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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para examinar y usar compuestos que antagonizan interacciones espora-superficie
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo del control de infecciones. Particularmente, la invencidon se refiere a
composiciones y métodos para mantener condiciones asépticas, recontaminacién bacteriana y/o profilaxis de la
exposicién bacteriana. En una realizacion, la invencion contempla composiciones para el control de infecciones que
inhiben la unién de esporas microbianas a una superficie sustrato. Por ejemplo, la inhibicién altera y/o desplaza una
interaccion, union y/o estabilizacién de una espora microbiana a una superficie sustrato.

Antecedentes

Las bacterias que forman esporas pueden ser responsables de contaminaciones incluyendo, pero sin limitarse a,
infecciones hospitalarias, deterioro de alimentos y/o problemas de enfermedades transmitidas por los alimentos. A
medida que la produccién de productos refrigerados minimamente procesados se vuelve mas eficaz y aséptica, se
elimina la microflora de fondo, y es el microorganismo que forma esporas el que finalmente puede limitar las vidas
Utiles de almacenamiento de estos productos. Se sospecha que las bacterias que forman esporas son responsables
del deterioro de alimentos enlatados, pan, carnes envasadas al vacio, productos lacteos y zumos de frutas
pasteurizados. La presencia de esporas bacterianas a altos niveles en componentes que se encuentran dentro de
cualquiera de estos tipos de productos puede aumentar el posible deterioro del producto terminado.

En el entorno de la asistencia sanitaria, las bacterias que forman esporas provocan frecuentemente infecciones
incluyendo diarrea nosocomial, tétanos y gangrena. Clostridium difficile es una bacteria anaerobia que forma
esporas que provoca colitis seudomembranosa y diarrea asociada a antibiéticos. El reciente surgimiento de una
cepa epidémica altamente patdégena con morbimortalidad atribuible aumentada ha aumentado adicionalmente la
importancia de este patdgeno nosocomial. Se esperaria que la reduccion de la transmision infecciosa del personal
hospitalario al paciente mejorase drasticamente los tiempos de recuperacion dando como resultado de ese modo un
alta del paciente acelerada. Esto es beneficioso desde los puntos de vista de la salud del paciente y el coste social.
A pesar de los esfuerzos de la comunidad médica para aumentar el uso de antisépticos para prevenir la transmision
microbiana, la aparicion de infeccion y reinfeccién de pacientes conduce a morbimortalidad innecesarias.

Las bacterias que forman esporas pueden residir en una forma latente durante décadas antes de germinar en una
célula huésped y pueden ser responsables de contaminacién inesperada, ya esté relacionada con la industria
alimentaria o en la practica de la medicina. Ademas, las endosporas bacterianas son resistentes a desinfectantes de
superficies y de la piel y por tanto las medidas antimicrobianas actuales son en gran medida ineficaces. Lo que se
necesita es un método para examinar composiciones para el control de infecciones que eliminen y/o impidan la
union a, y la infeccion posterior de, un huésped por una espora microbiana.

Sumario

Segun un primer aspecto de la invencion se proporciona un método de examen para examinar composiciones para
el control de infecciones segun la reivindicacion 1 de las reivindicaciones adjuntas.

La presente invencién se refiere al campo del control de infecciones. Particularmente, la invencion se refiere a
composiciones y métodos para mantener condiciones asépticas, descontaminacion bacteriana y/o profilaxis de la
exposicidn bacteriana. En una realizacion, la invencién contempla composiciones para el control de infecciones que
inhiben la unién de esporas microbianas a una superficie sustrato. Por ejemplo, la inhibicién antagoniza, altera y/o
desplaza una interaccién, union y/o estabilizacién de una espora microbiana a una superficie sustrato.

En una realizacion, la presente invencién contempla una composicion para el control de infecciones que puede
bloquear y/o inhibir la unién de una espora microbiana a una superficie sustrato. En una realizacion, la composicion
comprende una molécula organica pequefia. En una realizacion, la composicién comprende una proteina. En una
realizacion, el péptido comprende un péptido de superficie de esporas. En una realizacion, el péptido se deriva de
una proteina de superficie de esporas de clostridios. En una realizacién, la proteina de superficie de esporas de
clostridios comprende una proteina de superficie de esporas de Clostridium difficle. En otras realizaciones no
reivindicadas, el péptido se deriva de una proteina de superficie de esporas de Bacillus. La proteina de superficie de
esporas de Bacillus comprende una proteina de superficie de esporas de Bacillus anthracis. En una realizacion, el
péptido de superficie de esporas de Clostridium difficile comprende SEQ ID NO: 1 o un homélogo de SEQ ID NO: 1.
En una realizacion, el péptido de superficie de esporas se selecciona del grupo que comprende SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 5, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 15. En una realizacién, la composicion comprende un anticuerpo. En una
realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo policlonal. En una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.
En una realizacion, la composicion comprende un péptido sintético. En una realizacion, la composicion comprende
un complejo de i6n inorganico. En una realizacion, la composicién comprende un mimético de proteina. En una
realizacién, la superficie sustrato comprende una superficie inanimada. En una realizacion, comprende una
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superficie animada. En una realizacion, la superficie animada comprende una superficie de tejido corporal. En una
realizacién, la superficie de tejido corporal comprende una superficie epitelial. En una realizacion, la superficie
epitelial comprende una superficie de piel de mamifero. En una realizacion, la superficie inanimada comprende acero
inoxidable. En una realizacion, la superficie inanimada comprende ceramica. En una realizacion, la superficie
inanimada comprende vinilo. En una realizacion, la superficie inanimada comprende azulejos. En una realizacion, la
composicion comprende ademas al menos un farmaco antimicrobiano. En una realizacion, la composicién
comprende ademas un portador. En una realizacion, el portador comprende ademas un detergente. En una
realizacién, el portador es estéril y adecuado para administracion a seres humanos. En una realizacion, el portador
comprende un limpiador cutaneo antimicrobiano. En una realizacion, el limpiador cutdneo comprende un limpiador
para lavarse las manos. En una realizacién, el portador comprende un limpiador de superficie antimicrobiano.

También se describe pero no se reivindica una composicion para el control de infecciones que comprende una
secuencia de aminoacidos que puede bloquear y/o inhibir la union de una espora microbiana a una superficie
sustrato, en la que la secuencia de aminoacidos tiene homologia sustancial con una proteina de superficie de
esporas microbianas. En una realizacién, la homologia sustancial comprende aproximadamente el 75% de
homologia, preferiblemente el 85% de homologia, pero lo mas preferiblemente el 90% o el 95% de homologia. En
una realizacion, la proteina de superficie comprende una proteina de superficie de esporas. En una realizacion, la
proteina de superficie de esporas es una proteina de superficie de esporas de Clostridium. En una realizacion, la
proteina de superficie de esporas de Clostridium es una proteina de superficie de esporas de C. difficile. En una
realizacién, la proteina de superficie de esporas es una proteina de superficie de esporas de Bacillus. En una
realizacién, la proteina de superficie de esporas de Bacillus es una proteina de superficie de esporas de B.
anthracis. En una realizacion, la proteina de superficie de esporas comprende un péptido de superficie de esporas.
En una realizacion, el péptido se deriva de una proteina de superficie de clostridios. En una realizacion, la proteina
de superficie de clostridios comprende una proteina de superficie de Clostridium difficile. En una realizacion, el
péptido se deriva de una proteina de superficie de Bacillus. En una realizacion, la proteina de superficie de Bacillus
comprende una proteina de superficie de Bacillus anthracis. En una realizacion, el péptido de superficie de esporas
de Clostridium difficile comprende SEQ ID NO: 1 o un homologo de SEQ ID NO: 1. En una realizacion, el péptido de
superficie de esporas se selecciona del grupo que comprende SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7y SEQ
ID NO: 15. En una realizacion, la secuencia de aminoacidos se deriva de un extremo C-terminal de la proteina de
superficie de esporas. En una realizacion, la secuencia de aminoacidos se deriva de un extremo N-terminal de una
proteina de superficie de esporas. En una realizacion, la composicion comprende ademas un portador. En una
realizacién, el portador comprende un detergente. En una realizacién, la composicién comprende ademas al menos
un farmaco antimicrobiano. En una realizacion, el portador es adecuado para su administracion a seres humanos.
En una realizacion, la composicion comprende ademas un limpiador cutaneo antimicrobiano. En una realizacion, el
limpiador cutaneo es un limpiador para lavarse las manos. En una realizacion, la composicion comprende ademas
un limpiador de superficie antimicrobiano. En una realizacién, la composicion comprende ademas una barrera
cutanea. En una realizacion, la composicién comprende ademas una barrera de superficie.

También se describe una composicion para el control de infecciones que comprende un compuesto antagonista, en
la que el compuesto tiene afinidad por una secuencia de aminoacidos de proteina de superficie de esporas
microbianas. En una realizacion, la afinidad se dirige a un sitio de unién especifico de sustrato de superficie. En una
realizacién, el compuesto comprende un anticuerpo. En una realizacion, el compuesto comprende una molécula
organica pequefia. En una realizacidn, la secuencia de aminoacidos de proteina de superficie de esporas
comprende un fragmento de péptido. En una realizacion, el fragmento de péptido se deriva de un extremo C-terminal
de la proteina de superficie de esporas. En una realizacion, el fragmento de péptido se deriva de un extremo N-
terminal de la proteina de superficie de esporas. En una realizacion, la proteina de superficie de esporas es una
proteina de superficie de esporas de Clostridium. En una realizacion, la proteina de superficie de esporas de
Clostridium es una proteina de superficie de esporas de C. difficile. En una realizacion, la proteina de superficie de
esporas es una proteina de superficie de esporas de Bacillus. En una realizacion, la proteina de superficie de
esporas de Bacillus es una proteina de superficie de esporas de B. anthracis. En una realizacion, la composicién
comprende ademas al menos un farmaco antimicrobiano. En una realizacion, la composicion comprende ademas un
portador. En una realizacion, el portador es adecuado para administracién a seres humanos. En una realizacion, la
composicion comprende ademdas un limpiador de manos antimicrobiano. En una realizacién, la composicién
comprende ademas un limpiador de superficie antimicrobiano.

También se describe pero no se reivindica un método, que comprende: a) proporcionar: i) un sujeto que corre el
riesgo de exposicion a un microbio, en el que la exposicién es probable que dé como resultado una infeccion
microbiana; y ii) una composicion para el control de infecciones; b) administrar la composicién al sujeto antes de la
exposiciéon microbiana, en condiciones tales que se forma una barrera frente a la infeccién microbiana. En una
realizacion, la barrera frente a la infeccion microbiana reduce la infeccion microbiana. En una realizacion, la barrera
frente a la infeccion microbiana previene la infeccion microbiana. En una realizacion, el microbio comprende una
bacteria. En una realizacién, la bacteria se selecciona del grupo que comprende clostridios, Bacillus,
Desulfotomaculum, Sporolactobacillus, Sporosarcina o Thermoactinomyces En una realizacion, la bacteria
comprende una espora bacteriana. En una realizacién, la espora bacteriana comprende al menos una proteina de
superficie de esporas. En una realizacion, la proteina de superficie de esporas de Clostridium es una proteina de
superficie de esporas de C. difficile. En una realizacion, la proteina de superficie de esporas de Bacillus es una
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proteina de superficie de esporas de B. anthracis. En una realizacion, la composicién para el control de infecciones
comprende una secuencia de aminoacidos. En una realizacion, la secuencia de aminoacidos se deriva de una
proteina de superficie de esporas microbianas. En una realizacion, la secuencia de aminoacidos tiene homologia
sustancial con una proteina de superficie de esporas microbianas. En una realizacién, la composicién para el control
de infecciones puede inhibir, antagonizar, alterar, desplazar y/o bloquear la uniéon de una espora microbiana a una
superficie sustrato. En una realizacion, la composicion para el control de infecciones comprende ademas un
compuesto antagonista, en la que el compuesto tiene afinidad por una secuencia de aminoacidos de proteina de
superficie de esporas microbianas. En una realizacién, la composicion comprende ademas un portador. En una
realizacién, la composicion para el control de infecciones comprende ademas al menos un farmaco antimicrobiano.
En una realizacion, el sujeto que corre riesgo es un trabajador sanitario. En una realizacion, el sujeto que corre el
riesgo es un miembro del personal de emergencias. En una realizacion, el sujeto que corre el riesgo es un paciente
médico. En una realizacion, el paciente esta en un entorno hospitalario. En una realizacién, al paciente médico se le
ha administrado al menos un antibiético. En una realizacion, el sujeto que corre el riesgo es un bombero. En una
realizacién, el sujeto que corre el riesgo es un policia. En una realizacion, el sujeto que corre el riesgo es un
miembro del personal militar. En una realizacion, el sujeto que corre el riesgo es un manipulador de alimentos. En
una realizacion, el sujeto que corre el riesgo es una superficie y/u objeto inanimado. En una realizacion, la
administracion se selecciona del grupo que comprende topica, oral, parenteral, pulmonar, anal, vaginal, ocular o
intranasal.

También se describe un método, que comprende: a) proporcionar: i) un sujeto que se ha expuesto a un microbio, en
el que la exposicién dio como resultado una infeccion microbiana; ii) una composicion para el control de infecciones;
b) administrar la composicion al sujeto tras la exposicion microbiana, en condiciones tales que se reduce la infeccion
microbiana. En una realizacion, el microbio comprende una bacteria. En una realizacion, la bacteria se selecciona
del grupo que comprende clostridios, Bacillus, Desulfotomaculum, Sporolactobacillus, Sporosarcina o
Thermoactinomyces. En una realizacion, la bacteria comprende una espora bacteriana. En una realizacion, la espora
bacteriana comprende al menos una proteina de superficie de esporas. En una realizacion, la proteina de superficie
de esporas de Clostridium es una proteina de superficie de esporas de C. difficile. En una realizacién, la proteina de
superficie de esporas de Bacillus es una proteina de superficie de esporas de B. anthracis. En una realizacion, la
composicion para el control de infecciones comprende una secuencia de aminoacidos. En una realizacion, la
secuencia de aminoéacidos se deriva de una proteina de superficie de esporas microbianas. En una realizacion, la
secuencia de aminoacidos tiene homologia sustancial con una proteina de superficie de esporas microbianas. En
una realizacion, la composicion para el control de infecciones puede inhibir, antagonizar, alterar, desplazar y/o
bloquear la uniéon de una espora microbiana a una superficie sustrato. En una realizacion, la composicion para el
control de infecciones comprende ademas un compuesto antagonista, en la que el compuesto tiene afinidad por una
secuencia de aminodacidos de proteina de superficie de esporas microbianas. En una realizacién, la composicién
comprende ademas un portador. En una realizacién, la composicién para el control de infecciones comprende
ademas al menos un farmaco antimicrobiano. En una realizacién, el sujeto expuesto es un trabajador sanitario. En
una realizacion, el sujeto expuesto es un miembro del personal de emergencias. En una realizacion, el sujeto
expuesto es un bombero. En una realizacion, el sujeto expuesto es un policia. En una realizacion, el sujeto expuesto
es un miembro del personal militar. En una realizacion, la administracion se selecciona del grupo que comprende
tépica, oral, parenteral, pulmonar, anal, vaginal, ocular o intranasal. En una realizacion, el sujeto expuesto es una
superficie y/u objeto inanimado.

También se describe un método de examen que comprende: a) proporcionar; i) un péptido aislado, en el que el
péptido se deriva de una proteina de superficie de esporas microbianas; y ii) un compuesto de prueba de control de
infecciones que se sospecha que tiene una interaccién con el péptido; b) poner en contacto el péptido con el
compuesto de prueba de control de infecciones; y c) detectar la interaccion del péptido con el compuesto de prueba
de control de infecciones. En una realizacion, el método comprende ademas un sustrato que puede unirse al péptido
aislado. En una realizacion, la superficie sustrato comprende piel de cerdo. En una realizacion, el péptido se deriva
de una proteina de superficie de esporas de clostridios. En una realizacién, la proteina de superficie de esporas de
clostridios comprende un exosporio de Clostridium difficile. El péptido puede derivarse de una proteina de superficie
de esporas de Bacillus. Alternativamente, el exosporio de Bacillus comprende una proteina de superficie de esporas
de Bacillus anthracis. En una realizacion, el péptido comprende un péptido de superficie de esporas. En una
realizacién, el péptido de superficie de esporas de Clostridium difficile comprende SEQ ID NO: 1 o un homdlogo de
SEQ ID NO: 1. En una realizacién, el péptido de superficie de esporas se selecciona del grupo que comprende SEQ
ID NO: 3, SEQ ID NO: 5; SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 15. En una realizacién, el compuesto de prueba de control de
infecciones comprende una molécula organica pequefia. En una realizacién, el compuesto de prueba de control de
infecciones comprende un péptido sintético. En una realizacion, el compuesto de prueba de control de infecciones
comprende un mimético de proteina. En una realizacién, el compuesto de prueba de control de infecciones
comprende un anticuerpo.

También se describe un método, que comprende: a) proporcionar; i) un péptido de superficie de esporas
microbianas marcado aislado, en el que dicho péptido crea un primer patrén de intensidad de fluorescencia; y ii) un
compuesto de prueba de control de infecciones que puede interaccionar con dicho péptido; b) poner en contacto
dicho péptido con dicho compuesto para producir un péptido contactado que tiene un segundo patrén de intensidad
de fluorescencia; c) comparar dicho primer patrén de intensidad con el segundo patrén de intensidad de
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fluorescencia. En una realizacién, el método comprende ademas la etapa d) detectar una diferencia entre el primer
patron de intensidad y el segundo patron de intensidad. En una realizacion, la diferencia indica que dicho compuesto
se une a dicho péptido. En una realizacion, el péptido se deriva de una proteina de superficie de esporas
bacterianas. En una realizacion, la proteina de superficie de esporas bacterianas se deriva de una proteina de
superficie de esporas de clostridios. En una realizacion, la proteina de superficie de esporas de clostridios
comprende proteina de superficie de esporas de Clostridium difficile. En una realizacion, la proteina de superficie de
esporas bacterianas se deriva de una proteina de superficie de esporas de Bacillus. En una realizacion, la proteina
de superficie de esporas de Bacillus comprende proteina de superficie de esporas de Bacillus anthracis. En una
realizacién, la proteina de superficie de esporas comprende un fragmento de péptido. En una realizacion, el péptido
se selecciona del grupo que comprende SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7 0 SEQ ID NO:
9. En una realizacion, el marcador se selecciona del grupo que consiste en 4'-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI),
sulfonato de anilinonaftaleno (ANS), bis-ANS (sulfonato de bisanilinonaftaleno), N-fenil-1-naftaleno (NPN), rojo de
rutenio, violeta de cresol y 4-(dicianovinil)julolidina (DCVJ).

También se describe un método de examen de un compuesto, que comprende: a) proporcionar; i) una bacteria que
comprende un vector de expresién recombinante, en el que dicho vector comprende al menos una porciéon de una
secuencia de oligonucledtido de superficie de esporas; y ii) un compuesto que se sospecha que tiene actividad de
control de infecciones; b) expresar dicho vector de manera que se presenta una proteina de superficie de esporas
sobre la membrana bacteriana; c) poner en contacto dicha bacteria con dicho compuesto; y d) detectar la actividad
de control de infecciones de dicho compuesto. En una realizacién, la actividad de control de infecciones comprende
formar una pareja de unién de dicho compuesto con dicha proteina presentada. En una realizacion, la secuencia de
oligonucledtido comprende SEQ ID NO: 2. En una realizacién, la secuencia de oligonucleétido se selecciona del
grupo que comprende SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 16. En una realizacién, el vector
de expresion recombinante comprende ademas una secuencia de fusién, en la que la secuencia de fusién
comprende una secuencia indicadora. En una realizacién, la secuencia indicadora es una secuencia de [3-
galactosidasa.

También se describe un método para detectar la presencia de secuencias de polinucleétido que codifican para al
menos una porcion de un gen de proteina de superficie de esporas microbianas en una muestra, comprendiendo el
método: a) proporcionar; i) al menos una porcion de SEQ ID NO: 2; y ii) una muestra que se sospecha que contiene
una secuencia de oligonucleétido de superficie de esporas; b) combinar la porcion de SEQ ID NO: 2 y la muestra en
condiciones tales que se forma un complejo de hibridacion entre la porcion de SEQ ID NO: 2 y la secuencia de
oligonucledtido de superficie de esporas; y c) detectar el complejo de hibridacién. En una realizacion, el
oligonucleétido de superficie de esporas se deriva de una espora microbiana. En una realizacion, la espora se deriva
de una especie de clostridio. En una realizacion, la espora se deriva de una especie de Bacillus. En una realizacién,
la secuencia de oligonucleétido es ARN. En una realizacion, la secuencia de oligonucleétido es ADN.

También se describe un método que comprende; proporcionar una composicion para el control de infecciones y una
superficie sustrato que comprende esporas bacterianas; aplicar la composicion a la superficie, en el que al menos el
50%, preferiblemente el 60%, mas preferiblemente el 70%, incluso mas preferiblemente el 80%, lo mas
preferiblemente el 90% o el 100% de las esporas se eliminan de la superficie. En una realizacion, la superficie puede
seleccionarse del grupo que consiste en piel, tejidos corporales, superficies inorganicas (es decir, por ejemplo, acero
inoxidable, granito, plasticos, azulejos, ceramica, etc.), guantes, batas de laboratorio o instrumentos médicos.

También se describe un método que comprende; proporcionar una composicion para el control de infecciones y una
superficie sustrato con alto riesgo de union de esporas bacterianas; aplicar la composicion a la superficie, en el que
se impide al menos el 50%, preferiblemente el 60%, mas preferiblemente el 70%, incluso méas preferiblemente el
80%, lo mas preferiblemente el 90% o el 100% de la unién de esporas bacterianas. En una realizacién, la superficie
puede seleccionarse del grupo que consiste en piel, tejidos corporales, superficies inorganicas (es decir, por
ejemplo, acero inoxidable, granito, plastico, azulejos, ceramica, etc.) o instrumentos médicos.

También se describe un método de examen de una pluralidad de composiciones para el control de infecciones para
detectar la uniébn a una proteina de esporas microbianas, que comprende: a) proporcionar una columna de
cromatografia que comprende perlas que portan dichas proteinas de esporas microbianas; b) poner en contacto
dicha pluralidad de composiciones para el control de infecciones con dichas perlas en condiciones tales que al
menos una de dichas composiciones para el control de infecciones forma una pareja de unién con dichas perlas; c)
liberar de manera controlable dicha al menos una composicién para el control de infecciones unida de dicha perla; d)
detectar dicha al menos una composicién para el control de infecciones unida. En una realizacion, dicha pareja de
uniéon comprende una proteina de superficie de esporas microbianas. En una realizacién, la deteccion de la al menos
una composicion para el control de infecciones unida comprende la produccién de una sefial de fluroescencia. En
una realizacién, la deteccion de la al menos una composicién para el control de infecciones unida comprende la
formaciéon de un producto de enzima-sustrato. En una realizacién, la etapa de liberar de manera controlable
comprende exponer las perlas a un agente de liberacion. En una realizacién, el agente de liberaciéon se selecciona
de un grupo que consiste en luz, acido y base.

También se describe una composicion para el control de infecciones que comprende un compuesto mimético de
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proteina y un portador, en la que el compuesto mimético de proteina tiene un primer patrén de sitio de union
especifica sobre una superficie sustrato en la que el primer patrén de unién tiene al menos el 50% de identidad,
preferiblemente el 60% de identidad, mas preferiblemente el 70% de identidad, incluso mas preferiblemente el 80%
de identidad, lo mas preferiblemente el 90% de identidad o el 100% de identidad con un segundo patrén de sitio de
unién especifica de una secuencia de aminoacidos, en la que la secuencia tiene homologia sustancial con una
proteina de superficie de esporas microbianas. En una realizacion, el compuesto mimético de proteina comprende
una molécula organica pequefia. En una realizacion, el compuesto mimético de proteina comprende un péptido
sintético. En una realizacion, el compuesto mimético de proteina comprende un complejo de i6n inorganico. En una
realizacién, la proteina de superficie comprende una proteina de superficie de esporas. En una realizacion, la
proteina de superficie de esporas microbianas se deriva de una proteina de superficie de esporas de Clostridium. En
una realizacion, la proteina de superficie de esporas de Clostridium es una proteina de superficie de esporas de C.
difficile. En una realizacion, la proteina de superficie de esporas se deriva de una proteina de superficie de esporas
de Bacillus. En una realizacién, la proteina de superficie de esporas de Bacillus es una proteina de superficie de
esporas de B. anthracis. En una realizacion, la secuencia de aminoacidos se deriva de un extremo C-terminal de la
proteina de superficie de esporas microbianas. En una realizacion, la secuencia de aminoacidos se deriva de un
extremo N-terminal de la proteina de superficie de esporas microbianas. En una realizacion, la superficie sustrato
comprende una superficie animada. En una realizacion, la superficie sustrato comprende una superficie inanimada.
En una realizacion, la superficie animada comprende una superficie de tejido corporal. En una realizacién, la
superficie de tejido corporal comprende una superficie de piel de mamifero. En una realizacion, la superficie
inanimada comprende acero inoxidable. En una realizacion, la superficie inanimada comprende ceramica. En una
realizacién, la superficie inanimada comprende vinilo. En una realizacién, la superficie inanimada comprende
azulejos. En una realizacion, el portador comprende un detergente. En una realizacién, la composicion comprende
ademas al menos un farmaco antimicrobiano. En una realizacion, el portador es estéril y adecuado para
administracion a seres humanos. En una realizacién, la composicién comprende ademas un limpiador cutaneo
antimicrobiano. En una realizacion, la composicion comprende ademas un limpiador de superficie antimicrobiano.

Definiciones

El término “farmacéuticamente” o “farmacolégicamente aceptable”, tal como se usa en el presente documento, se
refiere a entidades moleculares y composiciones que no producen reacciones adversas, alérgicas u otras no
deseadas cuando se administran a un animal o un ser humano.

El término “portador farmacéuticamente aceptable”, tal como se usa en el presente documento, incluye todos y cada
uno de disolventes, o un medio de dispersion incluyendo, pero sin limitarse a, agua, etanol, poliol (por ejemplo,
glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos, y aceites vegetales,
recubrimientos, agentes isotonicos y retardantes de la absorcion, liposomas, limpiadores disponibles
comercialmente, y similares. También pueden incorporarse componentes bioactivos complementarios en tales
portadores.

El término, “purificado” o “aislado”, tal como se usa en el presente documento, puede referirse a una composicion de
péptidos que se ha sometido a tratamiento (es decir, por ejemplo, fraccionamiento) para eliminar otros diversos
componentes, y composicidon que sustancialmente conserva su actividad bioldgica expresada. Cuando se usa el
término “sustancialmente purificado”, esta designacion se referira a una composicién en la que la proteina o el
péptido forma el componente principal de la composicion, tal como constituyendo aproximadamente el 50%,
aproximadamente el 60%, aproximadamente el 70%, aproximadamente el 80%, aproximadamente el 90%,
aproximadamente el 95% o mas de la composicion (es decir, por ejemplo, peso/peso y/o peso/volumen). El término
“purificado hasta la homogeneidad” se usa para incluir composiciones que se han purificado hasta una
“homogeneidad aparente” de manera que hay una Unica especie de proteina (es decir, por ejemplo, basandose en el
analisis mediante SDS-PAGE o HPLC). Una composicién purificada no pretende significar que puedan quedar
algunas impurezas traza.

Tal como se usa en el presente documento, el término “sustancialmente purificado” se refiere a moléculas,
secuencias o0 bien nucleicas o bien de aminoéacidos, que se retiran de su entorno natural, se aislan o se separan, y
estan al menos libres al 60%, preferiblemente libres al 75% y mas preferiblemente libres al 90% de otros
componentes con los que estan asociados de manera natural. Un “polinucleétido aislado” es por tanto un
polinucleétido sustancialmente purificado.

“Secuencia de acido nucleico” y “secuencia de nucleétidos” tal como se usan en el presente documento se refieren a
un oligonucledtido o polinucleétido, y fragmentos o porciones de los mismos, y a ADN o ARN de origen gendémico o
sintético que puede ser mono o bicatenario, y representar la hebra sentido o antisentido.

El término “un acido nucleico aislado”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier molécula de
acido nucleico que se ha retirado de su estado natural (por ejemplo, retirado de una célula) y que, en una realizacion
preferida, esta libre de otro acido nucleico genémico.

El término “coddn funcionalmente equivalente”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a codones

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2544 43513

diferentes que codifican para el mismo aminoacido. Este fendbmeno se denomina a menudo “degeneracion” del
cédigo genético. Por ejemplo, seis codones diferentes codifican para el aminoacido arginina.

Los términos “secuencia de aminoacidos” y “secuencia de polipéptido” tal como se usan en el presente documento,
son intercambiables y se refieren a una secuencia de aminoéacidos.

El término “proteina de superficie de esporas” tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier
proteina o fragmento de péptido que se deriva de, o tiene similitud sustancial (es decir, es homologo) a, cualquier
proteina de exosporio de esporas bacterianas. Se cree que las proteinas de superficie de esporas microbianas son
responsables de la unién e inmovilizacion de una espora microbiana a una superficie animada y/o inanimada hasta
gue las condiciones sean suficientes para inducir la germinacién.

El término “derivado de” tal como se usa en el presente documento se refiere a la fuente de un compuesto o
secuencia. En un sentido, un compuesto o secuencia puede derivarse de un organismo o especie particular. En otro
sentido, un compuesto o secuencia puede derivarse de una secuencia o un complejo mas grande.

Tal como se usa en el presente documento, “B¢clA” o “polipéptido de BclA” o “proteina BclA” u “homaélogo de BclA” se
usan de manera intercambiable para referirse a la secuencia de aminoacidos de proteina de tipo Bacillus
sustancialmente purificada, obtenida de cualquier especie, particularmente especies bacterianas que incluyen
bacterias Gram-negativas, Gram-positivas, aerobias y anaerobias, y obtenidas de cualquier fuente ya sea natural,
sintética, semisintética o recombinante. Por ejemplo, un homdlogo de BclA de Clostridium difficile tendria la misma
funcién y actividad que un péptido de BclA de Bacillus anthracis.

Una “variante” de una proteina se define como una secuencia de aminoéacidos que difiere en uno 0 mas aminoacidos
de una secuencia de polipéptido (es decir, por ejemplo, SEQ ID NO: 1) o cualquier homdélogo de la secuencia de
polipéptido. La variante puede tener cambios “conservativos”, en los que un aminoacido sustituido tiene propiedades
quimicas o estructurales similares, por ejemplo, reemplazo de leucina por isoleucina. Mas raramente, una variante
puede tener cambios “no conservativos”, por ejemplo, reemplazo de una glicina por un triptéfano. Variaciones
minoritarias similares también pueden incluir deleciones o inserciones de aminoacidos (es decir, adiciones), o
ambas. Puede encontrarse orientacion en la determinacién de cuales y cuantos residuos de aminoacido pueden
sustituirse, insertarse o delecionarse sin suprimir la actividad biolégica o inmunolégica usando programas
informaticos incluyendo, pero sin limitarse a, el software DNAStar®.

Una ‘“variante” de un nuclettido se define como una secuencia de nucleétidos novedosa que difiere de un
oligonucleétido de referencia al tener deleciones, inserciones y sustituciones. Estas pueden detectarse usando una
variedad de métodos (por ejemplo, secuenciacion, ensayos de hibridacion, etc.). Se incluyen dentro de esta
definicion alteraciones en la secuencia de ADN gendmico que codifica para una proteina de superficie de esporas de
Clostridium (es decir, por ejemplo, mediante alteraciones en el patrén de fragmentos de enzimas de restriccién que
pueden hibridarse con SEQ ID NO: 2 (analisis de RFLP), la incapacidad de un fragmento seleccionado de SEQ ID
NO: 2 para hibridarse en condiciones de alta rigurosidad con una muestra de ADN genémico (por ejemplo, usando
sondas oligonucleotidicas especificas de alelo) e hibridacion incorrecta o no esperada, tal como hibridacion con un
locus distinto del locus cromosémico normal para un gen de superficie de esporas de Clostridium (por ejemplo,
usando hibridacién in situ fluorescente (FISH)).

Una “delecion” se define como un cambio en cualquier nucleétido o secuencia de aminoacidos en el que uno o mas
nucleétidos o residuos de aminoacido, respectivamente, estan ausentes.

Una “insercion” o “adicion” es el cambio en un nucleétido o secuencia de aminoacidos que ha dado como resultado
la adicion de uno o mas nucledtidos o residuos de aminoacido, respectivamente, en comparacién con, por ejemplo,
la proteina de superficie de esporas de Clostridium que se produce de manera natural.

Una “sustitucion” resulta del reemplazo de uno o mas nucleétidos o aminoacidos por diferentes nucleétidos o
aminoacidos, respectivamente.

El término “derivado” tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier modificacion quimica de un
acido nucleico o un aminoécido. llustrativo de tales modificaciones seria el reemplazo de hidrogeno por un grupo
alquilo, acilo o amino. Por ejemplo, un derivado de &cido nucleico codificaria para un polipéptido que conserva
caracteristicas bioldgicas esenciales.

Tal como se usa en el presente documento el término “porcion” cuando hace referencia a una proteina (como en
“una porcion de una proteina dada”) se refiere a fragmentos de esa proteina. Los fragmentos pueden oscilar en
tamafio entre cuatro residuos de aminodcido y la secuencia de aminoacidos completa menos un aminoacido. Por
ejemplo, una proteina “que comprende al menos una porcién de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1"
abarca una proteina de superficie de esporas de Clostridium de longitud completa y fragmentos de la misma de
cuatro (4) aminoacidos o mas.
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El término “porcién” cuando se usa en referencia a una secuencia de nucledtidos se refiere a fragmentos de esa
secuencia de nucledtidos. Los fragmentos pueden oscilar en tamafio en 5 residuos de nucleétido y la secuencia de
nucleétidos completa menos un residuo de acido nucleico.

El término “biolégicamente activo” se refiere a cualquier molécula que tiene funciones estructurales, reguladoras o
bioquimicas. Por ejemplo, puede determinarse la actividad biolégica de proteinas de superficie de esporas, por
ejemplo, mediante la restauracién del crecimiento de tipo natural en células que carecen de actividad de proteinas
de superficie de esporas (es decir, por ejemplo, células nulas y/o células “deficientes” para proteinas de superficie de
esporas). Pueden producirse células que carecen de actividad de proteinas de superficie de esporas mediante
muchos métodos (es decir, por ejemplo, mutacion puntual y mutacion del marco de lectura). Se logra la
complementacion transfectando células que carecen de actividad de proteinas de superficie de esporas con un
vector de expresion que expresa proteina de superficie de esporas, un derivado de la misma o una porcion de la
misma.

El término “inmunolégicamente activo” define la capacidad de un péptido natural, recombinante o sintético (es decir,
por ejemplo, una proteina de superficie de esporas), o cualquier oligopéptido del mismo, para inducir una respuesta
inmunitaria especifica en animales o células apropiados y/o para unirse con anticuerpos especificos.

El término “determinante antigénico” tal como se usa en el presente documento se refiere a la porcion de una
molécula que se reconoce por un anticuerpo particular (es decir, un epitopo). Cuando se usa una proteina o
fragmento de una proteina para inmunizar a un animal huésped, numerosas regiones de la proteina pueden inducir
la produccién de anticuerpos que se unen especificamente a una region dada o estructura tridimensional en la
proteina; estas regiones o estructuras se denominan determinantes antigénicos. Un determinante antigénico puede
competir con el antigeno intacto (es decir, el inmunégeno usado para provocar la respuesta inmunitaria) por la unién
a un anticuerpo.

Los términos “inmundgeno”, “antigeno”, “inmunogénico” y “antigénico” se refieren a cualquier sustancia que pueda
generar anticuerpos cuando se introduce en un animal. Por definicién, un inmundégeno debe contener al menos un
epitopo (la unidad bioquimica especifica que puede provocar una respuesta inmunitaria), y generalmente contiene
muchos mas. Las proteinas son las mas frecuentemente usadas como inmundgenos, pero restos lipidicos y de acido
nucleico complejados con proteinas también pueden actuar como inmunégenos. Estos Ultimos complejos son Utiles
a menudo cuando moléculas mas pequefias con pocos epitopos no estimulan una respuesta inmunitaria satisfactoria
por si mismos.

El término “anticuerpo” se refiere a una inmunoglobulina provocada en animales por un inmundégeno (antigeno). Se
desea que el anticuerpo demuestre especificidad frente a epitopos contenidos en el inmunégeno. El término
“anticuerpo policlonal” se refiere a una inmunoglobulina producida a partir de mas de un Unico clon de células
plasmaticas; en contraposicion “anticuerpo monoclonal” se refiere a una inmunoglobulina producida a partir de un
Unico clon de células plasmaticas.

Los términos “unidén especifica” o “unirse especificamente” cuando se usan en referencia a la interacciéon de un
anticuerpo y una proteina o péptido significan que la interacciéon depende de la presencia de una estructura
particular (es decir, por ejemplo, un determinante antigénico o epitopo) en una proteina; en otras palabras un
anticuerpo reconoce y se une a una estructura de proteina especifica en vez de a proteinas en general. Por ejemplo,
si un anticuerpo es especifico para el epitopo “A”, la presencia de una proteina que contiene el epitopo A (o A libre,
no marcado) en una reaccion que contiene “A” marcado y el anticuerpo reducira la cantidad de A marcado unido al
anticuerpo.

El término “molécula de ADN recombinante” tal como se usa en el presente documento se refiere a una molécula de
ADN que esta compuesta por segmentos de ADN unidos entre si por medio de técnicas de biologia molecular.

El término “proteina recombinante” o “polipéptido recombinante” tal como se usa en el presente documento se
refiere a una molécula de proteina que se expresa usando una molécula de ADN recombinante.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “vector” y “vehiculo” se usan de manera intercambiable en
referencia a moléculas de acido nucleico que transfieren segmento(s) de ADN de una célula a otra.

El término “vector de expresién” o “casete de expresion” tal como se usa en el presente documento se refiere a una
molécula de ADN recombinante que contiene una secuencia codificante deseada y secuencias de acido nucleico
apropiadas necesarias para la expresion de la secuencia codificante operativamente unida en un organismo
huésped particular. Las secuencias de acido nucleico necesarias para la expresion en procariotas incluyen
habitualmente un promotor, un operador (opcional) y un sitio de unién al ribosoma, a menudo junto con otras
secuencias. Se sabe que las células eucariotas utilizan promotores, potenciadores y sefiales de terminacion y
poliadenilacion.

Los términos “en combinacion operable”, “en orden operable” y “operativamente unido” tal como se usan en el
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presente documento se refieren a la unién de secuencias de acido nucleico de una manera tal que se produce una
molécula de acido nucleico que puede dirigir la transcripcion de un gen dado y/o la sintesis de una molécula de
proteina deseada. El término también se refiere a la unién de secuencias de aminoacidos de una manera tal que se
produce una proteina funcional.

El término “transfeccion” tal como se usa en el presente documento se refiere a la introduccion de ADN foraneo en
células. La transfeccién puede lograrse mediante una variedad de medios conocidos en la técnica incluyendo
coprecipitacion con fosfato de calcio-ADN, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transfeccién mediada por
polibreno, electroporacion, microinyeccion, fusién de liposomas, lipofeccion, fusion de protoplastos, infeccion
retroviral, biolistica (es decir, bombardeo de particulas) y similares.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “complementario” o “complementariedad” se usan en
referencia a “polinucledtidos” y “oligonucledtidos” (que son términos intercambiables que se refieren a una secuencia
de nucleétidos) en relacion con las reglas de apareamiento de bases. Por ejemplo, la secuencia “C-A-G-T” es
complementaria a la secuencia “G-T-C-A”. La complementariedad puede ser “parcial” o “total”. La
complementariedad “parcial” es en la que una o mas bases de acido nucleico no coinciden segun las reglas de
apareamiento de bases. La complementariedad “total” o “completa” entre acidos nucleicos es en la que todas y cada
una de las bases de acido nucleico coinciden con otra base segun las normas de apareamiento de bases. El grado
de complementariedad entre hebras de acido nucleico tiene efectos significativos sobre la eficacia y la fuerza de la
hibridaciéon entre hebras de acido nucleico. Esto es de particular importancia en reacciones de amplificacién, asi
como en métodos de deteccion que dependen de la unién entre acidos nucleicos.

Los términos “homologia” y “homdlogo” tal como se usan en el presente documento en referencia a secuencias de
nucleétidos se refieren a un grado de complementariedad con otras secuencias de nucleétidos. Puede haber
homologia parcial u homologia completa (es decir, identidad). Una secuencia de nucleé6tidos que es parcialmente
complementaria, es decir, “sustancialmente homdloga’, a una secuencia de acido nucleico es una que inhibe al
menos parcialmente la hibridacion de una secuencia completamente complementaria con una secuencia de acido
nucleico diana. La inhibicion de la hibridacion de la secuencia completamente complementaria con la secuencia
diana puede examinarse usando un ensayo de hibridacion (transferencia de tipo Southern o Northern, hibridacién en
disolucién y similares) en condiciones de baja rigurosidad. Una secuencia o sonda sustancialmente homologa
competird por e inhibird la unién (es decir, la hibridacion) de una secuencia completamente homéloga con una
secuencia diana en condiciones de baja rigurosidad. Esto no quiere decir que las condiciones de baja rigurosidad
sean tales que se permite una union no especifica; las condiciones de baja rigurosidad requieren que la union de
dos secuencias entre si sea una interaccion especifica (es decir, selectiva). La ausencia de unién no especifica
puede someterse a prueba mediante el uso de una segunda secuencia diana que carece incluso de un grado de
complementariedad parcial (por ejemplo, menos de aproximadamente el 30% de identidad); en ausencia de unién no
especifica la sonda no se hibridara con la segunda diana no complementaria.

Los términos “homologia” y “homdlogo” tal como se usan en el presente documento en referencia a secuencias de
aminoéacidos se refieren al grado de identidad de la estructura primaria entre dos secuencias de aminoéacidos. Un
grado de identidad de este tipo puede referirse a una porcidon de cada secuencia de aminoacidos, o a la longitud
completa de la secuencia de aminoacidos. Dos 0 mas secuencias de aminoacidos que son “sustancialmente
homélogas” pueden tener al menos el 50% de identidad, preferiblemente al menos el 75% de identidad, mas
preferiblemente al menos el 85% de identidad, lo mas preferiblemente al menos el 95% o el 100% de identidad.

Una secuencia de oligonucleétido que es un “homélogo” de una secuencia de acido nucleico de proteina de
superficie de esporas de Clostridium (es decir, por ejemplo, SEQ ID NO: 2) se define en el presente documento
como una secuencia de oligonucleétido que presenta mas de o igual al 50% de identidad con la secuencia de SEQ
ID NO: 2 cuando se comparan secuencias que tienen una longitud de 100 pb o mayor. Alternativamente, un
homélogo de SEQ ID NO: 2 se define como una secuencia de oligonucleétido que codifica para una secuencia de
aminoacidos de proteina de superficie de esporas de Clostridium activa. Por ejemplo, un homélogo de proteina de
superficie de esporas de Clostridium puede comprender una porcién de una secuencia de oligonucleétido que
codifica para una proteina de superficie de esporas.

Las condiciones de baja rigurosidad comprenden condiciones equivalentes a unién o hibridacion a 42°C en una
disolucién que consiste en 5 x SSPE (NaCl 43,8 g/l, NaH,PO4-H,0 6,9 g/l y EDTA 1,85 g/l, pH ajustado a 7,4 con
NaOH), SDS al 0,1%, reactivo de Denhardt 5x {Denhardt 50x contiene por 500 ml: 5 g de Ficoll (tipo 400,
Pharmacia), 5 g de BSA (fraccion V; Sigma)} y ADN de esperma de salmon desnaturalizado 100 pug/ml seguido por
lavado en una disolucién que comprende SSPE 5x, SDS al 0,1% a 42°C cuando se emplea una sonda de
aproximadamente 500 nucleétidos de longitud. También pueden emplearse numerosas condiciones equivalentes
para comprender condiciones de baja rigurosidad; factores tales como la longitud y naturaleza (ADN, ARN,
composicion de bases) de la sonda y la naturaleza de la diana (ADN, ARN, composicion de bases, presente en
disolucién o inmovilizada, etc.) y la concentracion de las sales y otros componentes (por ejemplo, la presencia o
ausencia de formamida, sulfato de dextrano, polietilenglicol), asi como componentes de la disolucion de hibridacién
pueden variarse para generar condiciones de hibridacion de baja rigurosidad diferentes de, pero equivalentes a, las
condiciones enumeradas anteriormente. Ademas, también pueden usarse condiciones que promueven la hibridacién
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en condiciones de alta rigurosidad (por ejemplo, aumento de la temperatura de las etapas de hibridacién y/o lavado,
el uso de formamida en la disolucién de hibridacion, etc.).

Tal como se usa en el presente documento, el término “hibridacion” se usa en referencia al apareamiento de acidos
nucleicos complementarios usando cualquier procedimiento mediante el cual una hebra de acido nucleico se une
con una hebra complementaria a través de apareamiento de bases para formar un complejo de hibridacion. La
hibridacion y la fuerza de la hibridacién (es decir, la fuerza de la asociacion entre los acidos nucleicos) se ve
afectada por factores tales como el grado de complementariedad entre los acidos nucleicos, la rigurosidad de las
condiciones implicadas, la Ty del hibrido formado y la razén G:C dentro de los acidos nucleicos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “complejo de hibridacion” se refiere a un complejo formado
entre dos secuencias de acido nucleico en virtud de la formacidon de enlaces de hidrogeno entre bases Gy C
complementarias y entre bases A y T complementarias; estos enlaces de hidrégeno pueden estabilizarse
adicionalmente mediante interacciones de apilamiento de bases. Las dos secuencias de acido nucleico
complementaria se unen por enlaces de hidrogeno en una configuracion antiparalela. Puede formarse un complejo
de hibridacién en disolucion (por ejemplo, analisis C, t 0 R, t) 0 entre una secuencia de acido nucleico presente en
disolucién y otra secuencia de acido nucleico inmovilizada a un soporte sélido (por ejemplo, una membrana de
nailon o un filtro de nitrocelulosa tal como se emplea en transferencia de tipo Southern y Northern, transferencia
puntual o un portaobjetos de vidrio tal como se emplea en hibridacion in situ, incluyendo FISH (hibridacion in situ
fluorescente)).

Tal como se usa en el presente documento, el término “Tr,” se usa en referencia a la “temperatura de fusion”. La
temperatura de fusion es la temperatura a la que una poblacion de moléculas de acido nucleico bicatenarias se
disocian a la mitad en hebras individuales. Tal como se indica por referencias convencionales, puede calcularse una
estimacion sencilla del valor de T, mediante la ecuacién: T, = 81,5 + 0,41 (% de G+C), cuando un acido nucleico
esta en disolucién acuosa a NaCl 1 M. Anderson et al., “Quantitative Filter Hybridization” En: Nucleic Acid
Hybridization (1985). Calculos mas sofisticados tienen en cuenta caracteristicas estructurales, asi como de
secuencia, para el calculo de Tp.

Tal como se usa en el presente documento, el término “rigurosidad” se usa en referencia a las condiciones de
temperatura, fuerza idnica y la presencia de otros compuestos tales como disolventes organicos, en la que se
realizan las hibridaciones de acidos nucleicos. La “rigurosidad” se produce normalmente en un intervalo de desde
aproximadamente Ty, hasta aproximadamente de 20°C a 25°C por debajo de Tm. Una “hibridacién rigurosa” puede
usarse para identificar o detectar secuencias de polinucleétido idénticas o para identificar o detectar secuencias de
polinucleétido similares o relacionadas. Por ejemplo, cuando se emplean fragmentos de SEQ ID NO: 2 en
reacciones de hibridacién en condiciones rigurosas, se favorece la hibridacion de fragmentos de SEQ ID NO: 2 que
contienen secuencias Unicas (es decir, regiones que son o bien no homoélogas a o bien que contienen menos de
aproximadamente el 50% homologia o complementariedad con SEQ ID NO: 2). Alternativamente, cuando se usan
condiciones de rigurosidad “débil” o “baja” puede producirse hibridacion con acidos nucleicos que se derivan de
organismos que son genéticamente diversos (es decir, por ejemplo, la frecuencia de secuencias complementarias es
habitualmente baja entre tales organismos).

Tal como se usa en el presente documento, el término “acido nucleico amplificable” se usa en referencia a acidos
nucleicos que pueden amplificarse mediante cualquier método de amplificacion. Se contempla que un “acido
nucleico amplificable” comprendera habitualmente un “molde de muestra”.

Tal como se usa en el presente documento, el término “molde de muestra” se refiere a acido nucleico que se origina
a partir de una muestra que se analiza para detectar la presencia de una secuencia diana de interés. En
contraposicion, “molde de fondo” se usa en referencia a un acido distinto del molde de muestra que puede estar
presente 0 no en una muestra. El molde de fondo es lo mas a menudo involuntario. Puede ser el resultado del
remanente, o puede deberse a la presencia de contaminantes de acido nucleico que se busca eliminar por
purificacién de la muestra. Por ejemplo, pueden estar presentes acidos nucleicos de organismos distintos de los que
van a detectarse como fondo en una muestra de prueba.

“Amplificacién” se define como la produccién de copias adicionales de una secuencia de acido nucleico y se lleva a
cabo generalmente usando reaccion en cadena de la polimerasa. Dieffenbach C. W. y G. S. Dveksler (1995) En:
PCR Primer, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview, N.Y.

Tal como se usa en el presente documento, el término “reaccién en cadena de la polimerasa” (“PCR”) se refiere al
método de K.B. Mullis, patentes estadounidenses n.°® 4.683.195 y 4.683.202, incorporadas en el presente
documento como referencia, que describen un método para aumentar la concentracién de un segmento de una
secuencia diana en una mezcla de ADN gendmico sin clonacidn ni purificacion. La longitud del segmento amplificado
de la secuencia diana deseada se determina mediante las posiciones relativas de dos cebadores de oligonucleétido
entre si, y por tanto, esta longitud es un parametro controlable. En virtud del aspecto de repeticion del procedimiento,
el método se denomina “reaccion en cadena de la polimerasa” (a continuacion en el presente documento “PCR”).
Debido a que los segmentos amplificados deseados de la secuencia diana se convierten en las secuencias
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predominantes (en cuanto a concentracion) en la mezcla, se dice que estan “amplificados por PCR”. Con PCR, es
posible amplificar una Unica copia de una secuencia diana especifica en ADN genémico hasta un nivel detectable
mediante varias metodologias diferentes (por ejemplo, hibridacion con una sonda marcada; incorporacion de
cebadores biotinilados seguido por deteccion de conjugados de avidina-enzima; incorporacion de trifosfatos de
desoxinucledtido marcados con *°P, tales como dCTP o dATP, en el segmento amplificado). Ademas de ADN
gendmico, puede amplificarse cualquier secuencia de oligonucleétido con el conjunto apropiado de moléculas de
cebador. En particular, los segmentos amplificados creados por el propio procedimiento de PCR son, por si mismos,
moldes eficaces para amplificaciones por PCR posteriores.

Tal como se usa en el presente documento, el término “cebador” se refiere a un oligonucleétido, ya se produzca de
manera natural como en un digesto de restriccion purificado o se produzca de manera sintética, que puede actuar
como punto de inicio de la sintesis cuando se coloca en condiciones en las que se induce la sintesis de un producto
de extension de cebador que es complementario a una hebra de acido nucleico (es decir, en presencia de
nucleétidos y un agente inductor tal como ADN polimerasa y a una temperatura y pH adecuados). El cebador es
preferiblemente monocatenario para lograr una eficacia maxima en la amplificacion, pero puede ser alternativamente
bicatenario. Si es bicatenario, en primer lugar se trata el cebador para separar sus hebras antes de usarse para
preparar productos de extension. Preferiblemente, el cebador es un oligodesoxirribonucleétido. El cebador debe ser
lo suficientemente largo como para cebar la sintesis de productos de extension en presencia del agente inductor.
Las longitudes exactas de los cebadores dependeran de muchos factores, incluyendo temperatura, fuente de
cebador y el uso del método.

Tal como se usa en el presente documento, el término “sonda” se refiere; a un oligonucledtido (es decir, una
secuencia de nucleétidos), ya se produzca de manera natural como en un digesto de restriccion purificado o se
produzca de manera sintética, de manera recombinante o mediante amplificacion por PCR, que puede hibridarse
con otro oligonucleétido de interés. Una sonda puede ser monocatenaria o bicatenaria. Las sondas son Utiles en la
deteccidn, identificacion y aislamiento de secuencias génicas particulares. Se contempla que cualquier sonda usada
estard marcada con cualquier “molécula indicadora”, de modo que pueda detectarse en cualquier sistema de
deteccion, incluyendo, pero sin limitarse sistemas enzimaticos (por ejemplo, ELISA, asi como ensayos histoquimicos
basados en enzimas), fluorescentes, radiactivos y luminiscentes. No se pretende que la presente invencion se limite
a ningln marcador o sistema de deteccion particular.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “endonucleasas de restriccion” y “enzimas de restriccion”
se refieren a enzimas bacterianas, cada una de las cuales corta ADN bicatenario en o cerca de una secuencia de
nucleétidos especifica.

