Figs. 2A y 2B son un grafico (2A) y una serie de graficos de barras (Fig. 2B) que ilustran la supervivencia y el
dafo pulmonar de cepas parentales y mutantes de P. aeruginosa. Con respecto a la Fig. 2A, se sometié a los
ratones a una prueba de ataque con 5 x 10 ® UFC de cada una de las cepas indicadas y se monitorizé la
supervivencia durante una semana. Con respecto a la Fig. 2B, el dafio pulmonar fue evaluado mediante el flujo de
albumina marcada desde los espacios aéreos del pulmén a la sangre (dafio epitelial pulmonar), al fluido pleural
(fluido pleural) o midiendo la proporcién humedo/seco (edema pulmonar). Se utilizaron dos dosis de bacterias
infecciosas como indican las barras rellenas y con rayas. Mediante ensayos ANOVA unidireccionales de
comparacion multiple de Dunnet se determinaron diferencias significativas (* p < 0,001) entre los grupos de control y
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ensayo. Se utilizaron las siguientes abreviaturas: PA103, cepa salvaje parental; ApcrV, PA103ApcrV;
ApcrVpUCP,PA103pcRV completada con un pasmido que expresa pCRV;ApcrVpUCP, PA103ApcrV con un vector
control; popD::Q, PA103popD::Q, una cepa deficiente en la translocacion.

2) Inmunizacién con PcrV

Para determinar si la inmunizacion con PcrV protegia a los animales de una infeccidon pulmonar letal, se purificaron
PcrV recombinante (rPcrV) o ExoU recombinante (rExoU) como proteinas de fusion de una cola de histidinas, y se
utilizaron como antigenos. Los ratones quedaron inmunizados y posteriormente se sometieron a una prueba de
ataque en sus espacios aéreos con una dosis letal de la cepa PA103. Cuando se determind la supervivencia, ambas
vacunas protegian a los ratones (Fig. 3A). Cuando se evalué el dafio pulmonar, sélo los animales vacunados con
PcrV tenian dafio epitelial y edema pulmonar significativamente menores (Fig. 3B). Los animales inmunizados con la
vacuna PcrV tenian también menor nimero de bacterias en sus pulmones, lo que sugiere que un bloqueo del
antigeno V de la Pseudomonas puede facilitar la limpieza rapida de las bacterias de los pulmones, protegiendo a los
animales de un dafio epitelial pulmonar grave (Fig. 3B).

Las Fig. 3A y 3B son un grafico (Fig. 3A) y una serie de graficos de barras (Fig. 3B) que ilustran el efecto de la
inmunizacion en la supervivencia, el dafio pulmonar y la colonizacién bacteriana. En relacion con la Fig. 3A, los
ratones fueron inmunizados (PcrV, n=10; ExoU, n=5; control, n=10) como se ha indicado anteriormente y se
sometieron a una prueba de ataque con una cepa PA103 a razén de 5 X 10° UFC/animal. El porcentaje de animales
supervivientes se evalud durante una semana; p< 0,05 utilizando la prueba de rango logaritmico de Mantel Cox. En
relacion a la Fig. 3B, representa la evaluacion del dafio pulmonar y de la colonizacion bacteriana de los animales 4
horas después de la instilaciéon de PA103. Dafio epitelial pulmonar, edema pulmonar, y carga bacteriana; Pch n=9;
ExoU; n=4; y control, n=8. El recuento final de bacterias en el pulmén se indica como el nimero del eje Y x 10* UFC.
Las diferencias significativas (*) para dafio pulmonar (p <0,01), edema pulmonar (p<0,05), y en el recuento
bacteriano (p<0,05) como las determinadas por la prueba de comparacion multiple de Dunnet. ANOVA unidireccional
para dafio pulmonar, p=0,0005; edema pulmonar, p=0,0437; carga bacteriana, p=0,0075.

