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DESCRIPCION
Método para identificar dianas antibidticas por secuenciacion complementada.

Campo de la invencién

La presente divulgacion se refiere a métodos para identificar un gen esencial que sirve como una diana antibidtica
en bacterias, a métodos para identificar antibidticos y a procesos para producir antibiéticos y composiciones
farmacéuticas que comprenden dichos antibiéticos.

Antecedentes de la invencién

Hay una necesidad urgente de nuevos antibioticos para contrarrestar la aparicion de nuevos patégenos y la
resistencia a los farmacos antimicrobianos existentes. La identificacion de las dianas de los antibidticos candidatos
es critica, puesto que tal informacidon puede proporcionar acceso a un gran nimero de familias de farmacos
novedosas relacionadas funcionalmente. Por ejemplo, el descubrimiento de las proteinas de union a penicilina como
dianas de la penicilina condujo al desarrollo de una gran familia de antibiéticos, incluyendo mdultiples generaciones
de cefalosporinas, penicilinas y carbapenemas (véase Schmid (2006) Nature Biotechnology 24(4): 419-420).

La secuenciacion de sitio de insercién dirigida de transposén (TraDIS - véase Langridge y col. (2009) Genome
Research 19: 2308-2316) se ha descrito y usado recientemente para identificar: (a) genes esenciales; (b) genes
ventajosos (pero no esenciales) para el crecimiento; (c) genes desventajosos para el crecimiento en condiciones
particulares; y (d) genes implicados en conferir tolerancia a ciertas condiciones (genes esenciales "especificos de
nicho"). Se han descrito técnicas similares en, por ejemplo, Gawronski y col. (2009) PNAS 106: 16422-16427;
Goodman y col. (2009) Cell Host Microbe 6: 279-289; van Opijnen y col. (2009) Nat. Methods 6: 767-772 y Gallagher
y col. (2011) mBio 2(1): e00315-10, y dichas técnicas se apodan ahora cominmente métodos "Tn-seq".

Sin embargo, una clase importante de dianas antibiéticas son los productos génicos implicados en procesos
celulares esenciales para la viabilidad en las condiciones de crecimiento utilizadas. Dichas dianas no pueden ser
identificadas por Tn-seq (incluyendo TraDIS), ya que las inserciones de transposones en genes esenciales
(incluyendo aquellos que sirven como dianas antibiéticas) no se representan de manera significativa en el grupo
mutante inicial. Por lo tanto, no surgiran diferencias en la distribucion de transposones después del crecimiento del
grupo mutante con o sin (0 con cantidades variables de) antibiético, con el resultado de que Tn-seq no puede
distinguir entre un gen esencial y un gen esencial que sirve como una diana antibidtica.

Por lo tanto, existe la necesidad de selecciones funcionales de alto rendimiento para las dianas antibiéticas que sean
capaces de identificar genes esenciales que sirvan como dianas antibidticas.

Resumen de la invencién

De acuerdo con un aspecto de la presente divulgacién, se proporciona un método para identificar un gen esencial
gue sirve como una diana antibiética en una bacteria, comprendiendo el método las etapas de:

(a) generar un mutante resistente a antibiéticos de dicha bacteria mediante un método que comprende la
etapa de seleccionar el crecimiento en presencia de dicho antibiético para producir un clon del mutante
resistente a antibiéticos (mutante AbR);

(b) transformar el mutante AbR con: (i) uno o mas genes esenciales de dicha bacteria; y (i) un transposén
que inactiva por insercion el ADN bacteriano, para producir un grupo de transposones mutantes que son
merodiploides para dichos uno o mas genes esenciales y que llevan uno o mas genes inactivados
mediados por transposones;

(c) cultivar bacterias del grupo merodiploide en presencia de diferentes cantidades de dicho antibiético para
producir dos o mas cultivos de ensayo; y

(d) comparar la distribucion de las inserciones de transposones entre cultivos de ensayo para identificar un
gen esencial putativo que sirve como una diana de dicho antibiético en dicha bacteria.

Preferiblemente, en la etapa (b) el mutante AbR se transforma en primer lugar con ADN vectorial que comprende el
uno o mas genes esenciales de dicha bacteria. Adicionalmente, en la etapa (b) el mutante AbR se transforma en
primer lugar con ADN vectorial que comprende el uno o mas genes esenciales de dicha bacteria y después con el
transposon. En dichas realizaciones, el mutante AbR puede transformarse en primer lugar con un elemento
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extracromosémico (por ejemplo, un plasmido o BAC) que comprende: (i) uno o mas genes esenciales de dicha
bacteria; y (ii) una 0 mas secuencias de repeticion de transposoén; y después puede transformarse (por ejemplo, por
conjugacion con una bacteria donante) con un plasmido de suministro de transposén que comprende: (i) un gen que
codifica una transposasa; y (ii) sitios de reconocimiento de transposasa de repeticion invertida; donde la una o mas
secuencias de repeticién de transposén del elemento extracromosdmico confieren inmunidad de transposén contra
el transposén suministrado por el plasmido de suministro de transposoén.

El método puede comprender adicionalmente las etapas de:

(a) generar un grupo de bacterias mutantes por mutagénesis por transposones con un transposén de
activacion (Tna), en el que el Tna comprende un promotor de tal forma que la insercién del transposén en el
ADN bacteriano aumenta la transcripcion de un gen en o cerca del sitio de insercion;

(b) cultivar bacterias del grupo de mutantes en presencia de diferentes cantidades de dicho antibitico para
producir dos o mas cultivos de ensayo; y

(c) comparar la distribucién de las inserciones de Tna entre los cultivos de ensayo para identificar un gen
esencial putativo que sirve como una diana de dicho antibidtico en dicha bacteria.

En otro aspecto, se proporciona un método para identificar un antibiético que comprende identificar un gen esencial
que sirva como una diana de dicho antibiético de acuerdo con un método de la invencion.

En un aspecto adicional, se proporciona un proceso para producir un antibiético que comprende identificar un
antibiético mediante un método que comprende identificar un gen esencial que sirva como una diana de dicho
antibiético de acuerdo con un método de la invencion. Adicionalmente, tal proceso puede comprender opcionalmente
la etapa de sintetizar dicho antibiotico, y adicionalmente puede comprende opcionalmente mezclar el antibiético
sintetizado con un excipiente farmacéuticamente aceptable para producir una composicion farmacéutica.

En un aspecto adicional mas, se proporciona un método para identificar un gen (por ejemplo, un gen esencial) que
sirve como una diana antibiética en una bacteria, que comprende el método las etapas de:

(a) transformar bacterias con un elemento extracromosémico (por ejemplo, un plasmido o BAC) que
comprende: (i) uno o0 mas genes esenciales de dicha bacteria; y (ii) una 0 més secuencias de repeticion de
transposén, para producir un grupo de bacterias que son merodiploides para dichos uno o mas genes
esenciales; y

(b) transformar los merodiploides de la etapa (a) con un pldsmido de suministro de transposon que
comprende: (i) un gen que codifica una transposasa; y (ii) sitios de reconocimiento de transposasa de
repeticion invertida;

en el que la una o méas secuencias de repeticion de transposon del elemento extracromosémico de la etapa (a)
confieren inmunidad de transposdn contra el transposon suministrado por el plasmido de la etapa (b).

En un aspecto adicional mas, se proporciona un plasmido de suministro de transposén que comprende: (i) un gen
que codifica una transposasa; y (ii) sitios de reconocimiento de transposasa de repeticidn invertida, para su uso en el
método de la invencion.

En otro aspecto, se proporciona un kit que comprende un plasmido de suministro de transposon que comprende: (i)
un gen que codifica una transposasa; y (i) sitios de reconocimiento de transposasa de repeticion invertida,
opcionalmente que comprende adicionalmente un plasmido o BAC que comprende: (i) uno 0 mas genes esenciales
de una bacteria; y (ii) una o mas secuencias de repeticion de transposoén, cuyas secuencias de repeticion confieren
inmunidad de transposon contra el transposén suministrado por el plasmido de suministro de transposon.

El uso de grupos de mutantes de transposon generados a partir de mutantes con resistencia antibiotica que son
merodiploides para uno o mas genes esenciales asegura que las inserciones de transposén en genes esenciales
(incluyendo los que sirven como dianas antibioticas) se representan en el grupo mutante inicial, ya que las
inserciones de transposén en el gen de diana antibiética producen fenotipos viables en condiciones no selectivas
(cuando la copia de tipo silvestre del gen esencial complementa la copia mutante inactivada por insercién), pero no
en condiciones selectivas (cuando la copia de tipo silvestre no complementa la copia mutante inactivada por
insercion).

Por lo tanto, pueden detectarse facilmente diferentes en la distribucion de transposones después del crecimiento del
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grupo de mutantes merodiploides con o sin antibiético, permitiendo la identificacién de genes esenciales que sirven
como dianas antibidticas.

Otros aspectos y realizaciones preferidas de la invencién se definen y se describen en las otras reivindicaciones
expuestas a continuacion.

