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DESCRIPCIÓN

Difocinas y métodos de utilización de las mismas

Campo de la invención5

Esta solicitud se refiere generalmente a la identificación y aislamiento de una agrupación de genes suficiente para
producir una bacteriocina, y más específicamente, una bacteriocina de elevado peso molecular de tipo R que
destruye Clostridium difficile, y a los métodos para alterar su especificidad bactericida, producirla y utilizarla.

10
Antecedentes de la invención

Clostridium difficile es una bacteria aerobia obligada, formadora de esporas, gram positiva que es un patógeno
destacado para los seres humanos y otros mamíferos (Bartlett et al., 1977, Bartlett et al., 1979; Keel et al., 2007;
Sunenshine & McDonald, 2006). La secuencia completa del genoma de C. difficile R20291 está disponible en la15
Base de Datos EMBL (número de acceso EBI EM_PRO:FN545816). A bajas densidades C. difficile puede residir
inocuamente en el tracto gastrointestinal (GI) de los mamíferos, pero tras la expansión, frecuentemente como
resultado de los antibióticos administrados que reducen las bacterias comensales, la bacteria C. difficile produce
exotoxinas suficientes para causar un abanico de enfermedades que van desde una enfermedad diarreica leve a
una colitis pseudo-membranosa característica, mortal, particularmente en seres humanos de edad avanzada y otros20
con co-morbilidades significativas (Bartlett, 2002).

Debido a que las esporas formadas por este patógeno se diseminan ampliamente y son difíciles de erradicar o
inactivar en hospitales y centros de cuidados crónicos, la probabilidad de que los pacientes sean colonizados por C.
difficile aumenta bruscamente al entrar en dicha instalación (Bartlett, 2007). De hecho, una cepa relativamente25
nueva de C. difficile que es una cepa bacteriana toxigénica hipervirulenta de C. difficile, BI/NAP1/027, que causa una
enfermedad grave en situaciones de brote masivo, ha sido documentada recientemente (Spigaglia et al., 2002,
Pépin et al., 2004, McDonald et al., 2005, Muto et al., 2005, Loo et al., 2005, Belmares et al., 2009). La incidencia de
C. difficile (CDAD) en niños, anteriormente con bajo riesgo, también ha aumentado sustancialmente (Benson et al.,
2007; Zilberberg et al., 2010).30

La eliminación del patógeno profilácticamente en portadores asintomáticos o sujetos colonizados mediante la
administración de antibióticos está fuertemente contraindicada debido al alto riesgo de inducir enfermedades
asociadas con C. difficile.

35
Se han descrito bacteriocinas de tipo R elaboradas por bacterias gram negativas y han sido desplegadas por tales
bacterias para eliminar otras cepas gram negativas competitivas, incluso en algunas circunstancias otras especies o
géneros de bacterias gram negativas (Kageyama et al., 1964; Kageyama et al 1964a; Kingsbury, D, 1966; Blackwell
y Law, 1981; Blackwell et al., 1982; Campagnari et al., 1994; Strauch et al., 2001; Jabrane et al., 2002). Se ha
descrito la fusión de regiones de unión a la placa basal (BPAR) de piocinas de tipo R a dominios de unión a40
receptores heterólogos (RBD), dando como resultado la creación de nuevas piocinas de tipo R con nuevas
especificidades bactericidas para bacterias gram negativas (Williams et al., 2008; Scholl et al., 2009).

Otras bacteriocinas de elevado peso molecular o bacteriocinas de tipo R se han descrito en bacterias gram positivas
(Coetzee et al., 1968; Thompson y Pattee, 1981; Zink et al., 1995). Sin embargo, se sabe mucho menos sobre las45
estructuras de la bacteriocina de elevado peso molecular de tipo R producidas por bacterias gram positivas. Pero si
bien éstas han sido descritas, ninguna se ha caracterizado a un nivel genético o se ha manipulado de una manera
propicia o necesaria para desarrollar un agente útil. Se han descrito bacteriocinas de elevado peso molecular para 2
especies de Clostridium, botulinum y perfringens (Ellison y Kautter, 1970; Anastasio et al., 1971; Nieves et al., 1981).
No se ha descrito ninguna que sea producida por C. difficile o que elimine C. difficile.50

Compendio de la invención

Esta invención se basa en el aislamiento de todo el locus genético o de una agrupación genética que codifica las
bacteriocinas de tipo R específicas de C. difficile (denominadas en la presente memoria "difocinas") que son55
bactericidas frente a otras cepas de C. difficile; la expresión de la agrupación de genes de difocina y la producción
de difocinas en bacterias aerobias; y el descubrimiento de que el marco de lectura abierto (ORF) 1374 de la
agrupación de genes de difocina determina el espectro bactericida de esa difocina frente a cepas de C. difficile. Esta
invención proporciona un medio práctico para alterar la especificidad de las difocinas por medio ingeniería genética
para producir nuevas difocinas y para fabricar y administrar directa o indirectamente difocinas para eliminar C.60
difficile del tracto gastrointestinal (GI) de animales colonizados, incluyendo seres humanos. La administración de
difocinas puede tratar o prevenir el desarrollo de la infección por C. difficile y de enfermedades asociadas sin dañar,
como hacen los antibióticos tradicionales, las bacterias GI comensales tan necesarias para una buena salud.
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De acuerdo con la presente invención, se proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que codifica la
bacteriocina de elevado peso molecular de tipo R (epm) descrita en la presente memoria, en donde la molécula de
ácido nucleico codifica una bacteriocina de epm de tipo R en la que el polipéptido del dominio de unión al receptor
nativo (RBD) se ha sustituido por un polipéptido RBD codificado por una secuencia de polinucleótidos heteróloga de
otra cepa de C. difficile o por un polipéptido RBD codificado por una secuencia de polinucleótidos heteróloga de un5
bacteriófago que infecta C. difficile, y en donde el polipéptido RBD de reemplazo crea una bacteriocina modificada
con un espectro bactericida diferente del creado por el polipéptido RBD nativo y en donde la bacteriocina de epm de
tipo R comprende:

(a) polipéptidos de los SEQ ID NO: 4-16, 18 y 19; o
(b) polipéptidos de los SEQ ID NO: 66-80; o10
(c) polipéptidos que tienen una identidad de al menos 80% con (a) o (b).