Se dice que las moléculas de ADN tienen “extremos 5™ y “extremos 3" porque se hacen reaccionar mononucleétidos
para preparar oligonucleétidos de una manera tal que el fosfato en 5’ de un anillo de pentosa de mononucleétido se
une al oxigeno en 3’ de su vecino en un sentido por medio de una union fosfodiéster. Por tanto, un extremo de un
oligonucledtido se denomina “extremo 5™ si su fosfato en 5’ no esta unido al oxigeno en 3’ de un anillo de pentosa
de mononucleétido. Un extremo de un oligonucledtido se denomina “extremo 3™ si su oxigeno en 3’ no esta unido a
un fosfato en 5’ de otro anillo de pentosa de mononucleétido. Tal como se usa en el presente documento, una
secuencia de acido nucleico, incluso si es interna a un oligonucleétido mas grande, también puede decirse que tiene
extremos 5’y 3'. En una molécula de ADN o bien lineal o bien circular, se hace referencia a elementos diferenciados
estando “en el sentido de 5™ 0 en 5’ de los elementos “en el sentido de 3 o en 3'. Esta terminologia refleja el hecho
de que la transcripcion avanza de un modo de 5’ a 3’ a lo largo de la hebra de ADN. Los elementos promotores y
potenciadores que dirigen la transcripcion de un gen unido se ubican generalmente en 5’ 0 en el sentido de 5’ de la
region codificante. Sin embargo, los elementos potenciadores pueden ejercer su efecto incluso cuando se ubican en
3’ del elemento promotor y la regidon codificante. Se ubican sefales de poliadenilacién y terminacion de la
transcripcion en 3’ 0 en el sentido de 3’ de la region codificante.

Tal como se usa en el presente documento, el término “un oligonucleétido que tiene una secuencia de nucledétidos
que codifica para un gen” significa una secuencia de acido nucleico que comprende la region codificante de un gen,
es decir la secuencia de &cido nucleico que codifica para un producto génico. La regién codificante puede estar
presente en una forma de ADNc, ADN gendémico o ARN. Cuando esta presente en una forma de ADN, el
oligonucledtido puede ser monocatenario (es decir, la hebra sentido) o bicatenario. Pueden colocarse elementos de
control adecuados tales como potenciadores/promotores, uniones de corte y empalme, sefiales de poliadenilacion,
etc. en proximidad estrecha a la regién codificante del gen si es necesario para permitir un inicio apropiado de la
transcripcién y/o un procesamiento correcto del transcrito de ARN primario. Alternativamente, la region codificante
utilizada en los vectores de expresion puede contener potenciadores/promotores enddégenos, uniones de corte y
empalme, secuencias intermedias, sefiales de poliadenilacién, etc. 0 una combinacion de elementos de control tanto
enddgenos como exdgenos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “elemento regulador” se refiere a un elemento genético que
controla algun aspecto de la expresion de secuencias de acido nucleico. Por ejemplo, un promotor es un elemento
regulador que facilita el inicio de la transcripciéon de una region codificante operativamente unida. Otros elementos
reguladores son sefiales de corte y empalme, sefales de poliadenilacion, sefiales de terminacion, etc.
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Las sefales de control de la transcripcién en eucariotas comprenden elementos “promotores” y “potenciadores”. Los
promotores y potenciadores consisten en una serie corta de secuencias de ADN que interaccionan especificamente
con proteinas celulares implicadas en la transcripcion. Maniatis, T. et al., Science 236:1237 (1987). Se han aislado
elementos promotores y potenciadores de una variedad de fuentes eucariotas incluyendo genes en virus y células
vegetales, de levaduras, de insectos y de mamiferos (también se encuentran elementos de control analogos, es
decir, promotores, en procariotas). La seleccién de un promotor y potenciador particular depende de qué tipo de
célula esté usandose para expresar la proteina de interés.

La presencia de “sefiales de corte y empalme” en un vector de expresion a menudo da como resultado niveles de
expresion superiores del transcrito recombinante. Sefiales de corte y empalme median en la eliminacion de intrones
del transcrito de ARN primario y consisten en un sitio donador y aceptor de corte y empalme. Sambrook, J. et al., En:
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1989) pags.
16.7-16.8. Un sitio donador y aceptor de corte y empalme cominmente usado es la union de corte y empalme del
ARN 16S de SV40.

El término “sitio de poli A” o “secuencia de poli A" tal como se usa en el presente documento indica una secuencia
de ADN que dirige tanto la terminacion como la poliadenilacion del transcrito de ARN naciente. Es deseable una
poliadenilacion eficaz del transcrito recombinante ya que los transcritos que carecen de cola de poli A son inestables
y se degradan rapidamente. La sefial de poli A utilizada en un vector de expresion puede ser “heteréloga” o
“enddgena’. Una sefial de poli A enddgena es una que se encuentra de manera natural en el extremo 3’ de la regién
codificante de un gen dado en el genoma. Una sefial de poli A heter6loga es una que se aisla de un gen y se coloca
en 3’ de otro gen. La expresion eficaz de secuencias de ADN recombinantes en células eucariotas implica la
expresion de sefales que dirigen la terminacién y poliadenilacién eficaces del transcrito resultante. Las sefales de
terminacion de la transcripcidon se encuentran generalmente en el sentido de 3’ de la sefial de poliadenilacion y
tienen unos cuantos cientos de nucledtidos de longitud.

El término “transfeccion” o “transfectado” se refiere a la introduccién de ADN foraneo en una célula.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “molécula de acido que codifica para”, “secuencia de ADN
gue codifica para” y “ADN que codifica para” se refieren al orden o secuencia de desoxirribonucleétidos a lo largo de
una hebra de acido desoxirribonucleico. El orden de estos desoxirribonucledtidos determina el orden de aminoacidos
a lo largo de de la cadena de polipéptido (proteina). La secuencia de ADN codifica por tanto para la secuencia de
aminoacidos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “antisentido” se usa en referencia a secuencias de ARN que
son complementarias a una secuencia de ARN especifica (por ejemplo, ARNm). Puede producirse ARN antisentido
mediante cualquier método, incluyendo sintesis mediante corte y empalme del/de los gene(s) de interés en una
orientacion inversa a un promotor viral que permite la sintesis de una hebra codificante. Una vez que se introduce en
una célula, esta hebra transcrita se combina con ARNm natural producido por la célula para formar duplex. Estos
duplex bloquean entonces o bien la transcripcién adicional del ARNm o bien su traduccién. De esta manera, pueden
generarse fenotipos mutantes. El término “hebra antisentido” se usa en referencia a una hebra de acido nucleico que
es complementaria a la hebra “sentido”. La designacion (-) (es decir, “negativa”) se usa algunas veces en referencia
a la hebra antisentido, usandose algunas veces la designacion (+) en referencia a la hebra sentido (es decir,
“positiva”).

El término “hibridacién de tipo Southern” se refiere al andlisis de ADN sobres geles de agarosa o acrilamida para
fraccionar el ADN segun el tamafio, seguido por transferencia e inmovilizacion del ADN del gel a un soporte sélido,
tal como una membrana de nitrocelulosa o nailon. Entonces, el ADN inmovilizado se estudia con sonda con una
sonda de oligodesoxirribonucle6tido marcada o sonda de ADN para detectar especies de ADN complementarias a la
sonda usada. El ADN puede escindirse con enzimas de restriccion antes de la electroforesis. Tras la electroforesis,
el ADN puede despurinarse parcialmente y desnaturalizarse antes de o durante la transferencia al soporte sélido.
Las transferencias de tipo Southern son una herramienta convencional del bi6logo molecular. J. Sambrook et al.
(1989) En: Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, NY, pags. 9.31-9.58.

El término “hibridacién de tipo Northern” tal como se usa en el presente documento se refiere al andlisis de ARN
mediante electroforesis de ARN sobre geles de agarosa para fraccionar el ARN segun el tamafio seguido por
transferencia del ARN del gel a un soporte sélido, tal como una membrana de nitrocelulosa o nailon. Entonces, el
ARN inmovilizado se estudia con sonda con una sonda de oligodesoxirribonucleétido marcada o sonda de ADN para
detectar especies de ARN complementarias a la sonda usada. Las hibridaciones de tipo Northern son una
herramienta convencional del biélogo molecular. J. Sambrook, J. 20 et al. (1989) citado anteriormente, pags. 7.39-
7.52.

El término “hibridacion de tipo Northern inversa” tal como se usa en el presente documento se refiere al andlisis de

ADN mediante electroforesis de ADN sobre geles de agarosa para fraccionar el ADN basandose en el tamafio
seguido por transferencia del ADN fraccionado del gel a un soporte soélido, tal como una membrana de nitrocelulosa
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0 nailon. Entonces, el ADN inmovilizado se estudia con sonda con una sonda de oligorribonucleétido marcada o
sonda de ARN para detectar especies de ADN complementarias a la ribosonda usada.

Tal como se usa en el presente documento, el término “regién codificante” cuando se usa en referencia a un gen
estructural se refiere a las secuencias de nucleétidos que codifican para los aminoacidos que se encuentran en el
polipéptido naciente como resultado de la traduccion de una molécula de ARNm. La regién codificante tiene unido,
en eucariotas, en el lado 5’ el triplete de nucleétidos “ATG” que codifica para la metionina iniciadora y en el lado 3’
uno de los tres tripletes que especifican codones de terminacion (es decir, TAA, TAG, TGA).

Tal como se usa en el presente documento, el término “gen estructural” se refiere a una secuencia de ADN que
codifica para ARN o una proteina. En contraposicion, los “genes reguladores” son genes estructurales que codifican
para productos que controlan la expresion de otros genes (por ejemplo, factores de transcripcion).

Tal como se usa en el presente documento, el término “gen” significa las secuencias de desoxirribonucleétido que
comprenden la region codificante de un gen estructural y que incluyen secuencias ubicadas adyacentes a la regién
codificante en ambos de los extremos 5’ y 3’ para una distancia de aproximadamente 1 kb en cualquier extremo de
manera que el gen corresponde a la longitud del ARNm de longitud completa. Las secuencias que se ubican en 5’
de la region codificante y que estan presentes en el ARNm se denominan secuencias no traducidas en 5'. Las
secuencias que se ubican en 3’ 0 en el sentido de 3' de la region codificante y que estan presentes en el ARNm se
denominan secuencias no traducidas en 3'. El término “gen” abarca tanto ADNc como formas genémicas de un gen.
Una forma gendmica o clon de un gen contiene la regién codificante interrumpida con secuencias no codificantes
denominadas “intrones” o “regiones intermedias” 0 “secuencias intermedias”. Los intrones son segmentos de un gen
gue se transcriben para dar ARN heterogéneo nuclear (ARNhn); los intrones pueden contener elementos
reguladores tales como potenciadores. Los entrones se eliminan o “se separan por corte y empalme” del transcrito
nuclear o primario; por tanto los intrones estan ausentes en el transcrito de ARN mensajero (ARNm). El ARNm
funciona durante la traduccién especificando la secuencia o el orden de aminoacidos en un polipéptido naciente.

Ademas de contener intrones, las formas gendémicas de un gen pueden incluir también secuencias ubicadas en el
extremo tanto 5 como 3’ de las secuencias que estan presentes en el transcrito de ARN. Estas secuencias se
denominan secuencias o regiones “flanqueantes” (estas secuencias flanqueantes se ubican en 5’ 0 3’ con respecto a
las secuencias no traducidas presentes en el transcrito de ARNm). La region flanqueante en 5’ puede contener
secuencias reguladoras tales como promotores y potenciadores que controlan o influyen en la transcripciéon del gen.
La region flanqueante en 3’ puede contener secuencias que dirigen la terminacion de la transcripcion, la escision
postranscripcional y la poliadenilacion.

El término “muestra” tal como se usa en el presente documento se usa en su sentido mas amplio e incluye muestras
biolégicas y ambientales. Las muestras ambientales incluyen material del entorno tal como suelo y agua. Las
muestras bioldgicas pueden ser animales, incluyendo, humanas, fluido (por ejemplo, sangre, plasma y suero),
sélidas (por ejemplo, deposiciones), tejido, alimentos liquidos (por ejemplo, leche) y alimentos sélidos (por ejemplo,
verduras). Una muestra biologica que se sospecha que contiene acido nucleico que codifica para una proteina de
superficie de esporas puede comprender una célula, extracto tisular, fluido corporal, cromosomas o elementos
extracromosomicos aislados de una célula, ADN gendmico (en disolucién o unido a un soporte sélido tal como para
analisis de transferencia de tipo Southern), ARN (en disolucién o unido a un soporte soélido tal como para
transferencia de tipo Northern), ADNc (en disolucién o unido a un soporte sélido) y similares.

El término “composicién para el control de infecciones” se refiere a cualquier compuesto o compuestos que
previenen y/o reducen la tasa de crecimiento de un organismo (es decir, por ejemplo, un organismo microbiano,
incluyendo esporas derivadas de un organismo microbiano) en comparacion con la tasa de crecimiento del
organismo en ausencia de la composicidon. Una composicién para el control de infecciones puede ser natural (por
ejemplo, derivada de un microbio tal como una bacteria, virus, hongos, algas, moho, etc.), sintética o recombinante.
Una composicion para el control de infecciones puede ser un inhibidor competitivo de una proteina de esporas
microbianas y/o una proteina de superficie de esporas microbianas. Alternativamente, una composicion para el
control de infecciones puede formar parejas de union estables y/o transitorias con proteinas de esporas microbianas
y/o proteinas de superficie de esporas microbianas. Una “composicion para el control de infecciones” también puede
incluir agentes y/o farmacos antibacterianos y/o antimicrobianos (es decir, por ejemplo, antibidticos). En
consecuencia, la “actividad de control de infecciones” se interpreta queriendo decir cualquier reduccion y/o
prevencion del crecimiento microbiano como resultado de la aplicacion de una composicion para el control de
infecciones a una superficie.

Los términos “antibacteriano” y “antimicrobiano” se usan de manera intercambiable para referirse a una composicion
gue previene y/o reduce la tasa de crecimiento de un organismo en comparacion con la tasa de crecimiento del
organismo en ausencia de la composicion. Una composicion antibacteriana y/o antimicrobiana puede ser
bacteriostatica, bactericida, ambas o ninguna. Una composicion antibacteriana y/o antimicrobiana es bacteriostatica
si inhibe la division celular sin afectar a la viabilidad de la célula inhibida. Una composicién antibacteriana y/o
antimicrobiana es bactericida si provoca muerte celular. Se detecta cominmente muerte celular por la ausencia de
crecimiento celular en medio de crecimiento liquido (por ejemplo, ausencia de turbidez) o sobre una superficie sélida
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(por ejemplo, ausencia de formacion de colonias sobre agar). Una composicién antibacteriana y/o antimicrobiana
puede ser eficaz para reducir la tasa de crecimiento y/o provocar muerte celular para virus, mohos y hongos. Una
composicion que es bacteriostatica a una concentracion dada puede ser bactericida a una concentracion superior,
mientras que otras composiciones bacteriostaticas determinadas no son bactericidas a ninguna concentracion.

El término “bacterias” y “bacteria” se refieren a todos los organismos procariotas, incluyendo aquellos dentro de
todos los fila del reino procariota. Se pretende que el término abarque todos los microorganismos que se considera
que son bacterias incluyendo, pero sin limitarse a, clostridios, Bacillus, Mycoplasma, Chlamydia, Actinomyces,
Streptomyces y Rickettsia. Todas las formas de bacterias se incluyen dentro de esta definicién incluyendo cocos,
bacilos, espiroquetas, esferoplastos, protoplastos, esporas, etc. También se incluyen dentro de este término
organismos procariotas que son Gram-negativos o Gram-positivos. “Gram-negativo” y “Gram-positivo” se refieren a
patrones de tincién con el proceso de tincion de Gram. Finegold y Martin, En: Diagnostic Microbiology, 62 ed. (1982),
C. V. Mosby St. Louis, pags. 13-15. Las “bacterias Gram-positivas” son bacterias que conservan el colorante
primario usado en la tincién de Gram, provocando que las células tefiidas aparezcan de color azul oscuro a purpura
bajo el microscopio. Las “bacterias Gram-negativas” no conservan el colorante primario usado en la tincion de Gram,
sino que se tifien por una contratincién. Por tanto, las bacterias Gram-negativas aparecen de color rojo.

El término “agente de prueba” se refiere a un agente que va a examinarse en uno 0 mas de los ensayos descritos en
el presente documento. El agente puede ser practicamente cualquier compuesto quimico. Puede existir como
compuesto aislado individual o puede ser un miembro de una biblioteca quimica (por ejemplo, combinatoria). En una
realizacién particularmente preferida, el agente de prueba sera una molécula organica pequefia.

El término “molécula organica pequefia” tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier molécula
de un tamafio comparable a las moléculas organicas usadas generalmente en productos farmacéuticos. El término
excluye macromoléculas biolégicas (por ejemplo, proteinas, acidos nucleicos, etc.). Las moléculas organicas
pequefias preferidas oscilan en tamafio entre aproximadamente 10 Da y aproximadamente 5000 Da, mas
preferiblemente hasta 2000 Da y lo mas preferiblemente hasta aproximadamente 1000 Da.

El término “marcador” o “marcador detectable” se usa en el presente documento para referirse a cualquier
composicion detectable por medios espectroscépicos, fotoquimicos, bioguimicos, inmnoquimicos, eléctricos, épticos
0 quimicos. Tales marcadores incluyen biotina para tefir con conjugado de estreptavidina marcado, perlas
magnéticas (por ejemplo, Dynabeads®), colorantes fluorescentes (por ejemglo, fluoresceina, rojo Texas, rodamina,
proteina fluorescente verde, y similares), radiomarcadores (por ejemplo, °H, *?°I, S, *C o *?P), enzimas (por
ejemplo, peroxidasa del rabano, fosfatasa alcalina y otras usadas comuUnmente en un ELISA) y marcadores
calorimétricos tales como oro coloidal o perlas de vidrio o plastico coloreadas (por ejemplo, poliestireno,
polipropileno, latex, etc.). Las patentes que ensefian el uso de tales marcadores incluyen, pero no se limitan a, las
patentes estadounidenses n.°® 3.817.837; 3.850.752; 3.939.350; 3.996.345; 4.277.437; 4.275.149; y 4.366.241
(todas incorporadas en el presente documento como referencia). Los marcadores contemplados en la presente
invencion pueden detectarse mediante muchos métodos. Por ejemplo, pueden detectarse radiomarcadores usando
pelicula fotografica o contadores de centelleo, pueden detectarse marcadores fluorescentes usando un fotodetector
para detectar la luz emitida. Los marcadores enzimaticos se detectan normalmente proporcionando a la enzima un
sustrato y detectando el producto de reaccion producido por la accion de la enzima sobre el sustrato, y se detectan
marcadores calorimétricos simplemente visualizando el marcador coloreado.

El término “tensioactivo primario” tal como se usa en el presente documento significa cualquier tensioactivo que
actla tras o conjuntamente con un fenol sustituido potenciando adicionalmente, o al menos, no reduciendo
significativamente la actividad de control de infecciones de un fenol sustituido.

El término “inhibir”, “alterar”, “desplazar”, “antagonizar” o “bloquear” tal como se usa en el presente documento se
refiere a cualquier medio en el que una espora microbiana y/o proteina de superficie de esporas microbianas se
elimina de, y/o se impide que se una a, una superficie sustrato.

El término “antagonista” tal como se usa en el presente documento se refiere a cualquier compuesto que pueda
impedir la unién de un microbio (es decir, por ejemplo, bacterias, virus, moho, hongos, etc.) y/o un componente
reproductor del microbio (es decir, por ejemplo, una espora) a una superficie. El “antagonista” puede impedir la unién
o bien mediante desplazamiento competitivo formando una pareja de unién (es decir, por ejemplo, estable o
transitoria) con el microbio y/o componente reproductor del microbio. Por ejemplo, un antagonista puede prevenir la
unioén de una espora bacteriana a una superficie uniéndose a una proteina de superficie de esporas.

El término “antagonista de union” tal como se usa en el presente documento se refiere a cualquier compuesto que
pueda formar una pareja de unién con o bien una proteina de capa de pelusa de esporas microbianas (es decir, por
ejemplo, una proteina de superficie de esporas de Clostridium) o bien una superficie sustrato. La formaciéon de
cualquier pareja de union impide y/o desplaza la unién de una espora microbiana a una superficie sustrato.

El término “superficie sustrato” tal como se usa en el presente documento se refiere a cualquier material que
comprende un sitio de unién para la unién de una proteina de superficie de esporas microbianas. Una superficie
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sustrato puede incluir pero no se limita a, una superficie animada y/o una superficie inanimada.

El término “superficie inanimada” tal como se usa en el presente documento se refiere a cualquier material no vivo.
Por ejemplo, una superficie inanimada puede incluir pero no se limita a, vinilo, acero inoxidable, plastico, madera,
ceramica, vidrio, cromo, azulejos, etc. Tales superficies se encuentran cominmente pero sin limitarse a en
mostradores, sillas, mesas, equipo quirdrgico, dispositivos médicos, suelos, paredes, ventanas, fregaderos, vitrinas,
etc.

El término “superficie animada” tal como se usa en el presente documento se refiere a cualquier material vivo. Por
ejemplo, una superficie animada puede incluir pero no se limita a, superficies cutanea epidérmicas, superficies de
tejido epitelial mucoso y/o superficies de érganos internos. Tal como se usa en el presente documento, el término
“superficie animada” también comprende superficies vegetativas incluyendo pero sin limitarse a, superficies de frutas
(es decir, por ejemplo, fresas, manzanas, naranjas, mandarinas, etc.), superficies de verduras (berenjena, calabaza,
tomates, patata, etc.), superficies de legumbres (es decir, por ejemplo, cacahuetes, anacardos, judias, etc.),
superficies de cereales (es decir, por ejemplo, trigo, soja, arroz, centeno, etc.), superficies de flores, superficies de
tallos, superficies de pedunculos, superficies de hojas, superficies de corteza, superficies de ramas, superficies de
ramificaciones, etc.

El término “antagonista de interaccién” tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier compuesto
gue pueda interferir con la formacion de una pareja de uniéon de proteina de capa de pelusa de esporas
microbianas/superficie sustrato.

El término “unién” tal como se usa en el presente documento se refiere a cualquier interaccion entre una
composicion para el control de infecciones y una superficie. Tal superficie se define como “superficie de union”. La
union puede ser reversible o irreversible. Tal unién puede ser, pero no se limita a, unién no covalente, unién
covalente, unién idénica, fuerzas de Van der Waals o friccion, y similares. Una composicidon para el control de
infecciones se une a una superficie si se impregna, incorpora, recubre, esta en suspension con, esta en disolucion
con, se mezcla con, etc.

El término “composicion de prueba de control de infecciones”, tal como se usa en el presente documento, se refiere
a la coleccién de compuestos que van a examinarse para determinar su capacidad para impedir la unién de esporas
microbianas a una superficie. Tales composiciones de prueba pueden incluir, pero no se limitan a, una amplia
variedad de diferentes compuestos, incluyendo compuestos quimicos, mezclas de compuestos quimicos, por
ejemplo, polisacaridos, moléculas organicas o inorganicas pequefias, macromoléculas biolégicas, por ejemplo,
péptidos, proteinas, acidos nucleicos o un extracto preparado a partir de materiales biolégicos tales como bacterias,
plantas, hongos o células o tejidos animales, composiciones que se producen de manera natural o sintéticas.

El término “en riesgo” tal como se usa en el presente documento se refiere a cualquier persona o superficie
inanimada que tiene una probabilidad mayor del promedio (es decir, mayor del 50%) de contaminarse con un
microbio. Pueden encontrarse probabilidades de exposicién “en riesgo” en vocaciones tales como personal de
emergencias incluyendo, pero sin limitarse a, bomberos, policias, personal médico de urgencias. Pueden
encontrarse también probabilidades de exposicién “en riesgo” en vocaciones tales como trabajadores sanitarios
incluyendo, pero sin limitarse a, médicos, enfermeras, auxiliares, personal de limpieza del hospital y similares.
Pueden encontrarse también probabilidades de exposicién “en riesgo” en vocaciones tales como personal militar
incluyendo, pero sin limitarse a, personal del ejército de tierra, personal de la armada, personal del ejército del aire,
personal de los marines, personal de la Guardia Nacional, personal de la Guardia Costera. También pueden
encontrarse probabilidades de exposicion “en riesgo” en pacientes médicos, incluyendo, pero sin limitarse a,
pacientes inmunocomprometidos, pacientes con quemaduras, pacientes con disparos, etc.

El término “patrén de sitio de unién especifica” tal como se usa en el presente documento se refiere a cualquier
conjunto reproducible de sitios de unién en o bien una superficie corporal o bien una superficie inanimada. Tales
sitios de union tienen afinidad inherente por composiciones que incluyen, pero no se limitan a, espora microbianas,
composiciones para el control de infecciones o moléculas organicas pequefias tal como se comenta en el presente
documento. Aunque no es necesario entender el mecanismo de una invencion, se cree que un patron de unién de
este tipo es un resultado de disposiciones Unicas de grupos quimicos de superficie y/o topografia que es compatible
tridimensionalmente (es decir, por ejemplo, por medio de interacciones de grupos quimicos estereoespecificos) con
una composicion. Se cree ademas que un patron de sitio de union especifica predice una disposicion de unién no
especifica (es decir, la unién no mediada por un receptor especializado) dentro de un area de superficie designada.

Breve descripcion de las figuras
La figura 1 presenta una micrografia electrénica de barrido a modo de ejemplo de endosporas de C. sporogens (S)
que tienen proyecciones de membrana exosporial largas, sinuosas o filiformes (flechas). Las proyecciones

orientadas hacia la superficie forman contactos firmes.

Figura 2 presenta una micrografia electrénica a modo de ejemplo que muestra una endospora eliptica, de superficie
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lisa de C. difficile 43594 antes de la activacién (recuadro) y cubierta con proyecciones exosporiales (flechas) tras la
activacion.

La figura 3 presenta una micrografia electronica a modo de ejemplo que muestra una espora de C. difficile 43594 a
medida que avanza la germinacién en la que una membrana exosporial esta cubierta con protuberancias pequefias
y una estructura de anclaje gruesa en un polo, designado regién de cola (T, tail).

La figura 4 presenta datos a modo de ejemplo que muestran un gel de SDS-PAGE que identifica las proteinas de
esporas totales presentes en la banda de 18 kDa (véase la flecha). Esta banda de 18 kDa se corresponde con las
bandas de 18 kDa de la inmunotransferencia de tipo Western que pueden hibridare con anticuerpos frente a C.
difficile.

La figura 5 presenta datos a modo de ejemplo que muestran un gel de SDS-PAGE que identifica las proteinas de
esporas totales presentes en las bandas de 140, 150 y 10 kDa (véanse p1, p2 y p3, respectivamente). Estas bandas
de 140, 150 y 10 kDa se corresponden con las bandas de 140, 150, y 160 kDa de la inmunotransferencia de tipo
Western que pueden hibridarse con anticuerpos frente a C. difficile.

La figura 6A presenta datos a modo de ejemplo que muestran un gel de SDS-PAGE usado para identificar proteinas
de exosporio de C. difficile a aproximadamente 300 kDa (flecha 1); 275 kDa (flecha 2); 250 kDa (flecha 3); 160 kDa
(flecha 4); 150 kDa (flecha 5); 140 kDa (flecha 6); 35 kDa 30 (flecha 7); 28 kDa (flecha 8); y 15 kDa (flecha 9).
También se identificaron otras seis bandas no hibridantes (flechas 10-15) para determinar las proteinas de exosporio
no inmunorreactivas.

Las figuras 6B y 6C presentan datos a modo de ejemplo que muestran inmunotransferencias de tipo Western que
demuestran la hibridacién de anticuerpos frente a C. difficile con las bandas de 300 kDa (flecha 1); 275 kDa (flecha
2); 250 kDa (flecha 3); 160 kDa (flecha 4); 150 kDa (flecha 5); 140 kDa (flecha 6); 35 kDa (flecha 7); 28 kDa (flecha
8); y 15 kDa (flecha 9) correspondientes a las bandas mostradas en la figura 6A.

La figura 7 presenta una realizacion de una estructura para: monémeros de BclA (verde) y Clg (malva) (A y B),
respectivamente y su superposicion (C). Los extremos N y C terminales y las hebras [3 estan marcados.

La figura 8 presenta una realizacion de trimeros de BelA (A) y Clq (B) observada desde el lateral y desde arriba. Los
tres monémeros que comprenden cada trimero estan coloreados de azul, verde y rojo.

La figura 9A presenta una micrografia electronica de transmision a modo de ejemplo de una espora de B. cereus
ATCC 10876 que muestra el exosporio.

La figura 9B presenta una micrografia electronica de transmisién a modo de ejemplo de una espora de B. anthracis
gue muestra una capa de pelusa que sobresale desde el exosporio.

La figura 9C presenta un primer plano a modo de ejemplo de una capa de exosporio de B. anthracis que muestra la
capa de pelusa de BclA y la capa basal interior.

La figura 10 presenta una ilustracién de realizaciones que muestra interacciones de esporas microbianas con
sustratos de superficie (es decir, por ejemplo, superficies cutaneas).

La figura 10A ilustra la unién de una capa de pelusa de espora microbiana (es decir, por ejemplo, mediante
proyecciones de proteina de superficie de esporas) a la capa epitelial de piel de mamifero.

La figura 10B ilustra la unién de una proteina de superficie de esporas microbianas (es decir, por ejemplo una
proteina nativa a un sustrato de superficie) y diversas composiciones para el control de infecciones que pueden
alterar la union de la proteina de superficie de esporas microbianas a un sustrato de superficie.

La figura 11 presenta un esquema de una realizacion de un plasmido pET-19b que comprende un gen de proteina
de superficie de esporas.

La figura 12 presenta datos a modo de ejemplo que muestran una separacion electroforética en SDS-PAGE de la
expresion de CD 1067 recombinante (flecha roja) a partir de un vector pET-19b. Carril 1: marcador de tamafio
molecular de patrones de PM. Carril 2: muestra de 1 hora. Carril 3: muestra de 2 horas. Carril 4: muestra de 3 horas:
30 Carril 5: muestra de 4 horas: Carril 6: muestra de 5 horas. Carril 7: muestra de 6 horas. Tincién de proteinas: azul
de Coomassie.

La figura 13 presenta datos a modo de ejemplo que muestran el analisis de inmunotransferencia de tipo Western de
la expresion de CD1067 recombinante (flechas rojas) a partir de un vector pET-19b. Carril 1: marcador de tamafio
molecular de patrones de PM. Carril 2: muestra de 1 hora. Carril 3: muestra de 2 horas. Carril 4: muestra de 3 horas:
Carril 5: muestra de 4 horas: Carril 6: muestra de 5 horas. Carril 7: muestra de 6 horas.
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Figura 13A: Deteccién usando anticuerpo F1373 anti-C. difficile.
Figura 13B: Deteccién usando anticuerpo anti-HIS.

La figura 14 presenta datos a modo de ejemplo que muestran una separacion electroforética en SDS-PAGE de la
expresion de CD3620 recombinante (flecha roja) a partir de un vector pET-19b. Carril 1. marcador de tamafio
molecular de patrones de PM. Carril 2: muestra de 0 horas. Carril 3: muestra de 1 hora. Carril 4: muestra de 2 horas:
Carril 5: muestra de 3 horas: Carril 6: muestra de 4 horas. Carril 7: muestra de 4,5 horas. Tincidn de proteinas: azul
de Coomassie.

La figura 15 presenta datos a modo de ejemplo que muestran el analisis de inmunotransferencia de tipo Western de
la expresion de CD3620 recombinante (flechas rojas) a partir de un vector pET-19b. Carril 1: marcador de tamafio
molecular de patrones de PM. Carril 2: muestra de 0 horas. Carril 3: muestra de 1 hora. Carril 4: muestra de 2 horas:
Carril 5: muestra de 3 horas: Carril 6: muestra de 4 horas. Carril 7: muestra de 4,5 horas.

Figura 15A: Deteccién usando anticuerpo F1373 anti-C. difficile.
Figura 15B: Deteccion usando anticuerpo anti-HIS.

La figura 16 presenta datos a modo de ejemplo que muestran datos de control de la deteccion mediante anticuerpos
para la expresion de CD3620 recombinante (flechas rojas) a partir de un vector pET-19b. Carril 1: marcador de
tamafo molecular de patrones de PM. Carril 2: muestra de pJEB02 de 6 horas. Carril 3: muestra de pJEBO3 de 4,5
horas.

Figura 16A: Separacion mediante electroforesis de SDS-PAGE con referencia a azul de Coomassie que identifica
CD1067 recombinante (flecha roja superior) y CD3620 recombinante (flecha roja inferior).

Figura 16B: Analisis de inmunotransferencia de tipo Western usando deteccién con F1373 preinmunitaria.
Figura 16C: Andlisis de inmunotransferencia de tipo Western usando deteccion con F1997 preinmunitaria.

Figura 16D: Andlisis de inmunotransferencia de tipo Western usando detecciéon mediante anticuerpo F1997 anti-C.
difficile.

La figura 17 ilustra varias realizaciones de un método para eliminar un recubrimiento de exosporio de C. difficile
(véase el ejemplo IV).

La figura 18A representa una espora de C. difficile 630 representativa que puede usarse como material de partida.
La figura 18B representa una espora de C. difficile 630 representativa tras la separacion del exosporio.

La figura 18C representa una espora de C. difficile 630 representativa purificada y concentrada tras la separacion del
exosporio.

Descripcion detallada

La presente divulgacion se refiere al campo del control de infecciones. En particular, se describen composiciones y
métodos para el mantenimiento de condiciones asépticas, descontaminacién bacteriana y/o profilaxis de la
exposicién bacteriana. En una realizacion, se describen composiciones para el control de infecciones que inhiben la
uniéon de esporas microbianas a una superficie sustrato. Por ejemplo, la inhibicién altera y/o desplaza una
interaccion, unién y/o estabilizaciéon de una espora microbiana a una superficie sustrato.

Durante aproximadamente 70 afios, la primera linea de defensa frente a la infeccion bacteriana han sido los
antibioticos. Los primeros antibidticos se usaron clinicamente en las décadas de 1940 y 1950, y su uso ha ido
creciendo significativamente desde ese periodo. Aunque son avance inestimable, la terapia con antibiéticos y
antimicrobiana adolece de varios problemas. En primer lugar, los antibiéticos son ineficaces contra las esporas. En
segundo lugar, el desarrollo de resistencia a antibidticos es un acontecimiento grave y potencialmente mortal de
importancia mundial. Por ejemplo, se sabe que algunas cepas microbianas son inmunes a la mayoria de los
antibiéticos disponibles (Travis, Science 264:360-362 (1994). Entre otros organismos resistentes a farmacos estan:
Neumococos que provocan neumonia y meningitis; Cryptosporidium y E. coli que provocan diarrea; y enterococos
que provocan infecciones del torrente sanguineo, de heridas quirdrgicas y del tracto urinario (Berkelman et al., J
Infect Dis. 170:272-277 (1994). La presente invencion contempla composiciones y métodos dirigidos a solucionar
problemas referentes al control de la contaminacion de esporas microbianas y a la resistencia clinica de la infeccion
microbiana a la administracion de antibiéticos convencionales.
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I. Esporas bacterianas

Algunos microbios diseminan esporas que entran en fase latente cuando se exponen a entornos que no favorecen
su crecimiento y proliferacion. La supervivencia de las esporas se potencia cuando se produce unién y/o adhesion a
una superficie sélida. Cuando las condiciones del entorno cambian de nuevo favoreciendo el crecimiento y la
proliferacién, la espora microbiana germina y se desarrolla contaminando la zona circundante. Una persona o animal
que entre en contacto con el nuevo crecimiento microbiano en proliferacién se infecta a partir de una zona que no se
sabia anteriormente que estaba contaminada. En algunos casos, una persona y/o animal puede entrar en contacto
con la espora microbiana, desarrollandose la germinacion e infeccidon tras el contacto. Alternativamente, tal
germinacion de esporas no detectada puede dar como resultado deterioro de alimentos iniciando de ese modo
brotes de enfermedad transmitida por alimentos. Debido a su relativa resistencia a agentes de esterilizacion
guimicos vy fisicos, las esporas de estas bacterias se usan como indicadores de la eficacia de esterilizacion para
tratamientos que implican humedad y calor seco, irradiacién UV y peréxido de hidrégeno. Ito et al., “Sterilization of
packaging materials using aseptic systems” Food Technol. 38:60-62 (1984).

Es importante una comprension de las propiedades de superficie de esporas bacterianas y sus interacciones con
sustratos animados e inanimados para la seleccion de materiales de envasado y para la evaluacién de los
procedimientos de esterilizacion de superficies usados en el envasado de alimentos, agentes farmacéuticos y
suministros médicos. Por ejemplo, estd bien aceptado el papel de interacciones hidr6fobas en la adhesién de
bacterias (es decir, la célula vegetativa) a las superficies de materiales inertes. Sin embargo, relativamente pocos
estudios han examinado concienzudamente la hidrofobicidad de superficie de esporas bacterianas o la adhesion de
esporas a sustratos inanimados. La hidrofobicidad de esporas bacterianas puede determinarse aplicando
metodologias usadas para medir la hidrofobicidad de células vegetativas. Las técnicas establecidas para medir la
hidrofobicidad de superficie incluyen, pero no se limitan a: i) adherencia a hidrocarburos (Beck et al., “Effect of
growth on surface charge and hydrophobicity of Staphilococcus aureus” Ann. Inst. PasteurlMicrobiol. (Paris)
139:655-664 (1988)); ii) cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC) (Doile et al., “Hidrophobic characteristics of
Bacillus spores” Curro Microbiol. 10:329-332 (1984); iii) agregacion de sales (Takubo et al., “Isolation and
characterization of outermost layer deficient mutant spores of Bacillus megaterium” Microbiol. Immunol. 9:973-979
(1988); iv) mediciones del angulo de contacto (Minagi et al., “Cell-surface hydrophobicity of Candida species as
determined by the contact-angle and hidrocarbon-adherence methods” J Gen. Microbial. 132:1111-1115 (1986)); y V)
adherencia bacteriana a hexadecano (BATH) (Wienek et al., Hydrophobicity of Bacillus and Clostridium spores” Appl
Environ Microbial 56:2600-2605 (1990).

Estudios demuestran que la hidrofobicidad de las esporas varia entre especies y cepas. Sin embargo, para cada
organismo, se cree que la hidrofobicidad de esporas es mayor que la hidrofobicidad de células vegetativas. Ademas,
un tratamiento térmico moderado aumenta la hidrofobicidad de la mayoria de las esporas de Bacillus. Una hipétesis
sugiere que los aumentos en la hidrofobicidad de esporas tras tratamiento térmico pueden resultar de la alteracién
del recubrimiento externo o proteinas del exosporio.

Aungue no es necesario comprender el mecanismo de una invencién, se cree que el aumento de la hidrofobicidad
de esporas bacterianas se debe a la relativa abundancia de proteinas en los recubrimientos externos y el exosporio
en comparacion con peptidoglucano en células vegetativas. Doile et al., “Hidrophobic characteristics of Bacillus
spores” Curro Microbiol. 10:329-332 (1984); Matz et al., “Chemical composition of exosporium from spores of Bacillus
cereus” J. Bacteriol. 101:196-201 (1970); y Takumi et al., “Isolation and partial characterization of exosporium from
spores of a highly sporogenic mutant of Clostridium botulinum type A” Microbial. Immunol. 28:443-454 (1979). Se ha
notificado recientemente una asociacion entre la hidrofobicidad de esporas y la presencia de un exosporio para
varias especies de Bacillus. Kjelleberg, S. “Adhesion to inanimate surfaces” En: Microbial adhesion and aggregation,
pags. 51-70. K. C. Marshall (ed.), Springer-Verlag KG, Berlin (1984). Se observd una disminucién de la
hidrofobicidad de esporas de B. cereus T cuando se eliminaron las superficies de las esporas mediante tratamientos
guimicos. Kutima et al., “Involvement of the spore surface in germination of Bacillus cereus T spores” Appl. Environ.
Microbiol. 53:47-52 (1987). También se han observado disminuciones en las hidrofobicidades de esporas en
mutantes negativos para el recubrimiento externo “deficientes” de B. megaterium (QMB1551: ATCC 12872). Takubo
et al., “Isolation and characterization of outermost layer deficient mutant 15 spores of Bacillus megaterium” Microbiol.
Immunol. 9:973-979 (1988); y Koshikawa et al., “Surface hydrophobicity of spores of Bacillus spp”. J. Gen. Microbial.
135:27172722 (1989). Estas observaciones sugieren que los recubrimientos externos del exosporio desempefian un
papel en la hidrofobicidad de esporas.

Se describen composiciones y métodos para mejorar la higiene de superficies, esterilizacion de equipo y/o
materiales de envasado usados en las industrias médica, farmacéutica y/o alimentaria. En una realizacion, se
describen composiciones y métodos para mejorar la higiene cutanea.

A. Proteinas de superficie de esporas de Clostridium difficile

Se cree que las bacterias del género Clostridium producen enfermedades tales como incluyendo, pero sin limitarse

a, gangrena gaseosa, infecciones de heridas, botulismo, tétanos, colitis seudomembranosa, septicemia o diarrea
nosocomial. Este género sobrevive bien en condiciones adversas formando endosporas deshidratadas que son
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altamente resistentes al calor, los productos quimicos y la radiacién. Estas esporas pueden encontrarse en el suelo,
transportarse por el viento, recuperarse de los tractos digestivo y genitourinario de mamiferos, y tienen la capacidad
de permanecer latentes durante periodos de tiempo muy prolongados hasta que las condiciones para el crecimiento
soportan la activacion y germinacion de esporas.

Las esporas de C. difficile esporas son prevalentes dentro de entornos sanitarios y hospitalarios. Las esporas de C.
difficile sobreviven sobre superficies animadas y/o inanimadas durante un periodo prolongado, son resistentes a
muchos desinfectantes y antibidticos y se transmiten facilmente de paciente a paciente. La comprension de la unioén
de esporas de C. difficile a superficies, asi como la esporulacién y germinacion, ayudaran en la prevencion, el control
y el tratamiento de la enfermedad asociada a C. difficile. Por ejemplo, C. difficile carece de varios genes que estan
implicados en el sistema de transmision de fosfato que desencadena el proceso de esporulacién en especies de
Bacillus; éste y otros aspectos del sistema de esporulacién en Clostridium spp se han revisado recientemente.
Paredes et al., “A comparative genomic view of clostridial sporulation and physiology” Nat. Rev. Microbiol. 3:969-978
(2005). Ademas, C. difficile también carece de un operén ger tricistronico que esta presente habitualmente en la
mayoria de las especies de Bacillus y Clostridium. Moir et al., “Spore germination” Cell Mol Life Sci. 59:403-409
(2002); y Broussolle et al., “Molecular and physiological characterisation of spore germination in Clostridium
botulinum y C. sporogenes” Anaerobe 8:89-100 (2002). Estas observaciones sugieren que los receptores de
germinacion de C. difficile son sustancialmente diferentes de, y no deben identificarse basandose en la similitud de
secuencia a, otros Clostridium spp. y Bacillus spp.

La resistencia de las esporas microbianas al calor, disolventes, enzimas, detergentes, radiacion ultravioleta e
ionizante, hidroxido de sodio, etanol, acido perférmico, fenol, frio y la mayoria de los esporicidas, asi como su
capacidad para crecer agresivamente cuando las condiciones son éptimas, las convierten en una amenaza grave
para la salud animal y especialmente humana. Tipper et al., “Structure of the bacterial endospore” En: Spores V, Ed.
H. Halvorson, R. Hanson y L. Campbell. Amer. Soc. for Microbiol., Bethesda, Maryland, 3-12 (1972); y Russell, A,
“Bacterial spores and chemical sporicidal agents” Clin. Microbiol. Rev., 3, 99-119 (1990). La adquisicion nosocomial
de infeccion por Clostridium difficile en hospitales y enfermerias presenta un grave problema epidemioldgico porque
se encuentran esporas sobre paredes, suelos, utensilios, sdbanas y sobre las manos de los cuidadores en
instalaciones sanitarias. Las esporas parecen infectar facilmente a individuos incluyendo, pero sin limitarse a, los
que tienen: i) una flora intestinal alterada por terapia con antibiéticos; ii) un sistema inmunitario inmunocomprometido
0 iii) requieren enemas multiples en relacién con pruebas de diagndstico o tratamiento. Zaleznik, D. “Clostridium
difficile: an important nosocomial pathogen for the 1990s” Clin. Microbiol. Newsletter 13, 145-152 (1991).

Los exosporios de dos especies de esporas de Clostridium (es decir, por ejemplo, Clostridium sporogenes ATCC
3584 y C. difficile ATCC 9689 y ATCC 43594) pueden desempefiar un papel en la unién, germinacion y/o
colonizacién. Panessa-Warren et al., “Exosporial membrane plasticity of Clostridium sporogens and Clostridium
difficile” Issue & Cell 29:449-461 (1997). Estaba asociado un cambio ultraestructural con la germinacion y la
excrecencia de apéndices de esporas de C. bifermentans pero no se determind ninguna funcién especifica.
Samsonoff et al., “Ultrastructural changes associated with germination and outgrowth of an appendage-bearing
clostridial spore” J Bacteriol., 101, 1038-1045 (1970). El examen de esporas de C. sporogenes mediante
microscopia electronica de transmisién de secciones delgadas revelé una capa externa exosporial, con proyecciones
similares a cabellos, pero no se ofrecié ninguna discusion referente a la distribucién, funciéon o aspecto en relacién
con la colonizacion de Clostridium. Hoeniger et al., “Ultrastructural aspects of spore germination and outgrowth in
Clostridium sporogenes” Can. J Microbiol., 15, 1061-1065 (1969). Se sabe que la reconstruccion de secciones
delgadas para microscopia electrénica de transmision tiene problemas significativos cuando se observa e interpreta
la morfologia exosporial de numerosas esporas de una vez, y los problemas asociados con la obtencién de cortes de
secciones delgadas de tales uniones de esporas pequefias, delicadas y de tincién escasa a un sustrato nutritivo.

Las esporas de C. sporogenes pueden presentar fases morfolégicas especificas una vez que se interrumpe el
periodo latente, y el exosporio parece desempefiar un papel activo en la germinacion, excrecencia, proliferacion
vegetativa y colonizacion satisfactorios de un sitio de union a superficie sustrato. Panessa-Warren et al., “Electron
microscopy of C. sporogenes endospore attachment and germination” Scanning 16, 227-240 (1994). Se cree que un
exosporio de Clostridium es una capa “membranosa” externa de una espora, se ha descrito como participante pasivo
en la germinacion. Sin embargo, una vez que se interrumpe el periodo latente, las esporas de C. sporogenes ATCC
3584 parecen producir estructuras morfolégicas exosporiales muy especificas visibles mediante microscopia
electrénica de barrido (SEM), lo que parece facilitar la union de una espora a un sustrato u otras esporas (es decir,
por ejemplo, coagregacion de esporas). Posteriormente se reemplazan las proyecciones exosporiales por un
pedunculo individual que se extiende desde la parte distal (es decir, por ejemplo, la regién de la cola) de la espora, lo
que parece anclar la espora durante las fases finales de desarrollo y excrecencia de células vegetativas.

Durante las fases iniciales de la unién de C. sporogenes, proyecciones filiformes delicadas de la membrana
exosporial se extienden hacia fuera uniéndose algunas de las proyecciones mas cortas a una superficie. Véase la
figura I, flechas blancas. Habitualmente se originan proyecciones filamentosas largas de la membrana exosporial a
partir de la parte superior o los laterales de la espora, y se extienden hasta cualquier superficie o hasta las esporas
vecinas mas cercanas, uniéndose las esporas entre si (coagregacion). Las proyecciones de membranas
exosporiales aparecen por toda la superficie externa de una espora activada de C. sporogenes desarrollandose
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finalmente en una Unica estructura de unidn gruesa que se extiende hasta una superficie, que parece anclar la
espora.

A diferencia de C. sporogenes, C difficile tiene un ndmero reducido de esporas unidas y requiere un tiempo de
incubacién mas largo para permitir que tenga lugar la unién. Las esporas de C. difficile latentes son pequefias
(aproximadamente 2,0 grn de longitud x 1,1 grn de anchura), elipticas y predominantemente lisas. Véase la figura 2,
recuadro. Una vez que ha comenzado la activacion, las esporas presentaban prominencias pequefias que cubrian el
exosporio. Véase la figura 3. En la fase temprana de unién, C. difficile 43594 desarroll6 protuberancias exosporiales
y bultos que cubrian toda la superficie de la espora alargada. Estas esporas desarrollaron mas proyecciones
exosporiales alargadas en la regién de la cola, que se reemplazaron posteriormente durante el ciclo de germinacién
por una estructura de unién engrosada. Figura 3, flechas negras. A diferencia de C. sporogenes, C. difficile presenta
menos extensiones exosporiales de membrana pero produce una extension exosporial de membrana engrosada que
se desarroll6 en el extremo de la cola de la espora.

La capacidad de esporas de C. sporogenes y C. difficile para permanecer unidas a una superficie de agar durante la
agitacion (es decir, por ejemplo, una centrifugacion de 300 rpm) en agua o tampdn, sugiere fuertemente que estas
esporas tienen un medio de adhesion y/o unién formidable a superficies. En condiciones ideales, se ha observado
que la union de C. sporogenes a una superficie de agar tiene lugar en el plazo de 27 min tras la inoculacion. En
condiciones anaerobias sobre agar reducido previamente, se ha observado que la unién maxima de esporas de C.
sporogenes tiene lugar en el plazo de 88 a 105 min. La union de esporas de C. difficile tardé considerablemente
mas, por ejemplo, 105 min para C. difficile 9689 y 180 min para C. difficile ATCC 43594.

Una vez unidas, las esporas pueden permanecer firmemente ancladas a una superficie sélida. C. difficile 43594
parece ser Unica porque las esporas se unen muy lentamente. Sin embargo, C. difficile puede tener una respuesta
adaptativa que acelera la unién tras la exposicion a una superficie animada. Por ejemplo, se ha notificado un
aumento de la infeccién nosocomial por C. difficile en pacientes que tienen motilidad intestinal aumentada y en los
gue se han sometido a enemas mudltiples. Bartlett, J. “Introduction” En: Clostridium Difficile: Its Role in Intestinal
Disease, Ed. R. Rolfe y S. Finegold). Academic Press, Nueva York, pags. 113 (1988); Silva, J. Jr., “Prevention of
Clostridium difficile-associated intestinal disease” En: Clostridium difficile: Its Role in Intestinal Disease, Ed. R. Rolfe
y S. Finegold. 30 Academic Press, Nueva York, pags. 368-378 (1988); y McFarland et al., “Nosocomial acquisition of
Clostridium difficile infection. New Engl. J Med., 320:204-210 (1989). Pueden encontrarse rutinariamente esporas de
C. difficile en el tracto digestivo de individuos sanos, no sintomaticos. En consecuencia, un mecanismo de
desencadenamiento que inicia la unién al intestino y comienza el proceso infectivo puede ser una combinacion de
pérdida de la flora normal (es decir, por ejemplo, provocada por antibiéticos, enfermedad o enemas repetidos) y/o
hipermovilidad del colon.

Las excrecencias de unién de exosporio de esporas de Clostridium tienen un diametro de aproximadamente 7 nm 'y
pueden variar en longitud entre 0,1 y 2,9 nm. Estas excrecencias comprenden fibrillas que tienen habitualmente
menos de 200 nm de longitud y pueden ser extremadamente delicadas. Hancock, |, “Microbial cell surface
architecture” En: Microbial Cell Surface Analysis, Ed. N. Mozes, P. Handley, H. Busscher y P. Rouxhet, VCH
Publishers, Nueva York, pags. 23-59 (1991). Habitualmente las excrecencias de exosporios de C. sporogenes miden
de 85 a 1015 nm de anchura, sin embargo, algunas excrecencias, especialmente las que también comprenden
uniones de coagregacion, pueden ser tan largas como 2000 nm de longitud. Los salientes similares a bultos de
exosporio de C. sporogenes pueden oscilar entre 68 y 75 nm de diametro, y las proyecciones hinchadas observadas
en las Ultimas fases de germinacién pueden ser tan grandes como de 180 a 240 nm de diametro.

Claramente, el exosporio de esporas, que se ha pensado siempre que es “un participante pasivo en la germinacion”,
parece desempefiar un papel activo en la union y colonizacién de esporas de C. sporogenes y C. difficile. En una
realizacién, una proteina de C. difficile se deriva de una capa de superficie de exosporio, en la que la capa de
exosporio comprende la proteina mas exterior de una espora de C. difficile. En una realizacion, la presente invencién
contempla una composiciéon que comprende al menos una proteina de superficie mas exterior de la espora de
Clostridium difficile. En una realizacion, la proteina de superficie comprende una proteina de superficie de esporas.
Aunque no es necesario comprender el mecanismo de una invencion, se cree que estas proteinas de superficie de
esporas presentan una superficie de contacto entre la espora bacteriana y un sitio de unién a superficie sustrato.
También se cree que estas proteinas pueden usarse para definir interacciones de unién molecular incluyendo, pero
sin limitarse a: i) entre la espora y superficies animadas; y ii) entre la espora y superficies inanimadas. En la tabla |
se presentan caracterizaciones de tamafio de proteinas de exosporio de Clostridium difficile.