Descripcién detallada de la invencién

Definiciones y preferencias generales

Cuando se usan en el presente documento y a menos que se indique especificamente otra cosa, los siguientes
términos pretenden tener los siguientes significados ademas de cualquier significado mas amplio (o mas restrictivo)
que los términos puedan poseer en la técnica:

A menos que se requiera de otro modo por el contexto, el uso en el presente documento del singular se interpretara
que incluye el plural y viceversa. Los términos "un" o "una" usados en relacién con una entidad se interpretara que
se refieren a una o mas de esa entidad. Como tal, los términos "un" (o "una"), "uno o mas" y "al menos uno" se usan
de forma intercambiable en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término "comprender”, o variaciones del mismo, tales como "comprende”
0 "que comprende" pretenden indicar la inclusién de cualquier nimero entero mencionado (por ejemplo, un rasgo,
elemento, caracteristica, propiedad, etapa de método/proceso o limitacién) o grupo de numeros enteros (por
ejemplo, rasgos, elemento, caracteristicas, propiedades, etapas de método/proceso o limitaciones) pero no la
exclusién de ninglin ndmero entero diferente o grupo de nlimeros enteros. Por lo tanto, como se usa en el presente
documento, la expresion "que comprende” es inclusiva o abierta y no excluye nimeros enteros o etapas de
método/proceso adicionales, no mencionados.

El término gen es un término que describe una unidad hereditaria que consiste en una secuencia de ADN que ocupa
una ubicacion especifica en un cromosoma o plasmido y determina una caracteristica particular en un organismo. Un
gen puede determinar una caracteristica de un organismo especificando una cadena polipeptidica que forma una
proteina o parte de una proteina (gen estructural); o codificar una molécula de ARN; o regular la operacion de otros
genes o reprimir dicha operacion; o afectar al fenotipo mediante algiin otro mecanismo aun no definido.

La expresion ADN gendémico es una expresion de la técnica usada en el presente documento para definir el ADN
cromosomico como distinto del ADN plasmidico mantenido extracromosémicamente.

El término genoma es un término de la técnica usado en el presente documento para definir el complemento
genético en su totalidad de un organismo, y por lo tanto incluye cromosémico, plasmidico, profago y cualquier otro
ADN.

La expresién bacteria Gram-positiva es una expresion de la técnica que define una clase particular de bacterias que
se agrupan en funcién de ciertas caracteristicas de tincion de la pared celular.

La expresion bacteria Gram-positiva con G + C bajo es una expresion de la técnica que define una clase subclase
particular de bacterias evolutivamente relacionadas dentro de las Gram-positivas en base a la composicién de las
bases en el ADN. La subclase incluye Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Listeria spp., Bacillus spp.,
Clostridium spp., Enterococcus spp. y Lactobacillus spp.).

La expresion bacteria Gram-positiva con G + C alto es una expresion de la técnica que define una clase subclase
particular de bacterias evolutivamente relacionadas dentro de las Gram-positivas en base a la composicion de las
bases en el ADN. La subclase incluye actinomicetos (actinobacteria) incluyendo Actinomyces spp., Arthrobacterspp.,
Corynebacterium spp., Frankia spp., Micrococcus spp., Micromonospora spp., Mycobacterium spp.,Nocardia spp.,
Propionibacterium spp. y Streptomyces spp.

La expresion bacteria Gram-negativa es una expresién de la técnica que define una clase particular de bacterias que
se agrupan en base a ciertas caracteristicas de tincion de la pared celular. Los ejemplos de géneros de bacterias
Gram-negativas incluyen Klebsiella, Acinetobacter, Escherichia, Pseudomonas, Enterobacter y Neisseria.

Como se usa en el presente documento, la expresion "gen esencial" es una expresion de la técnica que define una
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clase particular de genes cuyos productos son necesarios para la viabilidad, en todas las condiciones o en las
condiciones de crecimiento usadas. Una subclase importante de gen esencial son aquellos que codifican productos
(por ejemplo, proteinas, péptidos y polinucledtidos de regulacidon) que contribuyen a los procesos metabdlicos
esenciales para la viabilidad en condiciones de crecimiento importantes (por ejemplo, y en el caso de las bacterias
patégenas, en condiciones que prevalecen durante la infeccion o la multiplicaciéon en el huésped).

Antibidticos y dianas antibiéticas

El antibidtico usado para producir los cultivos de ensayo de la divulgacion es tipicamente un antibiético de
investigacion novedoso (agente quimioterapéutico anti-bacteriano), cuyo mecanismo de accién (y por lo tanto, cuya
diana o dianas biolégicas) se desconoce. En muchas aplicaciones, el antibidtico se selecciona entre bibliotecas
combinatorias, bibliotecas de productos naturales, entidades quimicas definidas, péptidos, miméticos peptidicos y
oligonucleétidos

La diana antibiética identificada de acuerdo con la invencion es un gen esencial/producto génico y, por lo tanto,
puede estar implicado en uno o mas de los siguientes procesos biologicos en el huésped bacteriano:

(a) divisién celular;

(b) replicacion de ADN (incluyendo polimerizacién y superhelicidad);

(c) transcripcion (incluyendo cebado, elongacion y terminacion);

(d) traduccién (incluyendo componentes ribosomales, inicio, elongacion y liberacion);
(e) rutas biosintéticas (incluyendo peptidoglicanos y acidos grasos);

(f) adicion plasmidica;

(g) conjunto de la pared celular; y/o

(h) integridad celular bacteriana.

Bacterias para su uso en los métodos de la invencién

Los métodos de la invencion pueden aplicarse para identificar una diana antibiética en cualquier bacteria. Por lo
tanto, los métodos de la invencién encuentran aplicacién en la identificacién de dianas antibiéticas en: (a) bacterias
Gram-positivas, Gram-negativas y/o Gram-variables; (b) bacterias formadoras de esporas; (c) bacterias no
formadoras de esporas; (d) bacterias filamentosas; (e) bacterias intracelulares; (f) aerobios obligados; (g) anaerobios
obligados; (h) anaerobios facultativos; (i) bacterias microaerdfilas y/o (f) patégenos bacterianos oportunistas.

En ciertas realizaciones, los métodos de la invencion se aplican para identificar una diana antibiética en bacterias de
los siguientes géneros: Acinetobacter (por ejemplo, A. baumannii); Aeromonas (por ejemplo, A. hydrophila); Bacillus
(por ejemplo, B. anthracis); Bacteroides (por ejemplo, B. fragilis); Bordetella (por ejemplo, B. pertussis); Borrelia (por
ejemplo, B. burgdorferi); Brucella (por ejemplo, B. abortus, B. canis, B. melitensis y B. suis); Burkholderia (por
ejemplo, B. cepacia complex); Campylobacter (por ejemplo, C. jejuni); Chlamydia (por ejemplo, C. trachomatis, C.
suis y C. muridarum); Chlamydophila (por ejemplo, (por ejemplo, C. pneumoniae, C. pecorum, C. psittaci, C. abortus,
C. felis y C. caviae); Citrobacter (por ejemplo, C. freundii); Clostridium (por ejemplo, C. botulinum, C. difficile, C.
perfringens y C. tetani); Corynebacterium (por ejemplo, C. diphteriae y C. glutamicum); Enterobacter (por ejemplo, E.
cloacae y E. aerogenes); Enterococcus (por ejemplo, E. faecalis y E. faecium); Escherichia (por ejemplo, E. coli);
Flavobacterium; Francisella (por ejemplo, F. tularensis); Fusobacterium (por ejemplo, F. necrophorum); Haemophilus
(por ejemplo, H. somnus, H. influenzae y H. parainfluenzae); Helicobacter (por ejemplo, H. pylori); Klebsiella (por
ejemplo, K. oxytoca y K. pneumoniae), Legionella (por ejemplo, L. pneumophila); Leptospira (por ejemplo, L.
interrogans); Listeria (por ejemplo, L. monocytogenes); Moraxella (por ejemplo, M. catarrhalis); Morganella (por
ejemplo, M. morganii); Mycobacterium (por ejemplo, M. leprae y M. tuberculosis); Mycoplasma (por ejemplo, M.
pneumoniae); Neisseria (por ejemplo, N. gonorrhoeae y N. meningitidis); Pasteurella (por ejemplo, P. multocida);
Peptostreptococcus; Prevotella; Proteus (por ejemplo, P. mirabilis y P. vulgaris), Pseudomonas (por ejemplo, P.
aeruginosa); Rickettsia (por ejemplo, R. rickettsii); Salmonella (por ejemplo, serotypes Typhi y Typhimurium);
Serratia(por ejemplo, S. marcesens); Shigella (por ejemplo, S. flexnaria, S. dysenteriae y S. sonnei); Staphylococcus
(por ejemplo, S. aureus, S. haemolyticus, S. intermedius, S. epidermidis y S. saprophyticus); Stenotrophomonas (por
ejemplo, S. maltophila); Streptococcus (por ejemplo, S. agalactiae, S. mutans, S. pneumoniae y S. pyogenes);
Treponema (por ejemplo, T. pallidum); Vibrio (por ejemplo, V. cholerae) y Yersinia (por ejemplo, Y. pestis).