Se describen moléculas de ácido nucleico aisladas que codifican bacteriocinas de elevado peso molecular (epm) de
tipo R. Se describen moléculas de ácido nucleico aisladas que codifican bacteriocinas de elevado peso molecular
(epm) de tipo R, en donde la molécula de ácido nucleico es de un genoma de una cepa de Clostridium difficile, y en15
donde la bacteriocina de epm de tipo R comprende un polipéptido que es idéntico en al menos 80% a un
polipéptido seleccionado del grupo que consiste en los SEQ ID NO: 4-16, 18, 19 y 66-80, y la bacteriocina de epm
de tipo R tiene un dominio de unión al receptor (RBD) que se une a un receptor de al menos otra cepa de C. difficile
y por lo tanto tiene actividad bactericida contra la otra cepa o las otras cepas de C. difficile.
En una realización de la molécula de ácido nucleico aislada de la invención, además del polipéptido RBD heterólogo20
de reemplazo, la bacteriocina de epm de tipo R comprende secuencias de aminoácidos idénticas en al menos 90% a
los SEQ ID NO: 4-15. En realizaciones particulares, la molécula de ácido nucleico es de un genoma de una cepa de
Clostridium difficile seleccionada del grupo que consiste en Cd4, Cd16, Cd19108, Cd19123, Cd19126, Cd19145, y el
Núm. de Acceso ATCC 43593. En algunas realizaciones, la cepa es Cd16 y la molécula de ácido nucleico incluye el
SEQ ID NO: 1 o la cepa es Cd4 y la molécula de ácido nucleico incluye el SEQ ID NO: 6125

En otra realización de la invención, se proporcionan bacteriocinas de tipo R aisladas codificadas por una molécula
de ácido nucleico de la invención. En un aspecto, las bacteriocinas de tipo R se expresan en una bacteria productora
aerobia.

30
En otra realización de la invención, se proporciona una bacteriocina de elevado peso molecular (epm) de tipo R
aislada que tiene actividad bactericida, en donde la bacteriocina comprende una bacteriocina de tipo R de
Clostridium difficile, en la que el polipéptido del dominio de unión al receptor nativo (RBD) ha sido reemplazado por
un polipéptido RBD heterólogo de otra cepa de C. difficile o por un polipéptido RBD heterólogo de un bacteriófago
que infecta un C. difficile, en donde el polipéptido RBD de reemplazo crea una bacteriocina modificada con un35
espectro bactericida diferente del creado por el RBD nativo, y en donde el polipéptido de la región de unión a la
placa basal (BPAR) es idéntico en al menos 80% a un polipéptido compuesto por 50 o más aminoácidos contiguos
de los SEQ ID NO: 16 ó 78. Se describen bacteriocinas de peso molecular elevado (epm) de tipo R aisladas que
tienen actividad bactericida, en donde la bacteriocina de epm de tipo R incluye una región de unión a la placa basal
(BPAR) de una primera cepa de una primera especie de bacterias del género Clostridium, y un dominio de unión al40
receptor (RBD) de una segunda cepa de la primera especie, o de una segunda especie del género Clostridium o de
un bacteriófago que infecta una especie de Clostridium, o una forma modificada de un RBD, en donde la
bacteriocina tiene actividad bactericida contra al menos una cepa de Clostridium difficile. Se describe que BPAR
puede ser de una primera cepa de Clostridium difficile y el RBD es de una segunda cepa de Clostridium difficile o de
un bacteriófago que infecta Clostridium difficile. Se describe que BPAR puede ser idéntica en al menos 80% al45
segmento correspondiente de uno o más de los SEQ ID NO: 16, 54-56 y 78. En otras realizaciones, el RBD es
idéntico en al menos 80% al segmento correspondiente de uno o más de los SEQ ID NO: 17 y 49-56. Se describe
que BPAR puede ser idéntica en al menos 80% a un polipéptido que contiene 50 o más aminoácidos contiguos de
los SEQ ID NO: 16 ó 78 o que contiene 50 o más aminoácidos contiguos de los SEQ ID NO: 54-56.

50
En otra realización de la invención, se proporcionan casetes de expresión que contienen una molécula de ácido
nucleico de la invención. Los casetes de expresión pueden estar contenidos dentro de un vector de expresión, tal
como un plásmido, o pueden estar contenidos dentro del cromosoma de una célula productora. En algunas
realizaciones, el casete de expresión contiene un promotor heterólogo unido operativamente a la molécula de ácido
nucleico que codifica la bacteriocina de tipo R. El promotor puede ser inducible, reprimible o constitutivamente activo.55
En un aspecto, el promotor es inducible; en otro aspecto, el promotor es reprimible. En algunas realizaciones, el
promotor es inducido añadiendo o eliminando un inductor, represor o des-represor de molécula pequeña. En un
aspecto, el promotor es inducido por un inductor o des-represor de molécula pequeña. En un aspecto particular, la
expresión del casete se regula por medio de un gen recA unido operablemente que codifica una proteína RecA
constitutivamente activa y bajo el control de un promotor heterólogo que responde a un inductor o des-represor de60
molécula pequeña.

En otra realización más de la invención, se proporcionan células productoras que contienen los casetes de expresión
de la invención. El casete de expresión puede estar contenido en un vector de expresión episomal dentro de la
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célula productora. Alternativamente, las células productoras pueden contener dentro de su cromosoma una molécula
de ácido nucleico o casete de expresión de la invención. En ciertas realizaciones, la célula productora es una
bacteria anaerobia no patógena y no obligada. En algunas realizaciones, la bacteria anaerobia no patógena y no
obligada es una especie de un género de bacterias seleccionadas del grupo que consiste en Bacillus, Lactobacillus,
y Listeria. En ciertas realizaciones, la bacteria anaerobia no patógena y no obligada es del género Bacillus. En5
algunos aspectos, la bacteria es Bacillus subtilis. En un aspecto particular, el B. subtilis carece de la agrupación de
genes PBSX. En otra realización, la célula productora es una bacteria anaerobia obligada pero no patógena.

En otra realización más de la invención, se proporcionan métodos para producir una bacteriocina de epm de tipo R
de la invención. El método incluye la exposición de una célula productora que contiene una secuencia de ácido10
nucleico de la invención unida operablemente a un promotor inducible o des-reprimible sensible a un agente inductor
o represor, al agente a una concentración eficaz para inducir la expresión de la bacteriocina de tipo R y purificar la
bacteriocina de tipo R expresada. En algunas realizaciones, la molécula de ácido nucleico que codifica la
bacteriocina de tipo R es heteróloga para el genoma de la célula productora. En aspectos particulares, la molécula
de ácido nucleico está contenida dentro del cromosoma de la célula productora o está contenida en un vector de15
expresión extracromosómico dentro de la célula productora. En ciertas realizaciones, la célula productora es una
bacteria anaerobia no patógena y no obligada. En algunas realizaciones, la bacteria anaerobia no patógena y no
obligada es una especie de un género de bacterias seleccionadas del grupo que consiste en Bacillus, Lactobacillus,
y Listeria. En ciertas realizaciones, la bacteria anaerobia no patógena y no obligada es del género Bacillus. En
algunos aspectos, la bacteria es Bacillus subtilis. En un aspecto particular, el B. subtilis no es lisado cuando se20
induce la producción de la bacteriocina de tipo R. En un aspecto adicional, el B. subtilis carece de la agrupación de
genes PBSX.

En una realización adicional de la invención, se proporcionan métodos in vitro para eliminar Clostridium difficile, una
bacteria patógena. El método incluye poner en contacto la bacteria patógena con una bacteriocina de tipo R de la25
invención, por medio de lo cual la bacteriocina de tipo R se une y elimina la bacteria patógena.