Para determinar si una intervencion terapéutica era posible, los ratones fueron inmunizados pasivamente con IgG de
conejo preinmune o IgG de conejo especmca para rPcrV, rExoU, o rPopD una hora antes de la instilacion por via
aérea de PA103 en concentraciones de 5 x 10° UFC/ ratén. Los anticuerpos para rPcrV proporcionaron inmunizacion
completa frente de la infeccion letal (Fig. 4). La IgG anti-r ExoU proporciond una supervivencia parcial,
significativamente diferente a la procedente de la administracion de IgG control, aunque todos los animales
supervivientes cayeron gravemente enfermos durante la prueba. La supervivencia no mejoré por la transferencia
pasiva de anticuerpos especificos de otras proteinas de translocacion de tipo Ill, PopD. De estos resultados se
concluye que los anticuerpos para PcrV son altamente protectores en el modelo de infeccién pulmonar aguda y que
PcrV puede exponerse a la pared bacteriana o en forma soluble disponible para las interacciones antigeno-
anticuerpo.

La Fig. 4 es un grafico con el numero de animales que sobreviven a una prueba de ataque con 5 x10° UFC/ ratén de
la cepa PA103. Los animales fueron pretratados con 100 ug de IgG inmune e IgG control de un conejo no
inmunizado (rPcrV, suero preinmune rPcrV); N=10 para cada grupo; * p<0,05 frente a un grupo de control para el
tratamiento con preparaciones de IgG anti-PcrV y anti-ExoU, mediante la prueba de rango logaritmico de Mantel-
Cox.

Si PcrV esta accesible para su neutralizacion, la administracion concomitante del inéculo bacteriano con 1gG anti-
rPcrV debera proteger completamente frente al dafio pulmonar y la mortalidad. Las preparaciones de IgG se
mezclaron con el indculo (una dosis 10 veces superior al inéculo letal) antes de la instilacion de las bacterias en el
pulmédn, y se midié la supervivencia. Solo IgG anti-rPcrV protegié frente a esta |nfeCC|on extrema (Fig. 5A). El dafio
pulmonar se midié en animales infectados con la dosis letal normal de 5 x10° bacterias. El flujo de salida de la
albumina marcada de los espacios aéreos del pulmon fue solo un 3% mayor que en el control no infectado (Fig.5B )
tras la coadministracion de IgG anti-rPcrV. La reduccion del flujo de salida de la proteina marcada desde el pulmén a
los fluidos pleurales fue igual que en control no infectado cuando se incluy6 anti-PcrV en el indculo. Curiosamente, el
edema pulmonar, medido como proporcion humedo/seco, se redujo significativamente con la adicién tanto de anti-
rPcrV como de anti-rPopD. (Fig. 5B). Por lo tanto, la administracion concomitante de anti IgG rPcrV con bacterias fue
aun mas eficaz que la vacunacion para normalizar todos los parametros de dafio pulmonar. Estos datos respaldan la
accesibilidad de PcrV para la neutralizacion mediada por anticuerpos y documentan un descenso clinico relevante
del dafio pulmonar; los anticuerpos para PcrV pueden servir como agentes terapéuticos en el tratamiento de
neumonia nosocomial grave causada por Pseudomonas aeruginosa.

La figura 5 es un grafico (Fig. 5A) y una serie de graficos de barras (Fig. 5B), que ilustran la supervivencia y
proteccién frente al dafio pulmonar en la administracion concomitante de IgG y una prueba de ataque bacterlano Se
mezcld 1gG (5 pg) con bien 5 x 10° ( para los ensayos de supervivencia, n=10 por grupo), o con 5 x 10° ( para la
medida del dafio pulmonar, n=4-6 animales por grupo) de la cepa PA103 de P. aeruginosa. Esta mezcla se instil6 en
los pulmones y se evalud la supervivencia ( Fig. 5A) o la lesién pulmonar ( Fig. 5B). Para la supervivencia * p<0,05
frente a la IgG control para anti-PcrV, mediante la prueba de rango logaritmico de Mantel-Cox; para el dafo epitelial
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pulmonar y edema pulmonar * p<0,05 frente a IgG control, por la prueba de comparacién mudltiple de Dunnet.
ANOVA unidireccional para la lesién pulmonar, p=0,026, y edema pulmonar, p<0,0005.