Los métodos de la invencién pueden usarse para identificar una diana antibiética en bacterias resistentes a multiples

farmacos, incluyendo, pero sin limitacion, cepas bacterianas resistentes a la penicilina, resistentes a la meticilina,
resistentes a quinolona, resistentes a macrolidos, y/o resistentes a vancomicina, incluyendo, por ejemplo,

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 599 928 T3

Streptococcus pneumoniae resistente a la penicilina, resistente a metacilina, resistente a macrélidos, resistente a
vancomicina, y/o resistente a quinolona; Staphylococcus aureus resistente a la penicilina, resistente a meticilina,
resistente a macrolidos, resistente a vancomicina y/o resistente a quinolona; Streptococcus pyogenes resistente a la
penicilina, resistente a meticilina, resistente a macrdlidos, resistente a vancomicina, y/o resistente a quinolona; y
enterococos resistentes a la penicilina, resistentes a meticilina, resistentes a macrélidos, resistentes a vancomicina
y/o resistentes a quinolona.

Por lo tanto, los métodos de la invenciéon pueden usarse para identificar una diana antibiotica en Staphylococcus
aureus resistente meticilina (MRSA), por ejemplo, seleccionado de cualquiera de C-MSRA1, C-MRSA2, C-MRSA3,
C-MSRA4, MRSA Belga, MRSA Suizo y cualquiera de las cepas de EMRSA.

Los compuestos de la divulgacion pueden usarse para identificar una diana antibidtica tanto en bacterias Gram-
positivas con G+C alto como bacterias Gram-positivas con G+C bajo.

Los métodos de la invencion encuentran aplicacion particular en la identificacién de una diana antibiética en una
bacteria seleccionada entre Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Escherichia coli (incluyendo ST131),
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Enterobacter
aerogenes y Neisseria gonorrhoeae.

Se prefieren particularmente métodos de identificacion de una diana antibidtica en Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumanii o Escherichia coli.

Grupos de mutantes

Los métodos de la divulgacion invencion implican la generacién de un grupo de bacterias mutantes por mutagénesis
de transposones. El tamafio del grupo de mutantes afecta a la resolucion del método: a medida que aumenta el
tamafo del grupo, estaran representados cada vez mas genes diferentes con inserciones de transposones (y por lo
tanto, ensayados con eficacia). A medida que el tamafio del grupo disminuye, la resolucion del método se reduce,
los genes se ensayaran con menos eficacia, y cada vez mas genes no se ensayaran en absoluto.

Idealmente, el grupo de mutantes generado en los métodos de la invencién es integral, en el sentido de que se
representan las inserciones en cada gen (y preferiblemente en varios sitios diferentes en todos y cada gen). El
nimero de mutantes de insercion de transposoén (es decir, el tamafio del grupo de mutantes) requerido para alcanzar
esto depende de varios factores, incluyendo: (a) el tamafio del genoma bacteriano; (B) el tamafio medio de los
genes; y (c) cualquier preferencia del sitio de insercion de transposon.

Con respecto a esto Ultimo, algunas areas de los genomas bacterianos atraen una baja frecuencia de insercion
(regiones especialmente ricas en GC). Por lo tanto, las frecuencias de insercién y el tamafio de los grupos son lo
suficientemente grandes como para asegurar que se prefieren las inserciones en las regiones de insercion y
refractarias.

En general, se requiere una tasa de insercién minima de un transposén por 25 pb para conseguir un grupo/biblioteca
completa, que tipicamente implica un tamafo de grupo minimo para bacterias que tienen un tamafio genémico de 4
a7 Mbde0,5x10°%a 1 x 105 por ejemplo 5 x 10, preferiblemente al menos aproximadamente 1 x 108 mutantes. En
muchos casos, 1 x 108 mutantes permiten la identificacién de ~300.000 sitios de insercién diferentes y corresponden
a 1 insercion de transposoén cada 13 a 23 pb (o aproximadamente 40-70 sitios de insercion diferentes por gen).

Sin embargo, los métodos de la invencidon no requieren necesariamente un grupo de mutantes completo (en el
sentido que se ha definido anteriormente) con el fin de devolver informacién Gtil en cuanto a la identidad de las
dianas farmacolégicas antibiéticas. Mas bien, pueden usarse tamafios de grupo menores que el grupo completo
ideal, a condicidon de que pueda tolerarse una reduccién de la resolucion (y el consiguiente fracaso a la hora de
ensayar ciertos genes). Este puede ser el caso, por ejemplo, cuando el método esta disefiado para realizarse de
forma iterativa hasta que se identifica la diana: en tales realizaciones, el tamafio eficaz del grupo crece con cada
repeticion del método.

Creacién de merodiploides

Estan disponibles varios métodos para la creacion del estado merodiploide en los métodos de la invencién. Estos
incluyen, sin limitacién: (a) la creacién de una regién duplicada del cromosoma bacteriano mediante insercion
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usando un vector suicida; (B) la creacién de una regién duplicada del cromosoma bacteriano por insercion usando
un plasmido integrador; (C) la creacidon de una secuencia duplicada mantenida en el ADN extracromosomico
mediante la adicion de plasmidos; y (d) la creacion de una secuencia duplicada mantenida en el ADN
extracromosomico mediante la adicion de un cromosoma artificial bacteriano (BAC).

Los métodos de integracion pueden usar recombinacion especifica de sitio u homologa.

Se prefieren métodos de vector suicida ya que esto permitira la adicion de genes en fases y, por lo tanto, el estado
merodiploide completo puede construirse de forma iterativa en el transcurso de varias transformaciones.

Mutagénesis de transposones

Los transposones, a veces denominados elementos transponibles, son polinucleétidos moéviles. El término
transposon se conoce bien por los expertos en la técnica e incluye clases de transposones que se pueden distinguir
en base a la organizacién de secuencias, por ejemplo, repeticiones cortas invertidas en cada extremo; repeticiones
terminales largas directamente repetidas (LTR) en los extremos; y poliA en los extremos 3' de los transcritos de ARN
con los extremos 5' truncados a menudo.

Los transposomas son complejos de transposasa-transposén en los que el transposén no codifica la transposasa.
Por lo tanto, una vez insertado, el transposén es estable. Preferiblemente, con el fin de asegurar la estabilidad del
grupo de mutantes, el transposén no codifica la transposasa y se proporciona en forma de un transposoma (es decir,
como un complejo con enzima transposasa), como se describe a continuacion.

El transposon/transposoma puede introducirse en el ADN gendémico y/o plasmidico dentro de las células bacterianas
por cualquiera de una amplia diversidad de procedimientos estandar que se conocen bien por los expertos en la
técnica. Por ejemplo, los transposomas pueden introducirse por electroporacion (o cualquier otro método de
transformacion adecuado).

Preferiblemente, el método de transformacion genera de 1 x 10° a 5 x 10° transformantes/ng de ADN, y tales
eficiencias de transformacion pueden conseguirse generalmente usando electroporacion.

Como alternativa, la mutagénesis de transposén se puede realizar in vitro y las moléculas recombinantes se
transforman/transfectan en células bacterianas. En tales realizaciones, los transposomas pueden prepararse de
acuerdo con un protocolo estandar mediante la mezcla de la enzima transposasa disponible en el mercado con el
fragmento de ADN transposén. Los transposomas resultantes se mezclan a continuacion con el ADN plasmidico del
plasmido de interés para permitir la transposicién, después, el ADN introducido en una cepa bacteriana huésped
usando electrotransformacion para generar un grupo de mutantes de transposén de plasmido.

En realizaciones en las que se realiza la mutagénesis in vitro, es posible mezclar transposomas con ADN genémico
in vitro y después introducir el ADN mutagenizado (opcionalmente, después de la fragmentacion y/o circularizacion)
en la cepa bacteriana huésped (por ejemplo, mediante electroporacion) después de lo cual la maquinaria de
recombinacién endégena lo incorpora en el genoma. Tal enfoque puede ser particularmente Util en el caso de las
bacterias que son naturalmente competentes (por ejemplo, Acinetobacter spp.) y/o puede incorporar ADN a través
de eventos de recombinacién de entrecruzamiento homélogo (por ejemplo, entrecruzamiento doble).

En los métodos de la divulgacion, el mutante AbR se transforma con: (i) uno o mas genes esenciales de dicha
bacteria; y (ii) un transpos6n que inactiva por insercion el ADN bacteriano, para producir un grupo de transposones
mutantes que son merodiploides para dichos uno o mas genes esenciales. El mutante AbR: (a) puede transformarse
simultaneamente con el uno o mas genes esenciales de dicha bacteria y el transposon; (b) puede transformarse en
primer lugar con el transposon y después con el uno o mas genes esenciales de dicha bacteria; o (c) puede
transformarse en primer lugar con el uno o mas genes esenciales de dicha bacteria y después con el transposon.

Cuando el mutante AbR se transforma simultdneamente con el uno o mas genes esenciales de dicha bacteria y el
transposon, o se transforma en primer lugar con el uno 0 mas genes esenciales de dicha bacteria y después con el
transposon, puede producirse la inserciéon de transposones no deseada en los genes esenciales introducidos, que
puede reducir la eficiencia de la formacion merodiploide y complicar el andlisis de los datos obtenidos de dichas
bibliotecas.