En otra realización de la invención se proporciona una bacteriocina de tipo R de la invención para su uso en
métodos de tratamiento o prevención de una infección por Clostridium difficile causante de enfermedad en un
animal, en donde el método incluye la administración de una cantidad bactericida de una bacteriocina de tipo R de la30
invención directamente a un animal que lo necesita, la administración del agente indirectamente mediante la
administración de células productoras o la administración de esporas de la bacteria C. difficile  que producen
difocinas naturales pero que han sido modificadas genéticamente para no producir toxinas. En realizaciones
particulares, se proporciona una célula productora de la invención para su uso en el tratamiento de una infección por
Clostridium difficile en un animal, en donde el tratamiento comprende la administración a un animal que lo necesita35
de una cantidad de una célula productora de la invención para producir una cantidad bactericida de la bacteriocina,
tratando de ese modo la infección. En un aspecto, el ácido nucleico que codifica la bacteriocina está bajo el control
de un promotor lac y se administra lactosa al animal. En algunas realizaciones, el animal es un mamífero. En un
aspecto, el mamífero es un ser humano.

40
Breve descripción de los dibujos

La Figura 1 proporciona las secuencias de ácidos nucleicos o aminoácidos de los SEQ ID NO: 1-80.
Figura 2. Actividad bactericida de las difocinas en productos aislados de C. difficile. Los números indicadores
de las cepas se muestran a lo largo de la parte superior de las matrices; las cepas marcadas con asterisco son45
cepas NAP1/027/BI. Las identidades de las fuentes de C. difficile  de las difocinas sometidas a ensayo se
muestran a lo largo de los bordes izquierdos. Las cepas se adquirieron de LC Fortier (4 y 16), ATCC (43593), o
RM Alden Research Lab, Culver City, CA.
La Figura 3 muestra una micrografía electrónica de barrido de dif16. Obsérvense los apéndices de fibra de la
cola de tipo flor.50
La Figura 4 muestra una fotografía de los resultados de un ensayo de dilución única de dif4 sobre la cepa diana
Cd19135. La difocina purificada se diluyó en serie 10 veces y se aplicaron alícuotas de 5 μl de las diluciones
sobre un césped de la bacteria C. difficile diana. Después de una incubación anaerobia a 37°C durante la
noche, la eliminación de la difocina se indicó por el aclaramiento del crecimiento sobre el césped.
La Figura 5 muestra una fotografía de una SDS-PAGE teñida con plata de preparaciones de dif4 ("4") y dif1655
("16") tanto filtradas ("F") como no filtradas ("UF"). Las flechas indican bandas que fueron escindidas e
identificadas por espectrometría de masas.
La Figura 6 muestra un esquema de la agrupación de genes de difocina de Cd630 y Cd16. El locus consistió en
los ORF que codificaban proteínas estructurales y proteínas de ensamblaje estructurales típicas de un aparato
de la cola de un fago Myoviridae, ORF1362 a ORF1375, indicados debajo del mapa. Flanqueando estos genes60
se encontraban genes que codificaban supuestas proteínas reguladoras de tipo fago. Las flechas inferiores
indican la dirección en la que se transcriben los ORF y las supuestas funciones de los ORF se indican por
encima del mapa.
La Figura 7 es una imagen de los ensayos de dilución única de dif16 producida por Bacillus subtilis BDR123-
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488 (sector 1) y BDR123-491 (sector 2) sometidos a ensayo sobre un césped de la cepa 19099 de C. difficile.
La Figura 8 proporciona los resultados de un análisis ClustalW de secuencias de aminoácidos parciales (SEQ
ID NO: 81-86, respectivamente, en orden de aparición) codificadas por el gen ORF 1374 de cada una de las 5
cepas de C. difficile que producían difocinas activas. Debajo de cada fila de secuencias alineadas el "*"
representa las identidades de aminoácidos en esa posición codificada por los 5 genes, el ":" representa5
aminoácidos muy similares en esa posición codificada por los 5 genes, y el "." representa aminoácidos algo
similares en esa posición codificada por los 5 genes; y el blanco en una posición dada en el alineamiento de
secuencias no representa ninguna similitud de aminoácidos codificada por los 5 genes.
La Figura 9 es una imagen de los ensayos de una sola dilución de "Dif4" producida por BDR123-580 y "Dif 4-
16". Esta última fue producido por Bacillus subtilis BDR123-587 en el que el orf1374 de dif4 (SEQ ID NO: 49)10
se cambió a orf1374 de dif16 (SEQ ID NO: 17). Estas dos difocinas producidas por B. subtilis fueron sometidas
a ensayo sobre céspedes de las cepas 19137 y 19145, como se indica. La especificidad de la eliminación por
"Dif 4-16" se ha cambiado de la de dif4 a la de dif16.

Descripción detallada de la invención15

Definiciones

Según se utiliza en la presente memoria, una "bacteriocina de elevado peso molecular (epm) de tipo R" también se
conoce simplemente como una "bacteriocina de tipo R" e incluye piocinas, difocinas, monocinas, enterocoliticinas,20
meningocinas u otras bacteriocinas de elevado peso molecular (epm) de tipo R relacionadas estructural o
genéticamente con la  Familia de bacteriófagos myoviridae. Una bacteriocina de tipo R incluye versiones modificadas
de piocinas de piocinas, difocinas, enterocoliticinas, monocinas y meningocinas de tipo R, (Williams et al., Strauch et
al., 2001; Kingsbury, 1966; Zink et al., 1995).

25
El término "difocina", según se utiliza en la presente memoria, se refiere a una bacteriocina de elevado peso
molecular de tipo R aislada de o derivada de Clostridium difficile e incluye partículas nativas obtenidas de C. difficile
así como partículas obtenidas a través de la expresión de la agrupación de genes de difocina en una célula
productora no natural. Una difocina también puede ser una partícula modificada genéticamente comprendida por
polipéptidos codificados por genes derivados de una o más cepas de C. difficile, e idénticos en 80% o más a uno o30
más polipéptidos de los SEQ ID NO: 2-23, 49 y 62-80.

Una bacteriocina de tipo R de la invención puede ser termolábil, resistente a ácidos suaves, resistente a tripsina,
sedimentable por centrifugación a aproximadamente 65.000 xg, y resolvible por medio de microscopía electrónica
(Kageyama et al., 1962; Bradley, 1967; Daw et al., 1996; Jabrane et al., 2002; Fortier et al., 2007). En muchos35
casos, una bacteriocina de tipo R modificada genéticamente descrita en la presente memoria tiene una o más, en
cualquier combinación, de estas propiedades. Una propiedad adicional común a las bacteriocinas de tipo R descritas
en la presente memoria es que no contienen ácido nucleico y por lo tanto presentan una replicación deficiente de tal
manera que no pueden reproducirse después o durante la eliminación de una bacteria diana, como pueden hacer
muchos bacteriófagos. Son simplemente proteínas, no organismos.40

Las bacteriocinas de tipo R descritas en la presente memoria son moléculas complejas que comprenden
subunidades de múltiples proteínas o polipéptidos y se asemejan a las estructuras de cola de bacteriófagos de la
familia Myoviridae. En las bacteriocinas de tipo R naturales, las estructuras de las subunidades están codificadas por
el genoma bacteriano tal como el de C. difficile o P. aeruginosa y forman bacteriocinas de tipo R que sirven como45
defensas naturales contra otras bacterias (Kageyama, 1975). Una bacteria diana sensible puede ser eliminada
típicamente por una sola molécula de bacteriocina de tipo R (Kageyama et al., 1964; Kageyama et al., 1964a; Morse
et al., 1980; Strauch et al., 2001).