Tabla I. Caracterizaciones de tamafio de proteinas de exosporio de Clostridium difficile representativas

Proteina (nombre alternativo) Tamafo (kDa) | N.° de gen | GI

BAS
CD 1581 20 1581 126699184
CD 1067 47 1067 126698654
CD 3620 14 3620 126701246
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CD 1613 35 1613 126699217
CD 1711 12 1711 126699318
Proteina de superficie de esporas supuesta 22 598 126698176
Proteina de superficie de esporas supuesta 22 2401 126700016
Superdxido dismutasa 27 1631 126699235
Prolina racemasa supuesta 24 3237 126700857
Chaperonina de 60 kDa 58 0194 126697767
Proteina chaperona 67 2461 126700078
Chaperonina de 10 kDa 10 0193 126697766
Piruvato-flavodoxina oxidorreductasa 130 2682 126700296
CD 0881 36 0881 126698458
CD 1511 35 1511 126699115
Proteina de superficie celular 76 2793 126700409
3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa 31 1058 126698642
Enzima litica de corteza de esporas supuesta 47 0551 126698130
Transportador ABC de sulfonatos alifaticos supuesto, | 36 1484 126699088
lipoproteina de unién a sustrato

Fructosa-bisfosfato aldolasa supuesta 33 0403 126697972
Dipicolinato sintasa, subunidad B 21 2967 126700588
Indolpiruvato oxidorreductasa supuesta, subunidad B 21 2380 126699995
Subunidad alfa de flavoproteina de transferencia de 36 1056 126698640
electrones

Hidrolasa de pared celular relacionada con fagos supuesta 28 1898 126699508
Proteina de superficie celular 66 2791 126700407
Formiato-tetrahidrofolato ligasa 60 0718 126698298
Transportador ABC de oligopéptido, proteina de unién a 58 2672 126700286
sustrato

Deghldrat_asallsomerasa del metabolismo de gamma- 56 2341 126699959
aminobutirato

Glutamato deshidrogenasa especifica de NAD 46 0179 126697752
Aminoacil-histidina dipeptidasa supuesta 53 0708 126698287
Proproteina de subunidad de prolina reductasa 68 3244 126700863
Subunidad beta de componente de complejo de | 55 2349 126699967
glicina/sarcosina/betaina reductasa

Subunidad de glicina deshidrogenasa 2 54 1658

Acetil CoA acetiltransferasa 41 1059 126698643
Aspartato aminotransferasa 45 1339 126698938
Proteina bifuncional supuesta: peroxidorredoxiniquitinasa 82 1433 126699037
Gliceraldehidos-3-fosfato deshidrogenasa 36 3174 126700794
Butiril-CoA deshidrogenasa 41 1054 126698638
Transportador ABC de d-ribosa, proteina de union a 35 0300 126697872
sustrato

Ruberitrina supuesta 20 1474 126699078
Succinato-semialdehido deshidrogenasa 51 2342 126699960
Oxidorreductasa, subunidad de unién a tiamina diP 39 0116 126697688

En una realizacion, pueden identificarse proteinas de Clostridium difficile estudiando con sonda preparaciones de
proteinas de esporas totales con anticuerpos dirigidos contra esporas de C. difficile purificadas, intactas, para crear
un complejo proteina-anticuerpo hibridado. En una realizacién, una proteina de superficie de esporas de C. difficile
incluye, pero no se limita a, CD1067, CD3620, CD 1581, CD 598 o CD 2401. En una realizacion, estan asociadas
enzimas de C. difficile con preparaciones de proteinas de superficie de esporas de C. difficile.

En una realizacién, puede aislarse una proteina hipotética de Clostridium (CD 1581) como un complejo anticuerpo-
proteina hibridado que comprende un peso molecular que incluye, pero no se limita a, 18, 140, 150 o 160 kDa.
Véanse las figuras 4-6. En una realizacion, la proteina hipotética ((20 kDa) comprende una secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 1 (numeros de registro YP_001088081, Gl: 126699184):

1 MENKKCYSED WYERGESTAK WFQNDREEYE REAYDEDRER RGSNCGCSDS
51 GENRPRNCER FRREAFEIRER EAREAFCESS EKKKEALAYE CEARKLWEEA

101 EKYWDEYSKY NYKGIEYLAE AARLFDEGME CEARRNGNNG GNNNNCCHKC
151 HKCNCNCCRK

codificada por un acido nucleico hipotético de Clostridium, SEQ ID NO: 2:
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1 atggaaaata aaaaatgtta ttcagaagat tggtatgaaa gaggagaatc tacagctaaa
61 tggttccaaa atgatagaga agaatatgaa agagaagcat atgatgaaga tagagaaaga
121 agaggttcaa actgtggatg ttcagatica ggagaaaata gacctagaaa ctgtgaaaga
181 tttagaagag aagctgagat aagagaaaga gaagcaagag aagcattctg tgaatcttca
241 gagaaaaaga aagaggcatt agcatatgaa tgtgaagcta gaaaattatg ggaagaagca
301 gaaaaatact gggatgaata ttcaaaatac aactataaag gaatcgaata tttagcagaa
361 getgetagat tatttgatga aggtatggaa tgtgaageta gaagaaatgg aaataatgga
421 ggaaacaata ataattgttg ccataaatgc cataaatgta attgtaactg ctgtagaaaa
481 taa

En una realizacion, puede aislarse una proteina hipotética de Clostridium (CD 1067) como un complejo anticuerpo-

5 proteina hibridado que comprende un peso molecular que incluye, pero no se limita a, 140, 150 y 160 kDa. Véanse
las figuras 5 ,6. En una realizacion, la proteina hipotética (- 47 kDa) comprende una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 3 (nimeros de registro YP_001087551; Gl: 126698654):

1 MQDYKKNKRR MMNQPMSTMN EEEVYTDEIN SEDMRGFKKS HHHNGCNTDN
51 KCECHDDCNP CNPCNPCKPN PCNPCKPNPC DDNCGCHDNC KCDCEPCEMD
101 SDECFENKCG PECCNPISPR NFSVSNAVPF AIEANRIFDT MQFQTFTDAT

151 GPNGEPLTFE TEVVEVFGSV PSAGQASVTI EKICLSNDGI VIDTGMTTLE

201 DFDLDPLGDIVGRNCETTFEFAVCGERNSECCRQGKGKSVAYKQRGLTVA

251 VRNLVLELRG RCGCTEFVAL APPAVRAGGG CKRRVDYVEF TFNTLSAPIC

301 LPADGRAVTL RQEYQTNLTV DCIGKSILKL ECNECCEPFY ELIIPNDIDL

351 VLCLQETVST LISEQIVVLA SPNPIQPRLV DTFSKVCDFS QCGPNHGSGK

10

15

401 PSCHR

codificada por un acido nucleico hipotético de Clostridium, SEQ ID NO: 4:

1 atgcaagatt ataaaaaaaa taaaagaaga atgatgaatc agccaatgtc tacaatgaat

61 gaagaagaag tgtatacaga tgaaataaat tcagaagaca tgagaggttt taaaaaatca

121 caccatcata atggatgtaa tactgataat aagtgtgagt gccatgatga ttgcaatcca

181 tgcaacccat gtaatccatg taaacctaac ccatgeaatc catgcaaacc taatccatgt

241 gatgacaatt gtggatgcca tgacaattgt aaatgtgatt gtgaaccatg tgaaatggat

301 tcagatgaat gttttgaaaa caaatgtgga ccagaatgct gtaatcctat atctccaaga

361 aacttctetg tatcaaatge agtgecattt gcaatagagg ctaatagaat atttgatact

421 atgcaattcc aaacatttac agatgcaaca ggaccaaatg gagagccatt aacttttgaa

481 acagaagtag tagaagtatt tggttcagtt ccaagtgcag gtcaagcaag tgtaactata

541 gaaaaaatat gcttaagtaa tgatggaatc gttatagaca caggaatgac aactttagaa

601 gatttcgatt tagacccatt aggagatata gtaggaagaa actgtgaaac aacttttgaa

661 tttgeagttt gtggagaaag aaactctgag tgetgtagac aaggaaaagg caaatcagta

721 gcttataaac aaagaggatt aactgtagca gttcgtaatt tagtactaga gctaagaggt

781 agatgtggat gtacagagtt cgttgcatta getttcccag cagttagage aggaggtgga

841 tgtaagagaa gagttgatta tgtagaattt acttttaaca cactttcagc accaatatgc

901 ttgecagetg acggaagage tgttacttta agacaagaat atcaaactaa cttaactgta

961 gattgtatag gaaaatctat attaaaatta gaatgcaacg aatgttgtga acctttctat

1021  gaattaatta taccaaatga tatagattta gtactttgct tacaagaaac agttagcaca

1081  ttaataagtg aacaaatagt agttttagca tcaccaaatc caatccaacce aagacttgtt

1141  gatactttct ctaaagtatg tgatttitcg caatgtggac ctaatcatgg aagtggaaag

1201  ccaagttgce acagatag
En una realizacién, puede aislarse una proteina hipotética de Clostridium (CD 3620) como un complejo anticuerpo-
proteina hibridado que comprende un peso molecular que incluye, pero no se limita a, 140 kDa. Véanse las figuras 5
y 6. En una realizacion, la proteina hipotética (~ 14 kDa) comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
5 (nimeros de registro YP 001090143; GI: 126701246):

20
1 MYDDYKYNKC NKCYNDYEEM THVHEYSESV KLAEECEDRH NHRAAGVTGE
51 AIPINGGTNH VHKINDNVDF LDHFHKICVT TGPAIRIPGT DKHIHLICGE
101 TTVNDGHCHKFLFTTQIEAPLV

codificada por un acido nucleico hipotético de Clostridium, SEQ ID NO: 6:
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1 ttatactaaa ggtgcttcta tttgagtagt aaaaaggaat ttatgacaat gaccatcatt
61 aacagtagtt tctccacata ttaagtgaat gtgtttatca gttccaggta ttctaattge
121 tggecctgtt gtaacacata tcttatgaaa atggtcaagg aaatctacat tatcatttat
181 tttatgaaca tgatttgtac ctccatttat tggtataget tcaccagtaa ccectgetge
241 acggtggtta tgtctateet cacattette tgetaactta acactttetg aatattcatg
301 aacatgtgtc atttcctcat aatcattata geacttgttg cacttattgt atttataate
361 atcatacac

En una realizacion, puede aislarse una proteina hipotética de Clostridium (CD 1613) como un complejo anticuerpo-
proteina hibridado. En una realizacién, la proteina hipotética comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 7 (nimero de registro YP 001088114):

1 mennkcredf ritqeyeedy pntneryyen yqvadryyny pnkykepkik geccckksmre
61 alellrydal rpfinfuqfa fisdffivga nlvgidlsap pkdnlsgldg tferfsacnc

121 dlidiagrvs ypipvpltle glintigtip gvaelialid avipptidlg aildailaai

181 idfilaastp lanvdlaslc nlkavafdit padyedfias lgyyidkkhy kecncncded

241 dceenkgild nlymsninng vtvvagslvl tgvevlgkkn dvivignsnd sriyfvevds
301 idyia

codificada por un acido nucleico hipotético de Clostridium, SEQ ID NO: 8:

1 ttatgcaata taatctatag aatctacaca tacaaagtat attcttgaat cattagaatt
61 tccaagtact ataacatcat ttttcttacc tagaacttca acaccagtta gaaccaaact
121 accagctact acagtaactt gattatttat atttgacata taaagattat ctaggatacc
181 tttattacaa cagcaatcat cacaatcgca gttacaatta cattctttgt aatgtttttt

241 atcaagatag taacctaaag atgctatgaa atcttcataa tctgcaggtg taatatcaaa
301 tgcaacagct ttaagattac acaatgatgc taaatctacg tttgctaatg gagtagatge
361 agcaagtata aaatcaatta tagcagcaag tattgcatct aatatagccc caaggtctat

421 cgtaggagga ataactgcat caataagtge aattaattca getactectg gtatagttce
481 tatagtatta attaatccct caagagttaa agggactgga ataggataag atactctacc

541 agctatatct attaaatcac agttacaage agaaaatctt tcaaaagtac catcaagtcc
601 agataaatta tcttttggag gagctgaaag atctatacct accaaattag cacctactat
661 aaagaaatct gagataaaag caaattgatt aaagtttaca aaaggtctta gagcatcata
721 tcttagaagt tctaaggcect ctetcatact ttttttacaa caacattgtt ttattttagg

781 ttctttatat ttatttggat aattatagta tctatcagct acttgataat tttcatagta
841 tetttcattt gtatttggat aatcttcete atattcttgt gtaaatctaa agtectetet
901 acatttatta ttttccac

En una realizacion, puede aislarse una proteina hipotética de Clostridium (CD 1711) como un complejo anticuerpo-
proteina hibridado. En una realizacién, la proteina hipotética comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID

NO: 9:

1 mlivttekve gkkiskvlgl vrgstirakh vgkdigastk nlvggeltgy
51 nemltearqgi aigrmvedae akganaviaf rlssasvingg aaemlaygta
101 vvleddnsil ek:

codificada por un acido nucleico hipotético de Clostridium, SEQ ID NO: 10:

1 atgttaatag taactacaga aaaagtagaa ggtaaaaaga tatcaaaggt tttaggatta gtgagaggaa

71 gtacaataag agcaaaacat gttggaaaag atataggagc aagttttaaa aatcttgttg gaggagaact
141 tactggatat aatgaaatgc tcactgaage aagacaaatt gccataggta gaatggttga agatgcagaa
211 getaaaggtg caaacgeagt aatagcattt agactgtett cagettcagt tatgcaaggg geagcagaaa
281 tgcttgctta tggaacagea gttgttttag aagatgataa tagtattctt gaaaaataa

En una realizacion, puede aislarse una proteina hipotética de Clostridium (CD 0881) como un complejo anticuerpo-

proteina hibridado. En una realizacién, la proteina hipotética comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 11:
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mgtkivlsiv livvvvaisl teirvikgsk vgiimrlgkf gkvaetgvhflipfldkmay
vidlreivid fppqpvitkd nvtingidtvv yykvtdpvry vfeianpiaa ienltattlr
niigeldlde tltsrdiinv kmrtildeat dkwgikvnrv elknimppqd iqvamekqmr
aererreail qacgnksaai lgacgekgsa iltacakkea mvrvaegeke sailvaegea
eairqtaiak aqgeaemikr tqgmataeglk lvfsamkead idnnilalks mealekmaeg
kstklvlpse avnflgtfkg ikevinsddnk evidikevin dneslkk

codificada por un acido nucleico hipotético de Clostridium, SEQ ID NO: 12

1

61
12
18
24
30
36
42
48
54
60
66
72
78
84
90
96
10

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
01

atgggtacta aaattgtttt aagtattgta ttaatagtag tagtcgtagc aataagttta
acttgtataa gagttataaa acaatctaaa gtaggtataa taatgagact tggtaagttt
caaaaagtgg ctgaaacagg tgtacatttc ttaataccat ttttagataa aatggcatat
gtaattgacc ttagagaaat tgtaatagat tttccacctc aaccagttat aactaaagat
aatgtaacta tgcagattga tacagttgta tattataaag ttacagaccc agttagatat
gtgtttgaga tagctaatce aatagetgcet attgaaaatt taacagcetac aacactaaga
aatataattg gtgaacttga tttagatgaa acattaacat caagagatat aataaatgta
aaaatgagaa ctattcttga tgaagcaaca gataaatggg gtataaaagt aaatagagta
gagttaaaaa atataatgcc tcctcaggat attcaagttg caatggaaaa acaaatgaga
gcagaaagag aaagaagaga ggcaatactt caagcagaag gtaataagtc agctgcaata
cttcaagctg aaggtgaaaa acaatctgcet atattaacag cagaagccaa aaaagaagct
atggtacgtg tagcagaagg tgaaaaagaa tctgcetatat tagtggeaga aggtgaagcet
gaagctataa gacagacagc tattgctaag gcacaaggtg aagctgaaat gataaaaaga
actcaaatgg caacagcaga aggtttaaaa ttagtttttt cagcaatgaa agaggctgat
atagacaata atattctagc attaaaatct atggaagctc ttgaaaaaat ggctgaaggt
aagtcaacaa aactggtttt accttcagaa gcagttaatt tcctaggaac attcaaagga
ataaaggaag ttatgagtga tgataacaaa gaagtacttg atataaaaga agttttaaat
gataatgaat cattaaaaaa ataa

En una realizacién, puede aislarse una proteina hipotética de Clostridium (CD 1511) como un complejo anticuerpo-
proteina hibridado. En una realizacién, la proteina hipotética comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID

NO: 13:

1
61

121
181
241
301

midngkyvil slelhlffsr imkehalfle agfinknynl ameadhykkq fedllsytvs
asngiirpdi lyseelvtt! tsvaegktee ftgieinkni ttrelnlqsg vnpqvgqdlv
nyvagqlnsda irlldglinf kerv1dgvls ctiftsnypl11ehiihean 1yrsyvvdle
nkidieskna keielfWdhi mmehalfinrg lldpsegeli ntsndfaikf neliektnem
tdsniknite et Inetvetk dfkeagasgi eqckiksiil plladhvlre anhyiriles
yknm

codificada por un acido nucleico hipotético de Clostridium, SEQ ID NO: 14:

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

ttacatgttt ttataactct ccaatattct aatataatga tttgectcte ttaaaacatg
gtctgetaaa agtggtaata ttatagattt tatcttacac tgttetatte ctgatgcetee
tgcttcttta aaatctttaa actcaacagt ttcatttaga gtttcttctg taatgttett
gatattagaa tcagtcattt cgtttgtttt ttcaattaat tcattaaatt ttatagcaaa
atcatttgaa gtatttatta gttcaccttc tgaggggtct agtaatcctc tcataaacag
agcatgttcc atcataatat ggtcccagaa taattctatt tctttagegt tttttgacte
aatatctatt ttattttcaa ggtcaactac ataagaacga tataaatttg cttcatgtat
tatatgttca agaagtagag ggtagtttga tgtaaatata gtacatgata gtacaccatc
taagactctt tctttaaaat taataagccc atcaagtaat cttattgcat cagagttaag
ttgagctaca tagttcacta aatcttgacc aacttgtggg tttacaccac titgtagatt
taattctctt gtagtgatgt ttttgtttat ttctatcect gtaaactctt ctgttetttg
ttctgcaact gatgtgagag tagttacaag ttcttctgaa tataatatat caggtctaat
tataccatta ctagcactaa cagtgtatga taataaatct tcaaattget ttttatagtg
gtcagcttce atagcaagat tataattttt atttgtgaat cctgcettcta aaaaaagagce
atgctctttc ataattcttg aaaaaaataa atgtaattct agtgataaaa taacatattt
ttgattatct atcat

B. Proteinas de tipo colageno de Clostridium difficile

Se comparo la proteina BclA de exosporio de B. anthracis con el genoma de C. difficile, en el que se identificaron
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tres zonas genomicas de C. difficle como homélogas a BclA de B. anthracis (es decir, por ejemplo, zonas
gendmicas de superficie de esporas).

En una realizacién, una proteina homéloga de superficie de esporas de Clostridium comprende una secuencia de
5 aminoacidos de SEQ ID NO: 15 (nimero de registro CAJ67154):

mmiilylnd dtfiskkypd knfsnldycl igskcsnsfv keklitftkv ripdilkdks
ilkaelfihi dsnknhifke kvdieikris eyynlrtitw ndrvsmenir gylpigisdt
snyiclnitg tikawamnky pnyglalsin ypyqilefts srgenkpyil vtfedriidn
10 cypkceecppi ritgpmgprg atgstgpmgv tgptgstgat gsigptgptg ntgatgsigp
tgvtgptgst gatgsigptg vtgptgntgv tgsigptgat gptgntgvtg sigptgvtgp
tgntgeigpt gatgptgvtg sigptgatgp tgeigptgat gatgsigptg atgptgatgv
tgeigptgei gptgatgptg vtgsigptga tgptgatgei gptgatgptg vtgsigptga
tgptgatgei gptgatgptg vtgeigptga tgptgntgvt geigptgatg ptgntgvtge

15 igptgatgpt gvtgeigptg ntgatgsigp tgvigptgat gsigptgatg atgvtgptgp
tgatgnssqp vanflvnaps pqtlnngdai tgwqtiigns ssitvdtngt ftvgengvyy
isvsvalqpg sssinqysfa ilfpilggkd laglttepgg ggvisgyfag flfggttfti
nnfssttvgi rngqsagtaa tltifriadt vint

codificada por un acido nucleico homélogo de superficie de esporas de Clostridium, SEQ ID NO: 16:
10
atgagaaata ttatacttta tttaaatgat gatactttta tatctaaaaa atatccagat

aaaaacttta gtaatttaga ttattgctta ataggaagta aatgttcaaa tagttttgta
aaagaaaagt tgattacttt ttttaaagtg agaataccag atatattaaa agacaaaagt
atattaaaag cagagttatt tattcatatt gattcaaata agaatcatat ttttaaagaa
aaagtagata ttgaaattaa aagaataagt gaatattata atttacgaac tataacatgg
aatgatagag tgtctatgga aaatatcagg ggatatttac caattgggat aagtgataca
tccaactata tttgtttaaa tattacggga actataaaag catgggcaat gaataaatat
cctaattatg ggttagcttt atctttaaat tacccttatc agattcttga atttacatct

agtagaggtt gtaacaaacc gtatatactt gtaacatttg aagatagaat tatagataat
tgttatccta aatgtgagtg tcctccaatt agaattacag gtccaatggg accaagagga
gegacaggaa gtacaggacc aatgggagta acaggceccaa ccggaagtac aggagegaca
ggaagcatag gaccaacagg cccaaccgga aatacaggag caacaggaag tatagggcca
acgggagtaa caggceccaac cggaagtaca ggagcgacag gaagtatagg accaacagga
gtaacaggtc cgacaggaaa tacgggagtg acaggaagta taggaccaac gggagcaaca
ggeccgacag gaaatacggg agtgacagga agtataggac caacaggagt aacaggccca
acaggaaata caggagaaat aggaccaacg ggagcaacag gtccaacagg agtgacagga
agtataggac caacaggagc aacaggacca acaggagaaa taggaccaac gggagcaaca
ggagcegacag gaagtatagg accaacagga gecaacaggtic caacaggage gacaggagtg
acaggagaaa tagggccaac aggagaaata ggaccaacgg gagcaacagg cccaacagga
gtgacaggaa gtataggacc aacgggagca acaggeccaa caggagegac aggagaaata
ggaccaacag gagcaacagg cccaacagga gtgacaggaa gtataggacc aacgggagea
acaggcccaa caggagegac aggagaaata ggaccaacgg gagcaacagg cccaacagga
gtaacaggag aaataggacc aacgggagea acaggcccaa caggaaatac aggagtaaca
ggagaaatag gaccaacggg agcaacgggt ccgacaggaa atacaggagt gacaggagaa
ataggaccaa cgggagcaac aggaccaaca ggagtgacag gagaaatagg geccaacagga
aatacaggag cgacaggaag tatagggcca acgggagtaa caggtccaac aggagcgaca

ggaagtatag gaccaacggg agcaacagga gcgacaggag taacaggace aacaggtcca
acaggagcaa caggcaattc ctctcageca gttgetaact tcctcgtaaa tgeaccatct

ccacaaacac taaataatgg agatgctata acaggttgge aaacaataat aggaaatagt
tcaagtataa cagtagatac aaatggtacg tttacagtac aagaaaatgg tgtgtattat
atatcagttt cagtagcatt acaaccaggt tcatcaagta taaatcaata ttctttcget
atcctattce caattttagg aggaaaagat ttggcagggce ttactactga gecaggagge
ggaggagtac tttctggata ttttgetggt tttttatttg gtgggactac ttttacaata
aataattttt catctacaac agtagggata cgaaatggge aatcagcagg aactgegget
actttgacga tatttagaat agctgatact gttatgactt aa

En una realizacién, una proteina homéloga de superficie de esporas de Clostridium comprende una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 17 (nimero de registro CAJ70248):
15
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mllimsmky fgpfddndyn ngydkyddcen ngrddynscd chheeppscv gptgpmgprg
rtgptgptgp tgpgvgatgp tgptgptgpt gntgntgatg 1rgptgatga tgptgatgai
glgvtgptgp tgatgatgad gvtgptgptg atgadgitgp tgatgatgfg vtgptgptga
tgvgvtgatg ligptgatgt pgatgptgai gatgigitgp tgatgatgad gatgvtgptg
ptgatgadgv tgptgatgat gigitgptgp tgatgigitg atgligptga tgtpgatgpt
gatgptgvgv tgatgatgat gadgatgvtg ptgatgatga nglvgptgat gaagtpgatg
ptgatgptgv gitgatgatg atgptgadga tgptgatgnt gadgvagptg atgntgadga
tgptgatgat gadgatgptg atgatgvaga tgatgptgat gadgatgptg atgatgadga
tgptgatgat gvtgatgptg ptgatgatga tgasaiipfa sgip1sltti agglvgtpgf
vgfgssapg] sivggvidlt naagtltnfa fsmprdgtit sisayfstta als1vgstit
itadyqsta pnnsftavpg atvtlapplt gilsvgsiss givtgniaa taqtpdrqyai

codificada por un acido nucleico homélogo de superficie de esporas de Clostridium, SEQ ID NO: 18:

ttatatggca tactgtctgt ctggagtttg tgctgttgct getatattta atcctgttac
aattccacta gaaattgaac caactgataa tatacctgta agtggtggag ctagtgtaac
tgtegetect ggtacagetg taaatgagtt atttggtgca gtagattggt aaagtgtige
tgtaattgta attgttgaac caacaagtga aagtgcetgcet gttgtactga agtatgcetga
aatagatgtt attgttccat ctcttggeat tgaaaatgca aagttagtca atgttcetge
tgegtttgta aggtctatta ctccaccaac tatacttaat cctggagcecg aactaccaaa
tccaacaaat ccaggtgtac ctactaatce tccagcetata gttgtaagtg atagtggtat
acctgatgca aaaggtatta ttgcactage acctgttget cetgttgete ctgttgetee
tgttgggcct gttgggectg ttgetectgt aactectgtt geecctgttg cteetgttgg
acctgttgcet ceatctgecce ctgttgetece tgttgeteet gttggacctg ttgetecate
tgetectgtt geteetgttg gaccetgttge tectgttget cetgecacte ctgttgetee
tgttgetect gttggaccetg ttgetecate tgetectgtt gecectgttg ctectgttgg
acctgttgcet ccatctgete ctgtatttee tgttgetect gttggacctg ctactccate
tgctectgta tttectgttg ctectgttgg acctgttget ceatetgete ctgttggace
tgtegetect gttgeecctg ttgetectgt tattcctact cetgttggge ctgttgetee
tgttggacct gttgctecag gtgttectge tgeteetgtg getectgttg ggectactaa
tecatttget cetgttgecce ctgttgetee tgttggacct gttactectg ttgetecgte
tgcteetgtt getectgttg ctectgttge tectgttact cetactectg ttgggectgt
tgetectgtt ggacctgttg ctecaggtgt tectgttgee cotgttggac ctattaatce
tgttgeccect gttatcecta tteetgttge tectgttgga cotgttggge ctgttatice
tattcctgtt getectgttg ctectgttgg gectgtiact ccatctgete ctgttgecce
tgttgggcct gttgggcctg ttactcetgt tgetecatct geeectgttg ctectgttge
tectgttgga cetgttatte ctatteetgt tgetectatt gecectgttg gacctgttge
tccaggtgtt cctgtegete ctgttggacc tattaatcct gttgetectg ttactcctac
tectgttgct cotgttggge ctgttggacc tgttactcca aatcetgttg cecctgttge
tectgttgga cetgttatte catctgetee tgttgetece gttggacctg ttggacctgt
tactccatct getectgttg ctectgtege tectgttggg cetgttggac ctgttactee
aaaccctata geteetgteg ctectgttgg gectgttgee cetgttgete ctgttggace
tettaatcct gttgetectg tatteectgt atttectgtt ggaccagteg gaceggttgg
teetgttggg cetgttgecce ctacteetgg acctgttgga cecgttggac ctgttgggee
ggttctacct cttggaccca ttgggectgt tggacctaca catgatggtg gacagcaatg
atggcaatca cagctattat aatcatcacg accattgtta caatcatcat atttatcata
gcecattgttg taatcattat catcaaatgg tccaaaatat ttatttctac tcattattaa
aagcac

En una realizacién, una proteina homéloga de superficie de esporas de Clostridium comprende una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 19 (nimero de registro CAJ70128):
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msdisgpsly qdvgptgptg atgptgptgp rgatgatgan gitgptgntg atgangitgp
tgnmgatgpn gttgstgptg ntgatgangi tgptgntgat gangitgptg nkgatgangi
tgstgptgnt gatgangitg ptgntgatga tgptgltgat gatgangitg ptgntgatga
ngvtgatgpt gntgatgptg sigatgatgt tgatgpigat gatgadgevg ptgavgatgp
dglveptgpt gptgatgang lvgptgptga tganglvgpt gatgatgvag aigptgavga
tgptgadgav gptgatgatg angatgptga vgatgangva gpigptgptg engvagatga
tgatgangat gptgavgatg angvagaigp tgptgangat gatgatgatg angatgptga
tgatgvlaan naq ftvssss lvantlvtfn ssfingtnit fptsstinla vggiynvsfg
iratlslagf msittnfngv tqunfiakav ntltssdvsv sisflvdara aavtlsfifg

sgttgtsaag yvsvyriq
codificada por un acido nucleico homélogo de superficie de esporas de Clostridium, SEQ ID NO: 20:

ctattgtatt ctataaactg atacatatcc agctgcagaa gtacctgtcg tgectgaace
aaatgtaaaa cttaaagtaa cagctgctgce tctagceatca actaaaaagc ttaaacttac
acttacatct gatgaagtaa gtgtatttac tgettttgca ataaagttat tttgagttac
tccattaaag ttagtagtaa ttgacataaa tcctgcaagt gaaagtgtgg cacgtatace
gaaagataca ttgtatatcc ctccaactge aagatttata gtactacttg ttggaaaagt
tatattagtt ccatttataa atgatgaatt aaatgtcact aatgtattat tcactaaact
tgaagaggac actgtaaatt gtgeattgtt tgetgcetaac actectgttg ctectgtege
tccggttgga cetgttgete catttgetee tgttgetect gtegeccctg ttgeteetgt
cgctecattt geteeggttg ggeetgttgg tectateget cetgetacte catttgetee
cgttgetect actgetectg ttgggeetgt tgeteeattt geecectgttg ctectgtege
teetgttget cetgetacte cattttetee cgttggacct gitggaccta ttggacctge
tactccattc geteeegttg ctectactge tecegttgge cetgttgete catttgecee
tgttgctect gtegetectg ttggacctac tgetecatet geteeegttg ggectgttge
tectactget ceegttggac ctattgecee agetactect gttgetectg tegetectgt
tggacctacc aaaccatttg cteecggttge teeggttggg cetgitggge ctaccaaace
atttgcteeg gttgeteegg ttgggeetgt tgggectgtt ggacctacca aaccatetgg
acctgttget cetactgete ctgttggace taccteteea tetgetectg ttgeteetgt
tgctectatt gggectgttg ccccagttgt tectgttget ccagtegete ctatacttee
tgttggacct gttgetectg tatticctgt tgggectgta geacctgtta ctecatttge
tccggttgcet cotgtattte ctgttggtee tgttatteca tttgetcegg tigetectgt
tgetectgtt agtceggttg gacctgttge teetgtiget cetgtattee ctgttggace
tgttattcea tttgetccag tegeteetgt atttectgtt ggtectgtag aacctgttat
tccatttget ceggttgetce ctitgtttee tgttggteet gttattecat ttgeteeggt
tgeteetgta ttcectgteg gaccetgttat tecattcget cecagtegete ctgtatttee
tgttggtect gtagaacctg ttgttecatt tggtecagte getcccatat ttectgttgg
accegttatt ccattcgcete cagttgetee tgtatttect gttggtectg ttattccatt
tgeteceggte getecagttg cacctetagg cecegteggt cetgtiggac cagtageace
tgttggeccet gttggaccta catettgata taaacttgga cctgaaatat cactcat

C. Proteinas de esporas de Clostridium difficile

1. Proteinas de esporas de Clostridium supuestas

En una realizacién, puede aislarse una proteina de esporas supuesta de Clostridium (CD 2401) como un complejo
anticuerpo-proteina hibridado que comprende un peso molecular que incluye, pero no se limita a, 140, 150 6
160 kDa. Véanse las figuras 5y 6. En una realizacion, la proteina hipotética ((22 kDa) comprende una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 21 (nimeros de registro YP_001088913; Gl: 126700016):

1 MWIYQKTIQH PVNIKTCDPR MAKFLITQFG GPNGELAASL RYLSQRYTMP
51 TGNMRALLTD IGTEELAHVE LICTMVYQLT SDASPEELKA AGLGSNYAQN
101 GYGIYPTDSN GVPFDVRPIA VMSNPVTDLH EDMAAEQKAL ATYYQLINLT
151 DDVDVIDVLK FLGQREIIHY QRFGEALMDA YELEESQKMF

codificada por un acido nucleico de proteina de esporas supuesta de Clostridium, SEQ ID NO: 22:

1 atgtggatat atcagaaaac tatacaacac ccagttaata taaaaacttg tgaccctaga
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61 atggctaaat ttcttataac tcaatttggt gggecaaatg gggaacttge tgeatcttta
121 agatatttaa gccaaagata tacaatgcct actggtaata tgegtgeact tttaacagat
181 attggtacag aagaactagc tcacgttgag cttatatgta ctatggttta tcagttaact
241 tctgatgcaa geccagaaga gttaaaaget geaggtettg gttcaaacta tgctcaaaat
301 ggatatggaa tttatccaac agattcaaat ggtgttccat ttgatgtaag acctatagea
361 gttatgtcaa atcccgtaac cgatttacat gaggatatgg cagctgaaca aaaageactt
421 gcaacttatt atcaacttat aaacctaaca gatgacgttg atgttataga tgtattaaaa
481 ttcttgggtc aaagagaaat aattcactat caaagatttg gtgaagcttt aatggatget
541 tacgagttag aagaatctca aaaaatgttc taa

En una realizacion, puede aislarse una proteina de superficie de esporas supuesta de Clostridium (CD 589) como un
complejo anticuerpo-proteina hibridado que comprende un peso molecular que incluye, pero no se limita a, 140, 150
6 160 kDa. Véanse las figuras 5 y 6. En una realizaciéon, una proteina hipotética (O 22 kDa) comprende una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 (nimeros de registro YP 001087073; Gl: 126698176):

1 MWIYQKTLEH PVNIRQADPR MAKYIMTQLG GPNGELAAAT RYLQQRYTMP
51 TGKSRALLTD IGTEEMAHVE IISSVLYQLI GNCTPEELKA AGLGSNYANF

101 GHGLQPVDSN GVNFTTSYIN VFGDSVTDLH EDMAAEQKAL ATYYQLINLT
151 DDPDLKDILR FLGEREVVHY QRFGEALMDYV YEFTECKHQF

codificada por un acido nucleico de proteina de esporas supuesta de Clostridium, SEQ ID NO: 24:

1 atgtggattt atcaaaaaac actggaacat ccagttaaca taagacaagc agaccctaga
61 atggcaaaat atatcatgac tcagttggga ggacctaatg gtgagttgge agetgceaact
121 agatatcttc aacaaagata tactatgcca actggaaaat ctcgtgeact tttaactgat
181 ataggtacag aggaaatggc tcatgttgag ataatttctt cagtgttata tcaattaata
241 ggcaattgta ctccagaaga gettaaggct getggacttg gtagtaatta tgctaatttt
301 ggacatggtc ttcagccagt agattctaat ggagtaaact ttactacaag ttatattaat
361 gtctttggeg attcggtaac tgatttacat gaggatatgg ctgetgaaca aaaagcattg
421 gctacgtact atcaattaat aaatttaact gatgaccctg atttgaaaga tatattgaga

481 titttggotg agagggaagt agttcactat caaagatttg gtgaagcatt aatggatgtt
541 tatgagttta cagagtgcaa gcatcagttt taa

2. Piruvato-flavodoxina oxidorreductasas

En una realizacién, una proteina de esporas de Clostridium comprende una proteina piruvato-flavodoxina
oxidorreductasa (CD 2682) descrita por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25 (nimeros de registro
YP_001089193; GI: 126700296):

1 MAKFMKTLDG NTAAAHVAYA FTDVAAIYPI TPSSTMAEVYV DEWASQGRKN
51 IFGQTVNVVE MQSEAGASGT FHGSLQGGAL TSTFTASQGL LLMIPNMYKYV
101 AGELLPGVFH VSARALASQA LSIFGDHQDV MAARQTGCVL LASGSVQEVA
151 DIAPVAHLAA IEGRLPFIHF FDcJFRTSHEI QKVELLENED YASLLNFEAV

201 QAFRDNALSP NHPVARGTAQ NPDIYFQTRE ASNKYYQNIV GIVEKYMEKM
251 SNLTGRKHSL FDYYGAEDAK YVLIAMGSVT ETIEETIDYL NAKGEKYGLV
301 KVHLYRPFSM KHFLDAMPST VERICVLDRT KEPGSTGEPL YLDVRDVFEYG
351 KENAPMIIGG RYGLGSKDTT PSDIKTVFDN LVSEQPKNGF TVGIVDDVTN
401 TSLTPSEPIK IASKGTIRCK FWGLGSDGTV GANKQAIKII GDHTEKYAQA

451 YFDYDSKKSG GITMSHLRFG DTPIRATYLI DEADYIACHK QSYVYQYDLL
501 KGLKKGGTFV LNTIWDQAGL EEHLPAHMKQ YIAKNDIKFY TVNAVKLGQE
551 IGLGNRINMI MQSAFFKLAE IIPEEDAVKY LKDSIVKAYG KKGEKIVNMN

601 YAAVDAGINA LVKVEVPASW ENAVDADKGE VKEPEFIKNI LRPMTAQEGN
651 ZNLPVSTFNGI EDGTFPCGTA AYEKRGIAVD VPEWIIDNCI QCNQCSFICP

701 HACIRPVLVT EEELANAPEG FEAKKALGKG LEGLKYRIQV SPLDCTGCGN
751 CADICPAKEK ALVMKPIDTQ LDTELDNWAF AVNPDEVAPK VDVMPANTVK
801 GSQFRQPLME FSGACAGCGE TAYIKVVTQL YGDRMMIANA TGCSSIWGAS
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APSIPYTCNH EGKGPSWANS LFEDNAEYGF GMYTAVKQIR NKIVDAMTEL
VSMDICEDAK AVFTEWLDSR NDGEASKVAS AKVVELLEKP ACDCTDEKAK
ELVKAIKDRK DYLVKRSQWI LGGDGWAYDI GYGGLDHVLA SGEDVNVLVF
DTEVYSNTGG QASKATPAAAMAKFAASGKK SRKKDLGMMAMTYGNVYVAQ
VAMGADKNQF IKAVLEAEKH DGPSLIHAYAPCINHGLKEG MGRTVANEAQ
AVACGYWHLY RFNPEVKAEG KNPFTLDSKE PTASFKDFIL AQVRYSAIAK
QFPEEADGLF AKAFADAKER YEGYKKLAE

codificada por un acido nucleico de piruvato-flavodoxina oxidorreductasa de Clostridium, SEQ ID NO: 26:

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821

ttattcagct aattttttgt atccttcata tetttcttta geatcagcett cagcetttage
aaataatcca tcagcttett ctgggaattg tttagcetata gecagaatate ttacttgtge
aagtatgaaa tctttgaagce ttgcagttgg ttcttttgaa tctaaagtga atgggttett
accttcagct tttacttctg gattgaatct gtataaatge cagtatccge aagcaacage
ttgtgcttcg ttagetacag ttcttcccat accttetttt aatccatggt ttatacatgg
agcataagct attattaaag atggcccatce atgtttttca gettctaaaa cggetttgat
aaattggttt ttatcagcac ccatagcaac ttgagctaca tatacgtttc catatgtcat
agccatcatt cctaaatctt tetttctaga ttttttacct gaagcagcaa acttagecat
agcagcagct ggagtagctt tagaagcttg acctectgta tttgaatata cttetgtate
aaatacaagt acgtttacat cttcaccaga tgcaagaaca tggtctaatc caccgtaacc
gatatcatat gcccaacegt ctccacctag tatccattga gatctcttaa ctagataate
ttttctatct titatagett ttactaatte tttagcetttt tcatctgtac aatcacaage
tggtttttct aataattcaa caaccttage acttgetact ttagaagctt ctccatcatt
tctagaatct aaccactctg taaatactgce titagcatct tcacagatat ccatagaaac
taactctgtc atagcatcta ctattttatt tcttatttge ttaacagcetg tgtacatace
aaatccatat tcagcattat cctcgaataa agagtttgee caagatggac ctttaccttc
atggttacaa gtataaggaa ttgatggtgc agaagctccc catatagaag aacatccagt
agcattagct atcatcattc tatctccata taattgtgta actactttaa tgtacgcagt
ttctccacat ccageacatg ctcctgaaaa ctecattaat ggttgtctaa attgacttee
tttaacagta tttgcaggca taacatcaac ttttggagcet acttcatcag gatttactge
aaatgcccaa ttatctaact ctgtatcaag ttgagtatct attggcttca taactaaage
tttttctita getggacata tgtcageaca gtttccacat cetgtacagt caagtggact
aacttgaatt ctatatttta atcctictaa tectttaccet aatgcttttt tagcttcaaa
tecttctgga geattagceta attcttcttc agtaactaat actggtctta tacatgcatg
aggacatata aaagaacatt ggttacattg aatacagtta tctattatcc attcaggaac
atcaacagct ataccacgtt tttcataage tgcagtacca caagggaatg ttccatcttc
tataccattg aatgtactta ctggtaagtt gtttccttct tgtgecagtca ttggtcttag
tatatttttt ataaattctg gttetttaac ttctecttta tetgeatcaa cagcatttte
ccaagaagct ggaacttcaa ctttaactaa agcatttatt cctgcatcaa cagcagcata
gttcatatta actatttttt cacctttitt accataagct ttaactatag aatcttttaa
gtatttaaca geatcttctt ctggtattat ttcagctaat ttaaagaatg cagattgeat
ttatcatgttt attctgtttc caagacctat ttcttgtcct agtttaacag cgttaactgt
atagaatttt atatcatttt tagctatata ttgtttcata tgagctggta aatgttcttc
aagtcctget tggteccata tagtgttaag tacaaatgta ccaccttttt taagaccttt
taataaatca tattgataaa catatgattg tttatgacag gcaatataat cagcttcatc
tattaaataa gtagctctta ttggagtatc accaaatctt aagtgagaca tagttatacc
accagatttt ttagagtcat aatcaaagta agcttgagca tatttttcag tatggtcacc
gattattttg atagcttgtt tattagctcc aacagtaccg tcagaaccta atccccagaa
cttacatctt atagttcctt tagaagcetat ttttattggce tcagatggag ttaaagaagt
attagttaca tcatcaacta tacctactgt aaatccattt ttaggttgtt ctgaaactaa
gttatcaaaa acagttttta tatctgaagg agtagtatct tttgaaccta atccgtatct
tccacctatt atcataggag cattttcttt tccatagaat acatcacgta catctaagta
taatggttca ccagttgaac ctggctettt agttctatca agtacacata ttctttcaac
agtagatggc atagcatcta agaaatgttt cattgagaat ggtctatata aatgaacttt
aactaaacca tatttttctc ccttagcatt taagtaatct atagtttctt ctattgttic
tgttactgaa cccatagcta ttaatacata tttagcatct tctgetccat agtaatcaaa
taaactatgt tttctacctg ttaaattact cattttttcc atgtattttt caactatace
tactatattt tgatagtatt tattagaagc ttctctagtt tggaaatata tatctgggtt
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2881  ttgagcagta ccacgagcaa ctggatgatt tggagataaa geattatcte taaatgcettg
2941  aactgcttca aagtttaata aacttgcata atcttcattt tctagtaatt caactttttg

3001  gatttcatgt gaagttctga atccatcaaa gaaatgtata aatggtaatc taccttctat
3061  tgcagctaaa tgtgcaacag gtgctatatc agcetacttct tgaactgaac cagaagctaa
3121  taatacacat ccagtttgtc tagcagccat aacgtcttgg tgatccccaa atattgataa
3181  cgcttgagat gctaaagcac gageacttac atggaatact cctggtaata actcteetge
3241  aactttatac atgttaggta tcattaataa taaaccttga gatgctgtaa aagtagaagt
3301  taaagctcct ccttgtaaag aaccgtggaa tgttcctgat geacctgett ctgactgeat
3361  ttcaacaaca ttaactgttt gtccaaatat attttttctt ccttgtgatg cccacteate
3421  aactacttca gccatagttg aagatggtgt gattggatat atagetgcta catctgtaaa
3481  cgcataggca acatgagetg cagetgtatt tccatcaagt gttttcataa acttagecat

3. Deshidratadas/isomerasas del metabolismo de y-aminobutirato

En una realizacién, una proteina de esporas de Clostridium comprende una proteina deshidratasa/isomerasa del
metabolismo de y-aminobutirato (CD 2341) descrita por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 27 (numeros
de registro YP_001088856; Gl: 126699959):

1 MALMTGAQYI ESLRKLNTKV YMFGEEVKNW VDHPMIRPSI NCVAATYDLA
51 HDPEYADLMT VTSNITGEKI NRFGHLHQSV DDLIKKVKMQ RLCGQKTASC
101 FQRCVGMDAF NAVYSTTFEC DKAHGTNYHD NFVKYLTYIQ ENDLVVDGAM
151 TDPKGDRSLS PSAQPDPDMF LHIVERREDG ITVRGAKAHQ TGSINSHEHL

201 IMPTISMTEA DKDYAVSFAV PSDAEGVFMI YGRQSCDTRK LEEGADVDLG
251 NKEFGGQEAL VVFDNVFVPN DRIFLCGEWD FSGMLVERFA GYHRQSYGGC
301 KVGVGDVIG AAALAADYNG ANKASHIKDK LIEMTHLNES LYCCGIACSS
351 EGHKTEAGNY QIDLLLANVC KQNVTRFPYE IVRLAEDIAG GLMVTMPSEK
401 DFKSDLKVGT SGMTIGEVCN KYFKASSVAS TEERMRILRF LENICLGSSA

451 VGYRTESMHG AGSPQAQRIM ISRQGNINQK KELAKKIAGI KKEEALNL

codificada por un acido nucleico de deshidratasa/isomerasa del metabolismo de gamma aminobutirato de
Clostridium, SEQ ID NO: 28:

1 ttataaattt aaagcttcct ctttttttat tcccgceaatt ttcttagceta attctttctt
61 ttgatttatg tttccttgte ttgaaatcat tattctttga gettgtggtg aacctgeccee
121 atgcattgac tcagtictat aaccaacagc agatgaacca aggcatatat tttctaagaa

181 tcttaatatt ctcattcttt cttctgttga agccactgaa gaagctttaa aatacttgtt
241 acatacttcg ccaatagtca ttccacttgt tccaacttta aggtctgatt taaagtcttt
301 ttctgaagge atagtaacca taagecctce agcetatatct tetgeaagtc ttactatttc
361 ataaggaaat ctagttacat tttgtttaca cacatttgca agaagtaaat ctatttgata
421 gtttccagcet tetgttttgt gaccttctga tgaacatgcet ataccacage aatataagcet
481 ttcattaagg tgagtcattt ctattagttt atcttttata tgtgaagctt tgtttgctee

541 attataatca gctgctaaag ctgetgcetee tattattaca tcacctacte ctactttaca
601 tccaccataa ctttgtctat ggtatectge aaatctctet actaacatac cagagaaatc
661 ccattctcea cataagaaaa ttctatcatt tggaacaaat acattatcaa atactactaa
721 agcttcttga cctccaaact ccttatttce taaatcaaca tetgeacctt cttctaattt
781 tctagtgtca caagattgtc ttccataaat cataaacact ccttcageat ctgaaggaac

841 tgcaaatgat acagcgtagt ctttatctge ttcagtcata cttatagtag geattataag
901 gtgctcatgt gaatttattg aaccagtttg atgtgecttt getcctctta caattatcee
961 atcttctctt ctttctacta tatgaaggaa catatctggg tcaggttgag cactaggtga
1021  tagacttcta tcteccttag ggtcagteat agetccatca actactaaat cgttttettg
1081  tatataagtt aagtatttta caaaattatc atgataatta gttccatggg ctttatcaca
1141  ctcaaatgtt gttgaataca ctgcattaaa cgcatccata ccaacacatc titggaaaca
1201  agaagctgtt ttttgaccac atagtctttg catttttact ttttttatca aatcatcaac
1261 actttgatga agatgaccaa atctatttat tttttcacct gtgatatttg aagtaactgt
1321  cattaaatct gcatattctg ggtcatgage taagtcataa gttgetgceta cacaatttat
1381  agatggtcta atcataggat ggtcaaccca attcttaacc tettcaccaa acatataaac
1441  cttagtattt aattttctca aactttcaat atattgagct cctgteatta atgecat

4. Butiril-CoA deshidrogenasas

En una realizacién, una proteina de esporas de Clostridium comprende una proteina butiril-CoA deshidrogenasa (CD
1054) descrita por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 29 (nimeros de registro YP_01087535; GI:
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MDLNSKKYQM LKELYVSFAE NEVKPLATEL DEEERFPYET VEKMAKAGMM
GIPYPKEYGG EGGDTVGYIM AVEELSRVCG TTGVILSAHT SLGSWPIYQY
GNEEQKQKFL RPLASGEKLG AFGLTEPNAG TDASGQQTTA VLDGDEYILN
GSKIFITNAI AGDIYVVMAM TDKSKGNKGI SAFIVEKGTP GFSFGVKEKK
MGIRGSATSE LIFEDCRIPK ENLLGKEGQG FKIAMSTLDG GRIGIAAQAL
GLAQGALDET VKYVKERVQF GRPLSKFQNT QFQLADMEVK VQAARHLVYQ
AAINKDLGKP YGVEAAMAKL FAAETAMEVT TKAVQLHGGY GYTRDYPVER
MMRDAKITEI YEGTSEVQRM VISGKLLK

codificada por un acido nucleico de butiril-CoA deshidrogenasa de Clostridium, SEQ ID NO: 30:

1 atggatttaa attctaaaaa atatcagatg cttaaagagc tatatgtaag cttcgetgaa

61 aatgaagtta aacctttagc aacagaactt gatgaagaag aaagatttcc ttatgaaaca
121 gtggaaaaaa tggcaaaage aggaatgatg ggtataccat atccaaaaga atatggtgea
181 gaaggtggag acactgtagg atatataatg gcagttgaag aattgtctag agtttgtggt
241 actacaggag ttatattatc agctcataca tctcttgget catggectat atatcaatat

301 ggtaatgaag aacaaaaaca aaaattctta agaccactag caagtggaga aaaattagga
361 geatttggtc ttactgagcc taatgetggt acagatgegt ctggecaaca aacaactgcet
421 gttttagacg gggatgaata catacttaat ggctcaaaaa tatttataac aaacgcaata
481 getggtgaca tatatgtagt aatggcaatg actgataaat ctaaggggaa caaaggaata
541 tcagcattta tagttgaaaa aggaactcct gggtttagct ttggagttaa agaaaagaaa
601 atgggtataa gaggttcagc tacgagtgaa ttaatatttg aggattgcag aatacctaaa
661 gaaaatttac ttggaaaaga aggtcaagga titaagatag caatgtctac tcttgatggt
721 ggtagaattg gtatagetge acaagcttta ggtttagcac aaggtgctct tgatgaaact
781 gttaaatatg taaaagaaag agtacaattt ggtagaccat tatcaaaatt ccaaaataca
841 caattccaat tagctgatat ggaagttaag gtacaagegg ctagacacct tgtatatcaa
901 gcagctataa ataaagactt aggaaaacct tatggagtag aagcagcaat ggcaaaatta
961 tttgcagcetg aaacagcetat ggaagttact acaaaagcetg tacaacttca tggaggatat
1021  ggatacactc gtgactatcc agtagaaaga atgatgagag atgctaagat aactgaaata
1081  tatgaaggaa ctagtgaagt tcaaagaatg gttatttcag gaaaactatt aaaatag

5. Amino&cido aminotransferasas

En una realizacion, una proteina de esporas de Clostridium comprende una proteina aminoacido aminotransferasa
(CD 3664) descrita por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31 (niUmeros de registro YP 001090189; GlI:

126701292):

1
51
101
151
201
251
301
351

MAVKYAKRMQ GLQGSEIREL LKLTQQPQII SFAGGMPAPE LFPVEEMKKYV
SVAVLEENGR SAMQYTTTEG YEPLREKIAA RMNDKNKTNV NKDDILVTSG
SQQGLDFAGK VFIDEGDVIL CESPSYIGAI NAFKSYQPKF IDVPTDSDGM
IMEELEKILE TTDRIKMIYV IPDFQNPTGR TWPLERRKKF MEIVNKFEIP
VIEDNPYGDL RFEGETLPSL KSMDTKGLVI FLGTFSKIFC PGYRLGWTCA
SPEILSKFNF AKQGADLQAS TISQMEVSKF MDMYDLDAHV DKIKAVYVKR
RDVMLKTMEE EFPEGLVFTH PEGGLFTWVE LPSNLNAKEL MPKCLDKNVA
YVAGGGFFPN GGRENTFRLN YSNMPEEKII EGIKNIAAVL KEAMGVEA

codificada por un acido nucleico de aminoacido aminotransferasa de Clostridium, SEQ ID NO: 32:

1 ttaagettct acacccatag cttcttttaa tacagetgct atatttttta taccttctat
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61 tattttttct tctggeatat ttgaatagtt aagtctgaaa gtattttcte taccaccatt

121 agggaagaat cctectccag caacataage aacattctta tctaaacatt ttggceattaa
181 ttctttagcea titaaattac ttggaagctc tacccatgta aataatccac cttetggatg
241 agtaaatact aatccttctg ggaactcttc ttccatagte ttaagcatta catctctacg
301 tttaacataa actgctttta ttttgtcaac atgtgcatct aggtcataca tatccataaa
361 tttgcttact tccatttgag atatagttga tgcttgtaag tetgeacctt gttttgcaaa
421 gttaaactta gataaaattt ctggagaage acaagtccat cctaatetgt atcctgggea
481 gaatatttta gagaaagttc ctaagaatat tactaatcct tttgtatcca ttgattttaa
541 agatggtaaa gtctctcctt caaatcttaa atctccatat ggattatett ctattactgg
601 tatttcaaat ttatttacta tttccatgaa ttttttacgt ctttcaagtg gccaagttct

661 tectgttgga tttggaagt caggtattac gtaaatcatt tttattctat cagttgttte

721 tagtatcttt tctaattctt ccattatcat tccatcagaa tetgttggaa catctatgaa

781 tttaggttga taagatttaa atgegtttat agctcctatg taagatggac tttcacataa
841 aattacatca ccctcatcaa tgaatacttt tcctgcaaaa totagacctt gttgagaace
901 acttgtaact aatatatcat ctttgtttac attagttttg tttttatcat tcattctage

961 tgctattttt tctcttaatg gttcatatce ttetgttgta gtatattgea tagetgatct

1021  tccattttet tcaageactg caactgatac ttttttcatt tcctcaactg gaaataacte
1081 - tggagccggc attccaccag caaaagatat tatttgtggt tgttgagtaa gttttaaaag
1141 ctcacgtatt tctgatcctt gtaatccttg cattettttt geatatttaa ctgecat

6. Succinico-semialdehido deshidrogenasas

5 En una realizacion, una proteina de esporas de Clostridium comprende una proteina succinico-semialdehido
dehidrogenasa (CD 2342) descrita por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 33 (numeros de registro
YP_001088857; Gl: 126699960):

1 MEKAVENFED LSKEYINGYI ERARKAQREF ECYTQEQVDK IVKIVGKVVY
51 YNAEYLAKLA VEETGMGVYE DKVAKNKSKA KVIYNNLKDK KSVGHDIDR
101 ETGITKVAKP VGVVAAITPC TNPIVTPMSN AMFALKGRNA IIITPHHKAI

151 GCSTKTVEMI NEELEKIGAP ENLIQILDQQ SRENTRNLIS SADVVIATGG

201 MGMVKAAYSS GKPALGVGAG NVQCIIDRDV DIKEAVPKII AGRIFDNGII
251 CSGEQSVIVA EEMFDKIMDE FKNNKGFIVR DKVQKEAFRN AMFVNKSMNK
301 DAVGQSVHTI AKIAGVEIPE DTKIIVIEAD GPGEEDIIAK EKMCPVISAY

351 KYKSFEEGVA IAKANLNVEG KGHSVSIHSN TVKNIEYAGE NIEVSRFVIN
401 QCCATSAGGS FFNGLAPTNT LGCGSWGNNS ISENLDYKHL INISRIAYYM
451 PENEVPTDEE LWG

10
codificada por un acido nucleico de succinico-semialdehido dehidrogenasa de Clostridium, SEQ ID NO: 34:
1 ttatccccaa agttcttcat ctgtagggac ttcattttct ggcatataat aagcaattct
61 agaaatatta attagatgct tataatcaag attttcagag atgctgttat ttccccaaga
121 accacaacct agagtattag taggtgcaag accattaaag aaacttccte cageactagt
181 agcacaacat tgattaataa caaatcttga tacttctata ttttctcctg catattctat

241 atttttaact gtatttgaat gtatagatac actatgtcct tttccttcta catttaaatt

301 tgettttgea atagetacac cttcttcaaa acttttatac ttgtatgeag atataactgg
31 acacattttt tcttttgcaa taatatccte ttctcetggt ccatcagctt ctattactat
421 tatttttgta tcttetggta tctcaacacc tgeaattttt geaattgtat gaactgattg
481 acctactgca tcittattca tagatttatt tacaaacata gcatttctga aagcttettt
541 ttgtacttta tctctaacta taaaaccttt gttattttta aattcatcea ttattttatc

601 aaacatttct tetgetacta ttactgactg ttcacctgaa caaatgatac cattatcaaa
661 aattcttcct getatgattt taggtactge ttctttaatg tctacatcte tatctatgat
721 acattgaaca tttcctgecce ctacaccaag tgetggtttt ccacttgagt acgeagettt
781 taccattcce attectccag tggeaattac tacatctget gatgaaatta aatttettgt
841 attttctett gattgttggt caagtatttg tattaaattt tctggagcete ctatttttte

901 taattcttca ttaatcatct ctacagtttt tgtactacat ccaattgctt tatgatgagg
961 tgtgataata attgcatttc ttcccttaag tgcaaacatt geattgetca taggtgtaac
1021  gattggattt gtacaaggag ttattgccgc tactactcca actggtttag ctacctttgt
1081  tattccagtt tctetatcta tatcaattat accaactgat tttttatctt ttaaattgtt

1141  atatataact tttgctttgc ttttattttt agctacctta tcttcatata cteecattee
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1201  agtctcttet acageaagtt tagctaaata ttcagcatta taatacacta cttttccaac
1261  tattfttact attttatcta cttgttcttg agtataacat tcaaactctc tttgagettt
1321  tettgetcte tcaatataac cattaatgta ttecttactt aaatcttcaa agttttccac
1381  tgetttttcc at

7. Rubreritrinas

En una realizacion, una proteina de esporas de Clostridium comprende una proteina rubreritrina (CD 1524) descrita
por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35 (numeros de registro YP_001088025; Gl: 126699128):

1 MKKFVCTVCG YIHEGDAAPA QCPVCKVGAD KFEEMKGEMV WADEHRIGVA
51 QGVDAEIIEG LRANFTGECT EVGMYLAMSR QADREGYPEV AEAYKRIAFE

101 EAEHAAKFAELLGEVVVADTKENLRVRVDAEYGATDGKLKLAKRAKELGL

151 DAHDTVHEM CKDEARHGKA FLGLLNRHFG K

codificada por un acido nucleico de rubreritrina de Clostridium, SEQ ID NO: 36:

1 atgaaaaaat ttgtttgtac agtatgtgga tatatacatg aaggagatgc tgcaccagea
61 caatgtccag tatgtaaagt tggagctgat aaatttgaag aaatgaaagg cgaaatggtt
121 tgggctgatg aacatagaat aggagtaget caaggtgtag atgcagaaat aatcgaagga
181 ttaagagcta actttactgg tgagtgtaca gaagtaggaa tgtatttagc aatgagtaga
241 caagctgata gagaaggtta tccagaagta getgaagegt ataagagaat agettttgaa
301 gaggctgaac atgctgctaa atttgcagaa cttcttggag aagttgtagt tgcagataca
361 aaagaaaact taagagttag agttgatgct gagtatggtg caactgatgg aaaattaaaa
421 ttagctaaga gagctaaaga attaggatta gatgctatac atgatacagt acatgaaatg
481 tgtaaagacg aagctagaca tggtaaagea ttcttaggat tattaaacag acattttgga
541 aaataa

8. Subunidades alfa de flavoproteina

En una realizaciéon, una proteina de esporas de Clostridium comprende una proteina de subunidad alfa de
flavoproteina (CD 1056) descrita por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 37 (numeros de registro
YP_001087535; GI: 126698640):

1 MGNVLVVIEQ RENVIQTVSL ELLGKATEIA KDYDTKVSAL LLGSKVEGLI
51 DTLAHYGADE VIVVDDEALA VYTTEPYTKA AYEAIKAADP IVVLFGATSI
101 GRDLAPRVSARIHTGLTADCTGLAVAEDTKLLLMTRPAFGGNIMATIVCK

151 DFRPQMSTVR PGVMKKNEPD ETKEAVINRF KVEFNDADKL VQVVQVIKEA
201 KKQVKIEDAK ILVSAGRGMG GKENLDILYE LAEIIGGEVS GSRATIDAGW
251 LDKARQVGQT GKTVRPDLYI ACGISGAIQH IAGMEDAEFI VAINKNPEAP
301 IFKYADVGIV GDVHKVLPEL ISQLSVAKEK GEVLAN

codificada por un acido nucleico de subunidad alfa de flavoproteina de Clostridium, SEQ ID NO: 38:

1 atgggtaacg ttitagtagt aatagaacaa agagaaaatg taattcaaac tgtttcttta
61 gaattactag gaaaggctac agaaatagca aaagattatg atacaaaagt ttctgeatta
121 ctittaggta gtaaggtaga aggtttaata gatacattag cacactatgg tgcagatgag
181 gtaatagtag tagatgatga agctttagca gtgtatacaa ctgaaccata tacaaaagca
241 gcttatgaag caataaaagc agctgaccct atagttgtat tatttggtgc aacttcaata
301 ggtagagatt tagctcctag agtttctget agaatacata caggtcettac tgetgactgt
361 acaggtcttg cagtagctga agatacaaaa ttattattaa tgacaagacc tgcatttggt
421 ggaaatataa tggcaacaat agtttgtaaa gatttcagac ctcaaatgtc tacagttaga
481 ccaggggtta tgaagaaaaa tgaacctgat gaaactaaag aagctgtaat taaccgtttc
541 aaggtagaat ttaatgatgc tgataaatta gttcaagttg tacaagtaat aaaagaagct
601 aaaaaacaag ttaaaataga agatgctaag atattagttt ctgetggacg tggaatgggt
661 ggaaaagaaa acttagacat actttatgaa ttagctgaaa ttataggtgg agaagtttct
721 ggttetegtg ccactataga tgeaggttgg ttagataaag caagacaagt tggtcaaact
781 ggtaaaactg taagaccaga cctttatata gcatgtggta tatctggage aatacaacat
841 atagctggta tggaagatgc tgagtttata gttgctataa ataaaaatcc agaagetcca
901 atatttaaat atgctgatgt tggtatagtt ggagatgttc ataaagtgct tccagaactt
961 atcagtcagt taagtgttgc aaaagaaaaa ggtgaagttt tagctaacta a
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9. 2-Cetoisovalerato ferrodoxina reductasas

En una realizacién, una proteina de esporas de Clostridium comprende una proteina 2-cetoisovalerato ferrodoxina
reductasa (CD 116) descrita por la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 39 (numeros de registro
YP_001086585; Gl: 126697688):

1 MAKILMKGNE AFGKAAIEAG CKYFFGYPIT PQSELPEYLS RELPKIGGAF

51 VQAESEVSAI NMVYGGAGAG ARVMTSSSSP GVALKQEGIT YAVGAEVPCV
101 VLNVMRGGPG LGSIQPSQAD YFMSTRGGGN GDYRTPVFAP ATVQEAVDMI
151 MEAFDVADYY RSPVMVVADG MIGQMMEPVE FRAPEKKREL PPKDWATVGT
201 KGKRKPNVIN SLYLEPEVLE DHCWHLQEKF DAMEKNEVQY EMYKTEDAEF
251 VFAAYGTTSR VVKSAIDILR EEGIKAGLIR PKVLWPFPFE AFNQIPNARN

301 ILTVEMSMGQ MVEDVKMAVE GKLPVYFHGR PGGMTPTPAE IVEKAKKIIA
351 GELVAGGAR

codificada por un acido nucleico de subunidad alfa de flavoproteina de Clostridium, SEQ ID NO: 40:

1 atggctaaga tacttatgaa aggtaacgaa gcatttggaa aagcagctat agaagetggt
61 tgcaaatatt tcticggtta cccaataact ccacaaagtg aattaccaga atatttatca
121 agagagttac ctaaaatagg tggagcegttc gttcaagetg aatcagaagt tictgegata
181 aacatggttt atggtggagc aggtgcagga gcaagagtta tgacttcttc atcttcacca
241 ggagttgctt taaagcaaga aggtataaca tatgcagtag gagcagaagt tecttgtgtt
301 gtacttaatg taatgagagg tggtccagga cttggaagta tacaaccttc acaagctgac
361 tactttatgt ctacaagagg tggaggaaat ggagactaca gaactccagt attcgeacca
421 getacagttc aagaagcetgt tgatatgata atggaagcett ttgacgttge agattattac
481 agatcaccag ttatggtagt tgcagatggt atgataggtc aaatgatgga gceagtigaa
541 tttagagctc ctgagaagaa aagagaattg cctcctaaag attgggcaac tgttggaact
601 aaaggaaaaa gaaaacctaa tgtaataaac tctctatact tagagccaga agtactagaa
661 gaccattgtt ggcatttaca agaaaaattt gatgcaatgg aaaagaatga agtacaatac
721 gaaatgtaca aaacagaaga tgctgaattt gtatttgecag cttatggaac tacttcaaga
781 gtagtaaaaa gcgcaattga tatattaaga gaagaaggaa taaaagcagg tcttataaga

841 cctaaagtat tatggccatt cccattcgaa geattcaace aaattcctaa tgetagaaac
901 atattgactg ttgaaatgag tatgggacaa atggtggaag atgttaaaat ggcagtagaa
961 ggtaaattac cagtttactt ccatggaaga ccaggaggaa tgactccaac accagcagaa

1021  atagttgaaa aagctaaaaa aattattgcc ggagaattgg ttgcaggagg tgctagataa

1. Inhibicién mediante anticuerpos de la unién de esporas microbianas

También se describen métodos de inhibicién de la unién de esporas microbianas y/o union a superficies animadas
y/o inanimadas usando anticuerpos. En una realizacién, los anticuerpos inhiben la unién de esporas de Clostridium.
Estos anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos monoclonales y policlonales. Ademas, pueden
producirse anticuerpos quiméricos, por ejemplo, mediante corte y empalme de genes de anticuerpos de ratén con
genes de anticuerpos humanos. También se contemplan anticuerpos de cadena sencilla asi como fragmentos de
anticuerpo generados mediante digestion con pepsina de la molécula de anticuerpo o mediante reduccion de los
puentes disulfuro de los fragmentos Fab.

A. Métodos de generacion de anticuerpos

Pueden proporcionarse anticuerpos aislados o fragmentos de los mismos (es decir, por ejemplo, policlonales,
monoclonales y/o Fab). En una realizacion, se proporcionan anticuerpos monoclonales que inhiben especificamente
la unién de proteinas de superficie de esporas microbianas a diversas superficies (es decir, por ejemplo, superficies
animadas y/o superficies inanimadas). Un anticuerpo contra una proteina descrita puede ser cualquier anticuerpo
monoclonal o policlonal, siempre que reconozca la proteina. Pueden producirse anticuerpos usando una proteina
como antigeno segun un procedimiento de preparacion de anticuerpos o antisuero convencional. Puede usarse
cualquier método adecuado para generar los anticuerpos usados en los métodos y composiciones descritos
incluyendo pero sin limitarse a los dados a conocer en el presente documento. Por ejemplo, para la preparacion de
un anticuerpo monoclonal, se administra una proteina, como tal, o junto con un portador o diluyente apropiado a un
animal (por ejemplo, un mamifero) en condiciones que permiten la produccion de anticuerpos (es decir, por ejemplo,
inmunizacién). Normalmente, la proteina se administra una vez cada de 2 semanas a 6 semanas, en total, de
aproximadamente 2 veces a aproximadamente 10 veces. Los animales adecuados para su uso en tales métodos
incluyen, pero no se limitan a, primates, conejos, perros, cobayas, ratones, ratas, ovejas, cabras, etc. y pueden
inmunizarse mediante inyeccién con una proteina de longitud completa o cualquier porcion, fragmento u oligopéptido
gue conserve propiedades inmunogénicas. Dependiendo de la especie huésped, pueden usarse diversos
adyuvantes para aumentar la respuesta inmunoldgica. Para potenciar la capacidad de produccién de anticuerpos,
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puede administrarse adyuvante completo o incompleto de Freund. Tales adyuvantes incluyen, pero no se limitan a,
adyuvante de Freund, geles minerales tales como hidroxido de aluminio y sustancias tensioactivas tales como
lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones oleosas, hemocianina de lapa californiana y
dinitrofenol. BCG (bacilo Calmette-Guerin) y Corynebacterium parvum son adyuvantes potencialmente Utiles.

Pueden prepararse anticuerpos monoclonales usando cualquier técnica que proporcione la produccién de moléculas
de anticuerpo por lineas celulares continuas en cultivo. Estas incluyen, pero no se limitan a técnicas de hibridoma.
Koehler et al. Nature 256:495-497(1975); Kosbor et al., Immunol Today 4:72 (1983); Cote et al., Proc NatZAcad Sci
80:2026.-2030 (1983); Cole et al., En: Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R Liss Inc, Nueva York,
N.Y., pags. 77-96 (1985).

Para preparar células que producen anticuerpos monoclonales, se selecciona un animal individual (por ejemplo, un
raton) cuyo titulo de anticuerpos se ha confirmado, y de 2 dias a 5 dias tras la inmunizacién final, se recoge su bazo
o ganglio linfatico y se fusionan células que producen anticuerpos contenidas en el mismo con células de mieloma
para preparar el hibridoma productor de anticuerpos monoclonales deseado. La medicién del titulo de anticuerpos en
antisuero puede llevarse a cabo, por ejemplo, haciendo reaccionar la proteina marcada, tal como se describe a
continuacién en el presente documento y antisuero y luego midiendo la actividad del agente de marcaje unido al
anticuerpo. La fusién celular puede llevarse a cabo segin métodos conocidos, por ejemplo, el método descrito por
Koehler y Milstein (Nature 256:495 [1975]). Como promotor de la fusién, por ejemplo, se usa polietilenglicol (PEG) o
virus de Sendai (VHJ), preferiblemente PEG.

Los ejemplos de células de mieloma incluyen NS-1, P3U1, SP2/0, AP-1 y similares. La proporciéon del numero de
células productoras de anticuerpos (es decir, por ejemplo, células de bazo) y el nimero de células de mieloma que
van a usarse es preferiblemente de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 20:1. Se afade preferiblemente PEG
(preferiblemente PEG 1000-PEG 6000) en una concentracion de aproximadamente el 10% a aproximadamente el
80%. Puede llevarse a cabo fusion celular eficazmente incubando una mezcla de ambas células a de
aproximadamente 20°C a aproximadamente 40°C, preferiblemente de aproximadamente 30°C a aproximadamente
37°C durante de aproximadamente 1 minuto a 10 minutos.

Pueden usarse diversos métodos para examinar un hibridoma que produce el anticuerpo (por ejemplo, frente a un
antigeno tumoral o autoanticuerpo). Por ejemplo, cuando se afiade un sobrenadante del hibridoma a una fase sélida
(por ejemplo, microplaca) a la que se adsorbe el anticuerpo directamente o junto con un portador y luego se afiade
un anticuerpo anti-inmunoglobulina (si se usan células de raton en la fusién celular, se usa anticuerpo anti-
inmunoglobulina de ratén) o proteina A marcada con una sustancia radiactiva o una enzima para detectar el
anticuerpo monoclonal contra la proteina unida a la fase soélida. Alternativamente, se afiade un sobrenadante del
hibridoma a una fase solida a la que se adsorbe un anticuerpo anti-inmunoglobulina o proteina A y luego se afade la
proteina marcada con una sustancia radiactiva o una enzima para detectar el anticuerpo monoclonal contra la
proteina unida a la fase solida.

La seleccion del anticuerpo monoclonal puede llevarse a cabo segun cualquier método conocido o su modificacién.
Normalmente, se emplea un medio para células animales al que se aflade HAT (hipoxantina, aminopterina, timidina).
Puede emplearse cualquier medio de seleccién y crecimiento siempre que el hibridoma pueda crecer. Por ejemplo,
pueden usarse medio RPMI 1640 que contiene del 1% al 20%, preferiblemente del 10% al 20% de suero fetal
bovino, medio GIT que contiene del 1% al 10% de suero fetal bovino, un medio libre de suero para el cultivo de un
hibridoma (SFM-I01, Nissui Seiyaku) y similares. Normalmente, el cultivo se lleva a cabo a de 20°C a 40°C,
preferiblemente a 37°C durante de aproximadamente 5 dias a 3 semanas, preferiblemente de 1 semana a 2
semanas en aproximadamente el 5% de gas CO.. El titulo de anticuerpos del sobrenadante de un cultivo de
hibridoma puede medirse segin la manera descrita anteriormente con respecto al titulo de anticuerpos de la anti-
proteina en el suero.

La separacion y purificacion de un anticuerpo monoclonal puede llevarse a cabo segun la misma manera que las de
anticuerpos policlonales convencionales tales como separacion y purificacion de inmunoglobulinas, por ejemplo,
precipitacion con sales, precipitacion alcohdlica, precipitacién de punto isoeléctrico, electroforesis, adsorcion y
desorcién con intercambiadores i6nicos (por ejemplo, DEAE), ultracentrifugacion, filtracion en gel o un método de
purificacién especifico en el que sélo se recoge un anticuerpo con un adsorbente activo tal como una fase sdlida de
unién a antigeno, proteina A o proteina G y disociando la unién para obtener el anticuerpo.

Pueden prepararse anticuerpos policlonales mediante cualquier método conocido o modificaciones de estos
métodos incluyendo la obtencién de anticuerpos a partir de pacientes. Por ejemplo, se prepara un complejo de un
inmundgeno (un antigeno contra la proteina) y una proteina portadora y se inmuniza un animal mediante el complejo
segun la misma manera que la descrita con respecto a la preparacién de anticuerpos monoclonales anterior. Se
recupera un material que contiene el anticuerpo a partir del animal inmunizado y se separa el anticuerpo y se
purifica.

Como complejo del inmundégeno y la proteina portadora que va a usarse para la inmunizaciéon de un animal, puede
emplearse cualquier proteina portadora y cualquier proporcién de mezclado del portador y un hapteno siempre que
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se produzca eficazmente un anticuerpo contra el hapteno, que esté reticulado sobre el portador y se use para
inmunizacién. Por ejemplo, pueden acoplarse albumina sérica bovina, cicloglobulina bovina, hemocianina de lapa
californiana, etc. a un hapteno en una razén en peso de aproximadamente 0,1 partes a aproximadamente 20 partes,
preferiblemente, de aproximadamente 1 parte a aproximadamente 5 partes por 1 parte del hapteno.

Ademas, pueden usarse diversos agentes de condensacion para acoplar un hapteno y un portador. Por ejemplo,
glutaraldehido, carbodiimida, éster activado por maleimida, reactivos de éster activados que contienen grupo tiol o
grupo ditiopiridilo, y similares encuentran uso con los métodos descritos. El producto de condensacion como tal o
junto con un portador o diluyente adecuado se administra a un sitio de un animal que permite la produccion del
anticuerpo. Para potenciar la capacidad de produccion de anticuerpos, puede administrarse adyuvante completo o
incompleto de Freund. Normalmente, la proteina se administra una vez cada de 2 semanas a 6 semanas, en total,
de aproximadamente 3 veces a aproximadamente 10 veces.

El anticuerpo policlonal se recupera de la sangre, ascitis y similares, de un animal inmunizado mediante el método
anterior. El titulo de anticuerpos en el antisuero puede medirse seguin la misma manera que la descrita
anteriormente con respecto al sobrenadante del cultivo de hibridoma. Pueden llevarse a cabo la separacion y
purificacién del anticuerpo segun el mismo método de separacién y purificacion de inmunoglobulina que el descrito
con respecto al anticuerpo monoclonal anterior.

La proteina usada en el presente documento como inmundgeno no esta limitada a ningin tipo de inmunégeno
particular. Por ejemplo, puede usarse una proteina expresada que resulta de una infeccién virica (incluyendo
adicionalmente un gen que tiene una secuencia de nucleétidos parcialmente alterada) como inmunégeno. Ademas,
pueden usarse fragmentos de la proteina. Pueden obtenerse fragmentos mediante cualquier método incluyendo,
pero sin limitarse a expresar un fragmento del gen, procesamiento enzimatico de la proteina, sintesis quimica, y
similares.

Para la produccién de anticuerpos en el contexto de los métodos descritos, puede usarse cualquier porcion
antigénica de una secuencia de aminoacidos de proteina de esporas microbianas contemplada en el presente
documento (es decir, por ejemplo, SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7 6 9) o bien sola o bien fusionada con aminoacidos de otra
proteina (es decir, por ejemplo, glutation para producir un anticuerpo contra una molécula quimérica). Tales
anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos policlonales, monoclonales, quiméricos, de cadena sencilla,
fragmentos Fab y fragmentos producidos mediante una biblioteca de expresién de Fab.

Se prefieren especialmente anticuerpos neutralizantes, es decir, los que inhiben la formacién de dimeros, para fines
de diagnéstico y terapéuticos.

No es necesario que los polipéptidos que van a usarse para la induccién de anticuerpos conserven la actividad
bioldgica; sin embargo, el fragmento de proteina, u oligopéptido debe ser antigénico. Los péptidos usados para
inducir anticuerpos especificos pueden tener una secuencia de aminoacidos que comprende al menos cinco
aminoacidos, preferiblemente al menos 10 aminoacidos. Preferiblemente, deben imitar una porcion de la secuencia
de aminoacidos de la proteina natural y pueden contener toda la secuencia de aminoacidos de una molécula
pequefia, que se produce de manera natural. Pueden fusionarse tramos cortos de una secuencia de aminoacidos
con los de otra proteina incluyendo, pero sin limitarse a, hemocianina de lapa californiana y anticuerpo producido
contra una molécula quimérica.

También pueden usarse anticuerpos para detectar polipéptidos en muestras que incluyen, pero no se limitan a,
fluidos corporales, extractos celulares, extractos tisulares o barridos de superficie usando técnicas que incluyen,
pero no se limitan a, ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) y clasificacion
celular activada por fluorescencia (FACS). Pueden unirse moléculas indicadoras a los polipéptidos y anticuerpos
para facilitar la deteccidn de la unién polipéptido-anticuerpo.

B. Métodos para la inhibicién mediante anticuerpos de la unién de proteinas de superficie de esporas microbianas

En una realizacion, se contempla un método de examen que comprende un anticuerpo monoclonal y/o policlonal que
tiene afinidad por una proteina de superficie de esporas de Clostridium.

Se ha notificado que ratones inmunizados con una mezcla 1:1 de esporas de B. cereus T y esporas de Clostridium
sporogenes PA3679 dieron como resultado la generacion de 397 hibridomas que se examinaron para determinar
sus reactividades con 10’ esporas de B. cereus y para determinar sus reactividades con 10’ esporas de C.
sporogenes. Aparentemente, nueve hibridomas produjeron anticuerpos especificos para esporas de B. cereus T
mientras que quince hibridomas produjeron anticuerpos especificos para esporas de C. sporogenes. Siete
hibridomas produjeron anticuerpos que reaccionaron de manera cruzada con esporas de B. cereus T y C.
sporogenes. Quinlan et al., “Monoclonal antibodies for use in detection of Bacillus and Clostridium spores” Appl
Environ Microbiol. 63:482-487 (1997). Se subclonaron dos de los hibridomas que producen anticuerpos especificos
para esporas de C. sporogenes y se designaron los anticuerpos IgM resultantes C33 y C225.
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Se examinaron los anticuerpos cualitativamente (visualmente) para determinar sus reactividades con una variedad
de esporas de Bacillus, Clostridium y Desulfotomaculum usando un formato de transferencia puntual. El anticuerpo
C33 reaccioné fuertemente con esporas de C. sporogenes y débilmente con esporas de C. perfringens. El
anticuerpo C225 reacciond débilmente con esporas de B. megaterium y fuertemente con esporas de B.
stearothermophilus, C. perfringens y C. sporogenes. La localizacién inmunocitoquimica del antigeno en C.
sporogenes indicé que esta presente en el exosporio y la regién de corteza externa de la espora.

Aunque esta disponible menos informacién sobre antigenos de esporas de C. sporogens, se ha demostrado que los
antigenos de esporas especificos son distintos de antigenos vegetativos. Norris J., “Bacterial spore antigens: a
review” J. Gen. Microbiol. 28:393-408 (1962); y Princewell, T., “Spore antigens of Clostridium sporogenes” J. Med.
Microbiol. 12: 29-41 (1979). Aunque no es necesario comprender el mecanismo de una invencion, se cree que
anticuerpos policlonales generados frente a antigenos de esporas de Clostridium son comunes a mas de un
antigeno especifico de Clostridium. Foegeding et al., “Polyclonal antibodies in an enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) to detect bacterial spores” J. Rapid Métodos Automat. Microbiol. 2:135-150 (1993).

También se describe un método mediante el cual se usa un anticuerpo monoclonal y/o policlonal que tiene afinidad
por una proteina de superficie de esporas de Clostridium (es decir, por ejemplo, CD1581) para alterar la union de
una espora de Clostridium a una superficie. En una realizacion, la superficie puede seleccionarse del grupo que
incluye, pero no se limita a, plastico, ceramica, acero inoxidable, acero de hierro, vinilo, azulejos, laminado de
madera, piel (es decir, por ejemplo, piel de cerdo), tejidos corporales internos, prendas de vestir o trajes de
proteccion ambiental.

C. Inhibicién mediante anticuerpos de la unién de esporas microbianas

Se us6 un método de frotacion con cilindro para evaluar la capacidad de esporas de C. difficile para unirse a un
sustituto de piel humana (es decir, por ejemplo, piel de cerdo). Véase el ejemplo X. Se lavé en primer lugar la piel de
cerdo usando un jabon no antimicrobiano durante 30 seguido por enjuague con agua durante 30 s. Tras lavar la piel
de cerdo, se afiadieron hasta 50 pl de esporas a una zona de 20 mm de diametro sobre la superficie de la piel. Se
permitié que las esporas se secaran durante hasta una hora y entonces se retiraron segin el método de frotacion
con cilindro. Este experimento determiné la capacidad de esporas de C. difficile para unirse al sustituto de piel. Los
datos preliminares han mostrado que hasta el 80% de las esporas pueden retirarse de la superficie de la piel de
cerdo. En experimentos posteriores, se hicieron reaccionar en primer lugar las esporas con anticuerpos frente a
superficie de esporas de C. difficile antes de aplicarse a la superficie de la piel. Se determiné de nuevo la capacidad
para retirar las esporas de la piel usando el método de frotacion con cilindro. Los datos preliminares han mostrado la
capacidad para retirar mas del 80% de las esporas de la piel de cerdo, lo que sugiere que el anticuerpo esta
impidiendo que las esporas se unan a la piel.

III. Inhibicion mediante proteinas de superficie de esporas microbianas de la unién de esporas microbianas

También se describe un método que comprende inhibir la unién de esporas microbianas usando un agente de
control de infecciones, en el que el agente comprende al menos una porciébn de una proteina de esporas
microbianas. Aunque no es necesario comprender el mecanismo de una invencion, se cree que el agente de control
de infecciones compite por los sitios de union de la superficie con los que la espora microbiana tiene afinidad similar.
Se cree ademas que la unién competitiva resultante o bien desplaza las esporas microbianas previamente unidas
del sitio de unién a la superficie y/o bien se impide estéricamente la unién debido a la presencia de la al menos una
porcion de la proteina de superficie de esporas microbianas.

En una realizacion, la proteina de superficie de esporas puede derivarse de organismos microbianos seleccionados
del grupo que comprende bacterias, virus, hongos, algas o mohos. En una realizacién, el método comprende
ademas impedir la unién de una espora microbiana a una superficie con la proteina de superficie de esporas. En una
realizacién, las proteinas de superficie de esporas se formulan con compuestos distintos de proteinas de superficie
de esporas seleccionados del grupo que comprende moléculas pequefias, proteinas o acidos nucleicos. En una
realizacién, las proteinas de superficie de esporas se formulan con agentes activos de superficie que pueden incluir,
pero no se limitan a, tensioactivos, jabones, detergentes, agentes espumantes, agentes humectantes y agentes de
aerosolizaciéon. En una realizacién, los compuestos se seleccionan de la clase de compuestos conocidos como
disolventes.

A. Proteinas de superficie de esporas de longitud completa

En una realizacién, al menos una porciéon de una proteina de superficie de esporas microbianas comprende una
proteina de superficie de esporas microbianas de longitud completa. En una realizacién, la proteina de superficie de
esporas microbianas de longitud completa comprende una proteina de superficie de esporas de Clostridium. En una
realizacién, la proteina de superficie de esporas de longitud completa de Clostridium comprende una proteina de
superficie de esporas de longitud completa de C. difficile. En una realizacion, las proteinas de superficie de esporas
de longitud completa de C. difficile pueden seleccionarse del grupo que comprende SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9.
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En una realizacion, la proteina de superficie de esporas microbianas de longitud completa comprende una proteina
de superficie de esporas de Bacillus. En una realizacion, la proteina de superficie de esporas de longitud completa
de Bacillus comprende una proteina de superficie de esporas de longitud completa de B. anthracis. En una
realizacién, las proteinas de superficie de esporas de longitud completa de B. anthracis pueden seleccionarse del
grupo que comprende SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49.

B. Proteinas de superficie de esporas truncadas

En una realizacion, la al menos una porcién de una proteina de superficie de esporas microbianas comprende una
proteina de superficie de esporas microbianas truncada. Aunque no es necesario comprender el mecanismo de una
invencion, se cree que tal proteina de superficie de esporas microbianas truncada puede construirse mediante
plataformas de expresiéon de proteinas recombinantes (a continuacion) en las que una porcion de una secuencia de
acido nucleico que codifica para una proteina de superficie de esporas microbianas se integra dentro de un vector y
se coloca en combinacién operable con un promotor compatible. Alternativamente, tales proteinas de superficie
microbiana truncadas pueden crearse digiriendo proteinas de superficie de esporas microbianas de longitud
completa usando una cualquiera, o mas, de enzimas peptidasas notificadas anteriormente. Tales enzimas
peptidasas pueden comprender enzimas incluyendo pero sin limitarse a endopeptidasas, exopeptidasas,
amidopeptidasas y/o carboxipeptidasas.

En una realizacién, la proteina de superficie de esporas microbianas truncada se deriva de una proteina de
superficie de esporas de Clostridium. En una realizacién, la proteina de superficie de esporas truncada de
Clostridium comprende una proteina de superficie de esporas truncada de C. difficile. En una realizacion, la proteina
de superficie de esporas truncada de C. difficile puede derivarse de una proteina hipotética de Clostridium (CD 1581)
enumerada en la tabla IlI:

Tabla Ill. Fragmentos de péptidos truncados de proteina de superficie de esporas de Clostridium difficile

Fragmento de péptido Nimero de identificaciéon de secuencia
MENKKCYSED SEQ ID NO: 67
WYERGESTAK. SEQ ID NO: 68
WFQNDREEYE SEQ ID NO: 69
REAYDEDRER SEQ ID NO: 70
RGSNCGCSDS SEQID NO: 71
GENRPRNCER SEQID NO: 72
FRREAEIRER SEQ ID NO: 73
EAREAFCESS SEQ ID NO: 74
EKKKEALAYE SEQ ID NO: 75
CEARKLWEEA SEQ ID NO: 76
EKYWDEYSKY SEQ ID NO: 77
NYKGIEYLAE SEQ ID NO: 78
AARLFDEGME SEQ ID NO: 79
CEARRNGNNG SEQ ID NO: 80
GNNNNCCHKC SEQ ID NO: 81
HKCNCNCCRK SEQ ID NO: 82

En una realizacion, la proteina de superficie de esporas truncada de C. difficile puede derivarse de una proteina
hipotética de Clostridium (CD 1067) tal como se enumera en la tabla 1V:

Tabla IV. Fragmentos de péptidos truncados de proteina de superficie de esporas de Clostridium difficile

Fragmento de péptido Numero de identificacién de secuencia
MQDYKKNKRR SEQ ID NO: 83
MMNQPMSTMN SEQ ID NO: 84
EEEVYTDEIN SEQ ID NO: 85
SEDMRGFKKS SEQ ID NO: 86
HHHNGCNTDN SEQ ID NO: 87
KCECHDDCNP SEQ ID NO: 88
CNPCNPCKPN SEQ ID NO: 89
PCNPCKPNPC SEQ ID NO: 90
DDNCGCHDNC SEQ ID NO: 91
KCDCEPCEMD SEQ ID NO: 92
SDECFENKCG SEQ ID NO: 93
PECCNPISPR SEQ ID NO: 94
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NFSVSNAVPE SEQ ID NO: 95

AIEANRIFDT SEQ ID NO: 96

MQFQTFTDAT SEQ ID NO: 97

GPNGEPLTFE SEQ ID NO: 98

TEVVEVFGSV SEQ ID NO: 99

PSAGQASVTI SEQ ID NO: 100
EKICLSNDGI SEQ ID NO: 101
VIDTGMTTLE SEQ ID NO: 102
DFDLDPLGDI SEQ ID NO: 103
VGRNCETTFE SEQ ID NO: 104
FAVCGERNSE SEQ ID NO: 105
CCRQGKGKSV SEQ ID NO: 106
AYKQRGLTVA SEQ ID NO: 107
VRNLVLELRG SEQ ID NO: 108
RCGCTEFVAL SEQ ID NO: 109
AFPAVRAGGG SEQ ID NO: 110
CKRRVDYVEF SEQ ID NO: 111
TFENTLSAPIC SEQ ID NO: 112
LPADGRAVTL SEQ ID NO: 113
RQEYQTNLTV SEQ ID NO: 114
DCIGKSILKL SEQ ID NO: 115
ECNECCEPFY SEQ ID NO: 116
ELIIPNDIDL SEQ ID NO: 117
VLCLQETVST SEQ ID NO: 118
LISEQIVVLA SEQ ID NO: 119
SPNPIQPRLV SEQ ID NO: 120
DTFSKVCDFS SEQ ID NO: 121
QCGPNHGSGK SEQ ID NO: 122
PSCHR SEQ ID NO: 123

En una realizacion, la proteina de superficie de esporas truncada de C. difficile puede derivarse de una proteina
hipotética de Clostridium (CD 3620) tal como se enumera en la tabla V:

5 Tabla V. Fragmentos de péptidos truncados de proteina de superficie de esporas de Clostridium difficile
Fragmento de péptido Numero de identificacién de secuencia
MYDDYKYNKC SEQ ID NO: 124
NKCYNDYEEM SEQ ID NO: 125
THVHEYSESV SEQ ID NO: 126
KLAEECEDRH SEQ ID NO: 127
NHRAAGVTGE SEQ ID NO: 128
AIPINGGTNH SEQ ID NO: 129
VHKINDNVDF SEQ ID NO: 130
LDHFHKICVT SEQ ID NO: 131
TGPAIRIPGT SEQ ID NO: 132
DKHIHLICGE SEQ ID NO: 133
TTVNDGHCHK SEQ ID NO: 134
FLFTTQIEAPLV SEQ ID NO: 135

En una realizacion, la proteina de superficie de esporas truncada de C. difficile puede derivarse de una proteina
hipotética de Clostridium (CD 1613) tal como se enumera en la tabla VI:

10
Tabla VI. Fragmentos de péptidos truncados de proteina de superficie de esporas de Clostridium difficile
Fragmento de péptido Numero de identificacion de secuencia
MENNKCREDF SEQ ID NO: 136
RFTQEYEEDY SEQ ID NO: 137
PNTNERYYEN SEQ ID NO: 138
YQVADRYYNY SEQ ID NO: 139
PNKYKEPKIK SEQ ID NO: 140
QCCCKKSMRE SEQ ID NO: 141
ALELLRYDAL SEQ ID NO: 142
RPFVNFENQFA SEQ ID NO: 143
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FISDFFIVGA SEQ ID NO: 144
NLVGIDLSAP SEQ ID NO: 145
PKDNLSGLDG SEQ ID NO: 146
TFERFSACNC SEQ ID NO: 147
DLIDIAGRVS SEQ ID NO: 148
YPIPVPLTLE SEQ ID NO: 149
GLINTIGTIP SEQ ID NO: 150
GVAELIALID SEQ ID NO: 151
AVIPPTIDLG SEQ ID NO: 152
AILDAILAAI SEQ ID NO: 153
IDFILAASTP SEQ ID NO: 154
LANVDLASLC SEQ ID NO: 155
NLKAVAFDIT SEQ ID NO: 156
PADYEDFIAS SEQ ID NO: 157
LGYYLDKKHY SEQ ID NO: 158
KECNCNCDCD SEQ ID NO: 159
DCCCNKGILD SEQ ID NO: 160
NLYMSNINNQ SEQ ID NO: 161
VTWAGSLVL SEQ ID NO: 162
TGVEVLGKKN SEQ ID NO: 163
DVIVLGNSND SEQ ID NO: 164
SRIYFVCVDS SEQ ID NO: 165
IDYIA SEQ ID NO: 166

En una realizacién, una proteina de superficie de esporas truncada de Clostridium puede derivarse de una proteina
hipotética (CD 1711) tal como se enumera en la tabla VII:

5 Tabla VII. Fragmentos de péptidos truncados de proteina de superficie de esporas de Clostridium difficile
Fragmento de péptido Numero de identificacion de secuencia
MLIVTTEKVE SEQ ID NO: 167
GKKISKVLGL SEQ ID NO: 168
VRGSTIRAKH SEQ ID NO: 169
VGKDIGASFK SEQ ID NO: 170
NLVGGELTGY SEQ ID NO: 171
NEMLTEARQI SEQ ID NO: 172
AIGRMVEDAE SEQ ID NO: 173
AKGANAVIAF SEQ ID NO: 174
RLSSASVMQG SEQ ID NO: 175
AAEMLAYGTA SEQ ID NO: 176
WLEDDNSILEK SEQ ID NO: 177

En una realizacién, una proteina de superficie de esporas truncada de Clostridium puede derivarse de una proteina
hipotética (CD 0881) tal como se enumera en la tabla VIII:

10
Tabla VIII. Fragmentos de péptidos truncados de proteina de superficie de esporas de Clostridium difficile
Fragmento de péptido Numero de identificacién de secuencia
MGTKIVLSIV SEQ ID NO: 178
LIWWAISL SEQ ID NO: 179
TCIRVIKQSK SEQ ID NO: 180
VGIIMRLGKF SEQ ID NO: 181
QKVAETGVHF SEQ ID NO: 182
LIPFLDKMAY SEQ ID NO: 183
VIDLREIVID SEQ ID NO: 184
FPPQPVITKD SEQ ID NO: 185
NVTMQIDTW SEQ ID NO: 186
YYKVTDPVRY SEQ ID NO: 187
VFEIANPIAA SEQ ID NO: 188
IENLTATTLR SEQ ID NO: 189
NIIGELDLDE SEQ ID NO: 190
TLTSRDIINV SEQ ID NO: 191
KMRTILDEAT SEQ ID NO: 192
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DKWGIKVNRV SEQ ID NO: 193
ELKMMPPQD SEQ ID NO: 194
IQVAMEKQMR SEQ ID NO: 195
AERERREAIL SEQ ID NO: 196
QAEGNKSAAI SEQ ID NO: 197
LQAEGEKQSA SEQ ID NO: 198
ILTAEAKKEA SEQ ID NO: 199
MVRVAEGEKE SEQ ID NO: 200
SAILVAEGEA SEQ ID NO: 201
EAIRQTAIAK SEQ ID NO: 202
AQGEAEMIKR SEQ ID NO: 203
TQOMATAEGLK SEQ ID NO: 204
LVFSAMKEAD SEQ ID NO: 205
IDNMLALKS SEQ ID NO: 206
MEALEKMAEG SEQ ID NO: 207
KSTKLVLPSE SEQ ID NO: 208
AVNFLGTFKG SEQ ID NO: 209
IKEVMSDDNK SEQ ID NO: 210
EVLDIKEVLN SEQ ID NO: 211
DNESLKK SEQ ID NO: 212

En una realizacién, una proteina de superficie de esporas truncada de Clostridium puede derivarse de una proteina
hipotética (eDI511) tal como se enumera en la tabla IX:

5 Tabla IX. Fragmentos de péptidos truncados de proteina de superficie de esporas de Clostridium difficile
Fragmento de péptido Numero de identificacién de secuencia
MIDNQKYVIL SEQ ID NO: 213
SLELHLFFSR SEQ ID NO: 214
IMKEHALFLE SEQ ID NO: 215
AGFTNKNYNL SEQ ID NO: 216
AMEADHYKKQ SEQ ID NO: 217
FEDLLSYTVS SEQ ID NO: 218
ASNGIIRPDI SEQ ID NO: 219
LYSEELVTTL SEQ ID NO: 220
TSVAEQKTEE SEQ ID NO: 221
FTGIEINKNI SEQ ID NO: 222
TTRELNLQSG SEQ ID NO: 223
VNPQVGQDLV SEQ ID NO: 224
NYVAQLNSDA SEQ ID NO: 225
IRLLDGLINF SEQ ID NO: 226
KERVLDGVLS SEQ ID NO: 227
CTIFTSNYPL SEQ ID NO: 228
LLEHIIHEAN SEQ ID NO: 229
LYRSYVVDLE SEQ ID NO: 230
NKIDIESKNA SEQ ID NO: 231
KEIELFWDHI SEQ ID NO: 232
MMEHALFMRG SEQ ID NO: 233
LLDPSEGELI SEQ ID NO: 234
NTSNDFAIKF SEQ ID NO: 235
NELIEKTNEM SEQ ID NO: 236
TDSNIKNITE SEQ ID NO: 237
ETLNETVEFK SEQ ID NO: 238
DFKEAGASGI SEQ ID NO: 239
EQCKIKSIIL SEQ ID NO: 240
PLLADHVLRE SEQ ID NO: 241
ANHYIRILES SEQ ID NO: 242
YKNM SEQ ID NO: 243

En una realizacién, la proteina de superficie de esporas truncada de C. difficile puede derivarse de una proteina de
tipo colageno tal como se enumera en la tabla X.
10
Tabla X. Fragmentos de péptidos truncados de proteina de superficie de esporas de Clostridium difficile
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Fragmento de péptido

Numero de identificacion de secuencia

MRNIILYLND SEQ ID NO: 244
DTFISKKYPD SEQ ID NO: 245
KNFSNLDYCL SEQ ID NO: 246
IGSKCSNSFV SEQ ID NO: 247
KEKLIIFFKV SEQ ID NO: 248
RIPDILKDKS SEQ ID NO: 249
ILKAELFIHI SEQ ID NO: 250
DSNKNHIFKE SEQ ID NO: 251
KVDIEIKRIS SEQ ID NO: 252
EYYNLRTITW SEQ ID NO: 253
NDRVSMENIR SEQ ID NO: 254
GYLPIGISDT SEQ ID NO: 255
SNYICLNITG SEQ ID NO: 256
NKAWAMNKY SEQ ID NO: 257
PNYGLALSLN SEQ ID NO: 258
YPYQILEFTS SEQ ID NO: 259
SRGCNKPYIL SEQ ID NO: 260
VTFEDRIIDN SEQ ID NO: 261
CYPKCECPPI SEQ ID NO: 262
RITGPMGPRG SEQ ID NO: 263
ATGSTGPMGV SEQ ID NO: 264
TGPTGSTGAT SEQ ID NO: 265
GSIGPTGPTG SEQ ID NO: 266
NTGATGSIGP SEQ ID NO: 267
TGVTGPTGST SEQ ID NO: 268
GATGSIGPTG SEQ ID NO: 269
VIGPTGNTGV SEQ ID NO: 270
TGSIGPTGAT SEQ ID NO: 271
GPTGNTGVTG SEQ ID NO: 272
SIGPTGVTGP SEQ ID NO: 273
TGNTGEIGPT SEQ ID NO: 274
GATGPTGVTG SEQ ID NO: 275
SIGPTGATGP SEQ ID NO: 276
TGEIGPTGAT SEQ ID NO: 277
ATGPTGATGV SEQ ID NO: 278
TGEIGPTGEI SEQ ID NO: 279
GVTGATGPTG SEQ ID NO: 280
VTGEIGPTGA SEQ ID NO: 281
TGPTGNTGVT SEQ ID NO: 282
GEIGPTGATG SEQ ID NO: 283
PTGNTGVTGE SEQ ID NO: 284
IGPTGATGPT SEQ ID NO: 285
GVTGEIGPTG SEQ ID NO: 286
NTGATGSIGP SEQ ID NO: 287
TGVTGPTGAT SEQ ID NO: 288
GSIGPTGATG SEQ ID NO: 289
ATGVTGPTGP SEQ ID NO: 290
TGATGNSSQP SEQ ID NO: 291
VANFLVNAPS SEQ ID NO: 292
PQTLNNGDAI SEQ ID NO: 293
TGWQTIIGNS SEQ ID NO: 294
SSITVDTNGT SEQ ID NO: 295
FTVQENGVYY SEQ ID NO: 296
ISVSVALQPG SEQ ID NO: 297
SSSINQYSFA SEQ ID NO: 298
ILFPILGGKD SEQ ID NO: 299
LAGLTTEPGG SEQ ID NO: 300
GGVLSGYFAG SEQ ID NO: 301
FLFGGTTFTI SEQ ID NO: 302
NNFSSTTVGI SEQ ID NO: 303
RNGQSAGTAA SEQ ID NO: 304
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| TLTIFRIADTVMT | SEQ ID NO: 305 |

En una realizacién, la proteina de superficie de esporas truncada de C. difficile puede derivarse de una proteina de
tipo colageno tal como se enumera en la tabla XI.

Tabla XI. Fragmentos de péptidos truncados de proteina de superficie de esporas de Clostridium difficile

Fragmento de péptido Numero de identificacién de secuencia
MLLIMSRNKY SEQ ID NO: 306
FGPFDDNDYN SEQ ID NO: 307
NGYDKYDDCN SEQ ID NO: 308
NGRDDYNSCD SEQ ID NO: 309
CHHCCPPSCV SEQ ID NO: 310
GPTGPMGPRG SEQ ID NO: 311
RTGPTGPTGP SEQ ID NO: 312
TGPGVGATGP SEQ ID NO: 313
TGPTGPTGPT SEQ ID NO: 314
GNTGNTGATG SEQ ID NO: 315
LRGPTGATGA SEQ ID NO: 316
TGPTGATGAI SEQ ID NO: 317
GFGVTGPTGP SEQ ID NO: 318
TGATGATGAD SEQ ID NO: 319
GVTGPTGPTG SEQ ID NO: 320
ATGADGITGP SEQ ID NO: 321
TGATGATGFG SEQ ID NO: 322
VTGPTGPTGA SEQ ID NO: 323
TGVGVTGATG SEQ ID NO: 324
LIGPTGATGT SEQ ID NO: 325
PGATGPTGAI SEQ ID NO: 326
GATGIGITGP SEQ ID NO: 327
TGATGATGAD SEQ ID NO: 328
GATGVTGPTG SEQ ID NO: 329
PTGATGADGV SEQ ID NO: 330
TGPTGATGAT SEQ ID NO: 331
GIGITGPTGP SEQ ID NO: 332
TGATGIGITG SEQ ID NO: 333
ATGLIGPTGA SEQ ID NO: 334
TGTPGATGPT SEQ ID NO: 335
GATGPTGVGV SEQ ID NO: 336
TGATGATGAT SEQ ID NO: 337
GADGATGVTG SEQ ID NO: 338
PTGATGATGA SEQ ID NO: 339
NGLVGPTGAT SEQ ID NO: 340
GAAGTPGATG SEQ ID NO: 341
PTGATGPTGV SEQ ID NO: 342
GITGATGATG SEQ ID NO: 343
ATGPTGADGA SEQ ID NO: 344
TGPTGATGNT SEQ ID NO: 345
GADGVAGPTG SEQ ID NO: 346
ATGNTGADGA SEQ ID NO: 347
TGPTGATGAT SEQ ID NO: 348
GVTGATGPTG SEQ ID NO: 349
PTGATGATGA SEQ ID NO: 350
TGASAIIPFA SEQ ID NO: 351
SGIPLSLTTI SEQ ID NO: 352
AGGLVGTPGF SEQ ID NO: 353
VGFGSSAPGL SEQ ID NO: 354
SNGGVIDLT SEQ ID NO: 355
NAAGTLTNFA SEQ ID NO: 356
FSMPRDGTIT SEQ ID NO: 357
SISAYFSTTA SEQ ID NO: 358
ALSLVGSTIT SEQ ID NO: 359
ITATLYQSTA SEQ ID NO: 360
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PNNSFTAVPG SEQ ID NO: 361
ATVTLAPPLT SEQ ID NO: 362
GILSVGSISS SEQ ID NO: 363
GIVTGLNIAA SEQ ID NO: 364
TAQTPDRQYAI SEQ ID NO: 365

En una realizacion, la proteina de superficie de esporas truncada de C. difficile puede derivarse de una proteina de

tipo colageno tal como se enumera en la tabla XII.