Tales problemas se evitan cuando el mutante AbR se transforma en primer lugar con el transposén y después con el
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uno o mas genes esenciales de dicha bacteria. Sin embargo, dependiendo de la eficiencia del proceso usado para
introducir el gen o genes esenciales, tal estrategia puede requerir un nimero significativamente mayor de los
experimentos de transformacion para dar una biblioteca de tamafio suficiente. Una solucién alternativa explota el
fendmeno de la inmunidad de transposicion. Aqui, se elimina (o se reduce) la transposicion no deseada en los genes
esenciales introducidos mediante la incorporacion de secuencias repetidas de transposén en el ADN
extracromosémico (tipicamente, un plasmido o BAC) que lleva los genes esenciales usados para crear los
merodiploides. Tal estrategia puede usarse junto con transposones en base a, por ejemplo, Tn3 o relacionados,
como se describe a continuacion.

Transposones para su uso en los métodos de la invencion

Puede usarse cualquier transposén adecuado en los métodos de la invencion. Los transposones adecuados
incluyen los basados en Tn3 y los transposones tipo Tn3 (Clase Il) incluyendo y8 (Tn1000), Tn501, Tn2501, Tn21,
Tn917 y relacionados. Ademas, Tnl0, Tn5, TnphoA, Tn903, bacteriofago Mu y bacteriéfatos transponibles
relacionados. También estan disponibles en el mercado una diversidad de transposones adecuados, incluyendo, por
ejemplo, el transposon EZ-Tn5™ < R6Kyori/KAN-2>.

Los transposones preferidos son los que llevan genes de resistencia a antibidticos (que pueden ser (tiles en la
identificacion de mutantes que llevan un transposon) incluyendo Tn5, Tn10 y TnphoA. Por ejemplo, Tn10 lleva un
gen con resistencia a la tetraciclina entre sus elementos de IS mientras que Tn5 lleva genes que codifican
polipéptidos que confieren resistencia a la kanamicina, estreptomicina y bleomicina. Otros genes de resistencia
adecuados incluyen los que incluyen cloranfenicol acetiltransferasa (que confieren resistencia al cloranfenicol).

Por supuesto, es posible generar nuevos transposones mediante la insercion de diferentes combinaciones de genes
de resistencia a antibidticos entre los elementos 1S, o mediante la insercion de combinaciones de genes de
resistencia a antibidticos entre los extremos mosaico de transposon (preferidos), o mediante la alteracion de la
secuencia de polinucleétido del transposén, por ejemplo, haciendo una sustitucién de bases redundante, o cualquier
otro tipo de sustitucion de base que no afecta a la transposicién o las caracteristicas de resistencia a antibiéticos del
transposon, en la region de codificacion de un gen con resistencia a antibidticos o en cualquier parte del transposén.
Tales transposones se incluyen dentro del alcance de la divulgacion.

En muchas realizaciones, se usa un Unico transposon para generar el grupo de mutantes. Sin embargo, como se ha
explicado anteriormente, el numero de mutantes de insercion Tn (es decir, el tamafio del grupo de mutantes)
requerido para conseguir un grupo o biblioteca completa depende, entre otras cosas, de cualquier preferencia de
sitio de insercién Tn.

Asi, en los casos en los que se produce la preferencia del sitio de insercion del transposén, pueden usarse dos o
mas transposones diferentes con el fin de reducir o eliminar la preferencia de sitios de inserciéon. Por ejemplo, se
puede emplear una combinacion de dos transposones diferentes en base a Tn5 y Tn10.

Los sistemas de transposones adecuados para su uso en los métodos que aprovechan el fenédmeno de la inmunidad
de transposicion (como se ha descrito anteriormente) incluyen los basados en Tn3 y relacionados.

Por ejemplo, el plasmido de suministro de transposon pAMICS2 (véase la figura 2) contiene todo el sistema de
generacion de transposones basado en Tn3 (incluyendo genes que codifican las enzimas resolvasa y transposasa,
TnpR y TNPA) y un origen de replicacién (oriR6K) que funciona Unicamente en ciertas cepas de E. coli que poseen
el gen pir, evitando asi la propagacion de las bacterias de recepcién después de la transposicién. El plasmido
también contiene el origen de movilizacién (mobRP4) para permitir la transferencia de una cepa donante, que es
permisiva para la replicacion del plasmido (es decir, contiene el gen pir) y que posee las funciones de transferencia
del plasmido RP4, por conjugacion. La propagacion inadvertida del plasmido se puede detectar, si la transposicién
no se produce, por la presencia de un gen con resistencia a tobramicina (aacA4).

Por lo tanto, en otro aspecto de la divulgacion se proporciona un método para identificar un gen (por ejemplo, un gen
esencial) que sirve como una diana antibidtica en una bacteria, comprendiendo el método las etapas de:

(a) transformar bacterias con un elemento extracromosémico (por ejemplo, un plasmido o BAC) que
comprende: (i) uno 0 mas genes esenciales de dicha bacteria; y (ii) una 0 mas secuencias de repeticiéon de
transposoén, para producir un grupo de bacterias que son merodiploides para dichos uno o mas genes
esenciales; y
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(b) transformar los merodiploides de la etapa (a) con un plasmido de suministro de transposén que
comprende: (i) un gen que codifica una transposasa y una resolvasa; y (ii) sitios de reconocimiento de
transposasa de repeticion invertida;

en el que la una o mas secuencias de repeticion de transposén del elemento extracromosémico de la etapa (a)
confieren inmunidad de transposén contra el transpos6n suministrado por el plasmido de la etapa (b).

En este aspecto de la divulgacion, el sistema de suministro de transpos6n se basa preferiblemente en Tn3, por
ejemplo, que contiene los genes tnpA y tnpR de Tn3. Se prefieren plasmidos de suministro de transposén que
comprenden adicionalmente uno 0 mas genes de resistencia a antibiodticos.

Determinar la distribucién de las inserciones de transposon

La distribucién de las inserciones de transposones se determina preferiblemente mediante la secuenciacién de ADN
bacteriano adyacente o cercano (5' y/o 3') al sitio de insercién (por ejemplo, mediante secuenciacién de ADN que
comprende uniones de ADN gendmico de transposon). Tipicamente, se secuencia el ADN bacteriano flanqueante o
adyacente a uno o ambos extremos del transposoén.

La longitud del ADN adyacente secuenciado no necesita ser extenso, y es preferiblemente, relativamente corto (por
ejemplo, menos de 200 pares de bases).

Pueden usarse diversos métodos para determinar la distribucién de inserciébn de transposén usando la
secuenciacion del ADN: tales métodos se han denominado recientemente procedimientos Tn-seq (van Opijnen y col.
(2009) Nat. Methods 6: 767-772). Por ejemplo, los procedimientos Tn-Seq incluyen purificacion por afinidad de
uniones Tn amplificadas (Gawronski y col. (2009) PNAS 106: 16422-16427); ligacion de adaptadores en las
secuencias genoémicas distales al extremo del transpos6n usando un sitio de restriccion especializado (Goodman y
col. (2009) Cell Host Microbe 6: 279-289; van Opijnen y col. (2009) Nat. Methods 6: 767-772); amplificacion selectiva
(Langridge y col. (2009) Genome Research 19: 2308-2316) y la generacién de circulos de ADN monocatenario que
llevan uniones Tn, que sirven como plantillas para la amplificacién y secuenciacién después de la eliminacién de
ADN genoémico por digestion de exonucleasa (Gallagher y col. (2011) mBio 2(1): e00315-10).

Puede usarse cualquier técnica de secuenciacion de alto rendimiento adecuada, y hay muchas plataformas de
secuenciacion disponibles en el mercado que son adecuadas para su uso en los métodos de la invencion. Las
plataformas de secuenciacion basadas en secuenciacion por sintesis (SBS) son particularmente adecuadas para su
uso en los métodos de la invencion: por ejemplo, el sistema lllumina™ genera millones de lecturas de secuencia
relativamente cortas (54, 75 0 100 pb) y se prefiere particularmente.

Otras técnicas adecuadas incluyen métodos basados en terminadores de tinte reversibles. Aqui, las moléculas de
ADN se unen en primer lugar a los cebadores en un portamuestras y se amplifican de modo que las colonias
clonales locales se formen (amplificacion puente). Se afiaden cuatro tipos de ddNTP, y los nucledtidos no
incorporados se eliminan por lavado. A diferencia de la pirosecuenciacion, el ADN so6lo puede extenderse a un
nucleétido a la vez. Una camara toma imagenes de los nucleétidos marcados con fluorescencia, entonces el
colorante junto con el bloqueador 3' terminal se elimina quimicamente a partir del ADN, lo que permite el siguiente
ciclo.