Una "bacteria diana" o "bacterias diana" se refieren a una bacteria o bacterias que están unidas por una bacteriocina50
de tipo R de la descripción y/o cuyo crecimiento, supervivencia o replicación son inhibidos de este modo. En algunas
realizaciones, la bacteria diana es del género Clostridum. En realizaciones particulares, la bacteria es Clostridium
difficile. En un aspecto, se elige como diana más de una cepa de C. difficile. Las cepas ejemplares de C. difficile
incluyen pero no se limitan a NAP1/BI/ribotipo 027, así como las enumerados en la Figura 2.

55
El término "inhibición del crecimiento" o variaciones del mismo se refieren a la disminución o detención de la
velocidad de la división de una célula bacteriana o al cese de la división celular bacteriana o a la muerte de la
bacteria o bacterias.

Según se utilizan en la presente memoria, un "ácido nucleico" o una "molécula de ácido nucleico" se refieren60
típicamente a polímeros de desoxirribonucleótidos o ribonucleótidos (puros o mixtos) en forma de hebra sencilla o
doble. El término puede abarcar ácidos nucleicos que contienen análogos de nucleótidos o residuos o enlaces de
cadena principal modificada, que son sintéticos, naturales y no naturales, que tienen propiedades de unión,
estructurales o funcionales similares a las del ácido nucleico de referencia y que se metabolizan de una manera
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similar a los nucleótidos de referencia. Los ejemplos de tales análogos incluyen, sin limitación, fosforotioatos,
fosforamidatos, metilfosfonatos, metilfosfonatos quirales, 2-0-metilribonucleótidos y ácidos péptido-nucleicos (PNA).
El término ácido nucleico puede, en algunos contextos, utilizarse indistintamente con gen, ADNc, ARNm,
oligonucleótido y polinucleótido.

5
Una secuencia de ácido nucleico concreta también abarca variantes modificadas conservativamente de la misma
(tales como sustituciones de codones degenerados) y secuencias complementarias, así como la secuencia
explícitamente indicada. Específicamente, las sustituciones de codones degenerados se pueden lograr generando
secuencias en las que la tercera posición ("tambaleo") de uno o más codones seleccionados (o todos) está sustituida
con residuos de bases mixtas y/o desoxiinosina. De este modo, una secuencia de ácido nucleico que codifica una10
secuencia de proteína descrita en la presente memoria también abarca variantes modificadas de la misma como se
describe en la presente memoria.

El término "segmento", según se utiliza en la presente memoria en referencia a una secuencia de aminoácidos, se
refiere a una secuencia contigua de aminoácidos que puede tener 10, 12, 15, 20, 25, 50 ó 100 residuos de15
aminoácidos de longitud.

Según se utiliza en la presente memoria, el término "heterólogo", cuando se utiliza en referencia a porciones de una
secuencia de proteína o de ácido nucleico, indica que la secuencia comprende dos o más subsecuencias que no se
encuentran normalmente en la misma relación entre sí que en la naturaleza. En un ejemplo, las secuencias20
heterólogas provienen de diferentes especies de bacterias. En otro ejemplo, las secuencias heterólogas son de
diferentes cepas de la misma especie de bacterias. En un aspecto, las secuencias heterólogas son de diferentes
cepas de C. difficile. En otro aspecto, las secuencias heterólogas son de una bacteria y un bacteriófago o de una
bacteria y una secuencia sintética no natural de ADN.

25
Los términos "polipéptido", "péptido" y "proteína" se utilizan típicamente de manera indistinta en la presente memoria
para referirse a un polímero de residuos de aminoácido. Los aminoácidos pueden ser referidos en la presente
memoria por sus símbolos de tres letras comúnmente conocidos o por los símbolos de una letra recomendados por
la Comisión de Nomenclatura Bioquímica IUPAC-IUB.

30
Los factores de virulencia son aquellas moléculas que contribuyen a la patogenicidad de un organismo pero no
necesariamente a su viabilidad general. Tras la pérdida de un factor de virulencia, el organismo es menos patógeno
pero no necesariamente menos viable. Los factores de virulencia pueden tener cualquiera de las numerosas
funciones, por ejemplo, regulación de la expresión génica, suministro de adherencia o movilidad, suministro de una
toxina, inyección de una toxina, bombeo de agentes antibióticos, o formación de recubrimientos protectores35
incluyendo biopelículas.

Los factores de adaptabilidad son aquellas moléculas que contribuyen a la viabilidad general, la tasa de crecimiento
o la competitividad del organismo en su entorno. Al perder un factor de adaptabilidad, el organismo es menos viable
o competitivo y debido a este compromiso, indirectamente menos patógeno. Los factores de adaptabilidad también40
pueden poseer una cualquiera de las numerosas funciones, por ejemplo, adquisición de  nutrientes, iones o agua,
formación de componentes o protectores de membranas celulares o paredes celulares, replicación, reparación o
mutagenización de ácidos nucleicos, suministro de defensa frente a u ofensa hacia insultos ambientales o
competitivos.

45
El término "célula productora" según se utiliza en la presente memoria se refiere a una célula que es capaz de
producir o expresar una molécula de ácido nucleico codificante de difocina y que no contiene naturalmente dicha
molécula de ácido nucleico. La célula productora puede ser capaz de sobrevivir y crecer en presencia de oxígeno y
está transformada con un vector que contiene una molécula de ácido nucleico que codifica la difocina, que puede
estar integrado en el cromosoma de la célula productora o puede ser episomal. La célula productora puede ser una50
bacteria gram positiva. En ciertas realizaciones, la célula productora puede ser una bacteria del género Bacillus,
Lactobacillus, Clostridium, o Listeria. En algunas realizaciones, la bacteria es una especie del género Bacillus
seleccionada del grupo que consiste en subtilis, amyloliquefaciens, y megaterium. En un aspecto, la bacteria es
Bacillus subtilis. En un aspecto particular, la célula productora es una cepa de B. subtilis que carece de la 
agrupación de genes PBSX. En otras realizaciones, la bacteria es una especie del género Lactobacillus55
seleccionado del grupo que consiste en acidophilus, casei, y bulgaricus. En otras realizaciones más, la bacteria es
Listeria inocua. En otra realización, la célula productora no patógena puede ser Escherichia coli o del género
Clostridium.

Descripción detallada de los modos de poner en práctica la descripción60

Las bacteriocinas de tipo R aisladas de C. difficile tienen actividad bactericida.