Tabla XII. Fragmentos de péptidos truncados de proteina de superficie de esporas de Clostridium difficile

Fragmento de péptido Numero de identificacién de secuencia
MSDISGPSLY SEQ ID NO: 366
QDVGPTGPTG SEQ ID NO: 367
ATGPTGPTGP SEQ ID NO: 368
RGATGATGAN SEQ ID NO: 369
GITGPTGNTG SEQ ID NO: 370
ATGANGITGP SEQ ID NO: 371
TGNMGATGPN SEQ ID NO: 372
GTTGSTGPTG SEQ ID NO: 373
NTGATGANGI SEQ ID NO: 374
TGPTGNTGAT SEQ ID NO: 375
GANGITGPTG SEQ ID NO:-376
NKGATGANGI SEQ ID NO: 377
TGSTGPTGNT SEQ ID NO: 378
GATGANGITG SEQ ID NO: 379
PTGNTGATGA SEQ ID NO: 380
TGPTGLTGAT SEQ ID NO: 381
GATGANGITG SEQ ID NO: 382
PTGNTGATGA SEQ ID NO: 383
NGVTGATGPT SEQ ID NO: 384
GNTGATGPTG SEQ ID NO: 385
SIGATGATGT SEQ ID NO: 386
TGATGPIGAT SEQ ID NO: 387
GATGADGEVG SEQ ID NO: 388
PTGAVGATGP SEQ ID NO: 389
DGLVGPTGPT SEQ ID NO: 390
GPTGATGANG SEQ ID NO: 391
LVGPTGPTGA SEQ ID NO: 392
TGANGLVGPT SEQ ID NO: 393
GATGATGVAG SEQ ID NO: 394
AIGPTGAVGA SEQ ID NO: 395
TGPTGADGAV SEQ ID NO: 396
GPTGATGATG SEQ ID NO: 397
ANGATGPTGA SEQ ID NO: 398
VGATGANGVA SEQ ID NO: 399
GPIGPTGPTG SEQ ID NO: 400
ENGVAGATGA SEQ ID NO: 401
TGATGANGAT SEQ ID NO: 402
GPTGAVGATG SEQ ID NO: 403
ANGVAGAIGP SEQ ID NO: 404
TGPTGANGAT SEQ ID NO: 405
GATGATGATG SEQ ID NO: 406
ANGATGPTGA SEQ ID NO: 407
TGATGVLAAN SEQ ID NO: 408
NAQFTVSSSS SEQ ID NO: 409
LVNNTLVTEN SEQ ID NO: 410
SSFINGTNIT SEQ ID NO: 411
FPTSSTINLA SEQ ID NO: 412
VGGIYNVSFG SEQ ID NO: 413
1RATLSLAGF SEQ ID NO: 414
MSITTNFNGV SEQ ID NO: 415
TONNFIAKAV SEQ ID NO: 416
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NTLTSSDVSV SEQ ID NO: 417
SLSFLVDARA SEQ ID NO: 418
AAVTLSFTFG SEQ ID NO: 419
SGTTGTSAAG SEQ ID NO: 420
YVSVYRIQ SEQ ID NO: 421

C. Miméticos de proteinas de superficie de esporas

También se describen composiciones y métodos para preparar y usar composiciones para el control de infecciones
gue comprenden miméticos de proteinas de superficie de esporas microbianas. En una realizacién, el mimético de
proteina comprende una secuencia de aminoacidos. En una realizacién, la secuencia de aminoacidos comprende
una estructura terciaria circular. En una realizacion, el mimético de proteina comprende una molécula organica
pequeria.

Se contemplan moléculas organicas pequefias que imitan la conformacién necesaria para el reconocimiento y
acoplamiento al sitio activo de unién a los péptidos. Por ejemplo, se contemplan miméticos de proteinas de
superficie de esporas microbianas y/o fragmentos de péptidos. Es posible una variedad de disefios para tales
miméticos. Por ejemplo, se contemplan especificamente proteinas ciclicas y/o lineales y/o fragmentos de péptidos,
en los que la conformacion necesaria para la unién se estabiliza mediante compuestos no peptidicos. La patente
estadounidense n.° 5.192.746 concedida a Lobl, et al., la patente estadounidense n.° 5.169.862 concedida a Burke,
Jr., et al., la patente estadounidense n.° 5.539.085 concedida a Bischoff, et al., la patente estadounidense n.°
5.576.423 concedida a Aversa, et al., la patente estadounidense n.° 5.051.448 concedida a Shashoua y la patente
estadounidense n.° 5.559.103 concedida a Gaeta, et al., describen multiples métodos para crear tales compuestos.

También se conoce en la técnica la sintesis de compuestos no peptidicos que imitan secuencias peptidicas. Por
ejemplo, algunos antagonistas no peptidicos imitan la secuencia Arg-Gly-Asp. Eldred, et al., (J. Med. Chem. 37:3882
(1994)). Asimismo, Ku, et al., (J. Med. Chem. 38:9 (1995)) proporcionan aclaracion adicional de la sintesis de una
serie de tales compuestos. Tales compuestos no peptidicos que imitan proteinas de superficie de esporas
microbianas y/o fragmentos de péptidos se contemplan especificamente.

También se describen compuestos de imitacion sintéticos que son compuestos multiméricos que repiten secuencias
peptidicas relevantes. Tal como se conoce en la técnica, pueden sintetizarse péptidos uniendo un grupo amino a un
grupo carboxilo que se ha activado mediante reaccion con un agente de acoplamiento, tal como
diciclohexilcarbodiimida (DCC). El ataque de un grupo amino libre sobre el carboxilo activado conduce a la formacion
de un enlace peptidico y a la liberacién de diciclohexilurea. Puede ser necesario proteger grupos posiblemente
reactivos distintos de los grupos amino y carboxilo que se pretende hacer reaccionar. Por ejemplo, el grupo a-amino
del componente que contiene el grupo carboxilo activado puede bloquearse con un grupo terc-butiloxicarbonilo. Este
grupo protector puede eliminarse posteriormente exponiendo el péptido a acido diluido, que deja los enlaces
peptidicos intactos.

Con este método, pueden sintetizarse facilmente péptidos mediante un método en fase solida afiadiendo
aminoacidos gradualmente a una cadena peptidica en crecimiento que esta unida a una matriz insoluble, tal como
perlas de poliestireno. El aminoacido carboxilo-terminal (con un grupo protector de amino) de la secuencia peptidica
deseada se ancla en primer lugar a las perlas de poliestireno. Entonces se elimina el grupo protector del aminoéacido.
Se afiade el siguiente aminoéacido (con el grupo protector) con el agente de acoplamiento. A esto le sigue un ciclo de
lavado. Se repite el ciclo segun sea necesario.

En una realizacion, los miméticos son péptidos que tienen homologia de secuencia con las proteinas de superficie
de esporas microbianas y/o fragmentos de péptidos descritos anteriormente. Una metodologia comun para evaluar
la homologia de secuencia, y de manera mas importante similitudes estadisticamente significativas, es usar un
andlisis de Monte Carlo usando un algoritmo escrito por Lipman y Pearson para obtener un valor Z. Segin este
andlisis, un valor Z mayor de 6 indica significacion probable, y un valor Z mayor de 10 se considera que es
estadisticamente significativo. W.R. Pearson y DJ. Lipman, Proc. Nat. Acad. Sci. (USA), 85:2444-2448 (1988); D.J.
Lipman y W.R. Pearson, Science, 227:1435-1441 (1985). En la divulgacién, polipéptidos sintéticos utiles en la
solucion de problemas de descontaminacién microbiana e infeccion microbiana son los péptidos con similitud y
homologia de secuencia estadisticamente significativa (valor Z del algoritmo de Lipman y Pearson en el andlisis de
Monte Carlo que excede de 6).

IV. Examen de composiciones para el control de infecciones

Las realizaciones comprenden métodos que comprenden examinar composiciones para el control de infecciones
que inhiben, antagonizan, interfieren, desplazan y/o alteran la unién de una espora microbiana a una superficie
animada y/o inanimada. En una realizacion, la presente invencién contempla métodos que comprenden examinar
composiciones para el control de infecciones que inhiben, antagonizan, interfieren, desplazan y/o alteran la union de
una proteina de superficie de esporas microbianas a una superficie animada y/o inanimada. En una realizacion, la
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superficie animada puede seleccionarse del grupo que comprende piel, tejidos corporales humanos y/o células
humanas. En una realizacion, la superficie inanimada puede comprender superficies duras incluyendo, pero sin
limitarse a, ceramica, azulejos, granito y/o acero inoxidable. En una realizacion, la espora microbiana comprende
una espora de Clostridium. En una realizacién, la espora de Clostridium comprende una espora de C. difficile. En
una realizacién, las composiciones para el control de infecciones examinadas pueden unirse a una proteina de
superficie de esporas microbianas. Aunque no es necesario comprender el mecanismo de una invencion, se cree
que las composiciones para el control de infecciones se unen a una superficie bloqueando de ese modo la unién de
una proteina de superficie de esporas microbianas. Aunque no es necesario comprender el mecanismo de una
invencion, se cree que tales composiciones para el control de infecciones pueden incluir, pero sin limitarse a,
compuestos naturales aislados de fuentes virales, bacterianas, flngicas, vegetales y animales, asi como
compuestos sintéticos. Se cree ademas que ni la fuente ni la estructura quimica ni el mecanismo de accién de la
composicion para el control de infecciones es esencial para esta invencion.

A. Ensayos para detectar la unién de esporas microbianas a una superficie
1. Ensayos de crecimiento convencionales

En una realizacién, se describen métodos para detectar esporas microbianas y/o proteinas de esporas microbianas
que comprenden: a) proporcionar; i) una superficie sustrato que se sospecha que tiene contaminacion por al menos
una espora microbiana; ii) un dispositivo de recogida de esporas que comprende una pluralidad de composiciones
para el control de infecciones que pueden unirse a la al menos una espora microbiana; y iii) una placa de
crecimiento de esporas que puede soportar el crecimiento de la al menos una espora microbiana; b) poner en
contacto el dispositivo de recogida de esporas con la superficie sustrato en la que la al menos una espora
microbiana se une al dispositivo; c) poner en contacto el dispositivo de recogida de microbios con la placa de
crecimiento de esporas; y d) detectar al menos una espora microbiana sobre la placa de crecimiento de esporas. En
una realizacion, la composicion para el control de infecciones comprende un fragmento de péptido de proteina de
esporas microbianas. En una realizacion, el fragmento de péptido de proteina de esporas microbianas se selecciona
del grupo que comprende un fragmento de péptido de proteina de esporas de Clostridium. En una realizacién, la
espora microbiana es una espora de Clostridium difficile.

Aunque no es necesario comprender el mecanismo de una invencién, se cree que puede realizarse un ensayo de
crecimiento usando cualquier espora microbiana. A modo de ilustracién, a continuaciéon se usan esporas de C.
sporogenes en un método para detectar el crecimiento de esporas tras su recogida a partir de una superficie
contaminada, pero debe entenderse que puede sustituirse cualquier espora microbiana en la que la recogida y
deteccién de cada espora microbiana respectiva se realizara satisfactoriamente (es decir, por ejemplo, anticuerpos
frente a Clostridium difficile).

a. Ensayos de frotacion con cilindro

Una técnica descrita es adecuada para la recuperacién de microorganismos residentes y transitorios de piel humana
o animal. Por ejemplo, la técnica puede usarse in situ dentro de protocolos clinicos o in vitro para estudios que usan
piel aislada o equivalentes de piel. ASTM International, “Standard Test Method for Recovery of Microorganisms From
Skin using the Cup Scrub Technique” E1874 - 09 (2009). En resumen, se recuperan microorganismos residentes o
microorganismos transitorios (es decir, por ejemplo, microorganismos aplicados previamente a un sitio de prueba)
del sitio presionando un cilindro rigido contra la piel con presién suficiente como para formar un sello e infundiendo el
liquido de recuperacion dentro del cilindro. La superficie de la piel se “frota” entonces mecanicamente con una varilla
de vidrio, espatula de caucho o algun otro dispositivo adecuado durante un periodo de tiempo prescrito. Se pipetea
el fluido del cilindro al interior de un tubo de ensayo, u otro receptaculo adecuado, para su analisis adicional.

Puede incorporarse un procedimiento de frotacion con cilindro en cualquier método descrito en el presente
documento para evaluar materiales de prueba que contienen composiciones para el control de infecciones que estan
destinadas a reducir significativamente el nUmero de esporas microbianas sobre una superficie de prueba (es decir,
por ejemplo, piel intacta). También puede usarse para proporcionar una indicacion de la actividad antimicrobiana
residual.

b. Ensayos de cultivo celular

Se incuban de manera anaerobia alicuotas de suspension de endosporas de C difficile a 35°C sobre BCDC, TCCFA
y TSA reducidos previamente (es decir, por ejemplo, con el oxigeno eliminado). Se inoculan de manera idéntica
placas de control y experimentales con una suspension de esporas, y se permite que un conjunto de placas de
control se incube y crezca sin alteraciones durante la duracion de cada experimento.

Se realizan experimentos de union colocando un circulo (es decir, por ejemplo, una zona diana) sobre el fondo de
una placa de Petri llena de agar, e inoculando la placa con 5 o 10 pl de suspensiones de esporas de C. difficile
directamente dentro de una zona diana, incubando estas esporas en la campana anaerobia (Forma Scientific,
Marietta, Ohio) sobre placas reducidas previamente durante 27 min, 99 min, 150 min y 360 min. Tras la incubacion
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cronometrada, se retiran las placas, y se afiaden 4 ml de agua destilada estéril a cada placa de cultivo. Entonces se
agitan las placas a 300 rpm durante 10 min, tras lo cual se retira por pipeteo aséptico la disolucion de agitacion de la
superficie de agar, y vuelven a incubarse las placas de manera anaerobia durante 24, 48 y 72 h. Para determinar si
las placas se habian contaminado, se realizan extensiones para microscopio éptico sobre portaobjetos de vidrio a
partir de colonias al azar y se fotografiaron en un fotomicroscopio, y se inocularon las placas y se incubaron en
condiciones aerobias para identificar cualquier contaminante aerobio.

Para determinar si las esporas alun no estan unidas al agar, y establecer si podrian desprenderse y eliminarse por
lavado facilmente de la superficie de agar, también se somete a prueba la disolucién de agitacion en agua (retirada
tras agitar la placa) para detectar la presencia de esporas. Alicuotas del agua (i) se examinan mediante microscopia
de fases; y (ii) se usan para cultivar en linea placas de agar; y (iii) se inyectan en caldo BacTec NR6A (caldo de
cultivo de sangre anaerobio, BD Microbiology Systems Cockeyesville, MD) y se leen las placas y el caldo a las 24 y
48 h para determinar la presencia de crecimiento bacteriano.

2. Ensayos de anticuerpos anti-superficie de esporas

En una realizacion, se describe un método para detectar esporas microbianas que comprende: a) proporcionar; i)
una superficie sustrato que se sospecha que tiene contaminacién por al menos una espora microbiana; y ii) un
anticuerpo anti-superficie de espora que puede unirse a la al menos una espora microbiana; b) poner en contacto el
anticuerpo anti-superficie de espora con la superficie sustrato o superficie de espora en condiciones tales que el
anticuerpo se une a la al menos una espora microbiana, creAndose un complejo anticuerpo/espora; y c) detectar el
complejo anticuerpo/espora. En una realizacioén, el anticuerpo comprende un anticuerpo policlonal (es decir, por
ejemplo, F1997). En una realizacion, el anticuerpo anti-superficie de espora comprende un marcador. En una
realizacién, el marcador comprende un marcador fluorescente. En una realizacién, la espora microbiana es una
espora de Clostridium difficile.

Se describen métodos para detectar esporas microbianas que comprenden: a) proporcionar; i) una superficie
sustrato que se sospecha que tiene contaminacion por al menos una espora microbiana; ii) un anticuerpo anti-
superficie de espora que puede unirse a la al menos una espora microbiana; y iii) una placa de ensayo de
crecimiento; b) combinar el anticuerpo anti-superficie de espora con el anticuerpo, credndose un complejo
anticuerpo/espora; ¢) poner en contacto el complejo anticuerpo/espora con la superficie sustrato; d) retirar una
muestra del complejo anticuerpo/espora (es decir, por ejemplo, mediante el método de frotacion con cilindro) de la
superficie; e) cultivar en linea la muestra sobre la placa de ensayo de crecimiento. En una realizacion, el anticuerpo
comprende un anticuerpo policlonal (es decir, por ejemplo, F1997). En una realizacién, la superficie sustrato
comprende una superficie de piel de cerdo. En una realizacién, el marcador comprende un marcador fluorescente.
En una realizacion, la espora microbiana es una espora de Clostridium difficile.

a. Desarrollo de anticuerpos

Aungue no es necesario comprender el mecanismo de una invencién, se cree que un anticuerpo anti-superficie de
espora puede dirigirse hacia cualquier epitopo sobre una superficie de espora (es decir, ya sea una proteina u otra
estructura antigénica). A modo de ilustracién, se usan esporas de C. sporogenes a continuacion en un método para
generar anticuerpos monoclonales y policlonales anti-superficie de espora, pero debe entenderse que puede
sustituirse cualquier espora microbiana en la que se generaran satisfactoriamente anticuerpos contra cada espora
microbiana respectiva (es decir, por ejemplo, anticuerpos frente a Clostridium difficile).

Se obtuvieron antisuero policlonal y anticuerpos monoclonales de ratén contra esporas de C. sporogenes mediante
varias inyecciones de 10° esporas inactivadas (incubadas en formaldehido al 4% (v/v) durante 4 h a 37°C). Se
produjeron anticuerpos monoclonales segun los procedimientos de Kohler y Milstein (Kohler y Milstein, 1975). En
resumen, se les administré dosis de refuerzo a los ratones en los dias 21 y 42 y se les extrajo sangre en el dia 50
para obtener anticuerpos policlonales, o se les administré dosis de refuerzo en el dia 50 y se sacrificaron para la
fusion en el dia 53 para obtener anticuerpos monoclonales. Se preparan reservas de esporas haciendo crecer
células de C. sporogenes en medio de carne cocida a 35°C, y células de Clostridium perfringens en medio de
tioglicolato fluido a 37°C en condiciones anaerobias.

El antigeno preparado mediante la inactivacion con formalina anterior de reservas de esporas de C. sporogenes
PA3679 estaba libre de material de células vegetativas tal como se observé mediante microscopio de contraste de
fases. Phillips et al., “Assessment of immunofluorescence measurements of individual bacteria in direct and indirect
assays for Bacillus anthracis and Bacillus cereus spores” J Appl. Bacteriol. 53:223-231 (1982). Se us6 un total de 1 x
10’ esporas de C. sporogenes como antigeno.

Se realiza la produccion de anticuerpos monoclonales segun uno de muchos procedimientos. Kohler et al.,
“Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined specificity” Nature 296:495--497 (1975)
(incorporado en el presente documento como referencia en su totalidad). Se examinan los hibridomas para
determinar la reactividad con esporas de C. sporogenes. Los hibridomas que se encuentra que son reactivos
también se examinaron para determinar la reactividad con las células vegetativas.
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Se realiza el isotipado de anticuerpos monoclonales usando un formato de inmunoensayo de transferencia puntual.
Se aplican esporas a una membrana Immobilon-P® (Millipore Corp., Bedford, Mass.) en un aparato de transferencia
puntual. Entonces se incuban las esporas con 100 ml de los sobrenadantes de cultivo tisular apropiados. Se obtiene
el isotipo del anticuerpo monoclonal unido a esporas usando antisuero de conejo especifico anti-subclase de ratén
obtenido de BioRad ® (Hercules, Calif.).

Entonces se aplicaron esporas de Clostridium sporogenes a una membrana Immobilon-P®, seguido por incubacion
con los anticuerpos generados anteriormente. De manera similar, se aplican 10° de las células vegetativas de
Clostridium a la membrana, seguido por incubacion con los anticuerpos indicados. Se detecta la reactividad con un
conjugado de anticuerpo de cabra anti-inmunoglobulina G (IgG) de ratén-peroxidasa del rdbano (Sigma A4416) o un
conjugado de anticuerpo de cabra anti-IgM de raton-peroxidasa del rdbano (Sigma A8786). El desarrollo del color
puede realizarse con el sustrato insoluble 3-amino-9-etil-carbazol (Biomeda Corp.).

Entonces se diluyen los sobrenadantes de cultivo 1:32 y 1:128 con solucién salina tamponada con Tris (TBS) (Tris
0,01 M, NaCl 0,15 M, pH 7,4). Se mezclan alicuotas de sobrenadantes de cultivo diluidos con un volumen igual del
antigeno de espora (4 x 10° esporas/ml) mediante inversién suave durante la noche a 48°C. Sobrenadantes de
cultivo diluidos mezclados con agua destilada estéril sirven como control positivo. Se eliminan anticuerpos
adsorbidos a esporas mediante centrifugacion (aprox. 4.000 3g, 10 min). Se usa el fluido sobrenadante en ensayos
de inmunotransferencia tal como se detallé anteriormente.

Se concentran los anticuerpos mediante precipitacién con sulfato de amonio de sobrenadantes de cultivo tisular.
Halow et al., “Storing and purifying antibodies” En: Antibodies: A Laboratory Manual. pags. 283-318. E. Halow y D.
Lane (ed.), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1988). La proteina concentrada se biotinila
mediante incubacién con N-hidroxisuccinimidobiotina (Sigma Chemical Co.) (aprox. 100 mg/mg de anticuerpo en la
muestra) a temperatura ambiente durante 4 h. Se afiade cloruro de amonio uno molar (20 ml/250 mg de biotina) para
detener la reaccion y se dializa la proteina biotinilada exhaustivamente frente a soluciéon salina tamponada con
fosfato (fosfato de sodio 0,1 M, NaCl al 0,8%) (PBS), pH 7,0. Para estudios de localizacion inmunocitoquimica.

Se purifican anticuerpos IgG de los sobrenadantes de cultivo tisular usando una columna de proteina A (Pierce
Chemical Co., Rockford, Ill.) segun las directrices del fabricante. Se purifican anticuerpos IgM del sobrenadante de
cultivo usando una columna de anticuerpo de cabra anti-IlgM de raton (Pierce Chemical Co.). Se diluye el
sobrenadante de cultivo 1:1 en PBS y se aplica a la columna de anticuerpo de cabra anti-IlgM de ratén, que se
equilibra con PBS. Se realiza el lavado y la elucién del anticuerpo de la columna segun las directrices del fabricante.
Se agrupan las fracciones que contienen proteina y se concentran con un microconcentrador Centricon 10 (Amicon,
Danvers, Mass.) y centrifugacion a 3.000 g durante 30 min.

3. Ensayos de anticuerpos anti-proteina de superficie de esporas

Se describen métodos para detectar esporas microbianas que comprenden: a) proporcionar; i) una superficie
sustrato que se sospecha que tiene contaminacion por al menos una espora microbiana, comprendiendo dicha
espora al menos una proteina de superficie; y ii) un anticuerpo anti-proteina de superficie que puede unirse a la al
menos una proteina de superficie; b) poner en contacto el anticuerpo anti-proteina de superficie con la superficie
sustrato en condiciones tales que el anticuerpo se une a la al menos una proteina de superficie, creandose un
complejo anticuerpo/proteina; y c) detectar el complejo anticuerpo/proteina. En una realizacién, la proteina de
superficie de esporas incluye, pero no se limita a, CD 1067, CD 1581, CD 3520, CD 0372 o CD 1613. En una
realizacién, el anticuerpo anti-proteina de superficie comprende un marcador. En una realizacién, el marcador
comprende un marcador fluorescente. En una realizacion, la proteina de superficie es una proteina de superficie de
Clostridium difficile. En una realizacion, la proteina de superficie es una proteina de superficie de Bacillus anthracis.

Aungue no es necesario comprender el mecanismo de una invencion, se cree que un anticuerpo frente a proteina de
superficie microbiana puede dirigirse hacia un epitopo especifico sobre una proteina de superficie de esporas (es
decir, ya sea una secuencia de aminoacidos u otra estructura antigénica). A modo de ilustraciéon, se usa a
continuacién una proteina de superficie de esporas de C. difficile especifica en un método para generar anticuerpos
monoclonales y policlonales, pero debe entenderse que puede sustituirse cualquier proteina de superficie de
esporas microbianas en la que se generaran satisfactoriamente anticuerpos monoclonales y/o policlonales dirigidos
contra cada proteina de superficie de esporas microbianas respectiva.

Se obtienen antisuero policlonal y anticuerpos monoclonales de ratdén contra proteina hipotética de C. difficile (SE
ID NO: 1) mediante varias inyecciones de proteina hipotética aislada (es decir, por ejemplo, aproximadamente 10
proteinas por inyeccién). Se producen anticuerpos monoclonales segun los procedimientos de Kohler y Milstein
(Kohler y Milstein, 1975). En resumen, se les administré dosis de refuerzo a los ratones en los dias 21 y 42 y se les
extrajo sangre en el dia 50 para obtener anticuerpos policlonales, o se les administré dosis de refuerzo en el dia 50 y
se sacrificaron para la fusién en el dia 53 para obtener anticuerpos monoclonales. Pueden examinarse hibridomas
para determinar la reactividad con esporas de C. difficile. Los hibridomas que se encuentra que son reactivos
también se examinan para determinar la reactividad con las células vegetativas.
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Se realiza el isotipado de anticuerpos monoclonales usando un formato de inmunoensayo de transferencia puntual.
Se aplican esporas a una membrana Immobilon-P® (Millipore Corp., Bedford, Mass.) en un aparato de transferencia
puntual. Entonces se incuban las esporas con 100 ml de los sobrenadantes de cultivo tisular apropiados. Se obtiene
el isotipo del anticuerpo monoclonal unido a esporas usando antisuero de conejo especifico anti-subclase de ratén
obtenido de BioRad ® (Hercules, Calif.).

Se describen métodos para detectar esporas microbianas que comprenden: a) proporcionar; i) una superficie
sustrato que se sospecha que tiene contaminacion por al menos una espora microbiana, comprendiendo dicha
espora al menos una proteina de superficie; y ii) un anticuerpo monoclonal anti-proteina de superficie que puede
unirse a la al menos una proteina de superficie; b) poner en contacto el anticuerpo monoclonal anti-proteina de
superficie con la superficie sustrato en condiciones tales que el anticuerpo monoclonal se une a la al menos una
proteina de superficie, creandose un complejo anticuerpo monoclonal/proteina; y c) detectar el complejo anticuerpo
monoclonal/proteina. En una realizacion, la proteina de superficie de esporas incluye, pero no se limita a, CD 1067,
CD 1581, CD 3520, CD 0372 o CD 1613. En una realizacion, el anticuerpo monoclonal anti-proteina de superficie
comprende un marcador. En una realizacién, el marcador comprende un marcador fluorescente. En una realizacion,
la proteina de superficie es una proteina de superficie de Clostridium difficile. En una realizacion, la proteina de
superficie es una proteina de superficie de Bacillus anthracis.

B. Ensayos para detectar la union de proteinas de superficie de esporas microbianas a una superficie

Se proporcionan varios métodos en el presente documento para detectar la unién de proteinas de superficie de
esporas con el fin de examinar posibles composiciones para el control de infecciones.

Con el fin de proporcionar métodos y dispositivos para examinar compuestos para desarrollar composiciones para el
control de infecciones, el método descrito incorpora generalmente sistemas in vitro modelo que imitan un sistema
microbiano dado in vitro para el que se desean composiciones para el control de infecciones. La gama de sistemas
frente a los que pueden examinarse estas composiciones para el control de infecciones es extensa. Por ejemplo, se
examinan opcionalmente posibles composiciones para el control de infecciones para determinar efectos en el
bloqueo, la ralentizacion o la inhibicion de otra forma de acontecimientos clave asociados con organismos
microbianos infecciosos. Por ejemplo, se examinan opcionalmente posibles composiciones de prueba de control de
infecciones para determinar su capacidad para bloguear sistemas que son responsables, al menos en parte, de la
esporulacion o de la unién de esporas a una superficie, incluyendo, por ejemplo, piel, tejidos corporales, granito,
acero inoxidable, ceramica, etc. Entonces las composiciones de prueba de control de infecciones que muestran
resultados prometedores en estos métodos de ensayo de examen pueden someterse a pruebas adicionales para
identificar agentes farmacoldgicos eficaces para el tratamiento de enfermedad o sintomas de infecciones
microbianas.

1. Examenes de unién

En sus formas mas sencillas, los modelos de examen de composiciones para el control de infecciones empleados en
los métodos y aparatos descritos examinaran una interaccion de una composicion para el control de infecciones con
un componente de un sistema bioquimico, por ejemplo, interaccion receptor-ligando, interaccién enzima-sustrato, y
similares. En esta forma, el modelo de examen incluird normalmente dos componentes de interaccion del sistema
(es decir, por ejemplo, una proteina de esporas bacterianas y una composicion para el control de infecciones o una
enzima microbiana y una composicién para el control de infecciones).

En una realizacion, el método comprende determinar si una composicion de prueba de control de infecciones tiene
un efecto sobre las interacciones de unién de proteinas de esporas microbianas con una superficie poniendo en
contacto la proteina de esporas microbianas con la composicidn de prueba de control de infecciones y sometiendo a
ensayo para determinar la unién residual de la espora microbiana a la superficie. Entonces se compara la cantidad
de union a superficie residual con una unién a superficie control, por ejemplo, el mismo ensayo de unién realizado en
ausencia de la composicion para el control de infecciones. Normalmente, tales ensayos de union implican la
medicién de un parametro del sistema de examen. Por “parametro del sistema de examen” quiere decirse alguna
evidencia medible, por ejemplo, la presencia o ausencia de un grupo marcado o un cambio en el peso molecular (por
ejemplo, en reacciones de unién, examenes de transporte), la presencia o ausencia de un producto o sustrato de
reaccion (en mediciones de renovacion de sustrato), o una alteracién en la movilidad electroforética (normalmente
detectada mediante un cambio en el tiempo de elucién de un compuesto marcado).

Aungue descritos anteriormente en cuanto a sistemas de examen de dos componentes, los métodos y aparatos
también pueden usarse para examinar efectores de sistemas mucho mas complejos, en los que el resultado o el
producto final del sistema se conoce y puede someterse a ensayo a algun nivel, por ejemplo, rutas enzimaticas,
rutas de sefializacion de superficie de esporas y similares. Alternativamente, los métodos y aparatos descritos en el
presente documento se usan opcionalmente para examinar compuestos que interaccionan con un Unico componente
de un sistema bioquimico, por ejemplo, compuestos que se unen especificamente a un compuesto bioquimico
particular, por ejemplo, un receptor, ligando, enzima, acido nucleico, macromolécula estructural, etc.
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En algunas realizaciones, los ensayos pueden implicar la interaccién de dos o mas componentes. Los ensayos que
implican interacciones entre dos componentes pueden considerarse ensayos para potenciadores o inhibidores de la
unién entre miembros de “parejas de union”. Las parejas de union preferidas incluyen, pero no se limitan a, proteinas
de esporas microbianas/moléculas organicas pequefias, proteinas de esporas microbianas/acidos nucleicos,
proteinas de esporas microbianas/composiciones para el control de infecciones (es decir, por ejemplo, fragmentos
de proteina de superficie de esporas de Clostridium). En una realizacion, cualquier miembro de la pareja de unién
puede estar inmovilizado (es decir, por ejemplo, unido a la superficie) mientras que el otro miembro esta en una
disolucién en contacto con la superficie. En otra realizacion, ambos miembros pueden estar unidos a diferentes
superficies que entonces se yuxtaponen para realizar el ensayo.

Por consiguiente, los métodos descritos seran utiles en el examen de composiciones para el control de infecciones
gue forman una pareja de uniéon con una molécula receptora, en los que la pareja de unién afecta a una interaccion
entre la molécula receptora y una superficie. Tal como se usa en el presente documento, el término “receptor” se
refiere generalmente a un miembro de la pareja de union (es decir, por ejemplo, una proteina de superficie de
esporas microbianas). El otro miembro de la pareja de uniéon se denomina “una composicién para el control de
infecciones”. Por tanto, una pareja de receptor/ligando puede incluir un receptor de proteina tipico, habitualmente
asociado a la membrana, y su ligando natural, por ejemplo, otra proteina o molécula pequefa. Las parejas de
receptor/ligando también pueden incluir parejas de unién de anticuerpo/antigeno, acidos nucleicos complementarios,
proteinas de asociacion a acido nucleico y sus ligandos de acido nucleico.

Tradicionalmente, los métodos para examinar efectores de una interaccion receptor/ligando (es decir, por ejemplo,
una interaccion de proteina de superficie de esporas microbianas/composicion para el control de infecciones) han
implicado incubar una pareja de unién de receptor/ligando en presencia de un compuesto de prueba. Entonces se
compara el nivel de union de la pareja de receptor/ligando con controles negativos y/o positivos. Cuando se observa
una disminucién en la uniéon normal, se determina que el compuesto de prueba es un inhibidor de la unién de
receptor/ligando. Cuando se observa un aumento en esa union, se determina que el compuesto de prueba es un
potenciador o inductor de la interaccion. Sin embargo, se contempla que la interaccion receptor/ligando se someta a
ensayo midiendo la cantidad de unién residual del receptor a una superficie en presencia de la composicion para el
control de infecciones.

En una realizacion, los ensayos de examen de alto rendimiento pueden comprender placas de reaccion de multiples
pocillos, por ejemplo, microplacas de multiples pocillos, que permiten el examen simultaneo, en paralelo de grandes
numeros de posibles composiciones para el control de infecciones.

Un conjunto similar, y quizd solapante, de sistemas bioquimicos puede incluir las interacciones entre enzimas
microbianas y sus sustratos. El término “enzima” tal como se usa en el presente documento se refiere generalmente
a una proteina que actla como catalizador para inducir un cambio quimico en otros compuestos o0 “sustratos”.
Normalmente, se examinan efectores de la actividad de una enzima hacia su sustrato poniendo en contacto la
enzima con un sustrato en presencia y ausencia del compuesto que va a examinarse y en condiciones éptimas para
detectar cambios en la actividad de la enzima. Tras un tiempo fijado para la reaccion, se somete a ensayo la mezcla
para determinar la presencia de productos de reacciéon o una disminucién en la cantidad de sustrato. Entonces se
compara la cantidad de sustrato que se ha catalizado con un control, es decir, enzima en contacto con sustrato en
ausencia de compuesto de prueba o presencia de un efector conocido. Como anteriormente, un compuesto que
reduce la actividad de enzimas hacia su sustrato se denomina “inhibidor”, mientras que un compuesto que acentia
esa actividad se denomina “inductor”.

Dependiendo de la realizacién particular que esté poniéndose en practica, las composiciones de prueba de control
de infecciones se proporcionan en diversos medios diferentes incluyendo, pero sin limitarse a, mediante inyeccion,
libres en disolucion, unidas a un portador, unidas a un soporte sélido (es decir, por ejemplo, perlas). Se emplean
varios soportes soélidos adecuados para la inmovilizacién de los compuestos de prueba. Los ejemplos de soportes
sélidos adecuados incluyen agarosa, celulosa, dextrano (disponible comercialmente como, por ejemplo, Sephadex,
Sepharose), carboximetilcelulosa, poliestireno, polietilenglicol (PEG), papel de filtro, nitrocelulosa, resinas de
intercambio i6nico, peliculas de plastico, perlas de vidrio, copolimero de poliaminametil vinil éter-acido maleico,
copolimero de aminoacido, copolimero de etileno-acido maleico, nailon, seda, etc. Adicionalmente, para los métodos
y aparatos descritos en el presente documento, se examinan compuestos de prueba individualmente, o en grupos.
El examen en grupos es particularmente Gtil cuando se espera que las tasas de acierto para compuestos de prueba
eficaces sean bajas de manera que no se esperaria mas de un resultado positivo para un grupo dado.
Alternativamente, tal examen en grupos se usa cuando los efectos de diferentes compuestos de prueba se detectan
de manera diferencial en un Gnico sistema.

2. Inmunoensayos
En una realizacion, se dan a conocer pruebas inmunolégicas en las que tiene lugar una reaccién entre dos 0 mas

agentes inmunolégicos relacionados (es decir, por ejemplo, un antigeno y un anticuerpo). Por tanto, por ejemplo,
cuando se busca determinar si y cuanto de un antigeno o anticuerpo particular reside en una muestra, debe
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intentarse hacer reaccionar la muestra que se sospecha que contiene un antigeno con su pareja de union
inmunolégica. Aunque no es necesario comprender el mecanismo de una invencion, se cree que si tiene lugar una
reaccion, entonces la visualizacion de esa reaccién demuestra la presencia del antigeno o anticuerpo en el fluido
sometido a prueba originalmente.

En una realizacion, puede visualizarse una pareja de union de anticuerpo/antigeno usando una particula indicadora
0 portadora. Un sistema adecuado comprende una técnica de particulas poliméricas en la que se han usado
matrices, superficies o particulas de resina sintética como adsorbente sobre el que se ha adsorbido el antigeno (es
decir, por ejemplo, un fragmento de proteina de esporas microbianas) o anticuerpo (es decir, por ejemplo, que tiene
afinidad por un fragmento de proteina de esporas microbianas) apropiado.

Los formatos para inmunoensayos incluyen, pero no se limitan a, ensayos competitivos (por ejemplo, ELISA,
inhibicion de haptenos, etc.) y no competitivos. Se han notificado diversos formatos de inmunoensayo. Véanse las
patentes estadounidenses n.”® 4.366.241; 4.376.110; 4.517.288; y 4.837.168; Asai (1993) Methods in Cell Biology
Volume 37: Antibodies in Cell Biology, Academic Press, Inc. Nueva York, Stites & Terr, eds. (1991) Basic and
Clinical Immunology 72 edicion, etc.) y las referencias citadas en los mismos).

3. Ensayos de unién a acidos nucleicos

En otra realizacion, los materiales y métodos de esta invencion se usan para inmovilizar componentes en ensayos
de proteinas de unién a acidos nucleicos. Normalmente tales ensayos detectan la unién de un acido nucleico por
una 0 mas proteinas de unién. Los ensayos se usan generalmente para examinar agentes que mejoran
(especificidad o afinidad) o inhiben la unién a acidos nucleicos por una o mas proteinas de union a acidos nucleicos
particulares. Las proteinas de unién a acidos nucleicos incluyen, pero no se limitan a, endonucleasas, polimerasas,
receptores de factores de transcripcion nucleares, proteinas API (es decir, por ejemplo, fos andjun). Los ensayos de
unioén a acidos nucleicos se facilitan por la unién a una superficie de o bien el acido nucleico que contiene el sitio de
union a proteina o bien la propia proteina de union.

4. Ensayos de union en disoluciones fisiologicamente compatibles

Se apreciard que muchos de los ensayos anteriores requieren condiciones particulares para que los componentes
de ensayo objeto (por ejemplo, enzimas) mantengan su actividad deseada. Normalmente tales ensayos se optimizan
para mantener condiciones fisioldgicamente compatibles para elementos (por ejemplo, pH, composicién de iones)
criticos para la actividad de los componentes.

Es una ventaja significativa que las composiciones para el control de infecciones de esta invencion son estables en
las concentraciones fisiolégicas de la mayoria de las especies ionicas (por ejemplo, Na+, Ca2+, Mg2+, etc.). Por
tanto, los ensayos pueden ejecutarse en condiciones fisiologicamente compatibles convencionales (por ejemplo,
solucién salina tamponada con fosfato (PBS), soluciones de Ringer convencionales, y similares).

Las composiciones para el control de infecciones de esta invencién también pueden usarse para purificar el resto
(por ejemplo, polipéptido(s)) con el que forman parejas de unién. Especificamente, las composiciones para el control
de infecciones pueden usarse conjuntamente con practicamente cualquier resina de intercambio anidnico o
catidnico. Estan disponibles comercialmente resinas de intercambio anionico y catiénico adecuadas. Las resinas de
intercambio cationico incluyen, por ejemplo, pero sin limitarse a, carboximetilcelulosa, mientras que las resinas de
intercambio aniénico incluyen, pero no se limitan a, DEAE celulosa, medios de intercambio i6nico de filtracion en gel
DEAE SEPHAROSE, heparina, y similares.

La interaccion de una composicion para el control de infecciones con una proteina de superficie de esporas
microbianas puede aprovecharse para fines de purificacion. Esto se logra de una manera analoga a una resina de
intercambio catiénico o de una manera analoga a los sistemas de separacién de polihistidina/niquel sustituyendo por
mica la resina de intercambio catiénico o la resina de niquel, respectivamente. En una realizacién, la mica se
proporciona como un lecho (o bien de escamas o bien de polvo de mica) a través del cual se hace fluir la muestra. El
lecho de mica se aloja en cualquiera de una variedad de recipientes adecuados, incluyendo cartuchos que pueden
unirse a jeringas, columnas de cromatografia, y similares. La proteina de superficie de esporas microbianas se une
al lecho de mica, mientras que otros componentes de la muestra se eliminan por lavado. Pueden eluirse
componentes que no se unen especificamente usando disoluciones salinas a concentraciones suficientes para
liberar componentes no deseados al mismo tiempo que se retiene la proteina de superficie de esporas microbianas.
Una vez que la composicion para el control de infecciones se une a la proteina de superficie de esporas
microbianas, la composicién para el control de infecciones puede liberarse entonces mediante la aplicacién de
concentraciones salinas suficientes y/u otras mezclas de disolventes apropiadas segin se desee.

5. Sistemas de ensayo de flujo continuo

En una realizacion, los métodos y aparatos de la invencion se usan en el examen de composiciones de prueba de
control de infecciones usando un sistema de ensayo de flujo continuo. El uso de tales sistemas de ensayo de flujo
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continuo no se limita a examinar la unién de proteinas de superficie de esporas a superficies sino que también
puede usarse facilmente en el examen de inhibidores o inductores de la actividad enzimatica, o de agonistas o
antagonistas de la union receptor-ligando.

En resumen, el sistema de ensayo de flujo continuo implica el flujo continuo del sistema bioguimico particular a lo
largo de una trayectoria de fluido (es decir, por ejemplo, una micromatriz, una columna de cromatografia o un canal
fabricado de tamafio microscopico). Tal como se usa en el presente documento, el término “continuo” se refiere
generalmente a una corriente no interrumpida o contigua de la composicion particular que esta haciéndose fluir de
manera continua. Por ejemplo, un flujo continuo puede incluir un flujo de fluido constante que tiene una velocidad
fijada, o alternativamente, un flujo de fluido que incluye pausas en la velocidad de flujo del sistema global, de manera
gue la pausa no interrumpe por lo demas la corriente de flujo.

6. Marcadores detectables

En una realizacion, el funcionamiento de un sistema de examen comprende producir una sefial o acontecimiento
detectable. Tales sefiales detectables pueden incluir, pero no se limitan a, sefiales fluorescentes o cromoféricas
Opticamente detectables. Para sistemas enzimaticos, tales sefiales pueden producirse por productos de la accién
catalitica de la enzima, por ejemplo, sobre un sustrato fluorogénico o cromogénico. Para sistemas de union, por
ejemplo, interacciones receptor-ligando o unién de superficie de esporas microbianas a superficies, las sefiales
implicaran normalmente la asociacion de un ligando marcado con el receptor, o viceversa.

También puede usarse una amplia variedad de otras sefiales y marcadores detectables en las realizaciones de la
invencion contemplada en el presente documento. Ademas de los marcadores fluorogénicos y cromogénicos
descritos anteriormente, también pueden medirse convenientemente la desintegracion radiactiva, densidad
electronica, cambios en el pH, viscosidad del disolvente, temperatura y concentracion salina.

Mas generalmente, los marcadores pueden detectarse comunmente por medios espectroscépicos, fotoquimicos,
bioquimicos, inmunoquimicos o quimicos. Por ejemplo, los marcadores de acido nucleico utiles incluyen 32p, 35S,
colorantes fluorescentes, reactivos electrodensos, enzimas (por ejemplo, tal como se usan cominmente en un
ELISA), biotina, dioxigenina o haptenos y proteinas para los que estan disponibles antisueros o anticuerpos
monoclonales. Se conoce una amplia variedad de marcadores adecuados para marcar componentes biologicos y se
notifican exhaustivamente en la bibliografia cientifica y de patentes, y pueden aplicarse generalmente para el
marcaje de componentes bioldgicos. Los marcadores adecuados incluyen, pero no se limitan a, radionucledétidos,
enzimas, sustratos, cofactores, inhibidores, restos fluorescentes, restos quimioluminiscentes, particulas magnéticas,
y similares. Los agentes de marcaje incluyen opcionalmente, por ejemplo, anticuerpos monoclonales, anticuerpos
policlonales, proteinas u otros polimeros tales como matrices de afinidad, hidratos de carbono o lipidos.

La deteccion de marcadores puede realizarse mediante una variedad de métodos, incluyendo pero sin limitarse a,
seguimiento espectrofotométrico u éptico de marcadores radiactivos o fluorescentes, u otros métodos que siguen
una molécula basandose en el tamafio, la carga o la afinidad. Un resto detectable puede ser cualquier material que
tenga una propiedad fisica o0 quimica detectable. Tales marcadores detectables existen en los campos de
electroforesis en gel, cromatografia en columna, sustratos sélidos, técnicas espectroscopicas, y similares, y en
general, pueden aplicarse marcadores Utiles en tales métodos.

Por tanto, un marcador puede comprender cualquier composicion detectable por medios espectroscopicos,
fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, 6pticos, térmicos o quimicos. En algunas realizaciones, los
marcadores pueden incluir, pero no se limitan a, colorantes fluorescentes (E)or ejemplo, isotiocianato de fluoresceina,
rojo Texas, rodamina, y similares), radiomarcadores (por ejemplo, *H, **°I, *°S, *C, **P 0 *P), enzimas (por ejemplo,
Lacz, CAT, peroxidasa del rabano, fosfatasa alcalina y otras, cominmente usadas como enzimas detectables, o
bien como productos marcadores o bien como en un ELISA), intercaladores del acido nucleico (por ejemplo,
bromuro de etidio) y marcadores colorimétricos tales como oro coloidal o perlas de vidrio o plastico (por ejemplo
poliestireno, polipropileno, latex, etc.) coloreadas.

También se describen marcadores fluorescentes que se caracterizan normalmente por uno o mas de lo siguiente:
alta sensibilidad, alta estabilidad, bajo fondo, baja sensibilidad ambiental y alta especificidad en el marcaje. Tales
restos fluorescentes, que se incorporan en los marcadores de la invencion pueden incluir, pero no se limitan a, 1- y
2-aminonaftaleno, p,p’-diaminoestilbenos, pirenos, sales de fenantridina cuaternarias, 9-aminoacridinas, p,p’-
diaminobenzofenonaiminas, antracenos, oxacarbocianina, merocianina, 3-aminoequilenina, perileno, bisbenzoxazol,
bis-p-oxazolilbenceno, 1,2-benzofenazina, retinol, sales de bis-3-aminopiridinio, helebrigenina, tetraciclina,
esterofenol, bencimidazolilfenilamina, 2-oxo-3-cromeno, indol, xanteno, 7-hidroxicumarina, fenoxazina, salicilato,
estrofantidina, porfirinas, triariimetanos y flavina. Los compuestos fluorescentes individuales que tienen
funcionalidades para unirse a un elemento detectable mediante las realizaciones de la invencién, o que pueden
modificarse para incorporar tales funcionalidades, incluyen pero no se limitan a, cloruro de dansilo; fluoresceinas
tales como 3,6-dihidroxi-9-fenilxanthidrol; isotiocianato de rodamina; N-fenil-amino-8-sulfonatonaftaleno; N-fenil-2-
amino-6-sulfonatonaftaleno; acido 4-acetamido-4-isotiocianatoestilbeno-2,2’-disulfénico; acido pireno-3-sulfénico; 2-
toluidinonaftaleno-6-sulfonato; N-fenil-N-metil-2-aminonaftaleno-6-sulfonato; bromuro de etidio; estebrina; auromina-
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0,2-(9'antroil)palmitato; dansilfosfatidiletanolamina; N,N’-dioctadeciloxacarbocianina: N,N’-dihexiloxacarbocianina;
merocianina, 4-(3'pirenilo)estearato; d-3-aminodesoxiequilenina; 12-(9’-antroil)estearato; 2-metilantraceno; 9-
vinilantraceno;  2,2'(vinilenfenileno)bisbenzoxazol; p-bis(2-(4-metil-5-fenil-oxazolil))benceno; 6-dimetilamino-1,2-
benzofenazina; retinol; bis(3’-aminopiridinio), 1,1-diyoduro de O-decandiilo; sulfonaftilhidrazona de helibrienina;
clorotetraciclina; N-(7-dimetilamino-4-metil-2-oxo-3-cromenil)maleimida; N-(p-(2-bencimidazolil)fenil)maleimida; N-(4-
fluorantil)maleimida; bis(acido homovanilico); resazarina; 4-cloro-7-nitro-2,1,3-benzooxadiazol; merocianina 540;
resorufina; rosa de bengala; y 2,4-difenil-3(2H)-furanona.

Muchas etiquetas fluorescentes estan disponibles comercialmente, por ejemplo, de SIGMA chemical company (Saint
Louis, Mo.), Molecular Probes, R&D systems (Minneapolis, Minn.), Pharmacia LKB Biotechnology (Piscataway, N.J.),
CLONTECH Laboratories, Inc. (Palo Alto, Calif.), Chem Genes Corp., Aldrich Chemical Company (Milwaukee, Wis.),
Glen Research, Inc., GIBCO BRL Life Technologies, Inc. (Gaithersberg, Md.), Fluka Chemica-Biochemika Analytika
(Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland) y Applied Biosystems (Foster City, Calif.).

De manera deseable, los marcadores fluorescentes absorben luz por encima de aproximadamente 300 nm,
preferiblemente de aproximadamente 350 nm y mas preferiblemente por encima de aproximadamente 400 nm,
emitiendo habitualmente a longitudes de onda mayores de aproximadamente 10 nm superiores a la longitud de onda
de la luz absorbida. Debe indicarse que las caracteristicas de absorcién y emision del marcador unido pueden diferir
del marcador no unido. Por tanto, cuando se hace referencia a los diversos intervalos de longitud de onda y
caracteristicas de los marcadores, se pretende indicar los marcadores empleados y no un marcador que no esta
conjugado ni caracterizado en un disolvente arbitrario. Los marcadores fluorescentes pueden detectarse porque al
irradiar un marcador fluorescente con luz, pueden obtenerse una pluralidad de emisiones. Por tanto, un Gnico
marcador puede proporcionar una pluralidad de acontecimientos medibles. La sefial detectable también puede
proporcionarse por fuentes quimioluminiscentes y bioluminiscentes.

Las fuentes quimioluminiscentes incluyen un compuesto que se excita electronicamente mediante una reaccion
quimica y que entonces puede emitir luz que sirve como sefial detectable o dona energia a un aceptor fluorescente.
Se ha encontrado que un numero diverso de familias de compuestos proporcionan quimioluminiscencia en una
variedad de condiciones. Uno de los compuestos es 2,3-dihidro-1,4-ftalazindiona. El compuesto mas popular es
luminol, que es un compuesto de 5-amino. Otros miembros incluyen el analogo de 5-amino-6,7,8-trimetoxilo y el de
dimetilamino[ca]benceno. Puede hacerse que estos compuestos emitan luminiscencia con peroxido de hidrégeno
alcalino o hipoclorito de calcio y una base. Otros de los compuestos son los 2,4,5-trifenilimidazoles, siendo lofina el
nombre comin para el producto original. Los andlogos quimioluminiscentes incluyen sustituyentes de para-
dimetilamino y -metoxilo. También puede obtenerse quimioluminiscencia con oxalatos, habitualmente ésteres activos
de oxalilo, por ejemplo, p-nitrofenilo y un peréxido, por ejemplo, perdxido de hidrégeno, en condiciones basicas. Se
conocen otros compuestos quimioluminiscentes Utiles y estan disponibles, incluyendo ésteres de N-alquilacridinio
(H202 basico) y dioxetanos. Alternativamente, pueden usarse luciferinas conjuntamente con luciferasa o lucigeninas
para proporcionar bioluminiscencia.

Puede acoplarse un marcador directa o indirectamente a una molécula que va a detectarse (un producto, sustrato,
enzima, o similar) segun muchos métodos. Tal como se indicé anteriormente, se usa una amplia variedad de
marcadores, dependiendo la eleccion del marcador de la sensibilidad requerida, la facilidad de conjugacion del
compuesto, los requisitos de estabilidad, la instrumentacion disponible y las disposiciones de eliminacion. Los
marcadores no radiactivos se unen a menudo por medios indirectos. Generalmente, una molécula de ligando (por
ejemplo, biotina) se une covalentemente a un polimero. El ligando se une entonces a una molécula de anti-ligando
(por ejemplo, estreptavidina) que o bien puede detectarse inherentemente o bien esta unida covalentemente a un
sistema de sefial, tal como una enzima detectable, un compuesto fluorescente o un compuesto quimioluminiscente.
Pueden usarse varios ligandos y anti-ligandos. Cuando un ligando tiene un anti-ligando natural, por ejemplo, biotina,
tiroxina y cortisol, puede usarse conjuntamente con anti-ligandos marcados. Alternativamente, puede usarse
cualquier compuesto hapténico o antigénico en combinacién con un anticuerpo. Los marcadores también pueden
conjugarse directamente con compuestos que generan sefial, por ejemplo, mediante conjugacién con una enzima o
fluoréforo. Las enzimas de interés como marcadores seran principalmente hidrolasas, particularmente fosfatasas,
esterases y glicosidasas, u oxidorreductasas, particularmente peroxidasas. Los compuestos fluorescentes incluyen
fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus derivados, dansilo, umbeliferona, etc. Los compuestos
quimioluminiscentes incluyen luciferina y 2,3-dihidroftalazindionas, por ejemplo, luminol.