Otros sistemas capaces de lecturas de secuencia corta incluyen SOLID™ vy tecnologias por lon Torrent (ambos
vendidos por Applied Biosystems™). La tecnologia SOLID™ emplea secuenciacién por ligacion. Aqui, un grupo de
todos los oligonucleétidos posibles de una longitud fija estan etiquetados de acuerdo a la posicién secuenciada. Los
oligonucledtidos se hibridan y se ligan; la ligacion preferencial por la ADN ligasa para emparejar secuencias da como
resultado una sefial informativa del nucleétido en esa posicién. Antes de la secuenciacion, el ADN se amplifica por
PCR en emulsion. Las perlas resultante, cada una solo contiene copias de la misma molécula de ADN, se depositan
sobre un portaobjetos de vidrio. El resultado son secuencias de cantidades y longitudes comparables con la
secuenciacion lllumina.

lon Torrent Systems Inc. han desarrollado un sistema en base al uso de quimica de secuenciaciéon estandar, pero
con un sistema de deteccion basado en semiconductores novedoso. Este método de secuenciacion se basa en la
deteccion de iones de hidrogeno que se liberan durante la polimerizacién de ADN, a diferencia de los métodos
Opticos usados en otros sistemas de secuenciacion. Un micropocillo que contiene una cadena de ADN plantilla para
secuenciar se inunda con un Unico tipo de nucleétido. Si el nucleétido introducido es complementario al nucleétido
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plantilla principal, se incorpora a la cadena complementaria creciente. Esto causa la liberacion de un i6n de
hidrégeno que activa un sensor de iones hipersensible, lo que indica que se ha producido una reaccion. Si las
repeticiones homopoliméricas estan presentes en la secuencia plantilla, se incorporaran multiples nucleétidos en un
Unico ciclo. Esto conduce a un numero correspondiente de hidrégenos liberados y una sefial electronica
proporcionalmente mayor.

Evaluacién funcional de genes esenciales putativos

El gen esencial putativo identificado mediante la comparacion de la distribucion de las inserciones de transposones
entre cultivos de ensayo se puede caracterizar ademas por diversas técnicas que evalGan directa o indirectamente
su funcién. De esta manera, puede asignarse definitivamente una funcién esencial a dicho gen esencial putativo.

Las técnicas adecuadas incluyen bioinformatica, donde la secuencia (total o parcial) del gen esencial putativo se usa
para interrogar las bases de datos de secuencias que contienen informacion de la bacteria ensayada y/o otras
especies con el fin de identificar los genes (por ejemplo, genes ortélogos en otras especies) para los que ya se han
asignado una o mas funciones bioquimicas esenciales y/o que han demostrado ser esenciales.

Los programas bhioinformaticos adecuados se conocen bien por los expertos en la técnica e incluyen el programa
herramienta de busqueda de alineamiento local basico (BLAST) (Altschul y col. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410 y
Altschul y col. (1997) Nucl. Acids Res. 25: 3389-3402). Las bases de datos adecuadas incluyen, por ejemplo, EMBL,
GENBANK, TIGR, EBI, SWISS-PROT y trEMBL.

Como alternativa, o0 ademas, la secuencia (total o parcial) del gen esencial putativo se usa para interrogar una base
de datos de secuencias que contiene informacién sobre la identidad de los genes esenciales que se han construido
previamente usando los métodos Tn-seq convencionales descritos en la técnica anterior (por ejemplo, como se
describe en Gawronski y col. (2009) PNAS 106: 16422-16427; Goodman y col. (2009) Cell Host Microbe 6: 279-289;
van Opijnen y col. (2009) Nat. Methods 6: 767-772; Langridge y col. (2009) Genome Research 19: 2308-2316;
Gallagher y col. (2011) mBio 2(1): e00315-10) y/o las técnicas descritas en el documento WO 01/07651.

Como alternativa, o ademas, la esencialidad puede imputarse eliminando la posibilidad de que un gen esencial
putativo actle como un gen con resistencia a antibiéticos. Por ejemplo, la secuencia (total o parcial) del gen esencial
putativo se utiliza para interrogar las bases de datos de secuencias que contienen informacion de la secuencia de
genes previamente identificados como genes con resistencia a antibiéticos usando los métodos Tn-seq descritos en,
por ejemplo, Gawronski y col. (2009) PNAS 106: 16422-16427; Goodman y col. (2009) Cell Host Microbe 6: 279-289;
Langridge y col. (2009) Genome Research 19: 2308-2316 o Gallagher y col. (2011) mBio 2(1): e00315-10. Los
genes resistentes a antibidticos pueden identificarse en tales métodos como una clase de genes esenciales de
nichos especificos/condicionalmente

Métodos analiticos auxiliares

Los métodos de la invencién pueden usarse junto con otras técnicas para la identificacion de genes esenciales,
condicionalmente esenciales, no esenciales y/o esenciales que sirven como dianas para los antibiéticos, como se
describe a continuacion:

(a) Activacion de Tn-seq

El método de la divulgacién puede comprender opcionalmente de forma adicional las etapas de:

(a) generar un grupo de bacterias mutantes por mutagénesis por transposones con un transposén de
activacion (Tna), donde el Tna comprende un promotor de tal forma que la insercion del transposon en el
ADN bacteriano aumenta la transcripcion de un gen en o cerca del sitio de insercion;

(b) cultivar bacterias del grupo de mutantes en presencia de diferentes cantidades de dicho antibitico para
producir dos o mas cultivos de ensayo; y

(c) comparar la distribucion de inserciones de Tna entre los cultivos de ensayo para identificar un gen
esencial putativo que sirve como una diana de dicho antibidtico en dicha bacteria.

El uso de un transposén de activacion asegura que las inserciones de transposones en genes esenciales se

representan en el grupo de mutantes inicial, ya que la insercién de transposones ahora puede dar como resultado la
activacion génica en lugar de la inactivacion por insercion. Por lo tanto, el efecto de la presencia de antibidticos
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durante el cultivo posterior del grupo de mutantes en la distribucion de transposones puede estudiarse (y la identidad
de la diana o dianas génicas asi determinada).

Como se usa en el presente documento, la expresion "transposén de activacion" (en lo sucesivo en el presente
documento "TnA") define un transpos6n que comprende un promotor de tal forma que la insercién de transposén
aumenta la transcripcion de un gen en o cerca del sitio de insercion. Los ejemplos de tales transposones se
describen en Troeschel y col. (2010) Methods Mol Biol. 668: 117-39 y Kim y col. (2008) Curr Microbiol. 57(4): 391-
394.

El transposén/transposoma de activacion puede introducirse en el ADN gendémico y/o plasmidico dentro de las
células bacterianas por cualquiera de una amplia diversidad de procedimientos estandar que se conocen bien por
los expertos en la técnica. Por ejemplo, los transposomas Tna pueden introducirse por electroporacién (o cualquier
otro método de transformacién adecuado).

Puede usarse cualquier transposén de activacion adecuado en los métodos de la invencién. Los transposones
adecuados incluyen los basados en Tn3 y los transposones tipo Tn3 (Clase Il) incluyendo 0 (Tn1000), Tn501,
Tn2501, Tn21, Tn917 y relacionados. Ademas, Tn10, Tn5, TnphoA, Tn903, el bacteri6fago Mu y bacteriéfagos
transponibles relacionados. Ademas, también estan disponibles en el mercado una diversidad de transposones
adecuados, incluyendo, por ejemplo, el transposon EZ-Tn5™ < R6Kori/KAN-2>.

Los transposones preferidos son aquellos que llevan genes de resistencia a antibiéticos (que pueden ser Utiles en la
identificacion de mutantes que llevan un transposén), incluyendo Tn5, Tn10 y TnphoA. Por ejemplo, Tn10 lleva un
gen con resistencia a la tetraciclina entre sus elementos de IS mientras que Tn5 lleva genes que codifican
polipéptidos que confieren resistencia a la kanamicina, estreptomicina y bleomicina. Otros genes de resistencia
adecuados incluyen los que incluyen cloranfenicol acetiltransferasa (que confiere resistencia al cloranfenicol).

Por supuesto, es posible generar nuevos transposones mediante la insercién de diferentes combinaciones de genes
de resistencia a antibidticos entre elementos de IS, o mediante la insercion de combinaciones de genes de
resistencia a antibiéticos entre los extremos mosaico de transposén (preferidos), o mediante la alteracion de la
secuencia polinucleotidica del transposén, por ejemplo, haciendo una sustitucion de bases redundante en la region
codificante de un gen con resistencia a antibidticos o en otro lugar en el transposén, o cualquier otro tipo de
sustitucion de base que no afecta a la transposicion o las caracteristicas de resistencia a antibiéticos del transposoén,
en la region de codificacién de un gen con resistencia a antibidticos o en cualquier parte en el transposon. Tales
transposones se incluyen dentro del alcance de la invencion.

En muchas realizaciones, se usa un Unico transposén para generar el grupo de mutantes. Sin embargo, como se ha
explicado anteriormente, el nimero de mutantes de insercion Tn (es decir, el tamafio del grupo de mutantes)
requerido para conseguir un grupo o biblioteca completa depende, entre otras cosas, de cualquier preferencia del
sitio de insercién Tn.

Por lo tanto, en casos en los que se produce la preferencia del sitio de insercion de transposon, pueden usarse dos
0 mas transposones diferentes con el fin de reducir o eliminar la preferencia del sitio de insercién. Por ejemplo, se
puede emplear una combinacion de dos transposones diferentes en base a Tn5y Tn10.