Para someter a ensayo la actividad bactericida, se prepararon los productos lisados de dos cepas de C. difficile Cd4
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y Cd16 (de LC Fortier) haciendo crecer las células hasta la fase semi-log bajo condiciones anaerobias estrictas
desde el principio hasta el fin y exponiendo a continuación el cultivo a 3 μg/ml de mitomicina C. Después de lisar las
células bacterianas, los productos lisados se concentraron y se purificaron mediante centrifugación a alta velocidad
(véase el Ejemplo 1). Se demostró mediante microscopía electrónica que estas composiciones contenían partículas
de fago sin cabeza concentradas (Figura 3). Después de la concentración y la purificación, se evaluaron las 5
preparaciones para determinar la actividad bactericida mediante un método de placa de reacción mediante el cual se
aplicaron muestras a un césped superpuesto de la bacteria C. difficile diana, bajo condiciones anaerobias estrictas.
Dado que la mayoría de bacteriocinas de tipo cola de fago suelen dirigirse a cepas diferentes de las bacterias
productoras, se sometieron a ensayo las cepas diana que consistían inicialmente en un panel de 29 productos 
aislados clínicos de C. difficile. Después de una incubación durante la noche, se examinaron las placas para detectar10
la presencia de actividad destructora, como se indica mediante un aclarado en el césped de las bacterias C. difficile
donde se aplicaron los materiales purificados. La Figura 4 muestra un análisis típico de difocina de Cd4 (dif 4)
aplicada sobre la cepa Cd19135 de C. difficile.

Dif4 (difocina de Cd4) y dif16 (difocina de Cd16) demostraron diferentes espectros bactericidas basados en los 15
análisis de placas de reacción (Figura 2). Dif4 mostró actividad bactericida sobre 10 de 29 cepas aisladas de C.
difficile, mientras que dif16 tuvo actividad contra 8 de 29 cepas. Hubo cierta superposición de cepas susceptibles a
ambas difocinas, pero las dos difocinas tenían espectros bactericidas distintos. Las difocinas de Cd108 y Cd 43593
tuvieron espectros de destrucción muy similares y destruyeron al menos 9 de las 10 cepas hipervirulentas
NAP1/027/BI en el panel de 29 productos aislados de C. difficile. Cuando se sometió a ensayo adicionalmente,20
dif43593 destruyó los 18 productos aislados NAP1/027/BI independientes adicionales. Por lo tanto, dif43593
destruye las 28 cepas sometidas a ensayo de C. difficile NAP1/027/BI, Figura 2.

Identificación del locus de difocina
25

Las partículas de difocina, aisladas y purificadas a partir de la cepa Cd4, se desnaturalizaron, y los componentes de
la proteína se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida - dodecil sulfato de sodio (SDS PAGE) y se
detectaron mediante tinción con plata (Figura 5). Se cortaron dos bandas individuales, -200 kD y ~40 kD, y se
analizaron por espectrometría de masas. Se encontró que los péptidos de la banda de 40 kD coincidían con los
productos previstos de dos marcos de lectura abierta (ORF) de C. difficile codificados en varias cepas de C. difficile30
para las que se han secuenciado los genomas completos, incluyendo la cepa de referencia Cd630 (Núm. de Acceso 
GenBank NC_009089.1). El primero de ellos fue el ORF 1363 (SEQ ID NO: 5), una proteína de tipo fago de 39.192
Dalton. El segundo polipéptido predominante en esta banda correspondía al ORF 1371 (SEQ ID NO: 14), una
proteína de la placa basal de tipo fago de 39.565 Dalton. Dado que estas proteínas eran coincidentemente muy
cercanas en peso molecular, migraban en la misma banda de SDS PAGE. La banda de 200 kD produjo un35
polipéptido dominante que correspondía a una porción del extremo C del ORF 1374 (SEQ ID NO: 17),
inmediatamente aguas abajo de los otros dos ORF de tipo fago.

Dado que estos ORF se cartografiaban en muy estrecha proximidad dentro del genoma Cd630, se analizó la región 
circundante. Se encontró un elemento de tipo profago entre las bases 1574593 y 1596384, que incluye los ORF40
1360A - 1379 (Figura 6 y SEQ ID NO: 1 - 23). De particular importancia fue que los genes estructurales codificados
en esta región correspondían sólo a los componentes de la estructura de la cola de un fago Myoviridae típico; no se
encontraron genes para la cápside, proteína de ensamblaje de la cápside, o proteínas del portal. También estaba
ausente cualquier ORF que codificara la supuesta maquinaria de replicación del ADN o de empaquetamiento del
ADN. Por lo tanto, este locus fue coherente con el de una bacteriocina de tipo R (de tipo cola de fago Myoviridae).45
Flanqueando los genes estructurales se encontraban diversos ORF que codificaban supuestas proteínas
reguladoras de tipo fago. Dado que varios ORF de este locus codificaban polipéptidos encontrados en las partículas
de difocina y dado el hecho de que la agrupación de genes se asemejaba a la de una bacteriocina de tipo-R, los 
autores de la presente invención asignaron el locus de difocina a esta región.

50
Los genes estructurales fueron codificados sobre una hebra y transcritos en la misma dirección. La organización de
los genes se asemejó a la de los genes de las piocinas de tipo R y muchos fagos Myoviridae. Varias de las proteínas
estructurales mostraron similitud de secuencia con respecto a los bacteriófagos C. difficile conocidos incluyendo los
fagos Φ119 y ΦC2 (Goh et al., 2007; Govind et al., 2006). La cepa de C. difficile Cd630 también era conocida por
codificar dos profagos intactos, ambos los cuales eran conocidos por ser inducibles (Goh et al., 2007). Varios de los55
ORF de difocina tenían similitud de secuencia con el profago 1 y 2 de la cepa Cd630 de C. difficile, lo que sugiere
que estos fagos Myoviridae C. Difficile y las difocinas comparten ancestros comunes.

De particular importancia fue el ORF 1374 (SEQ ID NO: 17) de la difocina. Este gen codificó un polipéptido grande
que se encontraba inmediatamente aguas abajo del ORF 1373, SEQ ID NO: 16, una ubicación en la agrupación que60
indicaba que el ORF 1374 formaba parte de la fibra de cola de la bacteriocina de tipo R, es decir, un dominio de
unión al receptor (RBD). Dado que las micrografías electrónicas de lo que se han designado difocinas revelaron una
estructura de tipo flor grande en la región de fibra de la cola, era evidente que esta estructura comprendía una
proteína grande. El ORF 1373 codificaba la región de anclaje a la placa basal, BPAR, de la fibra de cola de la 
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difocina y parecía ser una forma truncada del ORF 1373 análogo en fagos de C. difficile que codifica el RBD así
como la BPAR, dado que tales fagos carecen de un ORF 1374. De este modo, las fibras de cola de las difocinas
naturales se componen de dos proteínas, ORF1373 y ORF1374, que forman una fibra de cola unida, mientras que
los bacteriófagos de C. difficile tienen una fibra de cola compuesta por una única proteína, un ORF1373 algo más
largo que proporciona las funciones de BPAR y RBD. Con este conocimiento, los ácidos nucleicos que codifican el 5
ORF1373 (SEQ ID NO: 16) o el ORF1374 (SEQ ID NO: 17) se emplearon en la presente memoria como sustratos
desde los cuales diseñar nuevas funciones de especificidad de RBD.