Los medios para detectar marcadores dependen del tipo de marcador. Por tanto, por ejemplo, cuando el marcador
es un marcador radiactivo, un medio para la deteccién puede incluir, pero no se limita a, un contador de centelleo o
una pelicula fotografica como en autorradiografia. Cuando el marcador es una sefial fluorescente, un medio para la
deteccién puede incluir, pero no se limita a, excitar el fluorocromo con la longitud de onda de luz apropiada y
detectar la fluorescencia resultante, por ejemplo, mediante microscopia, inspeccion visual, por medio de pelicula
fotografica, mediante el uso de detectores electrénicos tales como camaras digitales, dispositivos de carga acoplada
(CCD) o fotomultiplicadores y fototubos, y similares. Cuando se usan marcadores fluorescentes y técnicas de
deteccion, a menudo se integran técnicas de microscopia y espectroscopia en el sistema de detecciéon. De manera
similar, pueden detectarse marcadores enzimaticos proporcionando sustratos apropiados para la enzima y
detectando el producto de reaccion resultante. Finalmente, se detectan a menudo marcadores colorimétricos
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sencillos simplemente observando el color asociado con el marcador. Por ejemplo, el ojo conjugado a menudo
aparece de color rosa, mientras que diversas perlas conjugadas aparecen del color de la perla.

En una realizacion, un sistema de examen de flujo continuo genera una sefial constante que varia so6lo cuando se
introduce un compuesto de prueba que afecta al sistema. Especificamente, a medida que los componentes del
sistema fluyen a través del sistema, produciran un nivel de sefal relativamente constante en una zona de deteccion.
Cuando se introducen periddicamente compuestos de prueba (es decir, por ejemplo, composiciones para el control
de infecciones) en el canal y se mezclan con los componentes del sistema, los compuestos de prueba provocan una
desviacion del nivel de sefial constante en la zona de deteccién. Esta desviacidon puede correlacionarse entonces
con el compuesto de prueba particular examinado.

D. Deteccion de la union de proteinas de superficie de esporas microbianas a una proteina epidérmica

Se describe un método para detectar la uniéon de proteinas de superficie de esporas microbianas a una capa
epidérmica. En una realizacion, la capa epidérmica se deriva de la piel. En una realizacion, la capa epidérmica se
deriva de un 6rgano interno. En una realizacion, la capa epidérmica se deriva de una membrana mucosa. En una
realizacién, la capa epidérmica comprende una proteina de la piel. En una realizacién, la proteina de la piel
comprende involucrina. En una realizacion, la proteina de la piel comprende loricrina. En una realizacion, la proteina
de la piel comprende citoqueratina. Véase la figura 10.

Se recubrieron placas de ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas con 5 mg de queratina humana en 100 pl de
PBS/pocillo durante la noche a 4°C. Entonces se lavaron los pocillos tres veces con PBS y luego se bloquearon con
albumina sérica bovina al 1% en PBS durante 1 h antes de la adicién de esporas. Se diluyeron esporas (C. difficile
preparadas tal como se describié anteriormente) hasta una concentracion que tenia una absorbancia de 1,0 a
600 nm en PBS (aproximadamente 5x10’ esporas/ml) antes de marcarse con FITC. Se afiadieron 100 pl de esporas
marcadas por pocillo, y se incubaron las placas a 37°C durante 1 h. Se midio la fluorescencia total (Fiot por pocillo)
tras una incubacién de 1 h usando un lector de fluorescencia Fluoroskan Il (Labsystems, Beverly, MA), con Aex =
485 nm y Aem = 535 nm. Se lavaron los pocillos con PBS tres veces para eliminar esporas no unidas y se midio la
fluorescencia restante (Fpreba). Se calculd la adherencia tal como sigue: adherencia = Fpueba/Froa. S€ normalizo la
adherencia de células marcadas en ausencia de anticuerpos o composiciones para el control de infecciones al
100%. Se usaron pocillos recubiertos con albumina sérica bovina como controles negativos. Para ensayos de
inhibicién, se incubaron en primer lugar esporas marcadas con FITC con anticuerpos anti-espora o composiciones
para el control de infecciones durante 1 h a 37°C antes de la adicién de la mezcla a los pocillos recubiertos con
queratina.

Alternativamente, se bloquearon placas de modelo de piel EpiDerm™ (24 pocillos o 96 pocillos) con albumina sérica
bovina al 1% en PBS durante 1 h antes de la adicidon de esporas. Se diluyeron esporas (C. difficile preparadas tal
como se describié anteriormente) hasta una concentracion que tenia una absorbancia de 1,0 a 600 nm en PBS
(aproximadamente 5x10’ esporas/ml) antes de marcarse con FITC. Se afiadieron 100 pl de esporas marcadas por
pocillo, y se incubaron las placas a 37°C durante 1 h. Se midi6 la fluorescencia total (Fita) por pocillo tras una
incubacién de 1 h usando un lector de fluorescencia Fluoroskan Il (Labsystems, Beverly, MA), con Aex = 485 nm y
Aem = 535 nm. Se lavaron los pocillos con PBS tres veces para eliminar esporas no unidas y se midié la
fluorescencia restante (Fprueba). Se calculd la adherencia tal como sigue: adherencia = Fpreba/Frota. S€ normalizo la
adherencia de células marcadas en ausencia de anticuerpos o composiciones para el control de infecciones al
100%. Se usaron pocillos recubiertos con albumina sérica bovina como controles negativos. Para ensayos de
inhibicion, se incubaron en primer lugar esporas marcadas con FITC con anticuerpos anti-espora durante 1 h a 37°C
antes de la adicion de la mezcla a las placas de modelo de piel EpiDerm™.

E. Examen de alto rendimiento de composiciones para el control de infecciones

Se describen métodos que comprenden ensayos de alto rendimiento para examinar composiciones para el control
de infecciones. Por ejemplo, se han desarrollado ensayos de unién de alto rendimiento para proteinas y/o acidos
nucleicos; i) métodos de examen de alto rendimiento para proteinas (patente estadounidense n.° 5.559.410); ii)
métodos de examen de alto rendimiento para la unién a acidos nucleicos (es decir, en alineamientos) (patente
estadounidense n.° 5.585.639); y iii) métodos de alto rendimiento de examen de la unién ligando/anticuerpo
(patentes estadounidenses n.*® 5.576.220 y 5.541.061) (todas las patentes en el presente documento incorporadas
como referencia). Ademas, estan disponibles comercialmente métodos de examen de alto rendimiento (véanse, por
ejemplo, Zymark Corp., Hopkinton, Mass.; Air Technical Industries, Mentor, Ohio; Beckman Instruments, Inc.
Fullerton, Calif.; Precision Systems, Inc., Natick, Mass., etc.). Estos sistemas automatizan normalmente todos los
procedimientos incluyendo todo el pipeteo de muestras y reactivos, dispensacion de liquidos, incubaciones
cronometradas y lecturas finales de la microplaca en detector(es) apropiado(s) para el ensayo. Estos sistemas
configurables proporcionan un alto rendimiento y un rapido arranque asi como un alto grado de flexibilidad y
adaptacion. Los fabricantes de tales sistemas proporcionan protocolos detallados de los diversos sistemas de alto
rendimiento. Por tanto, por ejemplo, Zymark Corp. proporciona boletines técnicos que describen sistemas de
examen para detectar la modulacién de la transcripcion génica, la unién a ligando, y similares.
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Convencionalmente, se generan nuevas entidades quimicas con propiedades Utiles identificando un compuesto
quimico (denominado “compuesto lider”) con alguna propiedad o actividad deseable, creando variantes del
compuesto lider y evaluando la propiedad y actividad de esos compuestos variantes. Sin embargo, la tendencia
actual es acortar la escala de tiempo para todos los aspectos del descubrimiento de farmacos. Debido a la
capacidad para someter a prueba grandes nimeros rapida y eficazmente, los métodos de examen de alto
rendimiento (HTS) estan reemplazando a métodos de identificacion de compuestos lideres convencionales.

En una realizacion, los métodos de examen de alto rendimiento implican proporcionar una biblioteca que contiene un
gran numero de posibles compuestos terapéuticos (compuestos candidatos). Tales “bibliotecas quimicas
combinatorias” se examinan entonces en uno o mas ensayos, tal como se describe en el presente documento, para
identificar los miembros de la biblioteca (especies quimicas o subclases particulares) que presentan una actividad
caracteristica deseada. Los compuestos asi identificados pueden servir como “compuestos lideres” convencionales
0 pueden usarse por si mismos como productos terapéuticos potenciales o reales.

1. Bibliotecas quimicas combinatorias

Recientemente, se ha centrado la atencidn en el uso de bibliotecas quimicas combinatorias para ayudar en la
generacién de nuevos compuestos quimicos lideres. Una biblioteca quimica combinatoria es una coleccién de
diversos compuestos quimicos generados o bien mediante sintesis quimica o bien mediante sintesis biolégica
combinando un gran ndmero de “elementos estructurales” quimicos tales como reactivos. Por ejemplo, una
biblioteca quimica combinatoria lineal tal como una biblioteca de polipéptidos se forma combinando un conjunto de
elementos estructurales quimicos denominados aminoacidos de cada modo posible para una longitud de compuesto
dada (es decir, el numero de aminoacidos en un compuesto de polipéptido). Pueden sintetizarse millones de
compuestos quimicos a través de tal mezclado combinatorio de elementos estructurales quimicos. Por ejemplo, un
mezclado sistematico combinatorio, de 100 elementos de construccion quimicos intercambiables puede dar como
resultado la sintesis tedrica de 100 millones de compuestos tetraméricos o 10 mil millones de compuestos
pentaméricos.

Las bibliotecas quimicas combinatorias incluyen, pero no se limitan a, bibliotecas de péptidos. Patente
estadounidense n.° 5.010.175, Furka et al., Int. J Pept. Prot. Res., 37: 487-493 (1991); y Houghton et al., Nature
354:84-88 (1991). La sintesis de péptidos no es de ningiin modo el Unico enfoque ideado y previsto para su uso con
los métodos descritos. También pueden usarse otras quimicas para generar bibliotecas de diversidad quimicas.
Tales quimicas incluyen, pero no se limitan a: peptoides (publicacién PCT n.° WO 91/19735, 26 de diciembre de
1991), péptidos codificados (publicacion PCT WO 93120242, 14 de octubre de 1993), biooligémeros al azar
(publicacién PCT WO 92100091, 9 de enero de 1992), benzodiazepinas (patente estadounidense n.° 5.288.514),
diversémeros tales como hidantoinas, benzodiazepinas y dipéptidos (Hobbs et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA
90:6909-6913 (1993), polipéptidos vinilogos (Hagihara et al., J Amer. Chem. Soc. 114:6568 (1992),
peptidomiméticos no peptidicos con un armazén de beta-D-glucosa (Hirschmann et al.,, J. Amer. Chem. Soc.
114:9217-9218 (1992), sintesis organicas analogas de bibliotecas de compuestos pequefios (Chen et al., J. Amer.
Chem. Soc. 116:2661 (1994), oligocarbamatos (Cho et al., Science 261:1303 (1993) y/o fosfonatos de peptidilo
(Campbell et al., J. Org. Chem. 59 658 (1994)); bibliotecas de &cido nucleico, bibliotecas de acido nucleico peptidico
(patente estadounidense n.° 5.539.083), bibliotecas de anticuerpos (Vaughn et al., Nature Biotechnology 14(3): 309-
314 (1996) y documento PCT/US96110287), bibliotecas de hidratos de carbono (Liang et al. Science 274:1520-1522
(1996) y patente estadounidense n.° 5.593.853) y bibliotecas de moléculas organicas pequefias - benzodiazepinas
(Baum C&EN, 18 de enero, pagina 33 (1993); isoprenoides (patente estadounidense n.° 5.569.588); tiazolidinonas y
metatiazanonas, patente estadounidense n.° 5.549.974; pirrolidinas, patentes estadounidenses n.*® 5.525.735 y
5.519.134; compuestos de morfolino, patente estadounidense n.° 5.506.337; benzodiazepinas, documento
5.288.514; y similares).

Estan disponibles comercialmente dispositivos para la preparacion de bibliotecas combinatorias (véanse, por
ejemplo, 357 NIPS, 390 NTS, Advanced Chem Tech, Louisville Ky., Symphony, Rainin, Woburn, Mass., 433A
Applied Biosystems, Foster City, Calif., 9050 Plus, Millipore, Bedford, Mass.).

Se han desarrollado varios sistemas robéticos para quimicas en fase de disolucion. Estos sistemas incluyen
estaciones de trabajo automatizadas como el aparato de sintesis automatizada desarrollado por Takeda Chemical
Industries, LTD. Osaka, Japon) y muchos sistemas robéticos que utilizan brazos robéticos (Zymate Il, Zymark
Corporation, Hopkinton, Mass.; Orca, Hewlett-Packard, Palo Alto, Calif.) que imitan las operaciones de sintesis
manuales realizadas por un quimico. Cualquiera de los dispositivos anteriores es adecuado para su uso con los
métodos descritos. Ademas, estan disponibles comercialmente numerosas bibliotecas combinatorias por si mismas.
ComGenex, Princeton, N.J.; Asinex, Moscl, Ru; Tripos, Inc., St. Louis, Mo.; ChemStar, Ltd, Moscu, RU; 3D
Pharmaceuticals, Exton, Pa.; o Martek Biosciences, Columbia, Md.

2. Ensayos de alto rendimiento de bibliotecas quimicas

Cualquiera de los ensayos para compuestos que inhiben la unién de esporas bacterianas descrito en el presente
documento son adecuados para examen de alto rendimiento. Tal como se describié anteriormente, en una
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realizacién preferida, los ensayos examinan agentes que interaccionan con una proteina de superficie de esporas
microbianas.

La implementacién de alto rendimiento de los ensayos descritos en el presente documento puede implementarse
con, como mucho, modificacion de rutina del formato de los ensayos (por ejemplo, para su compatibilidad con los
manipuladores roboticos, lectores de placas grandes, y similares). Se describen diversos sistemas de examen de
alto rendimiento (por ejemplo, para la unién a proteinas, unién a acidos nucleicos, etc.). Patentes estadounidenses
n.°® 5.559.410, 5.585.639, 5.576.220 y 5.541.061.

Ademas, estan disponibles comercialmente sistemas de examen de alto rendimiento. Zymark Corp., Hopkinton,
Mass.; Air Technical Industries, Mentor, Ohio; Beckman Instruments, Inc. Fullerton, Calif.; o Precision Systems, Inc.,
Natick, Mass. Estos sistemas automatizan normalmente todos los procedimientos incluyendo todo el pipeteo de
muestras y reactivos, dispensacion de liquidos, incubaciones cronometradas y lecturas finales de la microplaca en
detector(es) apropiado(s) para el ensayo. Estos sistemas configurables proporcionan un alto rendimiento y un rapido
arranque asi como un alto grado de flexibilidad y adaptacién. Los fabricantes de tales sistemas proporcionan
protocolos detallados de los diversos sistemas de alto rendimiento. Por tanto, por ejemplo, Zymark Corp.
proporciona boletines técnicos que describen sistemas de examen para detectar la modulacion de la transcripcion
génica, la union a ligando, y similares.

V. Evaluacion de compuestos de prueba de control de infecciones

En una realizacion, se describe un método para detectar y/o cuantificar una cantidad, o tasa, de interacciéon entre
una proteina de superficie de esporas microbianas y un compuesto de prueba de control de infecciones. En algunas
realizaciones, los métodos de deteccién incluyen, pero no se limitan a, videomicroscopia; cambios de fluorescencia
de DAPI, transferencia de energia por resonancia de fluorescencia o centrifugacion.

A. Microscopia

En una realizacién, un compuesto de prueba de control de infecciones se detecta mediante microscopia (es decir,
por ejemplo, mediante observacion visual directa o usando un dispositivo de grabacion de video o fotogréafico). Los
ensayos que implican visualizacién microscépica pueden utilizar péptidos de superficie de esporas de Clostridium
y/u otra proteina de superficie de esporas microbianas que comprenden un marcador (por ejemplo, estan marcados
fluorescentemente). En una realizacién, los péptidos y/o las proteinas se colocan adyacentes a un soporte sélido
(por ejemplo, un portaobjetos de vidrio), y se exponen a una disolucién que contiene un compuesto de prueba de
control de infecciones. La unidon de los péptidos y/o las proteinas al soporte solido puede visualizarse directamente
usando un microscopio (es decir, por ejemplo, un microscopio electronico de barrido).

Un microscopio puede estar equipado opcionalmente con una camara de fotografia fija o videocamara y puede estar
equipado con software de adquisicion y analisis de imagenes para cuantificar la abundancia relativa de union de
proteinas y/o péptidos.

Puede usarse cualquier marcador que pueda visualizarse en un microscopio conjuntamente con este tipo de
deteccién. Tales marcadores incluyen, pero no se limitan a, marcadores fluorescentes (por ejemplo, fluoresceina,
rodamina, etc.), marcadores calorimétricos y marcadores radiactivos (con pantalla de centelleo apropiada), y
similares. En algunas realizaciones de los ensayos de esta invencion, los microtibulos pueden visualizarse sin
ningun marcador (por ejemplo, por medio de microscopia de contraste de interferencia diferencial).

B. Cambios en la fluorescencia de DAPI.

En otra realizacion, la interaccion de un compuesto de prueba de control de infecciones con un péptido de superficie
de esporas de Clostridium y/u otra proteina de superficie de esporas microbianas puede determinarse mediante los
cambios en la fluorescencia utilizando un marcador que comprende DAPI. Una disminucién en la tasa o la cantidad
de fluorescencia de DAPI es indicativa de una interaccién entre un compuesto de prueba y una proteina de
superficie de esporas microbianas. Se compara un cambio en la fluorescencia con un compuesto de prueba con la
observada en una reaccidn control negativo y/o positivo.

Otros marcadores que pueden usarse incluyen, pero no se limitan a, sulfonato de anilinonaftaleno (ANS) (por
ejemplo, n.”® de catélogo de Molecular Probes: A-47, A-50, T-53, etc.), bisANS (n.° de catélogo de Molecular Probes:
B-153), N-fenil-1-naftileno (NPN) (n.° de catdlogo de Molecular Probes: P65), DCV] (n.° de catdlogo de Molecular
Probes: D3923), rojo de rutenio y violeta de cresol.

C. Transferencia de energia por resonancia de fluorescencia
El grado de interaccion entre un péptido de superficie de esporas de Clostridium y/u otra proteina de superficie de

esporas microbianas y un compuesto de prueba de control de infecciones también puede determinarse mediante
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET). La transferencia de energia por resonancia de
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fluorescencia, un fendbmeno que se produce cuando dos fluoréforos con espectros de absorcidon y emision
solapantes se ubican proximos entre si (por ejemplo, separados <7 mm). Stryer et al., Ann. Rev. Biochem., 47:819-
846 (1978). En una realizacion, se describe un método de deteccion de interacciones proteina-proteina usando
FRET. Tailor et al., J Cell Biol. 89:362-367 (1981).

En una realizacion, se combinan proporciones equimolares de péptido de superficie de esporas microbianas y un
compuesto de péptido de prueba de control de infecciones marcados de manera diferente (por ejemplo, marcados
con fluoresceina y marcados con rodamina, respectivamente). La fluorescencia puede extinguirse tras la interaccién
del péptido de superficie de esporas microbianas con el compuesto de péptido de prueba, indicando que los
fluorocromos unidos respectivos entran en proximidad estrecha suficiente como para que se produzca transferencia
de energia. Las tasas y/o la cantidad de fluorescencia generada mediante una reaccién con un compuesto de
prueba y un control pueden compararse.

VI. Expresion recombinante de proteinas y péptidos de superficie de esporas microbianas

En una realizacion, se sintetizan péptidos de superficie de esporas de Clostridium y/u otras proteinas de superficie
de esporas microbianas usando metodologia de ADN recombinante. Generalmente esto implica crear una secuencia
de ADN que codifica para una proteina, colocar el ADN en un casete de expresion bajo el control de un promotor
particular, expresar la proteina en un huésped, aislar la proteina expresada y, si se requiere, renaturalizar la
proteina. Puede prepararse ADN que codifica para un péptido y/o una proteina tal como se contempla por esta
invencion mediante muchos métodos adecuados, incluyendo, por ejemplo, clonacién y restriccién de secuencias
apropiadas o sintesis quimica directa mediante métodos tales como el método de fosfotriéster de Narang et al., Met.
Enzymol. 68: 90-99 (1979); el método de fosfodiéster de Brown et al., Met. Enzymol. 68: 109-151 (1979); el método
de dietilfosforamidita de Beaucage et al., Tetra. Lett., 22: 1859-1862 (1981); y el método de soporte sélido de la
patente estadounidense n.° 4.458.066 (todas las referencias anteriores en el presente documento incorporadas
como referencia en su totalidad).

Generalmente, la nomenclatura usada a continuacion en el presente documento y los procedimientos de laboratorio
en cultivo celular, genética molecular y quimica e hibridacion de acidos nucleicos descritos a continuacion los
entenderan los expertos habituales en la técnica. Se usan técnicas convencionales para métodos de acidos
nucleicos recombinantes, sintesis de polinucledtidos y cultivo y transformacién microbianos (por ejemplo,
electroporacion, lipofeccion). Generalmente, se realizan las reacciones enzimaticas y las etapas de purificacion
segun las especificaciones del fabricante suministradas con kits comerciales. Las técnicas y los procedimientos se
realizan generalmente segiin métodos convencionales en la técnica y diversas referencias generales. Sambrook et
al., En: Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y., (1989); y en: Current Protocols in Molecular Biology John Wiley and Sons, Inc., N.Y. (1996).

Se da a conocer una secuencia de acido nucleico que codifica para una secuencia de polipéptido de superficie de
esporas 0 sus variantes; estas secuencias de acido nucleico se usan para preparar moléculas recombinantes que
expresan una proteina de superficie de esporas. Por ejemplo, la redundancia del cédigo genético permite muchas
secuencias de acido nucleico que codifican para un polipéptido de superficie de esporas. Por tanto, pueden usarse
codones que son diferentes de SEQ ID NO: 2, 4, 6 u 8 para aumentar la tasa de expresion de una secuencia de
nucleétidos de superficie de esporas. Adicionalmente, también pueden usarse codones alternativos en huéspedes
de expresién eucariotas para generar variantes de corte y empalme de transcritos de ARN recombinantes que tienen
otras propiedades (es decir, por ejemplo, semivida mas larga o mas corta). Ademas, codones diferentes también
pueden ser deseables para el fin de alterar sitios de enzimas de restriccion o, en huéspedes de expresion
eucariotas, de alterar los patrones de glicosilacion en polipéptidos traducidos.

También se incluyen dentro del alcance de esta invencion variantes de secuencias de nucleétidos de proteinas de
superficie de esporas microbianas (es decir, por ejemplo, una proteina de superficie de esporas de Clostridium).
Estas variantes incluyen, pero no se limitan a, secuencias de nucleétidos que tienen deleciones, inserciones o
sustituciones de diferentes nucleétidos o analogos de nucledtido siembre que la actividad bioldgica del producto de
traduccién de la secuencia de nucledtidos se mantenga. Esta invencién no se limita a las secuencias de acido
nucleico de proteinas de superficie de esporas de Clostridium (es decir, por ejemplo, SEQ ID NO: 2) sino que incluye
especificamente homologos de acido nucleico que pueden hibridarse con SEQ ID NO: 2 (es decir, por ejemplo,
homélogos de Bacillus; SEQ ID NO: 3, 5, y 7), y porciones, variantes y derivados de los mismos, bajo diferentes
rigurosidades de hibridacion. Por ejemplo, rigurosidades superiores pueden reducir o eliminar la uniéon no especifica
entre SEQ ID NO: 2 y otras secuencias de acido nucleico. Alternativamente, rigurosidades inferiores pueden detectar
un mayor numero de secuencias de acido nucleico que tienen homologias diferentes con SEQ ID NO: 2. También se
contempla especificamente que fragmentos de SEQ ID NO: 2 (es decir, también denominados una porcién) estan
dentro del alcance de esta invencién. En una realizaciéon, un fragmento tiene una longitud igual a o mayor de 10
nucleétidos y muestra mas del 50% de homologia con SEQ ID NO: 2.

Se dan a conocer moléculas antisentido que comprenden la secuencia de acido nucleico complementaria a al menos

una porcion de un polinucleétido de SEQ ID NO: 2 o al menos una porcion de un polinucleétido que codifica para
una proteina de superficie de esporas. También se da a conocer si un gen de fusion que comprende al menos una
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porcioén, variante, derivado y/u homologo de un acido nucleico seleccionado del grupo que comprende SEQ ID NO: 2
0 un polinucledtido que codifica para una proteina de superficie de esporas ligada a una o mas secuencias
heterdlogas. Aunque no es necesario comprender el mecanismo de una invencion, se cree que un gen de fusion de
este tipo puede detectar la expresion de secuencias de acido nucleico. Los ejemplos de una secuencia heteréloga
incluyen, pero no se limitan a, una secuencia indicadora que codifica para enzimas tales como ~-galactosidasa o
luciferasa. Los genes de fusion también pueden facilitar la purificacion de la proteina expresada. Por ejemplo, una
secuencia heter6loga de proteina A permite la purificacion de una proteina de fusién sobre una inmunoglobulina
inmovilizada. También pueden utilizarse otras trampas de afinidad para purificar una proteina de fusion expresada.
Por ejemplo, pueden usarse vectores pGEX (Promega, Madison, Wis.) para expresar una proteina de superficie de
esporas como una proteina de fusién con glutation S-transferasa (GST). En general, tales proteinas de fusion son
solubles y pueden purificarse facilmente a partir de células lisadas mediante adsorcién a perlas de glutatién-agarosa
seguido por elucion en presencia de glutation libre. Las proteinas preparadas en tales sistemas se disefian para que
incluyan heparina, trombina o sitios de escision de proteasa de factor XA de modo que el polipéptido de interés
clonado pueda liberarse del resto de GST a voluntad.

A. Expresion recombinante de proteinas de superficie de esporas representativas

Se describe un método para la expresién de proteinas de superficie de esporas microbianas recombinantes. En una
realizacién, el método comprende construir un plasmido que codifica para al menos una porcién de una proteina de
superficie de esporas microbianas. En una realizacion, el método comprende transfectar un organismo adecuado
con el plasmido. En una realizacién, el organismo adecuado es E. coli.

Los datos presentados en el presente documento demuestran la clonacién satisfactoria de una E. coli transfectada
con un plasmido que comprende acidos nucleicos que codifican para al menos una porcion de una proteina de
superficie de esporas de C. difficile. En una realizacién, la proteina de superficie de esporas es CD1067. En una
realizacién, la proteina de superficie de esporas es CD3620. El siguiente experimento pretende meramente ser
ilustrativo, y no pretende ser limitativo, de la presente realizacién ya que pueden obtenerse resultados similares con
otros constructos de acido nucleico de proteinas de superficie de esporas usando la técnica basica descrita a
continuacion.

Se realiz6 la clonacion proteinas de superficie sospechosas de C. difficile en la cepa de expresion E. coli Rosetta-
Gami por medio de un plasmido pET-19b (Novagen, numero de producto 69677-3) que tenia una cola de His de diez
(10) aminoacidos. Especificamente, se incub6é pET-19b+CD1067 (pJEB02) o pET-19b+CD3620 (pJEBO3) en un
cultivo durante la noche (es decir, por ejemplo, 12 h) que comprendia células de E. coli Rosetta-Gami. Véase la
figura 11.

Se transfirieron aproximadamente 2 ml del cultivo de células de E. coli transfectadas a un medio de cultivo de
expresion que comprendia 50 ml de caldo Luria (LB) + monofosfato de adenosina (AMP) 100 lig/ml y cloranfenicol
34 llg/ml. Tras hacerse crecer el cultivo hasta aproximadamente DOgzs de 0,5-0,6, se indujo la expresion del
plasmido pET con IPTG 1 mM. Tras la induccién con IPTG, se tomaron muestras de medio de 1 ml a intervalos de
aproximadamente una hora. Se centrifugaron las muestras (es decir, por ejemplo, aproximadamente 10.000 x g
durante 1 min), y se resuspendi6 el sedimento resultante en 100 pl de disolucién Novex (45 pl de tampén de muestra
de SDS-PAGE 2x + 45 ul de H20 + 10 pl de ditiotreitol 2 M) y se sometio a ebullicién durante aproximadamente 5
minutos. Inicialmente, se ejecutaron aproximadamente 20 pl de la suspension de sedimento sometida a ebullicion
sobre un gel de Tris-Glicina SDS-PAGE al 4-12%, tras lo cual se usaron aproximadamente 10 pl de la proteina
recombinante aislada sospechosa para un analisis de inmunotransferencia de tipo Western.

Se esperaba que el plasmido pJEBO2 expresara una proteina que tenia 405 aminoacidos con un peso molecular
aproximado de 44 kDa. La separacion mediante electroforesis en gel de SDS-PAGE confirma esta expectativa
mostrando que la expresion de una proteina de aproximadamente 50 kDa aparecia en el plazo de una hora tras la
induccién con IPTG y aumentd de intensidad en muestras posteriores (es decir, muestras de 2 - 6 horas). Véase la
figura 12. Esta separacion preliminar se confirmé usando andlisis de inmunotransferencia de tipo Western detectado
mediante o bien anticuerpo F1373 anti-C. difficile o bien anticuerpo anti-His. Véanse la figura 13A y la figura 13B,
respectivamente.

Se esperaba que el plasmido pJEBO3 expresara una proteina que tenia 122 aminoacidos con un peso molecular
aproximado de 14 kDa. La separacion mediante electroforesis en gel de SDS-PAGE confirma esta expectativa
mostrando que la expresion de una proteina de aproximadamente 20 kDa aparecia en el plazo de una hora tras la
induccién con IPTG y aument6 de intensidad en muestras posteriores (es decir, muestras de 2 - 4,5 horas). Véase la
figura 14. Esta separacion preliminar se confirmé usando andlisis de inmunotransferencia de tipo Western detectado
mediante o bien anticuerpo F1373 anti-C difficile o bien anticuerpo anti-His. Véanse la figura 15A y la figura 15B,
respectivamente.

Muestras de control de inmunotransferencia de tipo Western preinmunitario para tanto el anticuerpo F1373 anti-C
difficile como el anticuerpo F1997 anti-C difficile (por ejemplo, preparaciones personalizadas comerciales dirigidas
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contra superficies de esporas; Strategic Diagnostics, Inc.) demostraron la ausencia de especificad de unién en los
perfiles de expresién tanto de pJEB02 como de pJEBO03. Véase la figura 16A-D. Estos datos muestran que cuando
se clonan CD1067 y CD3620 en E. coli, una detecciéon de control preinmunitario no es reactiva con o bien una
proteina CD1067 recombinante o bien una proteina CD3620 recombinante. En contraposicion, un anticuerpo de
superficie de esporas de C difficile (es decir, por ejemplo, F1373 o F1997) reacciona especificamente con una
proteina CD1067 recombinante y una proteina CD3620 recombinante. Se confirmé la expresion especifica de estas
proteinas mediante la deteccion de una cola de Hisl0 unida al constructo de plasmido de expresién que se
corresponde con el PM tanto de una proteina CD1067 recombinante como de una proteina CD3620 recombinante.

B. Técnicas de sintesis de secuencias de acido nucleico

También pueden usarse técnicas de quimica sintética para generar secuencias de &cido nucleico. Pueden
sintetizarse oligonucledtidos en un sintetizador de oligonucledtidos de Applied BioSystems segun las
especificaciones proporcionadas por el fabricante. Sinha et al., Nucleic Acids Res. 12:4539 (1984). Tras la sintesis,
pueden aparearse oligonucledtidos complementarios calentandolos hasta 90°C en una disolucion de tampén Tris-
HCI 10 mM (pH 8,0) que contiene NaCl (200 mM) y luego permitiéndoles que se enfrien lentamente hasta
temperatura ambiente. Para ensayos de unién y recambio, se purifica ADN de duplex a partir de geles de
poliacrilamida nativos (al 15% p/v). Se corta la banda correspondiente al ADN bicatenario y se empapa durante la
noche en tampoén acetato de sodio 0,30 M (pH 5,0) que contiene EDTA (1 mM). Tras empapar, se extrae el
sobrenadante con fenol/cloroformo (1/1 v/v) y se precipita con etanol. Se marcan con radiacion los sustratos de ADN
en su grupo 5-OH mediante tratamiento con ¥p_ATP y polinucleétido cinasa de T4. Se eliminan las sales y los
nucleétidos no incorporados mediante cromatografia sobre columnas de Sephadex G.

Puede confirmarse una secuencia de nucleétidos sintetizada usando kits disponibles comercialmente que
comprenden enzimas incluyendo, pero sin limitarse a, fragmento Klenow de ADN polimerasa |, Sequenase®, Taq
ADN polimerasa o polimerasa de T7 termoestable. También puede usarse electroforesis capilar para analizar el
tamafo de una secuencia de acido nucleico y confirmar las secuencias de productos de sintesis de acido nucleico.
Las secuencias sintetizadas también pueden amplificarse mediante: i) reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
(Mullis et al., patente estadounidense n.° 4.683.195; y Mullis et al., patente estadounidense n.° 4.683.202, la reaccion
en cadena/de amplificacién de la ligasa (LCR/LAR); Barany et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 88:189 (1991); Barany et
al., PCR Methods and Applic., 1:5 (1991); y Wu et al., Genomics 4:560 (1989).

Puede usarse una secuencia de nucleétidos de proteina de superficie de esporas de una variedad de modos. Por
ejemplo, pueden usarse fragmentos de una secuencia de al menos aproximadamente 10 pb, mas habitualmente al
menos aproximadamente 15 pb y hasta e incluyendo toda la secuencia (es decir, longitud completa) como sondas
para la deteccién y el aislamiento de secuencias de ADN gendmico complementarias a partir de Bacillus, Clostridium
asi como otras bacterias. Se aislan secuencias genémicas examinando una biblioteca genémica que contiene ADN
bacteriano con toda o una porciéon de una secuencia de acido nucleico de proteina de superficie de esporas.
Ademas de examinar bibliotecas genémicas, también puede usarse una secuencia de acido nucleico de proteina de
superficie de esporas para examinar bibliotecas de ADNc preparadas usando ARN bacteriano. Una secuencia de
acido nucleico de proteina de superficie de esporas también es (til en la direccion de la sintesis de una proteina de
superficie de esporas. También pueden usarse anticuerpos frente a proteina de superficie de esporas para
antagonizar la interaccion de proteinas de superficie de esporas con células de mamifero, piel de mamifero,
superficies duras, etc. Una proteina de superficie de esporas encuentra uso en la produccién de anticuerpos frente a
proteinas de superficie de esporas para fines de diagnostico tales como detectar infecciones con bacterias que
expresan una proteina de superficie de esporas. Una secuencia de acido nucleico de proteina de superficie de
esporas también es util para el examen de antagonistas de union y la deteccién de microbios que contienen
proteinas de superficie de esporas.

La sintesis quimica produce habitualmente un oligonucleétido monocatenario. Este puede convertirse en un ADN
bicatenario mediante hibridacién con una secuencia complementaria, 0 mediante polimerizacion con una ADN
polimerasa usando la hebra individual como molde. La sintesis quimica de ADN se realiza rutinariamente para
secuencias de aproximadamente 100 bases, pero pueden obtenerse secuencias mas largas mediante el ligamiento
de secuencias mas cortas.

Alternativamente, pueden clonarse subsecuencias y escindirse las subsecuencias apropiadas usando enzimas de
restriccion apropiadas. Los fragmentos pueden ligarse entonces para producir la secuencia de ADN deseada.

En una realizacion, puede clonarse un acido nucleico de proteina de superficie de esporas microbianas usando
métodos de amplificacion de ADN tales como reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Por tanto, por ejemplo, se
amplifica mediante PCR una secuencia o subsecuencia de acido nucleico, usando un cebador sentido que contiene
un sitio de restriccion (por ejemplo, Ndel) y un cebador antisentido que contiene otro sitio de restriccion (por ejemplo,
Hindlll). Esto producira un acido nucleico que codifica para la proteina deseada que comprende sitios de restriccion
terminales. Este acido nucleico puede ligarse entonces facilmente en un vector que contiene un acido nucleico que
codifica para la segunda molécula y que tiene los sitios de restriccion correspondientes apropiados.
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Pueden determinarse cebadores de PCR adecuados usando la informacidon de secuencia proporcionada en el
presente documento. También pueden afadirse sitios de restriccion apropiados al acido nucleico que codifica para
las proteinas de corte o despolimerizacién de microtibulos mediante mutagénesis dirigida al sitio. El plasmido que
contiene la proteina de corte o despolimerizacién de microtdbulos se escinde con la endonucleasa de restriccion
apropiada y entonces se liga en el vector que codifica para la segunda molécula segin métodos convencionales.

Pueden expresarse secuencias de acido nucleico que codifican para péptidos de superficie de esporas de
Clostridium y/u otras proteinas de superficie de esporas microbianas en una variedad de células huésped,
incluyendo E. coli, otros huéspedes bacterianos, levaduras y diversas células eucariotas superiores tales como las
lineas celulares COS, CRO y Hela y lineas celulares de mieloma. Un gen de proteina recombinante habitualmente
estard operativamente unido a secuencias de control de la expresién apropiadas para cada huésped. Para E. coli,
los promotores preferidos incluyen, pero no se limitan a, promotores T7, trp o lambda. Ademas, un sitio de union al
ribosoma y una sefial de terminacién de la transcripcion forman parte del vector de expresion. Para células
eucariotas, las secuencias de control incluirdn un promotor y preferiblemente un potenciador derivado de genes de
inmunoglobulina, SV40, citomegalovirus, etc., y una secuencia de poliadenilacion, y puede incluir secuencias
donadoras y aceptoras de corte y empalme.

Los plasmidos de la invencion pueden transferirse a la célula huésped elegida mediante métodos que incluyen, pero
no se limitan a, cloruro de calcio, fosfato de calcio o electroporacion. Pueden seleccionarse células transformadas
mediante los plasmidos por la resistencia a antibiéticos conferida por genes contenidos en los plasmidos, tales como
los genes amp, gpt, neo y hyg.

Una vez expresadas, las proteinas recombinantes pueden purificarse segun procedimientos convencionales
incluyendo, pero sin limitarse a, precipitacion con sulfato de amonio, columnas de afinidad, cromatografia en
columna, electroforesis en gel y similares. R. Scopes, en: Protein Purification, Springer-Verlag, N.Y. (1982); y
Deutscher et al., en: Methods in Enzymology vol. 182 (1990). Se prefieren composiciones sustancialmente puras de
al menos aproximadamente el 90 al 95% de homogeneidad, y lo mas preferido es del 98 al 99% o mas de
homogeneidad. Una vez purificadas, parcialmente o hasta la homogeneidad segin se desee, los polipéptidos
pueden usarse entonces, por ejemplo, como inmundgenos para la produccion de anticuerpos.

VII. Infecciones por Clostridium

Clostridium difficile, una bacteria anaerobia Gram-positiva, provoca frecuentemente morbilidad en pacientes
hospitalizados y se cree que es un agente etiolégico de diarrea asociada a antibiéticos y colitis pseudomembranosa.
Borriello et al., “Virulence factors of Clostridium difficile” Rev. Infect. Dis. 12:S185-S191 (1990); Cerquetti et al.,
“Characterization of surface layer proteins from different Clostridium difficile clinical isolates” Microb. Pathog. 28:363-
372 (2000); y Kuipers et al., “Quorum sensingcontrolled gene expression in lactic acid bacteria” J Biotechnol. 64: 15-
21 (1998). Se han evaluado dos factores para determinar su implicacién en la patogénesis de estos estados: i) la
supresion de la flora intestinal residente mediante la administracién de antibidticos (Freeman et al., “Antibiotics and
Clostridium difficile” Microbes Infect. 1:377-384 (1999); y George W., “Antimicrobial agent-associated colitis and
diarrhea: historical background and clinical aspects” Rev. Infect. Dis. 6:5208-S213 (1984); y ii) la produccion por la
bacteria de dos toxinas de alto peso molecular (PM) (toxinas A y B) (Pothoulakis et al., “Microbes and microbial
toxins: paradigms for microbial-mucosal interactions. Il. The integrated response of the intestine to Clostridium
difficile toxins” Am. J Physiol. -Gastroint. Liver Physiol. 280:G178-G183 (2001); y Wren B., “Molecular
characterisation of Clostridium difficile toxins A and B” Rev. Med. Microbiol. 3:21-27 (1992).

Como con otros patégenos enterotoxigénicos, a la colonizacién del intestino por C. difficile le sigue el suministro de
toxinas, lo que requiere adherencia bacteriana a la mucosa. En un modelo de hamster sirio de enfermedad inducida
por clindamicina, se notificd una correlaciéon entre eficacias variables de colonizacién del intestino por diferentes
cepas de C. difficile y sus capacidades para asociarse con regiones del tracto gastrointestinal que abarcan desde el
yeyuno hasta el colon. Al menos parte de la variacion se sugirié que se debia a factores distintos de la produccién de
toxinas. Sin embargo, la adherencia de una cepa escasamente virulenta a la mucosa del intestino delgado aumenté
mediante la administraciéon de una preparacién de toxinas en bruto, posiblemente debido al enmascaramiento de
sitios de receptor tras dafio celular.

Se ha mostrado que dos factores de virulencia de C. difficile son exotoxinas, toxina A (TcdA) y toxina B (TcdB) 3,
poco se sabe sobre otros factores implicados en los procesos de adherencia y colonizacion. Voth et al., “Clostridium
difficile toxins: mechanism of action and role in disease” Clin. Microbiol. Rev. 18, 247-263 (2005). Esto esta en
contraposicion con otros organismos entéricos tales como Escherichia coli, Salmonella y Shigella spp. Posiblemente,
esto podria explicarse parcialmente por la falta de sistemas de mutagénesis bien desarrollados para estudiar C.
difficile. Un enfoque para comprender posiblemente C. difficile implica identificar las ubicaciones gendmicas de
posibles factores implicados en la patogenicidad. Se ha notificado la secuencia genémica completa de la cepa de C.
difficile 630 (tipo epidémico X; virulenta y resistente a multiples farmacos). Wust et al., “Investigation of an outbreak
of antibiotic-associated colitis by various typing methods” Clin. Microbiol 16:1096-1101 (1982).

El genoma de la cepa de C. difficile 630 comprende un cromosoma circular de 4.290.252 pb y un plasmido, pCD630,
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de 7.881 ph. El cromosoma codifica para secuencias codificantes predichas de 3.776 (CDS); en comun con otras
bacterias Gram-positivas con bajo contenido en G+C, el cromosoma tiene un fuerte sesgo de codificacion,
codificandose el 82,1% de las CDS en la hebra lider. El plasmido porta 11 CDS, ninguna de las cuales tiene una
funcién obvia. El analisis mediante FASTA reciproco frente a los cuatro genomas de clostridio secuenciados, C.
acetobutilicum, C. botulinum, C. perfringens y C tetani, mostré6 que sélo 567 (15%) de las CDS de C. difficile se
comparten con todos los clostridios secuenciados, mientras que 1.893 (50%) son Unicas para C. difficile. Las CDS
de clostridio conservadas codifican principalmente para funciones esenciales, mientras que las CDS Unicas de C.
difficile codifican para muchas funciones auxiliares y elementos mdviles. Sebaihia et al., “The multi-drug-resistant
human pathogen Clostridium difficile has a highly mobile, mosaic genome” Nature Genetics 38:779-786 (2006).

Se ha observado la unién de proteinas de capa de superficie (SLP) de C. difficile purificadas tanto en células
epiteliales humanas como en tejidos gastrointestinales. Calabi et al., “Binding of Clostridium difficile surface layer
proteins to gastrointestinal tissues” Infect Immun 70:5770-5778 (2002). Se observa la unién tanto de células como de
tejidos con SLP extraidas con acido y con la subunidad de alto PM recombinante soluble. En contraposicion, se
observa mucha menos o ausencia de unién con una subunidad de SLP de bajo PM recombinante soluble,
expresada y purificada en las mismas condiciones que una subunidad de SLP de alto PM recombinante. Debido a
gue un suero de anti-subunidad de alto PM bloqueé parcialmente la adherencia de C. difficile a células HEp-2, es
posible que las SLP estén implicadas en la adherencia de bacterias completas a células epiteliales. Se cree que las
conformacién natural de estas proteinas se conserva durante la adhesion porque; i) preparaciones de SLP tanto
nativas como recombinantes conservaban las actividades peptidoglicano hidrolasa; ii) las SLP extraidas con acido
pueden polimerizarse en estructuras de orden superior tras la adicion de calcio; y iii) antisueros generados contra
ambas subunidades recombinantes reaccionan a altos titulos con células de C. difficile completas.

Se sospecha que Clostridium perfringens provoca gangrena gaseosa y es una forma grave de gangrena (muerte
tisular; también denominada infeccién subcutanea necrotizante). Las gangrena gaseosa también puede resultar de
infecciones por Streptococcus spp. y Vibrio vulnificus.

La gangrena gaseosa se produce habitualmente como resultado de la infeccion con una bacteria Clostridium
perfringens que, en condiciones anaerobias (bajo contenido en oxigeno), produce toxinas que provocan muerte
tisular y sintomas asociados. En los Estados Unidos, la gangrena gaseosa es poco comun, con sélo 1.000-3.000
casos anuales. La gangrena gaseosa se produce generalmente en el sitio de traumatismo o una herida quirirgica
reciente pero también puede producirse espontaneamente. Los pacientes que desarrollan gangrena gaseosa
espontaneamente a menudo tienen un factor de riesgo alto incluyendo, pero sin limitarse a, una enfermedad de los
vasos sanguineos subyacente (es decir, por ejemplo, aterosclerosis o endurecimiento de las arterias), diabetes o
cancer de colon.

La apariciobn de gangrena gaseosa es generalmente subita y drastica. La inflamacién comienza en el sitio de
infeccion como una hinchazén de color rojo pélido a parduzca y extremadamente dolorosa. Puede sentirse gas en el
tejido como una sensacion crepitante cuando se presiona la zona hinchada con los dedos. Los bordes de la zona
infectada se expandes tan rapidamente que son visibles cambios a lo largo de unos cuantos minutos. El tejido
implicado se destruye completamente.

Las bacterias Clostridium perfringens producen muchas toxinas diferentes, cuatro de las cuales (es decir, por
ejemplo, alfa, beta, épsilon y iota) pueden provocar sindromes potencialmente mortales. Ademas, provocan muerte
tisular (es decir, por ejemplo, necrosis), destruccion de células sanguineas (es decir, por ejemplo, hemdlisis),
disminucion local de la circulacion (es decir, por ejemplo, vasoconstriccion) y fuga de los vasos sanguineos (es decir,
por ejemplo, aumento de la permeabilidad vascular).

Las toxinas de Clostridium perfringens son responsables tanto de la destruccion del tejido local como de los
sintomas sistémicos (los otros sintomas que se producen por todo el cuerpo). Los sintomas sistémicos se
desarrollan de manera temprana en una infeccién por gangrena gaseosa e incluyen, pero no se limitan a,
sudoracion, fiebre y ansiedad. Si no se trata, el sujeto desarrolla un sindrome similar a un shock que incluye, pero no
limita a, disminucién de la tensién arterial (es decir, por ejemplo, hipotensién), insuficiencia renal, coma y finalmente
muerte. Otros sintomas de gangrena gaseosa pueden incluir, pero no se limitan a, dolor de moderado a intenso
alrededor de una lesién cutanea, hinchazon progresiva alrededor de una lesion cutdnea, fiebre de moderada a alta,
color de la piel inicialmente palido, posteriormente progresion hacia tez oscura hasta color rojo o pdrpura oscuro,
ictericia, formacion de vesiculas, vesiculas coalescentes que se combinan en ampollas grandes, ampollas llenas de
fluido de color rojo parduzco, drenaje de los tejidos, fluido sanguinolento o de color rojo parduzco con olor fétido (es
decir, por ejemplo, descarga serosanguinea), aumento de la frecuencia cardiaca (es decir, por ejemplo, taquicardia),
sudoracion, enfisema subcutaneo (es decir, por ejemplo, aire bajo la piel) o crepitacion (es decir, por ejemplo, aire en
los tejidos).

Alternativamente, el sujeto puede estar en shock, que comprende palidez general, extremidades frias, baja tension
arterial o frecuencia cardiaca rapida. En dltima instancia, puede desarrollarse una infeccion sistémica que implica
todo el cuerpo (es decir, por ejemplo, toxicidad sistémica o septicemia). Otros métodos de determinacién de la
presencia de gangrena gaseosa incluyen, pero no se limitan a, una tincién de Gram de fluido de la zona infectada
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puede mostrar bacilos Gram-positivos (es decir, por ejemplo, una especie de Clostridium); un cultivo puede hacer
crecer las bacterias que provocan la infeccidn; cultivos de sangre pueden hacer crecer las bacterias infecciosas; un
cultivo anaerobio de tejido y/o fluido puede revelar al menos una especie de Clostridium; o un exploracién mediante
rayos X, tomografia computarizada o una imagen de resonancia magnética de la zona infectada puede mostrar gas
en los tejidos.

El tratamiento de la gangrena gaseosa implica generalmente una eliminacion quirdrgica rapida del tejido muerto,
dafado e infectado (es decir, por ejemplo, deshridamiento). Puede estar indicada la amputacion de un brazo o una
pierna para controlar la propagacion de la infeccién. Pueden administrarse antibiéticos convencionales (es decir, por
ejemplo, penicilina) por via intravenosa como una dosis en bolo inicial seguido por un régimen oral a largo plazo.

VIII. Usos profilacticos y terapéuticos
A. Descontaminacion de hospitales

Los patogenos de hospitales (es decir, por ejemplo, C. difficile) son responsables de la gran mayoria de las
infecciones bacterianas tanto en el personal del hospital como en la poblacién de pacientes residentes. Tales
infecciones pueden provocar sintomas incluyendo, pero sin limitarse a, diarrea grave pero también pueden dar como
resultado muerte tras la infeccion de un paciente comprometido (es decir, por ejemplo, un paciente
inmunocomprometido). En consecuencia, el mantenimiento antiséptico mejorado tanto de la instalacién hospitalaria
como del personal debe facilitar la recuperacion del paciente y reducir los costes globales del cuidado sanitario
debido a duraciones de la hospitalizacion mas cortas.

Algunas bacterias (es decir, por ejemplo, C. difficile) producen esporas que se ha demostrado que son altamente
resistentes a desinfectantes comunes de piel y superficies. Los limpiadores disponibles actualmente tanto para las
superficies de instalaciones hospitalarias como para la piel del personal del hospital (es decir, capas epidérmicas)
son ineficaces para destruir y/o eliminar esporas bacterianas. Las bacterias anaerobias (es decir, por ejemplo, C.
difficile) requieren técnicas de manejo y equipo especializados para trabajar con las mismas y manipularlas. En
consecuencia, actualmente no hay ningin modo facil de desarrollar un “limpiador para lavarse las manos de
eliminacion de esporas” especifico para bacterias anaerobias.

De hecho, C. difficile es responsable del 15-25% de todos los casos de diarrea asociada a antibiéticos. Las
reapariciones de este tipo de diarrea es un problema de gestidn grave, dificil y todavia sin resolver y aumentan tanto
la duracion como el coste global de la hospitalizacion. La mayoria de los estudios demuestran que las reapariciones
hospitalarias de infecciones por C. difficile se dividen 50:50 entre una reinfeccién con el mismo subtipo bacteriano o
uno diferente. El control adecuado de estos tipos de reapariciones depende de la calidad de los procedimientos
antimicrobianos tales como lavado de manos, descontaminacion ambiental y aislamiento entérico. Se ha demostrado
la contaminacion del entorno y la persistencia de esporas y se ha implicado en infecciones cruzadas. Barbut et al.,
“Epidemiology of recurrences or reinfections of Clostridium difficile-Associated diarrhea” J Clin Microbiol 38: 2386-
2388 (2000).

En una realizacion, se da a conocer una composicion que comprende al menos un componente de proteina mas
exterior de una espora bacteriana anaerobia. En una realizacion, la bacteria anaerobia comprende una espora de C.
difficile. En una realizacion, el componente de proteina se deriva de una capa de exosporio. En una realizacion, el
componente de proteina comprende una proteina de superficie de esporas. Aunque no es necesario comprender el
mecanismo de una invencién, se cree que el componente de proteina mas exterior de una espora bacteriana
anaerobia dirige la unién de las esporas a los tejidos de un organismo (es decir, por ejemplo, piel o intestino) o a
superficies duras inanimadas (es decir, por ejemplo, acero inoxidable, granito, cuero, vinilo, ceramica, etc.).

En una realizacion, se describe un método que comprende examinar composiciones que pueden alterar las
interacciones de unién entre proteinas de esporas anaerobias y tejidos o superficies inanimadas. En una realizacién,
un componente de proteina mas externa de una espora bacteriana anaerobia sirve como diana molecular para
examinar tales composiciones.