Promotores para su uso en la activacién de transposones

La naturaleza del promotor presente en el Tna depende de la naturaleza del transposon y el huésped bacteriano
final. Generalmente, se elige un promotor orientado hacia fuera eficiente que activa un alto nivel de transcripcion de
ADN cerca o adyacente al sitio de insercion.

El promotor puede incluir: (a) una caja de Pribnow (elemento -10); (b) un elemento -35 y/o (c) un elemento UP.

Por ejemplo, el promotor lac puede usarse con el transposon EZ-Tn5™ < R6Kyori/KAN-2>, y dichas construcciones
son adecuadas para el ensayo de, por ejemplo, Escherichia coli, Enterobacter spp. y otros miembros de la familia
Enterobacteriaceae, tal como Klebsiella spp. Otros promotores adecuados incluyen: rp/J (proteina de la subunidad
ribosomal grande; promotor de resistencia moderada); tac (hibrido lac/trp artificial; promotor fuerte) y rrnB(promotor
génico de ARN ribosomal; promotor muy fuerte). Las secuencias de estos Ultimos promotores se muestran a
continuacion:
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elemento UP .35 -10 Inicio transcripcion

TGGLCTGAGCGCTTCTGTAAME TAATGCC [TTACG TGEGOGGETGATTTTGTCTACAATC TTACCCOCACGTCGACTCACTATAGGGAGATGTGTATAAGAGACAG gl

CAAMATCACCAACTGGTCCACCTACAACAATGITGACAATTAATCATCGGLTCGTATAAT GTGTGGAATIGCGACTCACTATAGGGAGATOTGTATAAGAGACAS  fac

| GOGHCGATMTWTATW_D—GQ}IGWCGGMTMEW&IGOGMCT GACCGACTCACTATAGGGAGATGTGTATAAGAGACAG mnB
.L___._._.._,,,___._.._ J

extremo TnS IR 19 pb

En las etapas adicionales opcionales que se han expuesto anteriormente:

- el grupo de mutantes puede comprender al menos 0,5 x 10° mutantes, por ejemplo, al menos 1 x 10°
mutantes;

- el grupo de mutantes puede comprender al menos 5 x 10° mutantes;

- el grupo de mutantes puede comprender al menos 1 x 108 mutantes;

- el grupo de mutantes puede comprender de 0,5 x 108 a 2 x 108 mutantes;

- el grupo de mutantes puede comprender aproximadamente 1 x 106 mutantes;

- la transformacién con el transposon en la etapa (b) puede producir una tasa de inserciéon de al menos
un transposon por 50 pares de bases de ADN bacteriano, al menos un transposon por 30 pares de bases
de ADN bacteriano, al menos un transposon por 25 pares de bases de ADN bacteriano, al menos un
transposén por 15 pares de bases de ADN bacteriano 0 al menos un transposén por 10 pares de bases de
ADN bacteriano;

- el ADN bacteriano de la etapa (b) puede ser ADN gendmico, ADN plasmidico, o una mezcla de ADN
gendmico y plasmidico;

- el transposén mutagénesis de la etapa (a) puede producirse in vivo o in vitro;

- la bacteria puede ser una bacteria Gram-positiva;

- la bacteria puede seleccionarse entre Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium y Neisseria
gonorrhoeae;

- la bacteria puede ser una bacteria Gram-negativa,;

- la bacteria puede seleccionarse entre: Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Escherichia
coli, cepas ST131 de E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes y
Neisseria gonorrhoeae;

- las bacterias pueden cultivarse a partir del grupo de mutantes en la etapa (b) inoculado medio de
crecimiento con 107 a 10°, por ejemplo, aproximadamente 108, ufc del grupo de mutantes;

- las bacterias pueden cultivarse a partir del grupo de mutantes en la etapa (b) en presencia de
antibiético a una concentracién de aproximadamente 0,5, aproximadamente 1 y aproximadamente 2 x MIC
para producir al menos tres cultivos de ensayo;

- la distribucién de inserciones de Tnha entre cultivos de ensayo puede compararse por secuenciacion
del ADN adyacente o cerca del sitio de insercién del Tna;

- la secuenciacion del ADN adyacente o cerca del sitio de insercién del Tna puede comprender la
amplificacion selectiva de uniones de transposon-ADN bacteriano;

- la secuenciacion puede comprender bioquimica de secuenciacion por sintesis (SBS);

- pueden secuenciarse aproximadamente 25, 50, 75, 100 o mas de 100 pares de bases de ADN
adyacente o cercano al sitio de insercién Tna; y/o

- el ADN secuenciado puede estar 5' y/o 3' con respecto al sitio de insercion del Tna.

(b) Tn-seq

El método de la divulgacion opcionalmente puede comprende adicionalmente las etapas de analisis Tn-seq como se
describe, por ejemplo, en Gawronski y col. (2009) PNAS 106: 16422-16427; Goodman y col. (2009) Cell Host
Microbe 6: 279-289; Langridge y col. (2009) Genome Research 19: 2308-2316 o Gallagher y col. (2011) mBio 2(1):
e00315-10. Cuando se usa en combinacion con el andlisis Tn-seq, la divulgacién puede identificar adicionalmente:
(a) genes esenciales; (b) genes ventajosos (pero no esenciales) para el crecimiento; (C) genes desventajosas para
el crecimiento en condiciones particulares; y (d) genes implicados en conferir tolerancia a ciertas condiciones (genes
esenciales "-especificos de nicho"), ademas de genes esenciales que sirven como dianas antibidticas.

Ejemplificacion

La invencién se describira ahora con referencia a Ejemplos especificos. Estos son simplemente ejemplares y
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Unicamente para fines ilustrativos: no pretenden limitar de ningin modo el alcance del monopolio reivindicado o la
invencion descrita. . Estos ejemplos constituyen el mejor modo contemplado actualmente para la practica de la
invencion.

Etapa 1: Produccién de clones mutantes resistentes a antibidticos (mutantes AbR)

La MIC del antibidtico a ensayar se determina para la bacteria de interés. Después, se genera la insensibilidad
relativa bacteriana al antibiético por cualquiera de los siguientes métodos:

Método 1

Las bacterias se cultivan en cultivos de 100 ml a través de pases seriados en concentraciones de antibiéticos de
MIC 0,5, 1, 2, 4, 8, 16 y 32x hasta que se seleccionan bacterias que crecen en concentraciones de antibiético
significativamente mas altas que en los cultivos de partida de tipo silvestre.

Método 2

Las bacterias cultivadas en fase logaritmica se cosechan y se suspenden de nuevo a diferentes densidades
celulares (es decir, 1 x 107, 1 x 108, 1 x 10°, 1 x 10° y 1 x 10%* células/ml) en caldo que contenia concentraciones
antibiéticas de 0,5, 1, 2, 4, 8, 16 y 32x MIC antes de sembrarse en placas de agar que contenian las mismas
concentraciones antibiéticas. Los clones bacterianos con sensibilidad reducida a los antibiéticos tienen su perfil de
resistencia confirmado por un crecimiento adicional a altas concentraciones antibidticas.

Varios clones insensibles a los antibidticos diferentes, generados usando el Método 1 o el Método 2, o tanto el
Método 1 como el Método 2, se seleccionan entonces para la mutagénesis de transposones y cada uno crecieron
por separado en caldo TY 2x, con concentraciones de mantenimiento de antibiético a una ODeoo de 0,3-0,5.
Después, las células se recogieron y se lavaron tres veces en 1/2 de volumen de cultivo original de glicerol al 10 % y
se suspendieron de nuevo en 1/1000 de volumen de cultivo original de glicerol al 10 % y se almacenaron a -80 °C.

Etapa 2: Preparaciéon de transposomas

El ADN de transposon (EZ-Tn5 < R6Kyori/KAN-2>) se amplifica usando los oligonucleédtidos 5'-
CTGTCTCTTATACACATCTCCCT y 5-CTGTCTCTTATACACATCTCTTC con Pfu Ultra Fusion I, (Stratagene).
Después, el amplicon resultante se fosforila usando polinucleétido cinasa (New England Biolabs). Después, se
incuban doscientos nanogramos de este ADN con EZ-Tn5 transposasa (Epicenter Biotechnologies) a 37 °C durante
1 h y después se almaceno a -20 °C a una concentracion de 20 ng/pl.

Etapa 3: Preparacién de genes esenciales gue comprenden vectores

Se hace un plasmido auto-replicante bacteriano que contiene el gen con resistencia a ampicilina que contiene los
genes esenciales de tipo silvestre identificados usando datos obtenidos a partir de un analisis Tn-seq anterior
realizado usando TraDIS (véase Langridge y col. (2009) Genome Research 19: 2308-2316) o datos publicados. El
ADN plasmidico purificado se diluye a 20 ng/ul y se almacena a -80 °C.