Las difocinas están muy extendidas en productos aislados de C. difficile
10

Se sometió a ensayo una serie de productos aislados clínicos independientes de C. difficile para determinar la
capacidad de producir partículas de difocina que podrían tener diferentes espectros bactericidas. Los productos 
aislados clínicos Cd19123, Cd19145, Cd19126, Cd19108 (de RM Alden Research Laboratory, Culver City, CA) y
Cd43593 de ATCC fueron inducidos con mitomicina C en condiciones anaerobias estrictas, seguido de purificación y
concentración de las partículas que se produjeron. Los materiales purificados fueron luego aplicados por separado15
sobre céspedes de otras cepas de C. difficile en la colección clínica para detectar la actividad bactericida. Los
resultados mostraron que cada uno de estos productos aislados produjo partículas (difocinas denominadas dif123,
dif145, dif126, dif108 y dif43593 a partir de los productos aislados clínicos Cd19123, Cd19145, Cd19126, Cd19108 y
Cd43593 de ATCC, respectivamente) con diferentes espectros bactericidas (Figura 2). Dif108 y dif43593 tuvieron
espectros muy similares y amplios, mientras que la cepa Cd19145 produjo partículas con un estrecho espectro20
bactericida. Algunos productos aislados que se sometieron a ensayo para la inducción, incluyendo Cd19113 y
Cd19150, se lisaron después de la exposición a mitomicina, pero no produjeron partículas de difocina detectables.

Se reconoció en la presente memoria que la cepa de laboratorio Cd630 de genoma secuenciado codificaba un locus
de difocina; y, de hecho, este genoma se utilizó en la presente memoria para identificar los genes de difocina. Sin25
embargo, mientras que la cepa Cd630 se lisó después de la inducción con mitomicina C, no se produjeron partículas
de difocina detectables. En su lugar, se produjeron pequeñas cantidades de profago 1 y profago 2.

Identificación y clonación de una agrupación de difocina.
30

El Cd630 no produjo partículas de difocina detectables tras la inducción de la lisis por mitomicina C. Por 
consiguiente, se clonó la agrupación de genes de difocina de Cd16 en su lugar. Primero se obtuvo un borrador de
secuencia genómica de Cd16. Se identificó y se anotó un locus de difocina, análogo al de Cd630. La agrupación 
completa de genes de difocina de la cepa productora Cd16 se clonó (SEQ ID NO: 1) en un BAC y posteriormente se 
demostró que incluía todos los genes necesarios para producir una difocina activa en un microorganismo no35
patógeno y uno que no es un anaerobio obligado. C. difficile es una bacteria tanto patógena como anaerobia
obligatoria, lo que la convierte en una célula de producción poco práctica para las difocinas naturales o las difocinas 
modificadas por ingeniería de ADN recombinante. La agrupación de difocinas aisladas también puede ser
modificado por tecnología de ADN recombinante para que su expresión sea regulada por un promotor heterólogo
que responde a un inductor o des-represor de molécula pequeña no tóxico añadido al medio de cultivo o de40
inducción del microorganismo productor. Tales moléculas pequeñas incluyen pero no se limitan a tetraciclina,
anhidrotetraciclina, lactosa, arabinosa, xilosa y sus análogos no metabolizados, tales como IPTG para reemplazar la 
lactosa.

Difocinas45

Las difocinas son bacteriocinas de epm de tipo R aisladas de Clostridium difficile, que son bactericidas contra otras
cepas de C. difficile. Las difocinas se pueden aislar de cepas de C. difficile que se han hecho crecer en condiciones
anaerobias en presencia de mitomicina C. En algunas realizaciones, la difocina es de un producto aislado clínico de 
C. difficile Cd4, Cd16, Cd19123, Cd19145, Cd19126, Cd19108 o Cd43593 de ATCC (denominadas dif4, dif16,50
dif123, dif145, dif126, dif108 y dif43593, respectivamente). En un aspecto, la difocina es de Cd4; en otro aspecto la
difocina es de Cd16.

En otra realización de la invención, se proporcionan moléculas de ácido nucleico aisladas que codifican difocinas
derivadas del genoma del género de bacterias Clostridium. En la presente memoria se describen moléculas de ácido55
nucleico que contienen la agrupación de genes del SEQ ID NO: 1 o del SEQ ID NO: 61. En otros casos, la molécula
de ácido nucleico codifica una difocina que incluye uno o más polipéptidos seleccionados del grupo que consiste en
los SEQ ID NO: 2-23; 49, 62-80. En otras realizaciones más de la invención, la molécula de ácido nucleico codifica
una difocina que comprende polipéptidos de los SEQ ID NO: 4-16, 18 y 19; o polipéptidos de los SEQ ID NO: 66-80;
o polipéptidos que tienen una identidad de al menos un 80% con los polipéptidos de los SEQ ID NO: 4-16, 18 y 19 o60
polipéptidos de los SEQ ID NO: 66-80. En un caso, la molécula de ácido nucleico codifica los polipéptidos de los
SEQ ID NO: 2-23. En otro caso, la molécula de ácido nucleico codifica los polipéptidos de los SEQ ID NO: 49 y 62-
80.
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También se proporcionan difocinas variantes. Las difocinas variantes incluyen aquellas difocinas que tienen una
secuencia de aminoácidos que es idéntica en al menos 80% a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste
en los SEQ ID NO: 4-16, 18, 19 y 66-80. En otras realizaciones, la difocina variante tiene una secuencia de
aminoácidos que es idéntica en al menos 85%, 88%, 89%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o incluso 99% a un
polipéptido seleccionado del grupo que consiste en los SEQ ID NO: 4-16, 18, 19 y 66-80.5

En algunos casos, la difocina variante puede incluir una región de anclaje a la placa basal heteróloga (BPAR), en
donde la BPAR es idéntica en al menos 80% al segmento correspondiente de uno o más de los SEQ ID NO: 16, 54-
56 y 78; la BPAR es idéntica en al menos 85% al segmento correspondiente de uno o más de los SEQ ID NO: 16,
54-56 y 78, la BPAR es idéntica en al menos 89% al segmento correspondiente de uno o más de los SEQ ID NO:10
16, 54 - 56, y 78; la BPAR es idéntica en al menos 90% al segmento correspondiente de uno o más de los SEQ ID
NO: 16, 54-56 y 78; la BPAR es idéntica en al menos 95% al segmento correspondiente de uno o más de los SEQ
ID NO: 16, 54-56 y 78; la BPAR es idéntica en al menos 98% al segmento correspondiente de uno o más de los
SEQ ID NO: 16, 54-56 y 78; o la BPAR es idéntica en al menos 99% al segmento correspondiente de uno o más de
los SEQ ID NO: 16, 54-56 y 78.15