En infecciones agudas por P. aeruginosa, el efecto neto de la intoxicacion mediada de tipo Il puede ser el propiciar
la diseminacion de la bacteria mas alla del epitelio llevando a la infeccién de los fluidos pleurales, el bazo, el higado
y la corriente sanguinea. Las infecciones de transmisiéon sanguinea por P. aeruginosa ya sea por neumonia
asociada a ventilacion aguda o por infecciones debidas a heridas por quemaduras, pueden llevar a una tasa de
mortalidad de 40-80%, incluso con tratamiento agresivo con antibiéticos (16). PcrV debe ser un componente del
complejo de translocacion mediada de tipo lll, ya que los mutantes deficientes en produccion de esta proteinas son
incapaces de intoxicar células CHO o cuasar dafio pulmonar epitelial, a pesar de que son capaces de de segregar
efectores tipo Il y las proteinas necesarias en la translocacion. A diferencia de PopD, que también es necesaria en
la translocacion, PcrV esta accesible para la neutralizacion mediada por anticuerpos, lo que sugiere que los
anticuerpos pueden ser agentes terapéuticos utiles en infecciones agudas.

3) Métodos para los ejemplos 1y 2

Construccion y complementacion de una insercién apolar en pcrV.

Un fragmento de restriccion EcoRI-Nsil de 5.0-kb que codifica pcrGVHpopBD y sus secuencias de acompafiamiento
fue clonado en el vector de reemplazamiento alélico pNOT19 (17). Dos sitios Not/ ( uno dentro de pcrG y uno dentro
de popB) fueron reemplazados de la secuencia insertada utilizando el sistema de mutagénesis Sculptor
(Amersham). Se elimin6é un fragmento de restriccion Sst/ interno de pcrV, dando lugar a una supresién dentro del
marco de lectura de los restos 17-221 (pNOTApcrV). Para seleccionar de cara a la integracion en el plasmido, un
gen que codifica la resistencia a la tetraciclina (T€) se cloné en el sitio Hindlll del vector (p(NOTQApcrV). El casete
MOB (17) se afiadi6 como un fragmento Notfl. La selecciéon de merodiploides, la resolucion de la secuencia
plasmidica, y la confirmaciéon del reemplazo alélico se realizd como se describe previamente (18). Se utilizé un
plasmido lanzadera (pUCP, 19), para construir un clon que completase la supresién en pcrV. La secuencia que
codifica PcrV fue amplificada y clonada tras la regiéon promotora de ExoS (20). La transcripcion de ExoS se regula de
forma coordinada con los operones que controlan la secrecion y la translocacion de tipo lll en P. aeruginosa (2). La
secuencia de nucledtidos fue confirmada para cada construccion de ADN que implicaba mutagénesis especifica del
sitio, amplificacién por PCR o supresién dentro del marco de lectura.

SDS-PAGE vy analisis por transferencia tipo Western de los productos secretados.

Se cultivd P. aeruginosa en condiciones inductoras (+ANT) y no inductoras (-ANT) para la expresion de productos de
secrecion de tipo Il (18). Los cultivos se recogieron basandose en medidas de densidad éptica a 540 nm y las
fracciones sobrenadantes se concentraron por adicion de una disolucion saturada de sulfato amoénico, hasta
alcanzar una concentracion final del 55%. Cada carril del gel de poliacrilamida (11%) con SDS se cargé6 con 3 pl de
sobrenadante concentrado 20 veces y se tifid con azul de Commassie. Un gel idéntico se sometié a analisis por
transferencia Western como se describe previamente (3-5) utilizando una mezcla de antisueros de conejo, que
reconocen especificamente ExoU, PopD, y PcrV. Se utilizd proteina A marcada con 1'% como agente secundario
para identificar la IgG unida.

Modelos de infeccién y evaluaciéon de dano pulmonar.