Etapa 4: Produccién de un grupo mutante Tn:AbR merodiploide

Se prepara un grupo mutante Tn:AbR merodiploide a partir de cada uno de los varios clones insensibles a los
antibidticos diferentes. En cada caso:

Se mezclan sesenta microlitros de células mutantes AbR (almacenadas previamente a -80 °C en la Etapa 1) con
0,2 ul (4 ng) de transposomas (como se preparan en la Etapa 2) y 1 pl (20 g) del vector de expresién (como se
prepara en la Etapa 3) y se electrotransformaron en una cubeta de ranura para electrodos de 2 mm usando un Bio-
Rad GenePulser Il ajustado a 2,4 kV, 25 pF, y 200 Q.

Las células transformadas se suspendieron de nuevo en 1 ml de medio SOC (Invitrogen) y se incubaron a 37 °C
durante 2 h y después se extendieron en L-agar complementado con 50 mg/ml de ampicilina y 7,5 mg/ml de
kanamicina.

Después de una noche de incubacion a 37 °C, el nimero de colonias en varias placas se estima contando una parte
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de ellos, y a partir de éste se estima el numero total de colonias en todas las placas de forma conservadora. Las
colonias resistentes a kanamicina/ampicilina se cosechan mediante resuspension en agua desionizada esterilizada
usando un esparcidor bacterioldgico.

Las células resuspendidas de 10-20 electroporaciones se agruparon entonces para crear un grupo de mutantes de
transposon AbR merodiploides (mutantes Tn:AbR) estimados para incluir mas de 1 millén de mutantes de transposon.
La eficiencia de la transformacion usando esta técnica disminuye segin aumenta el tamafio del plasmido de
expresion, lo que significa que pueden requerirse mas de 20 electroporaciones para plasmidos de expresion muy
grandes.

La conjugacion es un método alternativo a la transformacion para la introduccion de ADN en células bacterianas. La
conjugacion puede usarse para introducir un ADN vector que comprende el transposén mencionado en la Etapa 2, y
un ADN vector que comprende uno 0 mas genes esenciales mencionados en la Etapa 3. Las cepas donantes y
receptoras se mezclan, ya sea por estriado cruzado en medio de crecimiento soélido o mediante la mezcla de
volimenes apropiados de cultivos de caldo liquido, que pueden ser de 0,5 ml, de las cepas donantes y receptoras.
Después de la incubacién durante varias horas, que puede ser de 1 hora a 16 horas a una temperatura apropiada,
que puede ser la temperatura ambiente (20-24 °C), 30°C o 37 °C, las bacterias se propagan en el medio de
crecimiento sélido complementado con un antibiético que selecciona el ADN donado y un antibiético que selecciona
la cepa bacteriana receptora. La temperatura de incubacion para la conjugacion se determina segun el ADN que se
introduce: una temperatura inferior es apropiado para el ADN que comprende el transposén si la transposicién del
transposon es éptima a esta temperatura. Las cepas adecuadas que pueden actuar como donante en la conjugacion
incluyen la cepa de E. coli SM10Apir que lleva el gen pir para mediar la replicacion de cualquier vector de ADN que
comprenda el origen de replicacion oriR6K, tal como un vector de ADN que comprende el transposon, y también
lleva funciones de transferencia del plasmido RP4 que media la transferencia de cualquier ADN vectorial que
comprende el origen de movilizacion mobRP4.

Etapa 5: Determinacion de gen o genes de diana antibidtica

Se preparan cuatro cultivos de 100 ml de medio de caldo, dos de los cuales se complementan con el antibidtico a
una concentracién de 1 a 4 x MIC (esto depende de la insensibilidad un antibidtico del clon bacteriano original).
Suponiendo una biblioteca de mutantes de transposén de 1 millon de mutantes, se usan ~108 - 10° ufc del grupo de
mutantes Tn:AbR merodiploides de la Etapa 4 para inocular cada cultivo.

Los cultivos se dejan crecer hasta la fase estacionaria y las células se recogen para la extraccion del ADN genémico.
También se preparan cultivos frescos y se inoculan con 108 - 10° ufc de los primeros cultivos. Estos se dejan crecer
hasta la fase estacionaria y las células se recogen para la extraccion del ADN genémico. EI ADN gendmico se
secuencia usando el método TraDIS (véase, Langridge y col. (2009) Genome Research 19: 2308-2316) para obtener
lecturas de secuencia iniciadas a partir de los sitios de insercion de transposon.

Después, las lecturas de secuencia se mapean con respecto a la secuencia genémica bacteriana y se comparan con
la anotacién gendmica para determinar el nUmero de lecturas de secuencia que mapea cada gen para los 4 cultivos
(2 de ensayo y 2 de control). La comparacién de los conjuntos de datos de control entre si y de los conjuntos de
datos de ensayo entre si indica el grado de variacion experimental. La comparacion de los conjuntos datos de
control con los conjuntos de datos de ensayo muestra una reproducibilidad experimental e indica el gen o genes
dirigidos por el antibidtico. Las lecturas de secuencia Illlumina™ de la insercion de transposones dentro del gen o
genes de dianas antibidticas del gen esencial tendran lugar en células cultivadas sin antibiético, pero no en células
cultivadas en antibiético.

Los genes con resistencia antibidtica, identificados usando una biblioteca TraDIS "estandar" de tipo silvestre
cultivados en concentracién antibiética subdptima pueden excluirse como genes de dianas antibiéticas potenciales
(véase a continuacion).

Si en lugar de usar un plasmido de complementacion que contenga todos los genes esenciales, se usan plasmidos
gue contengan colecciones especificas de genes esenciales o fragmentos cromosémicos, entonces se requiere mas
deconvolucién estadistica bioinformética para la identificacién de dianas antibidticas. La identidad putativa de los
genes de complementacion y los genes de dianas antibidticas se determinard a partir de andlisis detallados de
densidades de lectura de transposén con y sin antibiético.

Exclusién de los genes con resistencia antibitica
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Puede usarse secuenciacion de sitio de insercién dirigida de transposén convencional (TraDIS - véase Langridge y
col. (2009) Genome Research 19: 2308-2316) para identificar genes con resistencia antibidtica que no son
esenciales para el crecimiento en condiciones normales, pero que confieren tolerancia al antibidtico (es decir, una
clase de genes esenciales "especificos de nicho" analizados en Langridge y col. (2009)). Esto permite la eliminacién
de genes con resistencia a antibioticos de los genes de dianas antibidticas candidatos, como se describe a
continuacion.

La MIC del antibiético a ensayar se determina para la bacteria de interés. Se preparan cuatro cultivos de 100 ml de
medio de caldo, dos de los cuales se complementan con el antibiético a una concentracion de 0,5 a 0,75 x MIC (es
decir, justo por debajo de MIC). Suponiendo un grupo de mutantes de transposon de 1 millon de mutantes, se usan
108 - 10° ufc del grupo para inocular cada cultivo. Los cultivos se dejan crecer hasta la fase estacionaria y las células
se recogen para la extraccion del ADN genémico. También se preparan cultivos frescos y se inoculan con 108 - 10°
ufc a partir de los primeros cultivos. Estos se dejan crecer hasta la fase estacionaria y las células se recogen para la
extraccion del ADN gendmico. EI ADN gendémico se secuencia usando la plataforma Illumina™ que incorpora la
modificacién TraDIS para obtener lecturas de secuencia iniciadas a partir de los sitios de insercién de transposones.
Después, las lecturas de secuencia se mapean con respecto a la secuencia genémica bacteriana y se comparan con
la anotacion genodmica para determinar el nimero de lecturas de secuencia que mapean cada gen para los 4 cultivos
(2 de ensayo y 2 de control).

La comparacion de los conjuntos de datos de control entre si y de los conjuntos de datos de ensayo entre si indica el
grado de variacion experimental. La comparacion de los conjuntos de datos de control y de datos de ensayo muestra
la reproducibilidad experimental e indica los genes que estan implicados en la resistencia.

La figura 1 muestra los resultados de un estudio piloto para identificar genes que contribuyen a la resistencia a la
ciprofloxacina en Salmonella Typhi. El gréafico incluye datos para cada gen no esencial en el genoma de la bacteria.
La biblioteca de insercion de transposones se cultivd en 4 condiciones: 2 cultivos de control (sin antibiético) y 2
cultivos cada uno con una concentraciéon sub-IMIC de ciprofloxacina. Cada punto representa un gen y cada gen se
representa 3 veces (ctrll v ctrl 2 y CIP1 v CIP2 = negro, e indica el grado de variacién experimental; CIP promedio -
ctrl promedio = gris; los puntos grises que se representan mas alla del conjunto de puntos de control de color negro
representan genes para los que los datos muestran una diferencia significativa). Estas comparaciones proporcionan
una medida de la cantidad de variacion experimental. Los puntos grises son un promedio de los datos de control en
comparacién con los datos de ensayo. En la figura 1, los puntos de color gris por debajo del grupo diagonal de
puntos de color negro son genes que contribuyen a la resistencia. Cuanto mas lejos del grupo de color negro estan
los puntos grises, mas significativos son los datos. Los genes que se sabe que contribuyen a la resistencia a la
ciprofloxacina en Salmonella se encuentran en esta region del grafico, asi como los genes que no se sabia
previamente que contribuian a la resistencia. Los puntos de color gris por encima del grupo de color negro son
genes que contribuyen a la sensibilidad. De nuevo, los genes que se sabe que contribuyen a la sensibilidad, se
encuentran en esta region del grafico, y estos datos identifican genes que no se sabia previamente que contribuian a
la sensibilidad. En general, los datos son suficientemente claros para no requerir un analisis estadistico.