En otras realizaciones, la difocina variante puede incluir un dominio de unión al receptor (RBD) heterólogo, en donde
el RBD es idéntico en al menos 80% al segmento correspondiente de uno o más de los SEQ ID NO: 17 y 49-53, o
idéntico en al menos 80% a un polipéptido que contiene la región del dominio de unión al receptor (RBD) de un
polipéptido seleccionado del grupo que consiste en los SEQ ID NO: 54-56. En otra realización, el RBD es idéntico en 20
al menos 85% al segmento correspondiente de uno o más de los SEQ ID NO: 17 y 49-53, o idéntico en al menos
85% a un polipéptido que contiene la región del dominio de unión al receptor (RBD) de un polipéptido seleccionado
del grupo que consiste en los SEQ ID NO: 54-56. En otra realización, el RBD es idéntico en al menos 89% al
segmento correspondiente de uno o más de los SEQ ID NO: 17 y 49-53, o idéntico en al menos un 85% idéntico a
un polipéptido que contiene la región del dominio de unión al receptor (RBD) de Un polipéptido seleccionado del25
grupo que consiste en SEQ ID NO: 54-56. En otra realización, el RBD es al menos un 89% idéntico al segmento
correspondiente de uno o más de los SEQ ID NO: 17 y 49-53, o idéntico en al menos 89% a un polipéptido que
contiene la región del dominio de unión al receptor (RBD) de un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en
los SEQ ID NO: 54-56. En otra realización, el RBD es idéntico en al menos 90% al segmento correspondiente de
uno o más de los SEQ ID NO: 17 y 49-53, o idéntico en al menos 90% a un polipéptido que contiene la región del30
dominio de unión al receptor (RBD) de un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en los SEQ ID NO: 54-56.
En otra realización, el RBD es idéntico en al menos 95% al segmento correspondiente de uno o más de los SEQ ID
NO: 17 y 49-53, o idéntico en al menos 95% a un polipéptido que contiene la región del dominio de unión al receptor
(RBD) de un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en los SEQ ID NO: 54-56. En otra realización, el RBD
es idéntico en al menos 98% al segmento correspondiente de uno o más de los SEQ ID NO: 17 y 49-53, o idéntico 35
en al menos 98% a un polipéptido que contiene la región del dominio de unión al receptor (RBD) de un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste en los SEQ ID NO: 54-56. En otra realización, el RBD es idéntico en al menos
99% al segmento correspondiente de uno o más de los SEQ ID NO: 17 y 49-53, o idéntico en al menos 99% a un
polipéptido que contiene la región del dominio de unión al receptor (RBD) de un polipéptido seleccionado del grupo
que consiste en los SEQ ID NO: 54-56. En algunas realizaciones, la región del dominio de unión al receptor (RBD)40
comprende desde el residuo de aminoácido 51 al residuo carboxi-terminal de los SEQ ID NO: 54, 55, o 56.

En otra realización, las difocinas pueden ser modificadas genéticamente para que tengan espectros bactericidas
alterados fusionando la cola del fago RBD al producto del ORF 1373 de la difocina. Aunque el ORF 1374 codifica el
determinante del espectro primario o RBD de las difocinas naturales, esta proteína muy grande forma complejo con 45
la proteína ORF 1373, y la proteína ORF 1373 proporciona la BPAR, es decir, une el RBD de la proteína ORF 1374
a la estructura de la placa basal de la difocina. El ORF 1373 es análogo a, y comparte identidad de secuencia de
aminoácidos con, los genes de fibra de la cola de bacteriófagos Myoviridae tales como ΦCD2 (SEQ ID NO: 54),
ΦCD119 (SEQ ID NO: 55) y ΦCD27 (SEQ ID NO: 56), así como con las fibras de cola de las piocinas de tipo R. El
ORF 1373 (p. ej., SEQ ID NO: 16 u 78) de las difocinas comparte una identidad de secuencia significativa,50
particularmente en los primeros 160 aminoácidos de la porción N-terminal o BPAR, con las fibras de cola del fago 
myoviridae C. difficile, ΦCD2 (SEQ ID NO: 54). Las fibras de cola del fago son, sin embargo, más largas que la
proteína ORF 1373 de la difocina y contienen un RBD C-terminal para reconocer sus dianas bacterianas. Las
proteínas ORF 1373 de las difocinas no contienen este último dominio, cuya función RBD ha sido reemplazada por
un polipéptido separado, codificado por ORF1374. Por lo tanto, el ORF 1374 se puede suprimir por completo de la55
agrupación de difocina y un RBD de una fibra de cola de fago, tal como el de ΦCD2, se puede fusionar con la BPAR
de difocina, codificada por ORF 1373, generando de este modo una difocina que tiene una fibra de cola de fago y
por consiguiente, un espectro bactericida relacionado con la gama de anfitriones del fago donante. De forma
importante, debido a que las regiones de homología de la secuencia de aminoácidos entre las fibras de cola del fago 
C. difficile y la proteína ORF 1373 permiten fusiones funcionales exitosas entre las dos, se pueden seleccionar60
variantes de la gama de anfitrión a partir de fagos de C. difficile mutagenizados o no mutagenizados que pueden ser
fuentes de nuevos RBD para la creación de difocinas modificadas con nuevos espectros bactericidas.
En una realización de una difocina modificada, se proporciona una difocina en la que el RBD ha sido reemplazado
por un RBD de otra cepa de C. difficile o por un RBD de un bacteriófago que infecta C. difficile. En un ejemplo, la
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molécula de ácido nucleico comprende una secuencia que codifica los SEQ ID NO: 16 ó 78 pero no contiene el
correspondiente RBD nativo (es decir, la secuencia que codifica los SEQ ID NO: 17 ó 49, respectivamente); en su
lugar, el RBD nativo se reemplaza por una secuencia heteróloga que codifica un RBD. En realizaciones particulares,
la molécula de ácido nucleico contiene una secuencia heteróloga que codifica un dominio de unión al receptor (RBD)
de una bacteriocina de tipo R de una cepa diferente de C. difficile. En un aspecto, la molécula de ácido nucleico5
contiene una secuencia que codifica los SEQ ID NO: 16 ó 78 y una secuencia que codifica un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste en los SEQ ID NO: 49-53 o la región de unión al receptor de un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste en los SEQ ID NO: 54-56. En otro aspecto, la molécula de ácido nucleico está
compuesta por una secuencia que codifica los SEQ ID NO: 2-16 y 18-23 o los SEQ ID NO: 62-80 y una secuencia
heteróloga que codifica un RBD de un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en los SEC ID NO: 17 y 49-10
56.