Puede expresarse una proteina de superficie de esporas derivada de un exosporio de C. difficile y purificarse
mediante métodos convencionales (mencionados anteriormente). En consecuencia, usando proteina de superficie
de esporas aislada y purificada, pueden usarse ensayos de examen sencillos para desarrollar productos de
eliminacion de esporas anaerobias (por ejemplo, limpiadores para lavarse las manos, limpiadores de superficies
inanimadas, disoluciones para la descontaminacién de todo el cuerpo) sin la necesidad de trabajar con el organismo
de C. difficile intacto. Esto elimina la necesidad mencionada anteriormente de equipo anaerobio a gran escala y
miniaturiza eficazmente el procedimiento de examen.

B. Personal de emergencias

Se describen métodos tratamiento profilactico y terapéutico de personal de urgencias que responden a la
contaminacién microbiana (es decir, por ejemplo, equipos de primera respuesta). En una realizacion, el personal de
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emergencias incluye, pero no se limita a, técnicos de emergencias médicas (EMT), bomberos, policias, periodistas,
perros policia o caballos policia.

La recogida e identificacion de sustancias desconocidas puede ser un procedimiento peligroso y que generalmente
requiere mucho tiempo. En particular, el andlisis microbiano requiere normalmente equipo especializado en un
laboratorio. Con el reciente aumento en el terrorismo global en el que hay un alto riesgo aumentado de encontrarse
con sustancias toxicas (es decir, por ejemplo antrax), hay una necesidad de prevenir y/o tratar rapidamente la
contaminacion del personal de emergencias. Ademas, deben estar facilmente disponibles protocolos de examen y/o
prueba sin equipo especializado.

Con la reciente aceleracion de las actividades terroristas alrededor del mundo, el personal de emergencias necesita
una composicion facilmente disponible que comprenda compuestos que proporcionen proteccion especifica frente a
la infeccion microbiana. La necesidad de tal proteccion para el personal de emergencias se extiende mas alla de los
ataques terroristas a acontecimientos que incluyen, pero no se limitan a, desastres naturales, choques de camiones
y accidentes industriales. Estos acontecimientos pueden dispersar sustancias microbianas y hacen que la
identificacion rapida sea casi imposible al eliminar o destruir las descripciones escritas, etiquetas de aviso, etc. de
dichas fuentes microbianas.

Sin conocer la identidad del microbio, el personal de emergencias se pone a si mismo, a sus familias y a otros en
alto riesgo de contaminarse asi como a las personas a las que estan tratando. También es necesario que un
trabajador de emergencias conozca a qué ha estado expuesta la persona a la que esta tratando porque no puede
tratar apropiadamente a una persona sin conocer qué esta provocando el estado de la persona y si el personal de
emergencias no conoce a qué sustancia ha estado expuesta una persona, pueden tratar a esa persona con un
farmaco que reaccionara con la sustancia desconocida de un modo negativo.

El personal de emergencias no son las Unicas personas que necesitan analisis, proteccion y tratamiento rapido y
eficaz de/frente a sustancias desconocidas. Otros ejemplos de personas que necesitan tener profilaxis, tratamiento
y/o analisis rapido de sustancias desconocidas incluyen, pero no se limitan a, una persona de limpieza de residuos
que limpia un emplazamiento industrial, un empleado de correos que observa un paquete del que se escapa un
fluido, un oficial de policia que ha encontrado una sustancia desconocida en el coche de un sospechoso y un
profesor que ha encontrado un nifio inconsciente al lado de un frasco de productos quimicos sin etiquetar.

Los métodos actuales usados para someter a prueba una sustancia desconocida estan a menudo disponibles sélo
en un laboratorio especializado. Se pierde un tiempo precioso esperando por el transporte de la muestra, la reunién
del personal entrenado para realizar las pruebas. En consecuencia, se da a conocer un kit que comprende un
alineamiento de ADN microbiano marcado, una disolucién de extraccion de ADN de muestra y un detector que
puede cuantificar el marcador. Un kit de este tipo permitiria una determinacién en el sitio del tipo de contaminacion
microbiana.

La descontaminacién no especifica es una tarea laboriosa y que requiere mucho tiempo que puede no ser eficaz si
estan presentes esporas microbianas. Se contempla una composicién de descontaminacion facilmente disponible
que comprende una pluralidad de fragmentos de péptidos derivados de al menos una proteina de superficie de
esporas. Tales fragmentos desplazarian a las esporas bacterianas de superficie soélidas (es decir, por ejemplo,
paredes, techos, escaleras de edificios, muebles de oficina, etc.) asi como de las capas epiteliales externas (es
decir, por ejemplo, la piel) del personal de emergencias. Ademas, composiciones o bien parenterales, intranasales,
pulmonares o bien orales adecuadas para su administracién a seres humanos y/o animales desplazarian a esporas
bacterianas de tejidos corporales (es decir, por ejemplo, boca, garganta, conductos nasales, pulmones, estémago,
intestino, vejiga o colon). En consecuencia, se da a conocer una composicion que comprende un compuesto que
tiene una afinidad por una proteina de superficie de esporas, en la que la proteina es responsable de la unién de una
espora microbiana a una superficie (es decir, por ejemplo, una superficie artificial sélida o una superficie cutanea).

C. Aplicaciones militares

Se describe un tratamiento profilactico y terapéutico de personal militar que responde a la contaminacién microbiana
(es decir, por ejemplo, equipos de primera respuesta). En una realizacion, el personal militar puede incluir, pero no
se limita a, infanteria, pilotos, caballeria, personal naval, marines, fuerzas especiales, personal de logistica,
contratistas o periodistas.

Se describe una composicion de descontaminacion facilmente disponible que comprende una pluralidad de
fragmentos de péptidos derivados de al menos una proteina de superficie de esporas. Tales fragmentos
desplazarian a esporas bacterianas de superficie sélidas (es decir, por ejemplo, tiendas, todoterrenos, tanques,
armas, uniformes, etc.) asi como de las capas epiteliales externas (es decir, por ejemplo, la piel) de personal militar.
Ademas, composiciones o bien parenterales, intranasales, pulmonares o bien orales adecuadas para su
administracion a seres humanos y/o animales desplazarian a esporas bacterianas de tejidos corporales (es decir,
por ejemplo, boca, garganta, conductos nasales, pulmones, estbmago, intestino, vejiga o colon). En consecuencia,
se describe una composiciéon que comprende un compuesto que tiene una afinidad por una proteina de superficie de
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esporas, en la que la proteina es responsable de la unién de una espora microbiana a una superficie (es decir, por
ejemplo, una superficie artificial sélida o una superficie cutanea).

Se describe un método de descontaminacién de rutina de materiales textiles balisticos. En la actualidad, las prendas
de vestir hechas de materiales textiles balisticos se lavan a mano con agua fria y detergente suave, enjuagando
meticulosamente para eliminar todas las trazas de detergente. El enjuague apropiado evita la acumulacion de una
pelicula de jabén residual, que puede absorber agua y reducir la resistencia balistica de determinados tipos de
material textil balistico. Aunque un procedimiento de este tipo requiere mucho tiempo y es laborioso, es necesario
puesto que el lavado o secado a maquina puede ser dafiino para el material textil, afectando en Ultima instancia a su
rendimiento balistico. Ademas, algunos detergentes, disolventes de limpieza en seco, blanqueante y almidén pueden
reducir el nivel de resistencia balistica de la prenda de vestir y la mayoria de los fabricantes recomiendan
enérgicamente evitar su uso. Ademas, la mayoria de los fabricantes de material textil balistico recomiendan
enérgicamente que los materiales textiles balisticos no se sumerjan nunca en agua ni se sequen en el exterior,
incluso a la sombra, porque la luz ultravioleta provoca la degradacién de determinados tipos de material textil
balistico.

De manera similar, el cuidado y la limpieza de ropa protectora, tal como equipo de proteccién militar y otros articulos
protectores tales como rodilleras, espinilleras, hombreras y similares, es laborioso y requiere mucho tiempo. La
limpieza repetida puede reducir la vida Gtil de tales prendas de vestir.

Un problema comun del equipo protector y las prendas de vestir hechas de material textil balistico es el sudor del
usuario. Si no se elimina el sudor, puede obtenerse como resultado el crecimiento de hongos y/o bacterias a lo largo
del tiempo. Este crecimiento de hongos y/o bacterias degrada en Ultima instancia las propiedades protectoras del
articulo, da como resultado olores nocivos y posiblemente incluso da como resultado a largo plazo problemas para el
usuario. Con respecto al equipo de proteccion militar en particular, todos los materiales textiles y componentes
usados en la construccion de ropas protectoras militares deben cumplir unos requisitos de rendimiento minimos. Por
tanto, el revestimiento interior de las prendas de vestir protectoras disefiadas para personal militar en las que hay un
peligro de exposicion a armas de fuego y/o llamas y altas temperaturas estan hechas habitualmente de fibras e hilos
de aramida.

En una realizacion, se describe un método que se refiere a la descontaminacién de articulos de material textil
balistico y otro equipo protector militar, en el que los articulos y el equipo comprenden componentes incluyendo,
pero sin limitarse a, aramida, polibenzazol o fibra de polietileno de alto rendimiento. En una realizacion, los articulos
ylo el equipo se descontaminan mediante una composicion que comprende un compuesto que tiene afinidad por una
proteina de superficie de esporas. La composicion puede aplicarse al articulo directamente o a la fibra 0 como un
acabado para materiales textiles facilmente y de un modo econémico.

IX. Péptidos antimicrobianos

La investigaciéon del control de infecciones incluye ahora la blsqueda de péptidos antimicrobianos asi como
compuestos quimicos organicos antimicrobianos novedosos. Se han aislado péptidos antimicrobianos de plantas,
insectos, peces, anfibios, aves y mamiferos. Gallo, J Invest Dermatol., 111:739-743 (1998); y Ganz et al, Pharmac.
Ther., 66:191-205 (1998). Estos péptidos son aparentemente un componente primario de la proteccion innata del
huésped frente a la patogénesis microbiana que funcionan creando poros en la membrana citoplasmatica de
microorganismos. Oren et al Biopolymers, 47(6):451-463 (1998). Ademas, los péptidos antimicrobianos también
actian sobre células animales estimulandolas para que cambien comportamientos tales como expresion de
sindecano, quimiotaxis y secrecién de cloruro. Gallo, J Invest Dermatol, 111:739-743 (1998). Tras el contacto con
microorganismos, se ha notificado que la piel de vertebrados, epitelios de la traquea y la lengua producen
antibioticos peptidicos. Russell et al., Infect Immun, 64(5): 1565-1568 (1996). Sin embargo, no se ha observado que
los péptidos antimicrobianos sean eficaces contra esporas microbianas.

Los péptidos antimicrobianos de eucariotas superiores, aunque reconocidos durante mucho tiempo como
componentes del sistema inmunitario innato, se consideraron inicialmente primitivos y de poca significacion clinica.
Sin embargo, la relativa simplicidad de estos péptidos oculta su importancia no solo en la prevencion de la infeccién
microbiana primaria, sino también en la inmunomodulacién posterior. Bowman, “Peptide antibiotics and their role in
innate impunity”, Annu. Rev. Immunol., 13:61-92 (1995). Ademas, el pequefio tamafio de las moléculas sugiere una
sensibilidad disminuida a muchos de los mecanismos de resistencia microbiana.

Los péptidos antimicrobianos son generalmente letales para bacterias y algunos hongos. Presentan toxicidad
diferencial hacia células de mamifero. Aunque no es necesario comprender el mecanismo de una invencion, se cree
gue esos péptidos antimicrobianos interaccionan con la bicapa lipidica y por tanto pueden comprometer la integridad
de la membrana bacteriana. Hwang et al., Biochem Cell Biol, 76:235-246 (1998).

SMAP 29 es un péptido antimicrobiano ovino de la catelicidina identificado originalmente a través de andlisis de 3’

RACE de ARN de médula 6sea de oveja. Mahoney, FEBS Lett, 377:519522 (1995). RCAP 18 es un péptido
antimicrobiano de lupina de la catelicidina identificado originalmente a partir de granulocitos. Hirata et al., Infect.
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Immun. 62:421-1426 (1994). Se cree que los péptidos SMAP 29 y RCAP 18 proporcionan proteccion contra algunas
cepas bacterianas resistentes a farmacos. Por ejemplo, composiciones de SMAP 29 pueden controlar infecciones
resistentes a antibidticos por Pseudomonas aeruginosa, Alcaligenes xylosoxidans y Stenotrophomonas maltophila.

La potencia antibacteriana de los péptidos antimicrobianos de longitud completa aparentemente se correlaciona
directamente con un gradiente de hidrofobicidad a lo largo de su estructura principal, inversamente con su
abundancia relativa de residuos aniénicos, pero no con el grado de formacion de hélice en trifluoroetanol.

Esta invencion contempla por tanto métodos para examinar e identificar composiciones que pueden controlar la
inhibicion de la interaccién, union y/o estabilizacion de esporas microbianas a una superficie sélida. Se contempla
ademas que estos métodos de examen también identifiguen compuestos que puedan inhibir la interaccion, union y/o
estabilizacion de esporas microbianas a un organismo huésped (es decir, por ejemplo, un ser humano, animal
doméstico, ganado, etc.).

X. Composiciones antimicrobianas de células vegetativas/esporas en combinacion

Se describen métodos para solucionar problemas relacionados con resistencia antimicrobiana a farmacos
antibiéticos comunes. Un motivo para la resistencia antimicrobiana aparente es que agentes antimicrobianos
comunes son ineficaces contra esporas microbianas. En consecuencia, cuando todavia estan presentes esporas
microbianas tras la “descontaminacion” con un compuesto antimicrobiano convencional, la espora se convertira en
un crecimiento microbiano activo. Esto puede interpretarse (erréneamente) como “resistencia microbiana” cuando,
de hecho, la presencia microbiana recurrente se debe a una técnica de descontaminacién incompleta. En una
realizacién, se describe una composicion que comprende un compuesto que tiene afinidad por un péptido de
superficie de esporas en combinacién con uno o mas antibiéticos o agentes antimicrobianos convencionales.

Aungue no es necesario comprender el mecanismo, se cree que una composicién que comprende un compuesto
que tiene afinidad por un péptido de espora de superficie microbiana y/o uno o mas antibidticos o agentes
antimicrobianos convencionales no soélo destruird eficazmente los microbios activos (es decir, por ejemplo, células
vegetativas) sino que también desprendera esporas microbianas de superficie sdlidas y/o tejidos corporales. Se cree
ademas que esta estrategia de combinacion da como resultado un nivel antiséptico que no es posible con
descontaminacién con un agente antimicrobiano solo.

En la tabla Xlll se enumera una lista de cepas bacterianas que se ha identificado con caracteristicas de resistencia.

Tabla XIIl: Mecanismos de resistencia bacteriana a agentes antimicrobianos

Agente Mecanismos que provocan resistencia Ejemplos de microorganismos
antimicrobiano
Aminoglucésidos Enzimas de modificacion: acetiltransferasas, | Enterobacteriaceae, P. aeruginosa, S.
adenilil-transferasas (nucleotidil- | aureus, E. faecalis, E. faecalis,
transferasas), fosfotransferasas Enterobacteriaceae, M. tuberculosis, P.
Resistencia  ribosémica  (estreptomicina, | aeruginosa, E. faecalis, P. aeruginosa,
espectinomicina) anaerobios
Transporte de farmacos inadecuado
B-Lactamas Inactivacion enzimatica S. aureus, E. faecalis, Enterobacteriaceae,
PBP de baja afinidad P. aeruginosa, Neisseria spp., H.
Falta de penetracion a través de la | influenzae, S. pneumoniae, N.
membrana externa gonorrhoeae, S. aureus, P. aeruginosa,
Enterobacteriaceae
Cloranfenicol Acetilacion Enterobacteriaceae, S. aureus,
Falta de penetracién estreptococos, Bacteroides uniformis, P.
aeruginosa
. - Resistencia ribosomica debida a metilacion | Estreptococos, E. faecalis,
Clindamicina, . ;
eritromicina, de ARN . Enterok_)a_cterlaceae, Enterobacteriaceae,
- - Inactivacion por esterasa S. hominis
lincomicina R L
Disminucién de la penetracién
Fluoroquinolonas | Disminucidon de la captacion Enterobacteriaceae, P. aeruginosa,
Sitio diana alterado (ADN girasa) estafilococos, Enterobacteriaceae, P.
aeruginosa
Lincomicina Inactivacion S. aureus
Sulfonamidas Sintesis de un sitio diana alterado o | Enterobacteriaceae, Neisseria spp., P.
alternativo (dihidropteroato sintetasa) aeruginosa, anaerobios, Neisseria, S.
Falta de penetracién aureus
Sobreproducciéon de PABA

65



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2544 43513

Tetraciclina Flujo de salida del farmaco Enterobacteriaceae, estafilococos,
Proteccion del ribosoma frente a la | estreptococos, E. faecalis, Neisseria spp.,
inactivacion de tetraciclina Mycoplasma spp., gen criptico encontrado

en B. fragilis, resistencia expresada en E.
coli

Trimetoprim Sintesis de un sitio diana alterado o | Enterobacteriaceae, V. cholerae,
alternativo (dihidrofolato reductasa) estafilococos, P. aeruginosa, enterococos,
Falta de penetracién H. influenzae
Capacidad para usar una ruta alternativa
Sobreproduccién de dihidrofolato reductasa

Vancomicina ? ?Bloqueo del sitio activo Pediococos, Leuconostoc spp.

(intrinseco), enterococos (adquirido)

Lonan, en: Antibiotics in Laboratory Medicine, Satterfield (Ed), Williams & Wilkins, Filadelfia, pags. 558-559 (1991).

Se describe una composicién que comprende un compuesto que tiene afinidad por péptidos de superficie de
esporas microbianas, en la que el compuesto comprende una afinidad por péptidos derivados de diferentes especies
y cepas de bacterias. En una realizacion, diferentes cepas de bacterias son resistentes a una pluralidad de farmacos
antibiéticos. En una realizacion, las composiciones de la presente invencién comprenden formulaciones
farmacéuticas estables. En una realizacién, la formulacion puede comprender ademdas un portador
farmacéuticamente aceptable. Se contempla ademas que puedan administrarse formulaciones a seres humanos o
animales, incluidas en preparaciones alimenticias, preparaciones farmacéuticas, productos médicos y farmacéuticos,
productos cosmeéticos, productos higiénicos, productos de limpieza y agentes de limpieza, asi como cualquier
material sobre el que puedan pulverizarse las compaosiciones, o adherirse, en el que se desea la inhibicion de la
unién y posterior crecimiento de esporas microbianas sobre un material de este tipo.

La cantidad aplicada apropiada de las composiciones descritas necesaria para prevenir la unién microbiana y el
posterior crecimiento y proliferacion depende de varios factores incluyendo los tipos de bacterias que pueden estar
presentes, el entorno en el que esta introduciéndose la composicion y el tiempo que se prevé que permanezca la
composicion en una zona dada.

Se contempla ademas que las composiciones descritas puedan usarse en combinacidbn con otros agentes
antimicrobianos o antibiéticos para potenciar su actividad. Combinaciones de composiciones descritas con otros
agentes pueden ser Utiles para permitir que se usen antibioticos a dosis inferiores debido a problemas de toxicidad,
para potenciar la actividad de antibidticos cuya eficacia se ha reducido o para efectuar un sinergismo entre los
componentes de manera que la combinacion sea mas eficaz que la suma de la eficacia de cualquier componente
independientemente.

Los antibiéticos que pueden combinarse con composiciones descritas en terapia de combinacion incluyen, pero no
se limitan a, penicilina, ampicilina, amoxicilina, vancomicina, cicloserina, bacitracina, cefalosporina, imipenem,
colistina, meticilina, estreptomicina, kanamicina, tobramicina, gentamicina, tetraciclina, clorotetraciclina, doxiciclina,
cloranfenicol, lincomicina, clindamicina, eritromicina, oleandomicina, polimixina, acido nalidixico, rifamicina,
rifampicina, gantrisina, trimetoprim, isoniazida, acido paraminosalicilico y etambutol.

Se describe un método de reduccién de la resistencia de un microorganismo a un agente antimicrobiano, tal como
se ejemplifica reduciendo la resistencia de una bacteria a un antibiético, o para destruir un microorganismo o
bacteria, poniendo en contacto generalmente el microorganismo o bacteria con una cantidad eficaz del antibiético o
agente antimicrobiano en combinacion con una cantidad de una composicién que tiene afinidad por un péptido de
superficie de esporas microbianas eficaz para inhibir la unién y/o posterior crecimiento del microorganismo o
bacteria. Los términos “microorganismo” y “bacteria” se usan por simplicidad y se entendera que la invencion es
adecuada para su uso contra una poblacion de microorganismos.

El microorganismo, por ejemplo, bacteria, o poblacién de la misma, puede ponerse en contacto o bien in vitro o bien
in vivo. La puesta en contacto in vivo puede lograrse administrando a un animal (incluyendo un paciente humano)
que se ha contaminado, o se sospecha que se ha contaminado, con un microbio o bacteria, una cantidad
terapéuticamente eficaz de una formulacién farmacolégicamente aceptable que comprende una composicion que
tiene un compuesto que tiene afinidad por un péptido de superficie de esporas microbianas solo, 0 en combinacion
con, una cantidad terapéutica de una formulacién farmacolégicamente aceptable de un agente antibiético. La
invencion puede emplearse por tanto para tratar infecciones microbianas y bacterianas tanto sistémicas como
localizadas introduciendo la combinacién de agentes en la circulacion general o aplicando la combinacién, por
ejemplo, por via topica a un sitio especifico, tal como una herida o quemadura, o al ojo, oido u otro sitio de infeccion.

Cuando se usa una composicion de la presente invencion en combinaciéon con otros agentes antimicrobianos o
antibiéticos, una “cantidad eficaz de un agente antimicrobiano o antibiético” significa una cantidad, o dosis, dentro
del intervalo administrado o recetado normalmente. Tales intervalos estan bien establecidos en la practica clinica de
rutina y por tanto los conoceran los expertos en la técnica. En el presente documento se detallan adicionalmente
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dosis y regimenes de tratamiento apropiados. Véase la tabla XIV. Naturalmente, al confirmar la dosis terapéutica
Optima para compuestos que tienen afinidad por péptidos de superficie de esporas microbianas, en primer lugar se
realizaran estudios en animales y luego ensayos clinicos, tal como se pone en practica de manera rutinaria en la

técnica. Véase el ejemplo Il

Tabla XIV: Antibiéticos comunes y dosificacién de antibiéticos a dosis orales habituales

Antibidtico Dosificacion
Penicilina V 2
Rugby (genérico) 50 mg qid
V-cilina K
Dicloxacilina 250 mg qid
Glenlawn (genérico)
Dynapen
Cloxacilina (Tegopen)
Amoxicilina
Rugby (genérico) Polyrnox Ampicilina
Moore (genérico) Policilina
Augmentin tid

comprimidos de 250 mg
masticables (250 mg)
125 mg (suspension)
masticables (125 mg)

Carbenicilina (geocilina)

382 mg qid (1 comp.) 2 comp. gid

Cefalexina 250 mg qid

Rugby (genérico)

Keflex

Rugby (genérico) 500 mg qid

Keflex

Cefadroxilo 1 gm bid

Rugby (genérico)

Duricef

Cefradina 250 mg qid

Rugby (genérico) 500 mg qid

Velosef

Rugby (genérico)

Cefaclor 250 mg tid

Ceclor

Cefuroxima axetilo 125 mg bid

Ceftin 250 mg bid
500 mg hid

Cefixima 400 mg g24h

Suprax

Cefprozilo 250 mg q12h

Cefzil

Loracarbef (Lorabid) 200 mg hid

Cefpodoxima proxetilo (Vantin) 200 mg hid

Clindamicina 300 mg g8h

Cleocin

TMP/SMZ 1 de concentracion doble bid

Bactrim

Septra (genérico)

Trimetoprim 100 mg bid

Rugby (genérico)

Proloprim

Eritromicina (base) 250 mg qid

E-micina de  Abbott  (liberacién

retardada)

Estearato de eritromicina 250 mg qid

Rugby (genérico)

Azitromicina 1 g s6lo una vez; 500 mg al dia 1 mas 250 mg al

Zithromax dia 2-5

Claritromicina 250 mg bid

Biaxina 500 mg hid
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Clorhidrato de tetraciclina 250 mg qid
Sumicina 250 de Mylan
Doxiciclina 100 mg qd (con 200 mg de carga inicial)
Lederle (genérico)
Vibramicina
Vancomicina Cépsulas (oral 125 mg g6h disol./polvo por v.0.)
Vancocina HCI
Metronidazol 250 mg qid
Rugby (genérico)
Flagyl
Norfloxacino 400 mg bid
Noroxin
Ciprofloxacino 250 mg hid
Cipro 500 mg bid
750 mg bid
Ofloxacino 200 mg bid
Floxin 300 mg bid
400 mg bid
Lomefloxacino 400 mg una vez qid
Maxaquin

gid (4 veces al dia), tid (3 veces al dia), bid (dos veces al dia), qd (una vez al dia), g4h (cada 4 horas todo el dia),
g6h (cada 6 horas todo el dia) y q8h (cada 8 horas todo el dia).

La razén DLso/DEsp requerida para un uso seguro de las composiciones y/o combinaciones propuestas de las
composiciones con otros agentes antimicrobianos se evalla determinando la DLsp (mediana de la dosificacion toxica
letal) y la DEsp (mediana de la dosificacion terapéutica eficaz) en animales experimentales. Entonces se define la
dosis Optima para sujetos humanos ajustando finamente el intervalo en ensayos clinicos. En el caso de DLs, se
administra habitualmente un inhibidor a ratones o ratas (por via oral o intraperitoneal) a varias dosis (habitualmente
4-5) en el intervalo letal. Se representa graficamente la dosis en mg/kg frente al % de mortalidad y la dosis al 50%
representa la DLsg. Se determina la DEsp de un modo similar.

En un ensayo clinico, la dosis terapéutica se determinard maximizando el beneficio para el paciente, al mismo
tiempo que se minimiza cualquier efecto secundario o toxicidad asociada. En la optimizacion de una dosis
terapéutica dentro de los intervalos dados a conocer en el presente documento, no se usara el limite superior del
intervalo como punto de partida en un ensayo clinico debido a la heterogeneidad de los pacientes. Se comienza con
un nivel de dosis en el intervalo inferior o0 medio, y luego el aumento de la dosis limitara la posibilidad de provocar
una reaccion toxica o no deseada en cualquier paciente dado o subconjunto de pacientes. La presencia de algunos
efectos secundarios o determinadas reacciones téxicas per se no limitara, por supuesto, la utilidad de la invencién,
ya que se sabe bien que la mayoria de los farmacos beneficiosos también producen una cantidad limitada de efectos
no deseados en determinados pacientes.

En el tratamiento de animales o pacientes humanos con terapia de combinacion, hay diversas formulaciones y
regimenes de tratamiento apropiados que pueden usarse. Por ejemplo, puede administrarse una composiciéon que
comprende un compuesto que tiene afinidad por un péptido de superficie de esporas y al menos un farmaco
antimicrobiano adicional a un animal simultaneamente, por ejemplo, en forma de una Unica formulacién que incluye
el compuesto y farmaco(s) adicional(es), o usando al menos dos formulaciones distintas. Los compuestos que tienen
afinidad por un péptido de superficie de esporas también pueden administrarse a un animal antes del/de los
farmaco(s) adicional(es) o viceversa.

Las realizaciones adicionales incluyen kits terapéuticos que comprenden, en un medio de recipiente adecuado, una
composicion farmacéutica de al menos un compuesto que tiene afinidad por un péptido de superficie de esporas y al
menos un farmaco antimicrobiano y/o antibiético adicional. EI compuesto, agente antimicrobiano y/o antibiotico
puede estar contenido dentro un Unico medio de recipiente, o puede emplearse una pluralidad de recipientes
distintos.

Dependiendo de las circunstancias, pueden emplearse agentes antimicrobianos en regimenes de tratamiento orales
0 parenterales. Se describen métodos para lograr dosis apropiadas en diversas publicaciones. Reese y Betts, en: A
Practical Approach to Infectious Diseases, (32 ed.), Boston, Little Brown, (1993).

XI. Composiciones de limpiadores antibacterianos

Se usan normalmente composiciones de limpieza antibacterianas para limpiar los brazos y las manos del usuario y

para destruir bacterias y cualquier otro microorganismo que pueda estar presente en los brazos o las manos del
usuario. Estas composiciones se usan ampliamente en la industria del cuidado sanitario por el personal de
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hospitales y otro personal de cuidado sanitario como limpiadores para lavarse las manos para prevenir infecciones o
bien entre el personal o bien entre el personal y los pacientes. Son particularmente adecuadas para su uso por
trabajadores sanitarios tales como cirujanos, enfermeras y otros profesionales el cuidado sanitario que pueden estar
sometidos a contacto con bacterias y similares. También son adecuadas para su uso por personal en las industrias
del procesamiento de carne y servicio de alimentos y, generalmente, se usan para la limpieza antimicrobiana de las
manos y los brazos por el publico.

Hay varios agentes antimicrobianos disponibles actualmente para su uso en composiciones de limpieza. Por
ejemplo, muchas composiciones de limpieza antimicrobianas contienen una sustancia bactericida de bishiguanida tal
como digluconato de clorhexidina (CHG). Otras composiciones de limpieza usan compuestos fendlicos. Sin
embargo, la actividad antimicrobiana de estas sustancias depende a menudo del/de los tipo(s) de tensioactivos u
otros componentes empleados con las mismas, y por tanto, del uso de los mismos componentes con estas
sustancias antimicrobianas no se derivara necesariamente el mismo resultado. Por ejemplo, cuando se emplea CHG
como agente antimicrobiano activo, la composicion de limpieza puede incluir, pero no se limita a, alquilpoliglucésidos
y etoxilatos de alcohol no i6nicos como tensioactivos primarios. Sin embargo, en composiciones que contienen
fenoles sustituidos tales como para-cloro-meta-xilenol (PCMX; 4-cloro-3,5-dimetilfenol) como agente antimicrobiano
activo, la mayoria de los etoxilatos de alcohol no iénicos inhiben, mas que potencian, la actividad antibacteriana de
PCMX. PCMX puede producir reducciones iniciales altas de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas asi como
hongos, y proporciona buena actividad residual durante varias horas entre lavados de manos. Normalmente, cuando
se usa PCMX en composiciones de limpieza, se usa en concentraciones de dese aproximadamente el 0,1 hasta el 4
por ciento en peso. Sin embargo, la mayoria de las férmulas contienen el 1 por ciento 0 menos en peso.

Las composiciones de limpieza antimicrobianas que contienen fenoles sustituidos como agente antimicrobiano activo
llevan también incluidos detergentes anidnicos, jabones, tensioactivos, y similares, asi como otros compuestos
(tensioactivos etoxilados no idnicos, polietilenglicol, etc.) que pueden reducir la actividad antibacteriana de los
compuestos fendlicos. También son utiles compuestos fendlicos sustituidos y detergentes o jabones tensioactivos
aniénicos en un portador a base de agua y alcohol. Adicionalmente, pueden afiadirse agentes quelantes tales como
acido etilendiaminatetraacético (a continuacién en el presente documento, EDTA). Winicov et al.,, patente
estadounidense n.° 3.824.190 y RE 28.778.

Las composiciones antimicrobianas que presentan caracteristicas de suavidad pueden incluir, pero no se limitan a,
un fenol sustituido, concretamente PCMX, un detergente anidnico, un espesante tal como monoestearato de
etilenglicol y un espumante tal como una alcanolamida de acido graso. Se sospecha que el espesante y las
alcanolamidas de acido graso asi como el tensioactivo anionico dificultan la actividad antibacteriana de un
compuesto fendlico. Garabedian et al. patente estadounidense n.° 4.632.772 (incorporada en el presente documento
como referencia). Otras composiciones de PCMX comprenden combinaciones anhidras en mezclas de tensioactivos.
Corti et al., patente estadounidense n.° 5.114.978.

Puede solubilizarse PCMX en altas concentraciones de agua o composiciones acuosas. Las composiciones de
PCMX incluyen, pero no se limitan a, dietanolamidas de acidos grasos y tensioactivos aniénicos de la clase de sales
de dietanolamonio de acido alquilpolioxietilsulfarico.

Las composiciones antimicrobianas a base de alcohol pueden incluir, pero no se limitan a, PCMX o CHG,
hidropropilcelulosa, un alcohol, un emoliente y agua. Aunque no es necesario comprender el mecanismo de una
invencion, se cree que el uso de alcohol como disolvente o portador en la composicion desengrasa la piel, lo que
puede conducir a sequedad e irritacion de la piel. White et al., patente estadounidense n.° 5.288.486.

En consecuencia, PCMX es similar a CHG y otros fenoles sustituidos contra microorganismos porque su eficacia
depende altamente tanto del portador como de otros constituyentes quimicos dentro de la composicion de limpiador
antimicrobiano. Aunqgue la actividad antimicrobiana de PCMX puede potenciarse contra Pseudomonas aeruginosa
mediante la adicion del agente quelante acido etilendiaminatetraacético (EDTA) y/o el agente secuestrante
hexametafosfato de sodio, PCMX puede reducirse en presencia de algunos materiales organicos, y/o
concentraciones moderadas de tensioactivos aniénicos. La actividad antimicrobiana también puede perderse como
consecuencia de interacciones reversibles entre PCMX vy tensioactivos no iénicos, polietilenglicol y estearato de
polietilenglicol. De manera similar, también se ha encontrado que la reduccién en la eficacia antibacteriana de PCMX
es el resultado directo de su interaccién con una variedad de macromoléculas, concretamente, metilcelulosa,
polietilenglicol 6000 y polisorbato 80.

La presente invencion no se limita a composiciones de limpiador antibiético convencionales tales como PCMX y
CGH. En una realizacion, la presente invencion contempla una composicion antibacteriana que contiene un fenol
sustituido que no incluye tensioactivos aniénicos convencionales u otros componentes quimicos perjudiciales para la
actividad antimicrobiana de fenoles sustituidos. En una realizacion, una composicién de limpieza antimicrobiana
comprende un fenol sustituido y al menos un tensioactivo primario. En una realizacién, la composicion comprende un
fenol sustituido en cantidades que oscilan entre aproximadamente el 0,1 y aproximadamente el 4 por ciento en peso
de la composicion total, y preferiblemente en cantidades que oscilan entre aproximadamente el 0,3 y el 1 por ciento
en peso de la composicion total. En una realizacion, la composiciéon comprende un fenol sustituido en cantidades
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que son de mas del 4 por ciento en peso del agente antimicrobiano. Aunque no es necesario comprender el
mecanismo de una invencion, se cree que el limite superior de la cantidad de agente antimicrobiano esta
relacionado con la cantidad de fenol sustituido que se considera que no es toxica ni irritante para la piel.

Cualquier fenol sustituido que sea soluble en agua u otro disolvente distinto de alcanol (es decir, por ejemplo,
trietilenglicol, propilenglicol, hexilenglicol, etc.) puede usarse en las composiciones de la presente invencion. En una
realizacién, un fenol sustituido puede incluir, pero no se limita a, fenoles sustituidos con alquilo, sustituidos con
halégeno, sustituidos con fenol, sustituidos con haloalquilo, sustituidos con bencilalquilo, sustituidos con
feniletilalquilo y sustituidos con halobencilo, y bisfenoles sustituidos con alquilo, sustituidos con halégeno y
sustituidos con haloalquilo, bis(hidroxifenil)alcanos, fenoles sustituidos con amino, derivados de resorcinol, derivados
de fenol trihidroxilado, derivados de naftol y fenoles sustituidos con acido carboxilico (por ejemplo, acido salicilico y
ésteres). En una realizacién, un fenol sustituido comprende un fenol sustituido con cloro, concretamente para-cloro-
meta-xilenol (PCMX). Aunque no es necesario comprender el mecanismo de una invencion, se cree que PCMX
puede tener 60 veces la actividad antimicrobiana de un fenol no sustituido contra un amplio espectro de bacterias y
también se considera que no es téxico ni irritante para la piel humana a niveles por debajo de aproximadamente el 3
por ciento en peso. Fendler, et al., “Antimicrobial cleansing compositions” patente estadounidense 5.635.462.

En una realizacion, una composicidon de limpiador de control de infecciones comprende al menos un tensioactivo
primario seleccionado del grupo que incluye, pero no se limita a, 6xidos de amina, fosfolipidos, acidos carboxilicos
parcialmente neutralizados y diacidos, betainas o metilglucésidos etoxilados, y/o mezclas de los mismos. Aunque no
es necesario comprender el mecanismo de una invencion, se cree que la cantidad de tensioactivo(s) primario(s) que
va a afadirse a la composicion depende en cierta medida del nimero de tensioactivos primarios afiadidos. En una
realizacién, la composicion comprende una pluralidad de tensioactivos primarios en la que la cantidad combinada de
los tensioactivos primarios es inferior a aproximadamente el 20 por ciento en peso de la composicion.

En una realizacion, la composicion comprende un tensioactivo primario que incluye, pero no se limita a, un 6xido de
amina o un oxido de alquilamina. En una realizacion, se afiade un éxido de amina a la composicién en una cantidad
gue oscila entre aproximadamente el 0 (ausente) y aproximadamente el 10 por ciento en peso pero mas
preferiblemente en una cantidad que oscila entre aproximadamente el 5 y el 7 por ciento en peso. En una
realizacién, una composicion comprende un 6xido de amina como Unico tensioactivo primario en la que el 6xido de
amina se aflade en cantidades que oscilan entre aproximadamente el 1 y aproximadamente el 10 por ciento en
peso. En una realizacién, un éxido de amina tiene una longitud de la cadena de alquilo de desde aproximadamente
Cs hasta aproximadamente Cig, con longitudes de cadena de desde Ci, hasta Cia.

Aunque no es necesario comprender el mecanismo de una invencion, se cree que los Oxidos de amina
contemplados por la presente invencién se considera que son tensioactivos anféteros. Los ejemplos de 6xidos de
amina que se encuentra que son adecuados para la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, 6xido de
lauramina, un 6xido de alquilamina Ci» (Mackamina LO®) y 6xido de cocamina, un oxido de alquilamina C12-C14
(Mackamina CO®) (MciIntyre Chemical Co., Ltd., Chicago, lll.), asi como un 6xido de alquilamina Ci4 (Barlox 14®) y
un Oxido de alquilamina Cy, (Barlox 12®) ( Lonza, Inc., Fair Lawn, N.J). Alternativamente, las composiciones
contempladas en el presente documento son adecuadas para 6xidos de amidopropilamina incluyendo, pero sin
limitarse a, Standamox LAO® o Mackamina CAO® (Henkel Corp., Hoboken, N.J.).

Ademas, pueden usarse alquilamidas tales como cocamida conjuntamente con los 6xidos de amina u otros
tensioactivos primarios para reforzar la formacion de espuma y afiadir viscosidad a la composicion. Los
modificadores de la viscosidad y/o estabilizadores de la espuma pueden incluir, pero no se limitan a, Standamide
CD®, Standamide SD® y Cocamide DEA® (Henkel Corp., Hoboken, N.J.).

Aungue no es necesario comprender el mecanismo de una invencion, se cree que los éxidos de amina no reducen
significativamente la actividad bacteriana de un fenol sustituido y se ha encontrado que son eficaces en combinacién
con PCMX para destruir microorganismos.

En una realizacion, se describe una composicién para el control de infecciones que comprende tensioactivos
zwitteridnicos/anféteros tales como fosfolipidos y betainas como tensioactivo primario. En una realizacién, pueden
usarse fosfolipidos y/o betainas en lugar de, o conjuntamente con, 6xidos de amina. En una realizacion, una
composicion puede comprender fosfolipidos y betainas en cantidades de hasta aproximadamente el 10 por ciento en
peso.

En una realizacion, una composicion de limpiador de control de infecciones comprende un fosfolipido incluyendo,
pero sin limitarse a, un cloruro de alquilfosfatidil-PG-dimonio. En una realizacién, un cloruro de alquilfosfatidil-PG-
dimonio puede seleccionarse del grupo que comprende cloruro de cocamidopropilfosfatidil-PG-dimonio (fosfolipido
PTC®, MONA Industries, Inc., Paterson, N.J.); cloruro de estearamidopropilfosfatidil-PG-dimonio (fosfolipido PTS®,
MONA Industries, Inc., Paterson, N.J.); cloruro de linoleamidopropilfosfatidil-PG-dimonio (fosfolipido EFA®, MONA
Industries, Inc., Paterson, N.J.); y cloruro de estearamidopropilfosfatidil-PG-dimonio/alcohol cetilico (fosfolipido SV®,
MONA Industries, Inc., Paterson, N.J.). En una realizacion, se incorporan cloruros de alquilfosfatidil-PG-dimonio en
la composicién en una cantidad que oscila entre el 0 (ausente) y aproximadamente el 10 por ciento en peso de la
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composicion total.

En una realizacion, se describe una composicion de limpiador de control de infecciones que comprende un lipido de
betaina como tensioactivo primario o bien solo o bien conjuntamente con otros tensioactivos primarios. En una
realizacién, un lipido de betaina comprende un carboxilato de alquilamonio que oscila entre 8 y 18 atomos de
carbono. En una realizacién, una composicion que comprende un carboxilato de alquilamonio incluye hasta el 10 por
ciento en peso de la composicién total. En una realizacién, un carboxilato de alquilamonio comprende cocobetaina
(Mackam CB-35®, Mcintyre Chemical Co., Chicago, IIL.).

En una realizacion, se describe una composicién de limpiador de control de infecciones que comprende una mezcla
de al menos un acido y/o diacido carboxilico parcialmente neutralizado (es decir, por ejemplo, caproil-1-acrilato de
sodio) que puede emplearse como tensioactivo primario. En una realizacion, se afiade un &cido y/o diacido
carboxilico a la composicion de limpieza en cantidades que oscilan entre el 0 (ausente) y aproximadamente el 5 por
ciento en peso. Aungue no es necesario comprender el mecanismo de una invencion, se cree que aunque acidos y
diacidos carboxilicos parcialmente neutralizados pueden contener algunos tensioactivos anionicos, tienen un
caracter acido protonado considerable y, por tanto, estos compuestos se excluyen expresamente del término
“tensioactivos aniénicos convencionales”.

En una realizacién, se describe una composicidon de limpiador de control de infecciones que comprende un
tensioactivo primario no ioénico. En una realizacion, el tensioactivo primario no iénico comprende un metilglucésido
no iénico etoxilado. En una realizacion, también puede afiadirse un metilglucésido no i6nico etoxilado a una
composicion en cantidades que oscilan entre el 0 (ausente) y aproximadamente el 10 por ciento en peso.

La composicion también puede incluir otros aditivos tales como espesantes, emolientes, agentes quelantes y
secuestrantes, fragancias, agentes colorantes, agentes opacificantes, agentes de perlado, vitaminas y similares. Por
ejemplo, una composicién puede incluir un espesante o viscosificante de polimero tal como hidroxietilcelulosa para
hacer que la composicion sea mas agradable estéticamente. Los ejemplos de otros viscosificantes de polimero
adecuados incluyen, pero no se limitan necesariamente a, hidroxipropilcelulosa, metilcelulosa y carboximetilcelulosa.

Puede afiadirse un glicol con el fin de acelerar la velocidad de disolucion del fenol sustituido y como emoliente y/o
humectante. Los glicoles pueden incluir, pero no se limitan a, propilenglicol, trietilenglicol y hexilenglicol. Pueden
afiadirse glicoles a una composicién en cantidades que oscilan entre el 0 (ausente) y aproximadamente el 10 por
ciento en peso de la composicion total, pero mas preferiblemente en una cantidad de aproximadamente el 3 por
ciento. En una realizacion, puede disolverse un PCMX y/o un segundo fenol sustituido en al menos una porcién de
un glicol antes de afiadir otros componentes a la disolucion. En una realizacion, una composicién comprende una
razon del 25 por ciento/el 75 por ciento de PCMX:glicol.

En una realizacion, la presente invencion contempla una composicién de limpiador de control de infecciones que
comprende un agente quelante y/o secuestrante que oscila hasta aproximadamente el 1 por ciento en peso. Aunque
no es necesario comprender el mecanismo de una invencién, se cree que puede afiadirse un agente quelante y/o
secuestrante para ablandar la composicion a base de agua. En una realizacion, un agente quelante adecuado para
la presente invencién comprende acido etilendiaminatetraacético (EDTA) (es decir, por ejemplo, EDTA de disodio).

Las composiciones pueden comprender ademas cantidades menores pero eficaces de otros aditivos convencionales
tales como fragancias, aditivos de color, agentes opacificantes, agentes de perlado, vitaminas, etc. Un ejemplo de un
agente de perlado particular incluye, pero no se limita a, diestearato de etilenglicol. Generalmente, estos aditivos se
usan en cantidades que no afectan a la naturaleza esencial de la composicion con respecto a sus propiedades de
control de infecciones.

Para lograr una eficacia antibacteriana 6ptima, el pH de la composicion debe estar entre 4 y 8, y preferiblemente
entre 5,5y 6,5. Para ajustar el pH de la composicién, puede usarse cualquier acido compatible con los componentes
de la composicién. Los acidos pueden incluir, pero no se limitan a, acido lactico, acido citrico, acido acético, acido
glicélico o acido glucénico. Normalmente, se usa menos del 1 por ciento en peso de estos acidos para lograr el
equilibrio de pH apropiado.

El resto de la composicion es normalmente agua para proporcionar el 100 por ciento en peso de la composicién pero
otros compuestos solubles en agua también son adecuados (es decir, por ejemplo, alcoholes).

Todos los tantos por ciento en peso indicados en el presente documento se basan en el tanto por ciento de la
composicion activa. Por tanto, por ejemplo, cuando se emplea el 5 por ciento en peso de éxido de lauramina y el
oxido de lauramina se obtiene del fabricante o se ha diluido en la disolucién para que comprenda un 30 por ciento de
la disolucion activa, tendra que usarse un 16,7 por ciento de la disolucién con el fin de obtener el 5 por ciento en
peso recomendado.

Las composiciones de limpieza de control de infecciones se preparan generalmente disolviendo fenol sustituido,
concretamente PCMX, en glicol tal como se indicé anteriormente en el presente documento, y afiadiendo esta
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disolucién a uno o mas del tensioactivo primario comentado anteriormente en el presente documento, en agua. Mas
particularmente, el tensioactivo o tensioactivos primarios, y otros componentes (es decir, por ejemplo, fragancia,
agente quelante, agente de perlado, etc.) se afiaden a la disolucién con agitacion. El pH de la composicién se ajusta
con &cido lactico o un acido similar. El espesante/viscosificante se afiade entonces preferiblemente y se mezcla la
disolucién hasta que es completamente homogénea. Se comprueba el pH y se ajusta de nuevo si es necesario. Este
procedimiento puede emplearse con o sin la aplicacién de calor para potenciar la hidratacion del viscosificante, si se
requiere.

XIl. Deteccion de microbios que comprenden secuencias de nucleotidos de proteinas de superficie de esporas

Se dan a conocer métodos para la deteccién de microbios que contienen una secuencia de nucle6tidos de proteina
de superficie de esporas (es decir, por ejemplo, SEQ ID NO: 2) y/o una secuencia de nucledtidos de proteina de
superficie de esporas (es decir, por ejemplo, SEQ ID NO: 4, 6 u 8). Pueden identificarse microbios que contienen
secuencias de nucle6tidos mediante una variedad de procedimientos. Estos procedimientos incluyen, pero no se
limitan a, hibridacion ADN--ADN o ADN-ARN asi como amplificacién (por ejemplo, PCR) usando sondas de ADN
(por ejemplo, sondas o amplimeros de oligonucleétido u oligémero), sondas de ARNm y fragmentos de la secuencia
de interés. Estas sondas y fragmentos pueden prepararse usando una amplia variedad de técnicas incluyendo, pero
sin limitarse a, sintesis quimica, digestién por restriccion y expresion de la secuencia de nucleétidos, o cualquier
porcion de la misma, en un vector de expresién. El marcaje de sondas y fragmentos de secuencias de nucleétidos
expresados o sintetizados puede lograrse usando marcaje de oligos, marcaje de extremos o amplificacion por PCR
usando un nucle6tido marcado.

Habiendo generado sondas marcadas, pueden someterse a prueba los microbios presentes en una muestra
bioldgica para detectar la presencia de una secuencia de nucleétidos usando analisis de tipo Northern inverso o de
tipo Southern de ADN celular total de plasmido aislado, o usando analisis de tipo Northern de ARNm. Los microbios
0 bien pueden hacerse crecer sobre filtros o bien disponerse en puntos sobre filtros o bien directamente o bien tras
cultivo durante la noche. Moseley et al., J Infect. Dis. 142:892-898 (1980); Perine et al., J Infect. Diseases 152(1):59-
63 (1985); y Gootz et al., Antimicrob. Agents and Chemother. 28(1):69-73 (1985). En resumen, se inocula un soporte
sélido tal como papel de nitrocelulosa o una membrana de nailon con una muestra clinica, o con cultivo en caldo de
una muestra clinica que se sospecha que contiene bacterias. Se lisan las células sobre el papel de nitrocelulosa y se
desnaturaliza el ADN, por ejemplo mediante tratamiento con NaOH. Se trata el soporte con pronasa y cloroformo
para reducir la unién no especifica de fondo de sondas de ADN con el material de la colonia. Entonces se realiza la
prehibridacion e hibridacién de los filtros (es decir, soporte) con oligonucledtidos, oligbmeros o porciones de una
secuencia de nucleétidos usando técnicas convencionales. Se detecta la hibridacién usando uno cualquiera de
muchos métodos disponibles, tales como mediante sondas radiactivas de obtencion de imagenes usando peliculas
de rayos X (es decir, autorradiografia).

La deteccién de bacterias que albergan una secuencia de nucleétidos de proteina de superficie de esporas
microbianas en una muestra derivada de una superficie demuestra que es beneficiosa administrar composiciones
para el control de infecciones que alteran la unién de proteinas de superficie de esporas microbianas a la superficie.
Ademas, tal deteccién también permite monitorizar la superficie para detectar la presencia de las bacterias durante y
después de la administracién de la composicion para el control de infecciones.

En una realizacion, pueden realizarse métodos de examen (es decir, por ejemplo, un ensayo) contemplados por esta
invencion en fase solida en los que uno o mas componentes del ensayo se unen a una superficie sélida. En ensayos
en fase solida, uno o mas componentes del ensayo se unen a una superficie solida. Practicamente cualquier
superficie solida es adecuada, siempre que el material de superficie sea compatible con los reactivos del ensayo y
sea posible unir el componente a la superficie sin alterar excesivamente la reactividad de los componentes del
ensayo. Algunos componentes pueden mostrar actividad reducida en fase sélida, pero esto es generalmente
aceptable siempre que la actividad sea suficiente para interaccionar con un compuesto de prueba de control de
infecciones.

Los soportes sdlidos incluyen esencialmente cualquier superficie sdlida, incluyendo, pero sin limitarse a, una perla
de vidrio, vidrio plano, vidrio de poro controlado, plastico, metal plastico poroso o resina al que puede adherirse la
molécula. Los soportes solidos pueden derivatizarse con grupos funcionales (por ejemplo, hidroxilos, aminas,
carboxilos, ésteres y sulfhidrilos) para proporcionar sitios reactivos para la unién de ligadores o la unién directa
del/de los componente(s).

La adhesiéon de un componente del ensayo (por ejemplo, una proteina de superficie de esporas) al soporte sélido
puede ser directa o indirecta (es decir, un compuesto o compuestos particulares se unen al soporte, y un
componente del ensayo se une a este compuesto o compuestos en vez de al soporte sélido). El componente puede
inmovilizarse o bien: i) covalentemente (es decir, por ejemplo, utilizando grupos tiol reactivos individuales de cisteina
para anclar componentes proteicos; Colliuod et al., Bioconjugate Chem. 4:528-536 (1993)); ii) no covalentemente
pero especificamente (es decir, por ejemplo, por medio de anticuerpos inmovilizados u otras proteinas de union
especifica; Schuhmann et al. Adv. Mater. 3:388-391 (1991); y Lu et al. Anal. Chem. 67:83-87 (1995); iii) mediante el
sistema de biotina/estreptavidina; lwane et al., Biophys. Biochem. Res. Comm. 230:76-80 (1997); iv) usando
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peliculas de Langmuir-Blodgett de quelacion de metales; Ng et al. Langmuir 11:4048-4055 (1995); y Schmitt et al.,
Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 35: 317320 (1996); y v) monocapas autoensambladas de quelacién de metales para la
union de proteinas de fusién de polihistidina; Sigal et al., Analytical Chem. 68:490-497 (1996).

XIV. Deteccién de microbios que comprenden proteinas de superficie de esporas

En una realizacién, de dan a conocer métodos que comprenden detectar una proteina y/o fragmento de péptido de
esporas microbianas. En una realizacion, la proteina y/o fragmento de péptido de esporas microbianas comprende
una proteina y/o fragmento de péptido de superficie de esporas microbianas. En una realizacion, la proteina y/o
fragmento de péptido de superficie de esporas microbianas comprende una proteina y/o fragmento de péptido de
superficie de esporas de Clostridium. En una realizacion, la proteina y/o fragmento de péptido de superficie de
esporas de Clostridium comprende una proteina y/o fragmento de péptido de superficie de esporas de Clostridium
difficile.