Equivalentes

La anterior descripcion detalla las presentes realizaciones preferidas de la presente invencion. Se esperan
numerosas modificaciones y variaciones en la practica de las mismas por los expertos en la técnica tras la
consideracion de estas descripciones. Estas modificaciones y variaciones pretenden incluirse dentro de las
reivindicaciones adjuntas en las mismas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para identificar un gen esencial que sirve como una diana antibiética en una bacteria,
comprendiendo el método las etapas de:

(a) generar un mutante resistente a antibiéticos de dicha bacteria mediante un método que comprende la
etapa de seleccionar el crecimiento en presencia de dicho antibiético para producir un clon del mutante
resistente a antibidticos (mutante AbR);

(b) transformar el mutante AbR con: (i) una o mas copias de tipo silvestre de dicho gen esencial de dicha
bacteria; y (ii) un transposén que inactiva por inserciéon el ADN bacteriano, para producir un grupo de
transposones mutantes que son merodiploides para dichos uno o mas genes esenciales;

(c) cultivar bacterias del grupo merodiploide en presencia de diferentes cantidades de dicho antibiético para
producir dos o mas cultivos de ensayo en los que las inserciones de transposones en dicho gen esencial
que sirve como una diana antibiética se representan en condiciones no selectivas, es decir, cuando una
copia de tipo silvestre del gen esencial complementa la copia mutante activada por insercion del mismo,
pero no en condiciones selectivas, es decir, cuando una copia de tipo silvestre del gen esencial no
complementa la copia mutante activada por insercién del mismo; y

(d) comparar la distribucion de las inserciones de transposones entre cultivos de ensayo para identificar un
gen esencial putativo que sirve como una diana de dicho antibiético en dicha bacteria.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que:

(a) el grupo merodiploide comprende: (i) al menos 0,5 x 10° mutantes, por ejemplo, al menos 1 x 10°
mutantes; (i) al menos 5 x 10° mutantes; (iii) al menos 1 x 10% mutantes; (iv) de 0,5 x 10% a 2 x 106
mutantes; o (v) aproximadamente 1 x 10% mutantes; y/o

(b) la transformacién con el transposon en la etapa (b) produce una tasa de insercion de al menos: (i) un
transposén por 50 pares de bases de ADN bacteriano; (ii) un transposén por 30 pares de bases de ADN
bacteriano; (iii) un transposén por 25 pares de bases de ADN bacteriano; (iv) un transposoén por 15 pares de
bases de ADN bacteriano; o (v) un transposoén por 10 pares de bases de ADN bacteriano.

3. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el ADN bacteriano de la
etapa (b) es: (a) ADN gendémico; o (b) ADN plasmidico; o (c) una mezcla de ADN gendémico y plasmidico.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el mutante AbR se genera
por un método que comprende adicionalmente la mutagénesis de dicha bacteria antes de seleccionar el crecimiento
en presencia de dicho antibiotico, opcionalmente en el que la etapa de mutagénesis es: (2) mutagénesis quimica; y/o
(b) mutagénesis por radiacion.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la bacteria es: (a) una
bacteria Gram-positiva, opcionalmente seleccionada entre Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium y Neisseria
gonorrhoeae; o (b) una bacteria Gram-negativa, opcionalmente seleccionada entre: Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumanii, Escherichia coli, cepas ST131 de E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae,
Enterobacter aerogenes y Neisseria gonorrhoeae.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores: (a) en el que las bacterias se cultivan
del grupo merodiploide en la etapa (c) inoculando medio de crecimiento con 107 a 10° por ejemplo,
aproximadamente 108, ufc del grupo merodiploide; y/o (c) en el que, en la etapa (c) se producen al menos dos
cultivos de ensayo, un cultivo en ausencia de antibiético y un cultivo en presencia de antibiético, por ejemplo, a una
concentracion de aproximadamente 1 a aproximadamente 4 x MIC.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la distribucion de las
inserciones de transposones entre cultivos de ensayo se compara secuenciando el ADN adyacente o cercano al sitio
de insercion de transposon, opcionalmente en el que: (a) la secuenciacion del ADN adyacente o cercano al sitio de
insercion comprende la amplificacién selectiva de uniones transpos6n-ADN bacteriano; y/o (b) la secuenciacion
comprende bioquimica de secuenciacion por sintesis (SBS); y/o (c) se secuencian aproximadamente 25, 50, 75, 100
0 més de 100 pares de bases de ADN adyacente o cercano al sitio de insercion; y/o (d) el ADN secuenciado es 5'
y/o 3' al sitio de insercion.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende adicionalmente la
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etapa de asignar una funcién esencial a dicho gen esencial putativo mediante: (a) comparacion de secuencia con
uno o0 mas genes esenciales de dicha bacteria, por ejemplo, en la que dicho gen o genes esenciales se identifican
por secuenciacién del sitio de insercion dirigida de transposoén; y/o (b) determinacién de que no es gen resistente a
antibidticos, por ejemplo, en el que la etapa de determinacion comprende identificar un gen con resistencia
antibiética por secuenciacion del sitio de insercion dirigida de transposén usando un transposon que se inactiva en la
insercion.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el uno o mas genes
esenciales de la etapa (b) se proporcionan: (a) en ADN lineal, por ejemplo, fragmentos de ADN genémico de dicha
bacteria; o (b) en un vector de expresion, opcionalmente: (i) en un vector de expresién de integracion que se inserta
en el cromosoma bacteriano después de la transformacién; o (ii) en un vector de expresion de Unica copia o bajo
numero de copias que se mantiene de forma estable extracromosémicamente después de la transformacion, por
ejemplo, en el que el vector de expresidon es una combinacion de plasmidos que contienen fragmentos del
cromosoma nativo de dicha bacteria o un cromosoma artificial bacteriano (BAC).

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que uno o mas genes esenciales
de la etapa (b): (a) comprenden todos o un subconjunto definido de los genes esenciales de dicha bacteria; y/o (b)
comprenden al menos 10, al menos 20, al menos 50, al menos 100, al menos 150, al menos 200, al menos 250 o al
menos 300 genes esenciales de dicha bacteria; y/o (c) se proporcionan por un método que comprende identificar
uno o mas genes esenciales de dicha bacteria por secuenciacién del sitio de insercién dirigida de transposoén; y/o (d)
se seleccionan entre los genes implicados en:

i. la division celular; y/o

ii. la replicacion de ADN (por ejemplo, polimerizacién o superhelicidad); y/o

iii. la transcripcion (por ejemplo cebado, elongacién y/o terminacién); y/o

iv. la traslacion (por ejemplo, genes que codifican componentes ribosomales, genes implicados en el inicio,
elongacion y/o liberacién); y/o

v. las rutas biosintéticas (por ejemplo, metabolismo de peptidoglicanos y/o acidos grasos).

vi. Adicion plasmidica (por ejemplo, mantenimiento en la bacteria de secuencias plasmidicas)

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que en la etapa (b) el mutante
AbR: (a) se transforma simultaneamente con el uno 0 mas genes esenciales de dicha bacteria y el transposén; o (b)
se transforma en primer lugar con el transposon y después con el uno o mas genes esenciales de dicha bacteria; o
(c) se transforma en primer lugar con el uno o0 mas genes esenciales de dicha bacteria y después con el transposén,
opcionalmente en el que en la etapa (b) el mutante AbR se transforma en primer lugar con un elemento
extracromosomico (por ejemplo, un plasmido o BAC) que comprende: (i) uno o0 mas genes esenciales de dicha
bacteria; y(ii) una 0 mas secuencias de repeticion de transposoén; y después se transforma (por ejemplo, por
conjugacion con una bacteria donante) con un plasmido de suministro de transposén que comprende: (i) un gen que
codifica una transposasa; e (ii) sitios de reconocimiento de transposasa de repeticion invertida; en el que la una o
mas secuencias de repeticion de transposon del elemento extracromosémico confieren inmunidad de transposon
contra el transposén suministrado por el plasmido de suministro de transposon.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, que comprende adicionalmente las etapas
de:

(a) generar un grupo de bacterias mutantes por mutagénesis por transposones con un transposén de
activacion (TnA), en el que el TnA comprende un promotor de tal forma que la insercién del transpos6n en
el ADN bacteriano aumenta la transcripcion de un gen en o cerca del sitio de insercion;

(b) cultivar bacterias del grupo de mutantes en presencia de diferentes cantidades de dicho antibiético para
producir dos o mas cultivos de ensayo; y

(c) comparar la distribucion de inserciones de Tna entre los cultivos de ensayo para identificar un gen
esencial putativo que sirve como una diana de dicho antibidtico en dicha bacteria.
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Lecturas CIP por gen (escala logaritmica)

Lecturas Ctrl2 o CIP2 por gen (escala logaritmica)
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