Se utilizaron Células de Ovario de Hamster Chino (CHO, del inglés “Chinese Hamster Ovary) en un modelo de
infeccion in vitro disefiado para medir la citotoxicidad y la translocacion de tipo Il (21). Brevemente, se prepard un
indculo bacteriano en un medio de cultivo de tejidos sin suero. Las células CHO, que se propagaron en un medio
que contenia suero, se lavaron e infectaron con varias cepas de P. aeruginosa con una multiplicidad de infeccién
5:1. Los cultivos fueron incubados en condiciones de cultivo de tejidos durante tres horas (37°C ,5 % CO), lavados y
tefiidos con azul de tripano. La permeabilidad al colorante se determiné mediante fotografias de contraste de fases.
La infeccion de una cepa parental PA103, que expresan ExoU, dio lugar a una tincién de aproximadamente el 80%
de la monocapa con azul de tripano tras tres horas de incubacién, y a la destruccion completa de la monocapa a las
4-5 horas de incubacion. Las infecciones de los ratones y la evaluacion del dafio pulmonar se realizaron como se
describe previamente (16). Brevemente, se adquirieron machos de raton BALB/c de 8 a 12 semanas de edad libres
de patdgenos procedentes de Laboratorios Simonsen ( Gilroy, CA) y se mantuvieron en condiciones de barrera. Los
ratones fueron anestesiados previamente con Metofan inhalado( metoxifluaron, Pitman-Moore, Mundelein, IL) y
colocados en decubito supino, con un angulo de aproximadamente 30°. Se instilaron cincuenta microlitros del
inodculo bacteriano lentamente en el I6bulo izquierdo utilizando una aguja de alimentacion de animales del calibre 24
modificada (Popper 6 Sons,Inc., New Hyde Park, NY) insertada en la traquea via la orofaringe. Para evaluar el dafio
pulmonar, se afiadieron al instilado 0,5 uCi de suero de albumina humano marcado con 1" y 0,05 ug de azul de
Evans anhidro en ml de lactato Ringer con albumina de ratén al 5%. Tras 4 horas de infeccion, los ratones fueron
anestesiados, se recogié sangre mediante una puncién en la arteria carétida y se realizaron esternotomias medias.
Se recolectaron los pulmones, los fluidos pleurales, traqueas, orofaringes, estémagos e higados, y se midi6 la
radioactividad. El porcentaje de albumina radioactiva que abandond los pulmones instilados y entré en la circulacion
o en los fluidos pleurales se calculd multiplicando los recuentos medidos en muestras de sangre terminal (por ml) por
el volumen de sangre (peso corporal x 0,07). Las proporciones humedo/seco de los pulmones se determinaron
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afadiendo 1ml de agua a los pulmones y homogeneizando la mezcla. Los homogeneizados se colocaron en
bandejas de aluminio previamente taradas y se secaron hasta un peso constante en un horno a 80°C durante tres
dias. Los homogeneizados de pulmén también fueron diluidos secuencialmente y sembrados en agar de sangre de
oveja para la evaluacién cuantitativa de las bacterias.

Produccién de antisuero de conejo para PcrV, PopD, y ExoU. Se produjeron rPcrV, rPopD y rExoU como proteinas
de fusién con una cola de histidina en pET16b y se purificaron por cromatografia con niquel como se ha descrito
previamente (22). Los conejos fueron inyectados por via intradérmica (10 zonas) con 300 pg de proteina
recombinante emulsionada en un coadyuvante completo de Freund, fueron reforzados con un antigeno en un
coadyuvante incompleto de Freund, y se sangraron periddicamente a intervalos de 7 dias. Para la inmunizacion
pasiva, la fraccion de IgG fue aislada utilizando una columna de cromatografia con proteina A ( Pierce Chemicals,
Roxkford,IL). Los ratones fueron inyectados con 100 ug de IgG (inyeccion intraperitoneal) una hora después de la
prueba de ataque con 5 x10° UFC de la cepa PA103. Para la inmunizacién activa con rPcrV y r ExoU, se elimind la
endotoxina de las preparaciones de la proteina por extraccion con Triton X-114 al 1-% (23). Después de las
extracciones, el Triton X-114 fue eliminado por cromatografia en Sephacryl S-200. Todas las preparaciones de
vacunas contenian menos 1 ng de endotoxina por 40 ug de proteina recombinante , como se determiné mediante un
ensayo de lisado de amebocitos de Limulus ( bioWhittaker, Walkersville,MD). Los ratones BALB/c fueron inyectados
por via subcutanea con 10 ug de proteina recombinante en coadyuvante completo de Freund. El dia 30 se reforzé a
los ratones con 10 ug adicionales del antigeno en un coadyuvante incompleto de Freund. El dia 51 los ratones se
sometieron a una prueba de ataque por instilacion de P. aeruginosa en sus pulmones izquierdos.

4 ) Sintesis de Anticuerpos Monoclonales

Los ratones fueron inmunizados con 10 ug de PcrV recombinante purificada, libre de LPS, en coadyuvante completo
de Freund y se les administré un recuerdo dos semanas después con la misma dosis de antigeno emulsionado en
coadyuvante incompleto de Freund. Las inmunizaciones se realizaron por via subcutanea. Una semana después del
refuerzo con las dosis de PcrV en coadyuvante incompleto de Freund se recogieron los bazos de los ratones.