Pueden detectarse proteinas y/o fragmentos de péptidos, de cualquier fuente, mediante una variedad de métodos
adecuados. En algunas realizaciones, se detectan proteinas y/o fragmentos de péptidos mediante
inmunohistoquimica. En otras realizaciones, se detectan proteinas y/o fragmentos de péptidos mediante su union a
un anticuerpo producido contra la proteina.

La union de anticuerpos puede detectarse mediante muchas técnicas diferentes incluyendo, pero sin limitarse a, (por
ejemplo, radioinmunoensayo, ELISA (ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas), inmunoensayos de tipo
“sandwich”, ensayos inmunorradiométricos, reacciones de precipitacion de difusion en gel, ensayos de
inmunodifusion, inmunoensayos in situ (por ejemplo, usando oro coloidal, marcadores enzimaticos o de
radioisotopos, por ejemplo), inmunotransferencias de tipo Western, reacciones de precipitacion, ensayos de
aglutinacion (por ejemplo, ensayos de aglutinacion en gel, ensayos de hemaglutinacién, etc.), ensayos de fijacion al
complemento, ensayos de inmunofluorescencia, ensayos de proteina A y ensayos de inmunoelectroforesis, etc.).

En una realizacion, la unién de anticuerpos se detecta detectando un marcador en el anticuerpo primario. En otra
realizacién, el anticuerpo primario se detecta detectando la unién de un anticuerpo secundario o reactivo al
anticuerpo primario. En una realizacion adicional, el anticuerpo secundario estd marcado.

En algunas realizaciones, se utiliza un ensayo de deteccién automatizado. Los métodos para la automatizacion de
inmunoensayos incluyen los descritos en las patentes estadounidenses n.”® 5.885.530, 4.981.785, 6.159.750 y
5.358.691. En algunas realizaciones, el andlisis y la presentacion de resultados también estan automatizados. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, se utiliza software que genera un prondstico basandose en la presencia o
ausencia de una serie de proteinas correspondientes a marcadores del cancer.

En otras realizaciones, el inmunoensayo descrito en las patentes estadounidenses n.°® 5.599.677 y 5.672.480.

En otras realizaciones, se proporcionan kits para la deteccion y caracterizacion de proteinas y/o acidos nucleicos. En
algunas realizaciones, los kits contienen anticuerpos especificos para una proteina expresada a partir de un gen de
interés, ademas de reactivos de deteccion y tampones. En otras realizaciones, los kits contienen reactivos
especificos para la deteccion de ARNm o ADNc (por ejemplo, sondas o cebadores de oligonucle6tidos). En
realizaciones preferidas, los kits contienen todos los componentes necesarios para realizar un ensayo de deteccion,
incluyendo todos los controles, instrucciones para realizar los ensayos y cualquier software necesario para el analisis
y la presentacién de resultados.

XV. Formulaciones farmacéuticas

Las composiciones activas pueden incluir formulaciones farmacéuticas tradicionales. La administracién de estas
formulaciones segun la presente invencion sera por medio de cualquier via comun siempre que el tejido diana esté
disponible por medio de esa via. Esta incluye tdpica, oral, nasal, bucal, rectal, vaginal o tépica. Alternativamente, la
administracion puede ser mediante inyeccion ortotépica, intradérmica, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal o
intravenosa. Tales formulaciones se administraran normalmente como una composicion farmacéuticamente
aceptable.

A. Disoluciones para administracién oral o parenteral

Las formulaciones, composiciones y otros agentes y farmacos pueden ser compuestos activos que pueden
administrarse por via parenteral o por via oral. Pueden prepararse disoluciones de compuestos activos como base
libre o sales farmacolégicamente aceptables en agua mezclados adecuadamente con un tensioactivo, tal como
hidroxipropilcelulosa. También pueden preparase dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos y mezclas de los
mismos y en aceites. En condiciones habituales de almacenamiento y uso, estas preparaciones pueden contener un
conservante.

Las formulaciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen, pero no se limitan a, disoluciones o
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dispersiones acuosas estériles y polvos estériles para la preparacion extemporanea de disoluciones o dispersiones
inyectables estériles. En una realizacion, una formulacion es estéril. En una realizacion, la formulacion comprende
caracteristicas fluidas de manera que la formulacién se manipula facilmente usando una jeringa. En una realizacion,
la formulaciéon es estable en condiciones de fabricacion y/o almacenamiento. En una realizacion, la formulacion
puede comprender ademas un portador tal como un disolvente o medio de dispersién incluyendo, pero sin limitarse
a, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas
de los mismos y aceites vegetales. Puede mantenerse la fluidez apropiada, por ejemplo, mediante el uso de un
recubrimiento, tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de
dispersién y mediante el uso de tensioactivos. La prevencién de la accién de microorganismos puede ocasionarse
mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico,
timerosal, y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares o cloruro
de sodio. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede ocasionarse mediante el uso en las
composiciones de agentes que retrasan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Pueden preparase disoluciones inyectables estériles incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida
en el disolvente apropiado con varios de los otros componentes enumerados anteriormente, segun se requiera,
seguido por esterilizacion (es decir, por ejemplo, mediante filtracion, radiacion y/o exposicion a éxido de etileno).
Generalmente, pueden prepararse dispersiones incorporando los diversos principios activos esterilizados en un
vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los otros componentes requeridos de los enumerados
anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de disoluciones inyectables estériles, los métodos
de preparacion preferidos son técnicas de secado a vacio y liofilizacion que producen un polvo del principio activo
mas cualquier componente deseado adicional a partir de una disolucion previamente esterilizada por filtracion.

Para administracién oral, pueden incorporarse composiciones que tienen afinidad por proteinas de superficie de
esporas microbianas con excipientes y usarse en forma de dentifricos y colutorios no ingeribles. Un colutorio puede
prepararse incorporando el principio activo en la cantidad requerida en un disolvente apropiado, tal como una
disolucion de borato de sodio (es decir, por ejemplo, disolucién de Dobell). Alternativamente, el principio activo
puede incorporarse en un lavado antiséptico que contiene borato de sodio, glicerina y bicarbonato de potasio. El
principio activo también puede dispersarse en dentifricos, incluyendo: geles, pastas, polvos y suspensiones. El
principio activo puede afiadirse en una cantidad terapéuticamente eficaz a una pasta dentifrica que puede incluir
agua, aglutinantes, abrasivos, agentes aromatizantes, agentes espumantes y humectantes.

Las composiciones pueden formularse en una forma neutra o de sal. Las sales farmacéuticamente aceptables
incluyen las sales de adicion de acido (formadas con los grupos amino libres de la proteina) y que se forman con
acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o acidos organicos tales como acético,
oxalico, tartarico, mandélico, y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres también pueden
derivarse de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férricos, y
bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares.

Tras la formulacion, se administraran las disoluciones de una manera compatible con la formulacién de dosificacion
y en cantidades tales que sean terapéuticamente eficaces. Las formulaciones se administran facilmente en una
variedad de formas de dosificacion tales como disoluciones inyectables, capsulas de liberacion de farmacos y
similares. Las vias de administracion pueden seleccionarse de intravenosa, intraarterial, intrabucal, intraperitoneal,
intramuscular, subcutanea, oral, tpica, rectal, vaginal, nasal e intraocular.

Para administracion parenteral en una disolucidon acuosa, por ejemplo, la disolucién debe estar adecuadamente
tamponada si es necesario y el diluyente liquido en primer lugar se vuelve isotonico con solucién salina o glucosa
suficiente. Estas disoluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para administracion intravenosa,
intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. En este sentido, los expertos en la técnica conoceran medios acuosos
estériles que pueden emplearse en vista de la presente divulgacion. Por ejemplo, una dosificacion podra disolverse
en 1 ml de disolucién de NaCl isotonica y o bien afiadirse a 1000 ml de fluido de hipodermdlisis o bien inyectarse en
el sitio de infusién propuesto. En: Remington’s Pharmaceutical Sciences 152 edicién, paginas 1035-1038 y 1570-
1580. Alguna variacion en la dosificacién se producira necesariamente dependiendo del estado del sujeto que esta
tratandose. En cualquier caso, la persona responsable de la administracion determinara la dosis apropiada para el
sujeto individual. Ademas, para su administracion a seres humanos, las preparaciones deben cumplir las normas de
esterilidad, pirogenicidad, seguridad general y pureza requeridas por la Oficina de Normas de Productos Bioldgicos
de la FDA.

B. Liposomas para administracion topica o parenteral

En una realizacion, la presente invencién contempla una formulacion que comprende una preparacion liposdmica
gue comprende un compuesto que tiene afinidad por una proteina de superficie de esporas microbianas. En una
realizacién, el compuesto se encapsula por un liposoma, en el que la encapsulacion prolonga la semivida del
compuesto en comparacion con sistemas de administracion de farmacos convencionales.

Un “liposoma” se usa generalmente como un término genérico que abarca una variedad de vehiculos lipidicos uni y
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multilamelares formados por la generacion de bicapas lipidicas cerradas. Por ejemplo, pueden usarse fosfolipidos
para preparar liposomas y pueden portar una carga neta positiva, una carga neta negativa o ser neutros. Puede
emplearse fosfato de dicetilo para conferir una carga negativa sobre los liposomas, y puede usarse estearilamina
para conferir una carga positiva sobre los liposomas. Los liposomas pueden caracterizarse por una membrana de
bicapa de fosfolipidos y un medio acuoso interno. Los liposomas multilamelares tienen miltiples capas lipidicas
separadas por medio acuoso. Los liposomas se forman habitualmente de manera espontanea cuando se suspenden
fosfolipidos en un exceso de disolucién acuosa. Aunque no es necesario comprender el mecanismo de una
invencion, se cree que los componentes lipidicos experimentan autorredisposicion antes de la formacién de
estructuras cerradas y atrapan agua y solutos disueltos entre las bicapas lipidicas. Ghosh et al, en: Liver diseases,
targeted diagnosis and therapy using specific receptors and ligands, Wu G. y C. Wu (eds.), Nueva York: Marcel
Dekker, pags. 87-104, (1991). También se contemplan complejos de lipido catidnico-acido nucleico, tales como
complejos de lipofectamina-acido nucleico. En determinadas realizaciones de la invencion, el liposoma puede
complejarse con un virus hemaglutinante (VHJ). Se ha mostrado que VHJ facilita la fusién con la membrana celular y
promueve la entrada en la célula. Kaneda et al., J Biol Chem., 264: 12126-12129 (1989).

Pueden obtenerse lipidos adecuados para preparar liposomas de fuentes comerciales. Por ejemplo, puede
obtenerse dimiristilfosfatidilcolina (“DMPC”) de Sigma Chemical Co., se obtiene fosfato de dicetilo (‘DCP”) de K & K
Laboratories (Plainview, N.Y.); se obtiene colesterol (“Chol”) de Calbiochem-Behring; pueden obtenerse
dimiristilfosfatidilglicerol (‘DMPG”) y otros lipidos de Avanti Polar Lipids, Inc. (Birmingham, Ala.). Pueden
almacenarse disoluciones madre de lipidos en cloroformo, cloroformo/metanol o t-butanol a aproximadamente -20°C.
Preferiblemente, se usa cloroformo como Unico disolvente puesto que se evapora mas facilmente que el metanol.

Preferiblemente, no se usan fosfolipidos de fuentes naturales, tales como fosfatidilcolina de huevo o soja, acido
fosfatidico cerebral, fosfatidilinositol cerebral o vegetal, cardiolipina cardiaca y fosfatidiletanolamina vegetal o
bacteriana como fosfatido primario, es decir, que constituye el 50% o mas de la composicion de fosfatido total,
debido a la inestabilidad y las filtraciones de los liposomas resultantes.

Pueden prepararse liposomas mediante diferentes métodos. El tamafio de los liposomas varia dependiendo del
método de sintesis. Un liposoma suspendido en una disoluciéon acuosa tiene generalmente la conformacion de una
vesicula esférica, teniendo una o mas capas concéntricas de moléculas de bicapa lipidica. Cada capa consiste en
una serie paralela de moléculas representadas por la férmula XY, en la que X es un resto hidréfilo e Y es un resto
hidréfobo. En suspensién acuosa, las capas concéntricas se disponen de modo que los restos hidréfilos tienden a
permanecer en contacto con una fase acuosa y las regiones hidréfobas tienen a autoasociarse. Por ejemplo, cuando
estan presentes fases acuosas tanto dentro como fuera del liposoma, las moléculas lipidicas formaran una bicapa,
conocida como lamela, de la disposicion XY-YX.

Pueden prepararse liposomas segin muchas técnicas de laboratorio. En una realizacion, se preparan liposomas
mezclando lipidos liposomales, en un disolvente en un recipiente, por ejemplo, un frasco de vidrio, con forma de
pera. El recipiente debe contener un volumen diez veces mayor que el volumen de la suspension de liposomas
esperada. Usando un evaporador rotatorio, se elimina el disolvente a aproximadamente 40°C y a presién negativa.
El disolvente normalmente se elimina en el plazo de aproximadamente 5 min a 2 horas, dependiendo del volumen
deseado de los liposomas. La composicion puede secarse adicionalmente en un desecador a vacio. Los lipidos
secados se desechan generalmente tras aproximadamente 1 semana debido a una tendencia a deteriorarse con el
tiempo.

Los lipidos secados pueden hidratarse a fosfolipido aproximadamente 25-50 mM en agua estéril, libre de pirégenos
agitando hasta que toda la pelicula lipidica se resuspenda. Entonces pueden separarse los liposomas acuosos en
alicuotas, colocarse cada una en un vial, liofilizarse y sellarse a vacio.

En un método alternativo, pueden prepararse liposomas segun otros procedimientos. Bangham et al., J Mol. Biol.,
13:238-252, (1965); Gregoriadis (Ed), en: Drug Carriers in Biology and Medicine, pags. 287-341 (1979); Deamer et
al., “Liposome Preparation: Methods and Mechanisms”, en: Liposomes, M. Ostro (Ed.) (1983); y Szoka et al., Proc.
Natl Acad. Sci. USA, 75:4194-4198 (1978). Los métodos mencionados anteriormente pueden diferir en cuanto a sus
respectivas capacidades para atrapar material acuoso y sus respectivas razones de espacio acuoso con respecto a
lipido.

Los lipidos secados o liposomas liofilizados preparados tal como se describié anteriormente pueden reconstituirse
en una disolucion de &cido nucleico y diluirse hasta una concentracion apropiada con un disolvente adecuado, por
ejemplo, DPBS. La mezcla se agita entonces vigorosamente en una mezcladora de vértex. Se elimina el acido
nucleico no encapsulado mediante centrifugacién a 29.000xg y se lavan los sedimentos liposémicos. Se
resuspenden los liposomas lavados a una concentracion de fosfolipido total apropiada, por ejemplo,
aproximadamente 50-200 mM. La cantidad de acido nucleico encapsulado puede determinarse segin métodos
convencionales. Tras la determinacién de la cantidad de acido nucleico encapsulado en la preparacion de
liposomas, los liposomas pueden diluirse hasta una concentracion apropiada y almacenarse a 4°C hasta su uso.

En una realizacién, se usa un dioleoilfosfatidilcolina lipidica para crear una formulaciéon de liposomas. En una
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realizacién, se mezclan composiciones que tienen afinidad por péptidos de superficie de esporas microbianas con
lipidos en presencia de t-butanol en exceso. Se agité la mezcla con vértex antes de congelarse en un bafio de
acetona/nieve carbonica. Se liofilizé la mezcla congelada y se hidraté con solucién salina tamponada con HEPES
(HEPES 1 mM, NaCl 10 mM, pH 7,5) durante la noche, y luego se sonicaron los liposomas en un sonicador de tipo
bafio durante de 10 a 15 min. El tamafio del péptido-liposomas oscila normalmente entre 200-300 nm de diametro tal
como se determina mediante el medidor de tamafio de particulas submicrométricas Autodilute modelo 370 (Nicomp,
Santa Barbara, Calif).

Pueden usarse composiciones purificadas que comprenden una composicion para el control de infecciones que
tiene afinidad por un péptido de superficie de esporas sin modificaciones adicionales o puede diluirse en un portador
farmacéuticamente aceptable. La composicién para el control de infecciones puede usarse independientemente o en
combinacion con otros farmacos antimicrobianos. Debido a la estabilidad de las composiciones, se contempla que la
invencion pueda administrarse a seres humanos o animales, incluirse en preparaciones alimenticias, preparaciones
farmacéuticas, productos médicos y farmacéuticos, productos cosméticos, productos higiénicos, productos de
limpieza y agentes de limpieza, asi como cualquier material sobre el que puedan pulverizarse o adherirse los
péptidos en el que se desea la inhibicién del crecimiento microbiano.

Parte experimental

Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar realizaciones preferidas de la invencion. Se pretende que estos
ejemplos representen técnicas que pueden poner en practica realizaciones especificas de la presente invencion. Sin
embargo, pueden realizarse muchos cambios en las realizaciones especificas que se dan a conocer y todavia
obtener un resultado igual o similar sin apartarse del alcance de la invencion tal como se define mediante las
reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo |

Sintesis de péptido de superficie de esporas

Pueden sintetizarse péptidos de superficie de esporas mediante el método en fase solida empleando un sintetizador
de péptidos de Applied Biosystems modelo 433A y estrategia de Fastmoc a escala de 0,1 mM. Puede realizarse la
purificacién de péptidos mediante HPLC de fase inversa en un instrumento Waters Delta Prep empleando una
columna Vydac 218TPI022 (22 x 250 mm). Se realiza la separacién con un sistema de gradiente de acido
trifluoroacético acuoso al 0,1% (disolvente A) y acetonitrilo al 100% que contiene acido trifluoroacético al 0,085%
(disolvente B). Se aplica un gradiente lineal de desde el 0 hasta el 100% de B a lo largo de 70 min y se recogen
fracciones cada 0,2 min. Posteriormente se monitorizan las fracciones mediante HPLC de fase inversa a escala
analitica en un sistema Beckman Gold usando una columna Vydac 218TP54 (4,6x250 mm) a una velocidad de flujo
de 0,5 ml/min en condiciones de elucién isocratica. Se combinan las fracciones seleccionadas y se liofilizan; se
proporciona una caracterizacion adicional de péptidos mediante espectrometria de masas y electroforesis capilar. Se
realizan mediciones de masas mediante inyeccion de flujo a 0,1 ml/min en acetonitrilo al 64% que contiene acido
trifluoroacético al 0,05% con un instrumento Hewlett-Packard modelo 1100 MSD equipado con una fuente de
ionizacion por electropulverizacion.

Se realiza la electroforesis capilar en un instrumento Hewlett-Packard 3D equipado con una columna de silice
fundida con trayecto de luz extendido de 75 micrometros (DI) x 80,5 centimetros (longitud total). Se llevan a cabo
experimentos de electroforesis capilar a 18°C en tamp6n fosfato de sodio 100 mM, pH 2,9 a 20.000 voltios. Se
determina la concentracion de péptido mediante analisis de aminoacidos cuantitativo en un analizador de
aminoéacidos Beckman 6300.

Ejemplo Il

Cepas bacterianas y preparacién de esporas

Se usaron las siguientes cepas de Clostridium difficile: ATCC 700057, ATCC BAA-1382 (cepa 630), ATCC 43594 y
ATCC 9689. Se produjeron cultivos de esporas mediante crecimiento anaerobio sobre placas de Brucella-sangre-
agar-Oxyrase (BBAO) a 35°C durante 2 dias, seguido por nuevo cultivo en linea sobre BBAO. Se recogieron las
esporas en 15 ml de 1x PBS y Tween-80 al 0,1% (PBST) tras hacer crecer durante 4 dias a 35°C. Se centrifugaron
las esporas a 3000 x g durante 20 min a 4°C, se lavaron 3 veces con 15 ml de (PBST) y se resuspendieron en 10 ml
de HistoDenz (Sigma). Se recubrié la suspension encima de 15 ml de disolucién de HistoDenz al 50% para formar
un gradiente. Se centrifug6é el gradiente a 5000 x g durante 15 min a 4°C. Se lavo el sedimento tres veces en 15 ml
de PBST, anteriormente descrito, y se resuspendio en 5 ml de PBST. Entonces se sonico la muestra dos veces
durante 5 s a un nivel de potencia de 0,5 para lisar las células madre vegetativas. Entonces se repitié el
procedimiento de HistoDenz anteriormente descrito. Se almacenaron las suspensiones de esporas finales a 4°C.

Ejemplo Il

76



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2544 43513

Microscopia electrénica de transmisidn de secciones delgadas

Se us6 el siguiente procedimiento para la preparacién de muestras y la microscopia electrénica:

1. Fijar las muestras con glutaraldehido al 2,5%, paraformaldehido al 2%, tamp6n fosfato 0,01 M, DMSO al 2,5% a
temperatura ambiente durante 2 horas.

2. Lavar en tampon fosfato 0,1 M (3 cambios a lo largo de un tiempo transcurrido de 15-30 minutos).
3. Tetréxido de osmio acuoso al 1% + ferrocianuro de potasio al 1,5% durante 1 h a TA.

4. Lavar en DDW (3-4 cambios a lo largo de un tiempo transcurrido de 15-30 minutos) a TA.

5. Tincién de bloques: acetato de uranilo acuoso al 0,5% durante la noche a 4°C.

6. Deshidratacién (es decir, por ejemplo, con etanol), cada etapa durante 10-15 min: a) 30%; b) 50%; c) 70%
(posible durante la noche a 4°C); d) 80%; e) 90%; f) 95%; g) 99%; y h) 100%

7. Oxido de propileno (PO): cada etapa durante 15-30 min
a) Etanol:PO = 50:50
b) Etanol:PO = 25:75
c) PO = 100%
8. Epon: cada etapa durante 2 h
a) Epon:PO = 30:70
b) Epon:PO = 50:50
¢) Epon:PO = 75:25
d) Epon = 100%
e) Epon = 100%
9. Polimerizacion, es decir, por ejemplo calentando a 60-70°C durante 48 h.
10. Corte en secciones
11. Tincién con acetato de uranilo y citrato de plomo
12. Recubrimiento con carbono.
13. Observaciéon mediante EM (JEOL 1200EX o Zeiss 902)
Ejemplo IV

Preparacién de exosporio de Clostridium difficile

Se hicieron pasar aproximadamente 109 esporas una vez a través de una prensa francesa enfriada (4°C) a
20.000 Ib/pulgada’, véase la figura 17. El examen mediante microscopia electrénica de transmisién (TEM) confirmé
que este procedimiento eliminaba fragmentos de exosporio grandes sin dafio detectable al resto de la espora en
comparaciéon con fragmentos de exosporio de control sin procesar. Las fotografias comparan esporas antes y
después de la separacién junto con exosporio purificado unido. Véanse la figura 18A frente a la figura 18B. Se
centrifugdé la muestra extruida a partir de la prensa francesa durante 5 min a 9.000 x g y 4°C, y se guardo el
sobrenadante. Se resuspendié el sedimento en 10 ml de tampdn TEP frio, y se centrifugd tal como se describié
anteriormente. Se resuspendié el sedimento en 10 ml de tampén TEP y se almacené a -20°C mientras que se
combind el sobrenadante con el sobrenadante de la centrifugacion anterior y se centrifugd durante 15 min a 9.500 x
gy4°C.

Entonces se concentrdé el sobrenadante resultante mediante centrifugacion durante aproximadamente 60 min a
5000 x g y 4°C usando dispositivos de filtro para ultracentrifuga Amicon (Millipore), volumen final de 500 pl. El
examen con microscopio electrénico de esta muestra de exosporio confirmé la practica ausencia de esporas. Véase
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la figura 18C.
Ejemplo V

Solubilizacién de exosporios, electroforesis de proteinas e inmunotransferencia

Se solubilizaron muestras de exosporio, de 10 pl, mediante ebullicion durante 5 min en 45 pl de 2x tampén de
muestra de Tris-glicina-SDS Novex (Invitrogen), 35 pl de agua y 10 pl de ditiotreitol 200 mM. Se separaron las
proteinas solubilizadas mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (PAGE) con geles de Tris-glicina al 4-
12%. Para la inmunotransferencia, se transfirieron proteinas mediante electroforesis de un gel de SDS-poliacrilamida
a una membrana de poli(fluoruro de vinilideno) y se trataron tal como se describe en el manual para el kit de ensayo
Western Breeze de Invitrogen. En resumen, se bloque6 cada transferencia, se analizé con sonda con una dilucion
1:1000 del AcM primario durante 1 h y se lavd. Entonces se analizé con sonda la transferencia con anticuerpo
secundario de cabra anti-lgG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina durante 30 min, se lavd y se revel6 con la
disolucién de revelador de fosfatasa alcalina.

Ejemplo VI

Secuenciacién de proteinas amino-terminal y espectrometria de masas

Se lavaron los fragmentos de SDS-PAGE con agua y se deshidrataron en acetonitrilo. Entonces se alquilaron las
bandas con yodoacetamida antes de la digestién en gel. Se digirieron todas las bandas en gel mediante incubacion
durante la noche a temperatura ambiente en tripsina, 5 pl de tripsina 20 ng/ul en bicarbonato de amonio 50 mM. Se
extrajeron los péptidos formados de la poliacrilamida en dos alicuotas de 30 ul de acetonitrilo al 50% con acido
férmico al 5%. Se combinaron estos extractos y se evaporaron hasta <10 pl en un instrumento Speedvac y después
se resuspendieron en acido acético al 1% para constituir un volumen final de ~30 pl para el analisis mediante CL-
EM.

El sistema de CL-EM (Finnigan LTQ) contenia una columna para HPLC capilar de fase inversa Phenomenex Jupiter
C18 autoempaquetada de 9 cm x 75 um de di. Se inyectaron volimenes de diez ul del extracto y se introdujeron los
péptidos eluidos en la fuente del espectrometro de masas en linea. Se analiz6 el digesto usando la capacidad de
multitarea dependiente de datos del instrumento adquiriendo espectros de masas de barrido completo para
determinar pesos moleculares de péptidos y espectros idnicos de producto para determinar la secuencia de
aminoacidos en barridos de instrumento sucesivos. Este modo de andlisis produce aproximadamente 2500
espectros de disociacion inducida por colisiones (CID) de iones cuya abundancia oscila a lo largo de varios érdenes
de magnitud.

Se analizaron los datos usando todos los espectros de CID recogidos en el experimento para buscar en la base de
datos no redundante del NCBI con el programa de busqueda Mascot usando un filtro de taxonomia de mamiferos.
Todos los espectros coincidentes se verificaron mediante interpretacién manual. El procedimiento de interpretacion
estuvo ayudado mediante blsquedas adicionales usando los programas Sequest y Blast segin se necesitara
(Cleveland Clinic for Mass Spectrometry and Protein Sequencing).

Ejemplo VII

Espectroscopia por DC

Puede realizarse espectroscopia por dicroismo circular (DC) en un espectrémetro AVIV 62 DS (AVIV Associates,
Lakewood, N.J.) equipado con un control de temperatura termoeléctrico a 25°C. Las muestras contenian péptido a
0,11 - 0,24 mg/ml en fosfato de sodio 50 mM, pH 7,0; algunas muestras también contenian trifluoroetanol al 40% o
lipopolisacarido (LPS) al 0,1% (0,22 mM). Se recogieron espectros a intervalos de 0,5 nm con un tiempo promedio
de 2 s por punto de datos usando una longitud de trayecto de 0,1 cm. Se suavizan los espectros una vez a lo largo
de un intervalo de cinco puntos de datos antes de trazarlos, representando cada espectro el promedio de dos
barridos. Se resta el promedio de dos barridos de tampdn antes de suavizar los datos. Se calcula el contenido
helicoidal fraccional a partir de la razén de la elipticidad de residuo principal observada con respecto a la elipticidad
de residuo media para un péptido helicoidal al 100% de longitud idéntica a 25°C. (Luo y Baldwin (1997)).

Ejemplo VIII
Célculo del momento hidréfobo y la hidrofobicidad de péptidos. Se calculan los momentos hidréfobos y las
hidrofobicidades de péptidos usando escalas de hidrofobicidad consenso normalizadas. Eisenberg et al., J Cell

Biochem 31: 11-7 25 (1986).

Ejemplo IX
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Eliminacién de exosporios de Clostridium sporogenes

Se eliminan exosporios de esporas de C. sporogenes usando homogenizacion en un homogeneizador de Braun
durante intervalos de 30 s para un total de 150 s, requiriéndose de 120 a 150 s para la eliminacion 6ptima de
exosporios tal como se determind mediante tincidon con violeta cristal y microscopia Optica. Du et al., “Bacillus
thuringiensis HD-73 spores have surfaced localized Cry IAc toxin: physiological and pathogenic consequences” Appl.
Environ. Microbiol. 62:3722-3726 (1996).

Se extraen esporas para eliminar componentes de exosporio y superficie de esporas. Aronson et al., “Comparative
structural and functional aspects of spore surfaces” en: Spores VII. American Society for Microbiology. pags. 54-61.
G. Chambliss and J. C. Vary (ed.), Washington, D.C. (1978). Se extraen esporas de C. sporogenes (1,1 x 109) en
acido ciclohexilaminoetanosulfénico 5 mM — urea 8 M — 3-mercaptoetanol 50 mM — dodecilsulfato de sodio (SDS) al
0,8% a pH 9,8 durante 90 min a 378C. Se centrifugan las esporas a 12.000 x g durante 10 min, y se somete el
extracto de sobrenadante a ebullicion durante 5 min. Se aplican extractos directamente a geles de SDS-
poliacrilamida que contienen urea 6 M. Para la determinacion del peso molecular, se transfieren los geles a
nitrocelulosa con un tamafo de poro de 0,2 mm. Se bloquean las transferencias con alblimina sérica bovina al 3%
en TBS, pH 7,4. Entonces se incuban las transferencias con el anticuerpo biotinilado apropiado (es decir, por
ejemplo, C33 y/o C225, o D89 para C. sporogenes) diluido 1:1.000 en TBS que contiene Tween 20 al 0,05%. Se usa
peroxidasa marcada con avidina (Sigma A7419) diluida 1:1.000 en TBS-Tween 20 al 0,05% para detectar los
antigenos con el sustrato insoluble 4-naftol (Bio-Rad).

Se realiza la determinacién de glicoproteinas usando tincién con acido peryédico de Schiff. Se fijan los geles durante
la noche y se tratan con acido peryédico al 0,7% durante 2 h y después con metabisulfito al 0,2% durante 2 h.
Entonces se exponen los geles a un reactivo de Schiff que comprende fucsina basica, metabisulfito de sodio y acido
clorhidrico (Fisher Scientific, Pittsburgh, Pa.). Se determina la movilidad de proteinas que presentan tincién positiva
como glicoproteinas a partir de los extractos de esporas y se compara con la movilidad de los antigenos
determinada mediante inmunotransferencia de tipo Western.

Se preparan criosecciones ultradelgadas (de aproximadamente 100 mm) de esporas para el marcaje inmunolégico
con oro coloidal. Chang et al., “Immunocytochemical localization of antigens in B. cereus T spores” J Rapid Methods
Automat. Microbiol. 2:229-233 (1993). Para estos experimentos se usan esporas de C. sporogenes PA3679 de la
misma reserva madre que se habia usado para el antigeno. Se hacen flotar las criosecciones sobre PBS que
contiene suero de ternero fetal al 5%, seguido en secuencia por PBS, PBS que contiene cloruro de amonio 0,1 My
PBS, cada uno durante de 5 a 10 min a temperatura ambiente. Se hacen flotar las secciones sobre gotas de reactivo
primario (el anticuerpo monoclonal apropiado diluido 1:100) durante de 1 a 2 h, seguido por lavado en PBS seis
veces durante 5 min cada vez. Entonces se hacen flotar las secciones sobre gotas de reactivo secundario durante
de 20 a 30 min. El reactivo secundario es anticuerpo de cabra anti-IgG de ratén mas anticuerpo de cabra anti-lgM de
raton conjugados con oro coloidal de 10 nm de didmetro usados a una dilucién de 1:10. Se lavan las secciones de
nuevo seis veces en PBS, seguido por tres lavados con agua destilada. Se tifien y se incrustan en metilcelulosa
haciéndolas flotar sobre gotas de metilcelulosa 2,3 M que contiene acetato de uranilo acuoso saturado a
aproximadamente el 20% (vol/vol). Se recogieron rejillas en bucles, se drenaron y se secaron al aire. Se visualizan
en un microscopio electrénico Philips EM 300. Los controles negativos son esporas tratadas con anticuerpos
monoclonales de los isotipos IgGl e IgM que no reaccionaron con esporas bacterianas.

Ejemplo X

Ensayo de frotacién con cilindro de esporas de Clostridium difficile unidas a una superficie

Este ejemplo describe una realizacion de un método que puede someter a ensayo esporas que estan unidas a una
superficie. En este ejemplo, se unen esporas de C. difficile a una superficie y se someten a ensayo mediante el
método de frotacidn con cilindro. ATSM International, “Standard Test Method for Recovery of Microorganisms From
Skin using the Cup Scrub Technique” E1874 - 09 (2009).

Materiales

Esterilizador — Cualquier esterilizador con vapor adecuado que pueda producir las condiciones de esterilizacion.
Cilindros para frotacién — Cilindros estériles de composiciéon adecuada, preferiblemente con mangos de barras para
facilitar la estabilizacion, altura de aproximadamente 2,5 cm, diametro interior de tamafio conveniente. Los tamafios
Gtiles oscilan entre aproximadamente 1,5y 4,0 cm.

Varilla de vidrio pulida o varilla de policia de caucho — Puede fabricarse en el laboratorio o comprarse.

Pipeteador - Con puntas desechables para suministrar volumen/volimenes apropiado(s).

Vasos de precipitados, tubos de ensayo u otro recipiente estériles, para recibir el fluido de frotacion con cilindro.
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Cultivos microbianos — Este método de prueba puede usarse dentro de un protocolo dirigido a cualquier cultivo
microbiano (es decir, por ejemplo, un cultivo microbiano de C. difficile).

Fluido de toma de muestras y fluido de dilucion — Agua tamponada con fosfato de Butterfield estéril u otro fluido de
recuperacion de composicion adecuada; debe contener un agente de inactivacion antimicrobiano para cualquier
agente antimicrobiano que pueda estar en el sitio de prueba; la eficacia del agente de inactivacién debe
determinarse mediante

Método de prueba

Sitios de piel de control de prueba y de nivel inicial

Se seleccionan sitios de piel que son apropiados para el crecimiento de C. difficile, proporcionando sitios de muestra
contralaterales para su uso como controles. El nimero de sujetos (seres humanos o animales) seleccionados para el
ensayo depende de la confianza estadistica necesaria para los resultados de prueba esperados, la variabilidad
encontrada en el estudio, y la eficacia relativa de cualquier agente antibacteriano que pueda evaluarse. Puede haber
multiples sitios disponibles en sujetos; se requiere aleatorizacion para suprimir el sesgo de la muestra. El nimero de
repeticiones requeridas para distinguir efectos dependera en parte de la idoneidad y el disefio de controles dentro
del protocolo. El uso de esta técnica sobre piel aislada o equivalentes depende de proteger el sitio de prueba con el
fin de realizar eficazmente el procedimiento.

Recogida de muestras in vivo

Se delinea la zona de la que van a tomarse muestras mediante un cilindro de toma de muestras estéril. Se presiona
el cilindro firmemente contra la superficie de la piel durante la toma de muestras para garantizar que el fluido de
toma de muestras no escapa del sitio de toma de muestras. Se pipetea al interior del cilindro una alicuota de un
minimo de 1,5 ml de fluido de toma de muestras estéril, con o sin neutralizadores de producto. Entonces se frota
toda la zona con presion moderada durante 60 + 6 s usando una varilla de vidrio pulida estéril o varilla de policia de
caucho. Tras frotar, se transfiere el fluido de toma de muestras mediante pipeta a un tubo de muestras estéril. Se
repite este procedimiento una vez mas con una alicuota nueva de fluido de toma de muestras. Se combinan los
fluidos de toma de muestras. Se repite este procedimiento para cada sitio de toma de muestras. Se usan las mismas
pipetas, cilindros, varillas de vidrio y varillas de policia para ambos lavados de un sitio, pero se usan equipos
estériles nuevos para cada sitio. Tras recogerse las muestras, se usan toallas de papel para secar el sitio. Debe
tenerse cuidado durante este proceso para evitar derramar el fluido de toma de muestras a un sitio adyacente del
gue no se han tomado muestras. Tras todas las tomas de muestras, cuando se usan organismos marcadores, debe
descontaminarse el sitio de toma de muestras usando isopropanol a del 70 al 90% o equivalente, seguido por
frotacién con clorhexidina al 4%.

Recogida de muestras de piel aislada o equivalente de piel

Se obtienen recuentos microbianos cuantitativos mediante la técnica de frotacion con cilindro. Se usa este
procedimiento para muestras de prueba y de control. Se colocan las muestras y se protegen segin sea necesario
para permitir la colocacion y el uso eficaz del cilindro de toma de muestras. Se delinea la zona de la que van a
tomarse muestras mediante un cilindro de toma de muestras estéril. Se presiona el cilindro firmemente contra la
superficie de muestra durante la toma de muestras para garantizar que el fluido de toma de muestras no escapa del
sitio de toma de muestras. Se pipetea al interior del cilindro una alicuota de un minimo de 1,5 ml de fluido de toma
de muestras estéril, con o sin neutralizadores de producto. Entonces se frota toda la zona con presién moderada
durante 60 + 6 s usando una varilla de vidrio pulida estéril o varilla de policia. Tras frotar, se transfiere el fluido de
toma de muestras mediante pipeta a un tubo de muestra estéril. Se repite este procedimiento una vez mas con una
alicuota nueva de fluido de toma de muestras. Se combinan los fluidos de toma de muestras. Se repite este
procedimiento para cada sitio de toma de muestras. Se usan las mismas pipetas, cilindros, varillas de vidrio y varillas
de policia para ambos lavados de un sitio, pero se usan equipos nuevos para cada sitio. Si hay multiples sitios de
muestra en el mismo fragmento de tejido aislado, debe tenerse cuidado durante este proceso para evitar derramar el
fluido de toma de muestras a un sitio adyacente del que no se han tomado muestras.

Recuentos microbianos

Se mezcla cada muestra exhaustivamente. Se preparan diluciones en serie de diez veces de cada muestra en fluido
de dilucion. Se preparan placas de vertido o extension cuantitativas por duplicado usando semilla de soja-digesto de
caseina-agar con neutralizador adecuado. Se incuban las muestras sembradas en placa a una temperatura de
crecimiento adecuada, 62°C durante de 24 a 72 h, o hasta que pueden verse colonias en las placas.

Ejemplo XI

Ensayos de adherencia de esporas — Proteinas de |a piel
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Este ejemplo proporciona una realizacion para someter a ensayo la adherencia de esporas a una proteina de la piel.
Con fines de ilustracion, el ejemplo describe la generacién de una proteina de la piel, involucrina, para estudiar la
adherencia de C difficile.

Plasmidos

Los plasmidos compatibles para este ensayo pueden incluir, pero no se limitan a, vector de sobreexpresion de IsdA
plsdA, vector lanzadera de E. coli-S. aureus pMK4, vector de complementacion de rlsdA pSRCOOI, plasmido de
expresion de L. lactis pNZ8148, vector de expresion de IsdA pLIsdA, vector de expresion de IsdA_NEAT pL_NEAT,
vector de expresion de IsdA_C pL_C, plasmido de sobreexpresion pQE30 (Qiagen), pHuman K, expresion de
citoqueratina 10 humana pQE30, clon de ADNc de involucrina 4749952 pCMC-SPORT6-INV (IMAGE consortium,
MRC Geneservice), involucrina con cola de 6 His pQE30-INV o clon de ADNc de loricrina pET11a-LOR. Clarke et al.,
“IsdA of Staphylococcus aureus is a broad spectrum, iron-regulated adhesin” Mol. Microbiol. 51: 1509-1519 (2004);
Clarke et al., “The Staphylococcus aureus surface protein IsdA mediates resistance to innate defenses of human
skin” Cell Host Microbe 1:199-212 (2007); Sullivan et al., “New shuttle vectors for Bacillus subtilis and Escherichia
coli which allow rapid detection of inserted fragments” Gene 29:21-26 (1984); Kuipers, O. P., P. G. G. A. de Ruyter,
M. Kleerebezem, y W. M. de Vos. 1998. Controlled overproduction of proetins by lactic acid bacteria. J. Biotechnol.
64: 15-21; Sullivan et al., “New shuttle vectors for Bacillus subtilis and Escherichia coli which allow rapid detection of
inserted fragments” Gene 29:21-26 (1984); y Walsh et al., “Clumping factor B, a fibrinogen binding MSCRAMM
(microbial surface component recognizing adhesive matrix molecules) adhesin of Staphylococcus aureus also binds
the tail region of type | cytokeratin 10” J. Biol. Chem. 279:50691-50699 (2004).

Se hace crecer Clostridium difficile en un medio de Luria-Bertani, usando seleccion con kanamicina (50 pg/ml)
cuando sea apropiado. Se hacen crecer cepas de C. difficile en medio de infusion de cerebro y corazén (Oxoid) o
medio CL quimicamente definido. Horsburgh et al., “In Staphylococcus aureus, Fur is an interactive regulator with
PerR, contributes to virulence, and is necessary for oxidative stress resistance through positive regulation of catalase
and iron homeostasis” J. Bacteriol. 183:468-475 (2001). Cuando se incluyen, se afiaden antibiéticos a las siguientes
concentraciones: eritromicina, 5 pg/ml; lincomicina, 25 pg/ml; y tetraciclina, 2,5 pg/ml. Pueden hacerse crecer
cultivos de C. difficile a 37°C.

Clonacién del gen de involucrina

Se amplifica la secuencia codificante para involucrina a partir de pCMV-SPORT6-INV mediante PCR empleando Pfu
polimerasa y el cebador directo CGCGGATCCATGTCCCAGCAA CACACAC (SEQ ID NO: 446), que incorpora un
sitio BamHI (subrayado), y el cebador inverso CCCAAGCTTTATTTATGTTTGGG TGGCCAC (SEQ ID NO: 447), que
incorpora un sitio Hindlll (subrayado). Se clona el fragmento en pQE30 cortado con BamHI y Hindlll, formando
pQE30-INV.

Expresion y purificacion de proteinas recombinantes.

Se induce la expresion de IsdA recombinante con cola de hexahistidina (rlsdA), citoqueratina 10 e involucrina
mediante la adicion de isopropil-3-D-tiogalactopirandsido 100 uM (IPTG) a células en crecimiento. Se logra la
purificacién usando cromatografia con quelato de niquel usando el sistema Hi-Trap (Amersham Biosciences). Puede
marcarse por afinidad o purificarse loricrina recombinante a partir de E. coli T4037 lisada.

Analisis mediante ELISA de la unién de ligandos.

Se usa un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) para analizar la capacidad de rIsdA para unirse a
ligandos. Clarke et al., “Analysis of Ebh, a 1,1-megadalton cell wallassociated fibronectin-binding protein of
Staphylococcus aureus” Infect. Immun 70:6680- 6687 (2002). En resumen, se afiaden 100 pl de ligando apropiado o
albumina sérica bovina (BSA) en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) (5 ug/ml) a pocillos de una placa de
microtitulaciéon de 96 pocillos (Nunc) durante la noche a 4°C. Se lavan las placas tres veces con PBST (PBS que
contiene Tween 20 al 0,05% [vol/vol]), y se bloquean los sitios de unién a proteina restantes con BSA al 5% (p/vol)
en PBS durante 2 h a temperatura ambiente. Se lavan de nuevo las placas tres veces en PBST, y se afiaden
diferentes concentraciones de risdA purificada (es decir, por ejemplo, de 0 a 15 uM) diluida en PBS-BSA al 0,1%
(p/vol). Se incuban las placas durante 1 h adicional antes de lavarse tres veces, y se afiade anticuerpo anti-IsdA
(diluido 1:1.000) en PBS-BSA al 0,1% (p/vol), seguido por 1 h de incubacion.

Pueden generarse anticuerpos de ratdn usados para la deteccion de IsdA unida segin métodos notificados. Clarke
et al., “IsdA of Staphylococcus aureus is a broad spectrum, iron-regulated adhesin” Mol. Microbiol. 51: 1509-1519
(2004). Se lavan las placas tres veces adicionales, se afladen anticuerpos anti-raton conjugados con fosfatasa
alcalina diluidos 1:30.000 en PBS-BSA al 0,1% (p/vol) y se incuban las placas durante 1 h. Finalmente, se detectan
los anticuerpos unidos usando el sistema de p-nitrofenil-fosfato Sigma Fast (Sigma). Se leen las placas a 405 nm en
un lector de placas de microtitulacion Victor (Wallac).
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Se realizan estudios de la inhibicion de la union mediante la incubacion de risdA con diversas concentraciones de
inhibidor 0 BSA (de 0 a 10 uM) durante 1 h a temperatura ambiente en PBS-BSA al 0,1% (p/vol). Entonces se
afiaden las mezclas de reaccion a pocillos recubiertos con ligando, y se detecta la proteina unida.

Microscopia de fuerza atémica

Se funcionalizan puntas y soportes de microscopia de fuerza atomica (AFM) con moléculas de IsdA y loricrina de la
siguiente manera. Se recubren micropalancas de AFM (Microlevers; Veeco Metrology Group, Santa Barbara, CA) y
obleas de silicio (Siltronix, Francia) usando evaporacién térmica por haz de electrones con una capa de Cr de 5 nm
de grosor seguido por una capa de Au de 30 nm de grosor. Antes de su uso, se aclaran las superficies recubiertas
con oro con etanol, se secan con un flujo de nitrégeno suave y se limpian durante 15 min mediante tratamiento con
UV/ozono (Jelight Co., Irvine, CA). Se sumergen las puntas de oro y los soportes de oro durante la noche en
disoluciones de etanol que contienen alcanotioles terminados con nitrilotriacetato 0,05 mM (5%) (Prochimia) y
terminados con tri(etilenglicol) [tri(EG)] (95%) y se aclaran con etanol. Se aplica brevemente sonicacién para eliminar
agregados de alcanotiol que pueden adsorberse. Entonces se sumergen las superficies recubiertas con SAM
(monocapa autoensamblada) en una disolucién acuosa 40 mM de NiSO4 (pH 7,2) durante 1 h y se aclaran con PBS.
Finalmente, se incuban las muestras en PBS con IsdA con cola de His 2 uM durante 2 h y se aclaran adicionalmente
varias veces con PBS. Para loricrina y BSA, se sumergen los soportes de oro durante 36 h en una disolucion de
etanol que contiene una mezcla de 20 pM (95:5, mol/mol) de alcanotioles terminados con oligo(EG) (OEG) y OEG-
acido propidnico. Tras un aclarado con etanol, se aplica brevemente sonicacién para eliminar agregados de
alcanotiol que pueden adsorberse. Se sumergen los soportes durante 30 min en agua MilliQ (Millipore) que contiene
N-hidroxisuccinimida (NHS) 20 g/litro (Aldrich) y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) 50 g/litro (Sigma),
se aclaran con agua MilliQ, se incuban con loricrina 10 pg/litro o BSA (sigma) en PBS durante 3 h, se aclaran
adicionalmente y después se usan inmediatamente.

Se obtuvieron imagenes de AFM y curvas de fuerza-distancia en PBS a temperatura ambiente usando un
instrumento Picoforce Multimode AFM (Veeco Metrology Group, Santa Barbara, CA). Se inmovilizaron los soportes
sobre un disco de muestra de acero usando un pequefio trozo de cinta adhesiva. Se transfirieron inmediatamente las
muestras montadas a la celda de liquido de AFM mientras se evitaba la deshumectacion. Se registraron todas las
curvas de fuerza con una fuerza aplicada maxima de 450 pN. Se midieron las constantes de resorte de las
micropalancas usando el método de ruido térmico (Picoforce; Veeco Metrology Group), proporcionando valores
(0,011 N/m) que eran ligeramente mayores que los indicados por el fabricante (0,01 N/m). Para explicar la
flexibilidad de las biomoléculas, se estimaron tasas de carga (en piconewtons por segundo) multiplicando la
velocidad de retraccion de la punta (en nanémetros por segundo) por la pendiente de los picos a la ruptura (en
piconewtons por nanémetro).

Interacciones microbianas con ligandos inmovilizados

Puede medirse la unién de células en fase de crecimiento semilogaritmica a ligandos inmovilizados usando un
método descrito anteriormente. Ni Eidhin et al., “Clumping factor B (CIfB), a new surface-located fibrinogenbinding
adhesin of Staphylococcus aureus” Mol. Microbiol. 30:245-257 (1998). Ademas, pueden recogerse células
escamosas a partir de las partes anteriores de las fosas nasales de donantes sanos, y se somete a ensayo la unién
de C. difficile que se hacen crecer en medio libre de hierro. O’Brien et al., “Staphylococcus aureus clumping factor B
(CIfB) promotes adherence to human type | cytokeratin 10: implications for nasal colonization” Cell. Microbiol. 4:759-
770 (2002). Se realizaron comparaciones entre cepas usando la prueba de la t de Student.

Ejemplo XII

Expresién y purificaciéon de proteinas de exosporio recombinantes

Se crearon constructos de expresién que contenian proteinas de exosporio recombinantes con una cola de
polihistidina N-terminal y se transformaron en cepas de E. coli. Se produjeron proteinas recombinantes mediante
inoculacion de cultivos de 1 litro de caldo Luria (suplementado con ampicilina 100 pg/ml) con 10 ml de un cultivo
durante la noche del constructo de expresién descrito anteriormente. Tras 2,5 h de crecimiento a 37°C, se afadio
isopropil-B-D-tiogalactésido a una concentracion final de 0,2 mM para inducir la expresién de proteinas y se dejaron
crecer los cultivos durante otras 3 h. Se recogieron bacterias mediante centrifugacion, se decanté el sobrenadante y
se resuspendieron los sedimentos celulares en PBS antes de almacenarse a -80°C. Posteriormente se descongel6
la suspension en un bafio de agua a temperatura ambiental durante 30 min y se lisaron las células usando una
prensa francesa. Se retiraron los residuos celulares insolubles mediante centrifugacion a 28.000 xg durante 20 min,
seguido por filtracion a través de una membrana de 0,45 mm. Entonces se purificd inicialmente proteina de
exosporio recombinante usando cromatografia de quelacion de metales. Se aplicaron lisados bacterianos a una
columna de quelacion HiTrap cargada con Ni; de 5 ml (Amersham Pharmacia Biotech) y se eluyd la proteina unida
con un gradiente lineal de 200 ml de imidazol 0-200 mM en Tris-HCI 4 mM, NaCl 100 mM, pH 7,9, a una velocidad
de flujo de 5 ml/min. Se combinaron las fracciones que correspondian a proteina de exosporio recombinante, tal
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como se determiné mediante SDS-PAGE, y se dializaron frente a Tris-HCI 25 mM, pH 8,0, antes de una purificacién
adicional mediante cromatografia de intercambio i6nico. Se aplicé proteina dializada a una columna HiTrap Q de
5 ml (Amersham Pharmacia Biotech) y se eluyd la proteina unida con un gradiente lineal de 200 ml de NaCl 0-0,5 M
en Tris-HCI 25 mM, pH 8,0, a una velocidad de flujo de 5 ml/min. Se identificaron las fracciones que contenian
proteina de exosporio purificada mediante SDS-PAGE y se estimé que eran puras al 90%.

Ejemplo XIII

Ensayos de adherencia de proteinas de exosporio

Se realizé la unién de proteinas de exosporio a proteinas de piel humana y/o queratinocitos humanos diferenciados
EpiDerm® esencialmente tal como se describié en los ejemplos X y Xl anteriores con la excepcion de que se
remplazé la proteina de exosporio por esporas conjugadas con FITC. Se logr6 la deteccion de la proteina unida
usando estreptavidina conjugada con fluoresceina (Rockland Immunochemicals). Se midi6é la fluorescencia total
(Frotar) por pocillo tras una incubacién de 1 h usando un lector de fluorescencia Fluoroskan Il (Labsystems, Beverly,
MA), con Aex = 495 NnM y Aem = 528 nm.
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REIVINDICACIONES

Método de examen para examinar composiciones para el control de infecciones que inhiben, antagonizan,
interfieren, desplazan y/o alteran la unién de una espora microbiana a una superficie animada y/o
inanimada, comprendiendo el método: a) proporcionar; i) un péptido aislado, en el que el péptido se deriva
de una proteina de superficie de esporas de Clostridium; y ii) un compuesto de prueba de control de
infecciones que se sospecha que tiene una interaccion con el péptido; b) poner en contacto el péptido con
un compuesto de prueba de control de infecciones; ¢) detectar la interaccion del péptido con el compuesto
de prueba de control de infecciones; y d) cuando se detecta una interaccién, seleccionar el compuesto de
prueba de control de infecciones para pruebas adicionales para identificar composiciones eficaces para el
control de infecciones, en el que el péptido se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 15.

Método segun la reivindicacion 1, en el que dicha proteina de superficie de esporas microbianas comprende
una proteina de superficie de esporas de Clostridium difficile.
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FIGURA 1
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FIGURA 2 '

86



ES 2544 43513

FIGURA 3
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FIGURA 9B
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FIGURA 9C
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