Un solo bazo se colocé en 5 ml de medio de cultivo de tejidos sin suero, se corté en pedazos y se homogeneizé con
suavidad. Se permitié que trozos grandes de tejido sedimentasen desde el homogeneizado y el sobrenadante, se
elimind la suspensién de células Unicas y se sometié a centrifugacion a 1200 rpm durante 10 minutos. Las células
sedimentadas se resuspendieron en 10 ml de una disolucién para lisar los glébulos rojos durante 5 minutos y
posteriormente se colocaron bajo de 10 ml de suero fetal bovino. El material se centrifugé a 1200 rpm durante 8
minutos, el sobrenadante se desechd y las células se resuspendieron en 30 ml de medio.

Las células de bazo y las células de mieloma (P3x63Ag8.653) se recogieron por centrifugacion a 1200 rpm durante
10 minutos, y cada sedimentado se resuspendié por separado en 10 ml de medio de cultivo de tejidos. 10® células
de bazoy 2 x 10’ células de mieloma se mezclaron y sedimentaron juntas por centrifugacion a 1200 rpm durante 6
minutos. El sobrenadante se elimind por aspiracion y se afiadié 1ml de polietilenglicol (PEG) al 35%. Las células se
resuspendieron suavemente en esta disolucidon y se centrifugaron a 1000 rpm durante 3 minutos. En algunos
experimentos se suprimié la centrifugacion.

Exactamente 8 minutos después de la adicion de PEG, se afiadieron 25 ml de medio y las células se resuspendieron
suavemente. Tras un paso de centrifugacion a 1200 rpm durante 5 minutos, el sedimento de células se resuspendio
hasta una densidad de 1 x10° por ml en un medio acondicionado al 30% y en un medio completo (con suero) al
70%. Estas células se incubaron durante una noche a 37°C. Al dia siguiente las células se recogieron por
centrifugacion y se resuspendieron en 200 ml de un medio acondicionado al 30% y en un medio completo al 70%
con hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT).

Se afiadieron aproximadamente 0,2 ml de esta suspension celular por pocillo a diez placas de 96 pocillos ( 12ml por
cada placa de 96 pocillos). La densidad de las células restantes se ajusté a 2,5 x 10° por ml y se sembraron en el
formato de 96 pocillos. Las placas se revisaron en el microscopio para detectar colonias Unicas y posteriormente se
ensayaron los sobrenadante para detectar la produccién de anticuerpos mediante un ensayo de immunosorbente
ligado a enzimas usando PcrV recombinante como antigeno. Los clones que producian anticuerpos reactivos para
PcrV se traspasaron a placas de cultivo mas grandes y después se determind su isotipo.

La unién a anticuerpos se verific6 mediante un ensayo de inmunosorbente ligado a enzimas utilizando PcrV como
antigeno (proteina con colas histidina) recubriendo los pocillos. También se ensayaron los anticuerpos monoclonales
en reacciones de transferencia tipo Western utilizando un sobrenadante de P. aeruginosa que contiene PcrV nativa
sin la cola de histidina.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para diagnosticar infeccién por Pseudomonas aeruginosa que comprende la etapa de exponer una
muestra del paciente a una sonda de nucleétidos , en la que la sonda se hibrida especificamente con un acido
nucleico que codifica PcrV y no con otros acidos nucleicos.

2. Un método para diagnosticar una infeccion por Pseudomonas aeruginosa que comprende las etapas de:
(a) exponer una muestra del paciente a cebadores de nucledtidos disefiados para amplificar el gen pcrV,

(b) llevar a cabo una reaccién en cadena de la polimerasa, en la que el gen pcrV se amplifica si esta presente
en la muestra, y

(c) correlacionar infeccion por Pseudomonas aeruginosa con la presencia de un producto amplificado
3. Un método para diagnosticar infeccion por Pseudomonas aeruginosa, que comprende las etapas de:
(a) exponer un muestra del paciente al antigeno PcrV, y

(b) correlacionar infeccién por Pseudomonas aeruginosa con la presencia de un complejo antigeno/anticuerpo
especifico de PcrV.
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