En otros casos de una difocina modificada, se puede reemplazar el RBD de la difocina por una forma modificada de
un RBD nativa. Un "RBD nativo" se refiere a un RBD que tiene una secuencia de aminoácidos que es idéntica a un
RBD aislado o clonado a partir de una cepa de C. difficile o de un bacteriófago que infecta C. difficile. Los RBD15
nativos ilustrativos de una serie de cepas de C. difficile incluyen los SEQ ID NO: 17 y 49-53. Los RBD nativos
ilustrativos de bacteriófagos que infectan C. difficile incluyen los SEQ ID NO: 54-56 (p. ej., desde el residuo de
aminoácido 51 al residuo carboxi terminal). En algunos casos, un RBD modificado incluye un cambio en la secuencia
de aminoácidos del RBD con respecto a un RBD nativo. Los ejemplos no limitantes de un cambio en la secuencia de
aminoácidos incluyen sustitución, inserción (o adición), o deleción de uno o más aminoácidos. En otros casos, una20
difocina incluye una sustitución con, o inserción de, un RBD derivado de un organismo que diversifica la estructura
desplegando un Retroelemento Generador de Diversidad (DGR), como se describe en la Solicitud de Patente
publicada US 2006-0121450, publicada el 8 de Jun. de 2006.

En algunos casos, la forma modificada tiene un espectro bactericida que es diferente del de un RBD no modificado o25
nativo correspondiente. En casos particulares, la forma modificada es idéntica en al menos 80% al RBD nativo. En
otros casos, el RBD tiene una secuencia de aminoácidos que es idéntica en al menos del 85%, 88%, 89%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, o incluso 99% a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en los SEQ ID NO: 17 y
49-53 o la región de unión al receptor de un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en los SEQ ID NO: 54-
56 y el RBD modificado tiene un espectro bactericida que es diferente del de un RBD no modificado o nativo 30
correspondiente.

Bacterias diana

Las cepas de Clostridium difficile aisladas de los pacientes varían ampliamente por electroforesis en gel de campo 35
pulsado y en su patogenicidad. Las cepas BI/NAP1 o de ribotipo 027 que hiperproducen toxinas son particularmente
virulentas como resultado de haber perdido la función del gen tcdC que regula negativamente el nivel de expresión
de la toxina A y la toxina B (McDonald et al., 2005).

De hecho, se ha demostrado que las cepas de C. difficile que albergan un alelo mutante específico del gen tcdC se40
propagan epidémicamente dentro y entre los centros de salud. Estas cepas epidémicas y altamente virulentas son
bacterias diana especialmente importantes que podrían eliminarse profilácticamente del tracto GI de los pacientes
portadores por aplicación oral de difocinas antes o poco después del comienzo de la terapia antibiótica tradicional.
Las bacterias C. difficile que producen niveles de tipo salvaje de toxinas A y B son también importantes patógenos
diana, ya que también son potencialmente letales, particularmente para pacientes mayores de 50 años o con45
comorbilidades (Bartlett JG, 2002).

Factores de virulencia o accesibilidad accesibles a la superficie de redireccionamiento tales como las proteínas de la
capa S, prevalentes en cepas de C. difficile, ya sean hiperproductoras o no, ofrecen un medio atractivo para obligar
a tales patógenos a comprometer su virulencia o adaptabilidad si emergen como resistentes a la bacteriocina de tipo50
R dirigida. Debido a la alta especificidad del RBD de las difocinas, los organismos distintos de C. difficile no
representan una diana, una ventaja distinta y poderosa de las difocinas ya que no causarán daño colateral a las
bacterias comensales de las bacterias del tracto gastrointestinal necesarias para la función normal y la buena salud 
del GI.

55
Una "infección" hace referencia al crecimiento de bacterias, tal como en un sujeto o tejido o célula no bacteriana, en
donde las bacterias podrían causar realmente o potencialmente una enfermedad o un síntoma en el sujeto, tejido o
célula no bacteriana. El tratamiento de una infección puede incluir el tratamiento profiláctico con sustancias,
materiales, células productoras, o esporas de bacterias C. difficile destoxificadas capaces de producir difocinas tales
como dif43593. Los ejemplos no limitantes de los objetos tratados incluyen órganos, tejidos y células donados;60
equipo médico, como un respirador o una máquina de diálisis; o heridas, tales como las producidas durante o
después de la cirugía. Otros usos incluyen la eliminación de bacterias diana que pueden causar problemas después
de un crecimiento adicional. En realizaciones adicionales, se utiliza una bacteriocina de epm para tratar alimentos,
plantas o partes cosechadas de plantas con infecciones o contaminaciones bacterianas, o para tratar incidencias
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ambientales de las bacterias diana, tales como en un entorno hospitalario o comercial.

Según se describe en la presente memoria, se puede utilizar una bacteriocina antibacteriana de tipo R para inhibir el
crecimiento, la supervivencia o la replicación de una bacteria particular. La bacteria puede ser una cepa patógena o
perjudicial para el medio ambiente, o se puede tratar de una manera profiláctica. Un microorganismo patógeno5
generalmente causa enfermedad, a veces sólo en circunstancias particulares.

Preparación y uso de difocinas

Las difocinas son partículas de aproximadamente 10 millones de dalton y por lo tanto pueden aislarse y purificarse10
mediante centrifugación diferencial, filtración diferencial, separaciones bifásicas acuosas, precipitación con
polietilenglicol (PEG) y/o cromatografía de intercambio iónico para crear agentes antibacterianos orales de calidad
biofarmacéutica. Se ha encontrado que las bacteriocinas de tipo R son estables a la congelación-descongelación y
se pueden secar por pulverización para crear formulaciones estables.

15
En algunas realizaciones de la invención, se proporcionan métodos para producir una bacteriocina de epm de tipo R.
El método incluye exponer una célula productora a una secuencia de ácido nucleico que codifica una bacteriocina de
epm de tipo R unida operablemente a un promotor inducible sensible a un agente inductor a una concentración que
provoca la expresión de la bacteriocina de tipo R y purificar la bacteriocina de tipo R. En un aspecto, la bacteriocina
de elevado peso molecular (epm) de tipo R contiene uno o más polipéptidos seleccionados del grupo que consiste20
en los SEQ ID NO: 2-23 o SEQ ID NO: 49 y 62-80. La molécula de ácido nucleico es heteróloga para el ácido
nucleico natural de la célula productora y puede estar contenida en el cromosoma de la célula productora o puede
estar contenida en un vector de expresión episomal.

Como potentes agentes antibacterianos dirigidos, se utilizarán difocinas para eliminar, o descolonizar, C. difficile del25
tracto GI inferior de los seres humanos y otros animales con el fin de prevenir CDAD. Los animales y los seres
humanos tratados con antibióticos de amplio espectro tienen un alto riesgo de desarrollar CDAD potencialmente letal
si han sido colonizados por C. difficile. La descolonización es una utilidad particularmente atractiva de las difocinas
debido a su ahorro de la microbiota GI saludable. Además, las difocinas se pueden administrar directa o
indirectamente a través de células productoras administradas o esporas de bacterias C. difficile destoxificadas30
capaces de producir difocinas para reducir la carga de patógenos en CDAD aguda y/o reducir la alta incidencia o
recurrencia o recaída de CDAD después del tratamiento satisfactorio por otras modalidades.

Modos de administración
35

Las bacteriocinas de tipo R se inactivan a un pH 4,0 o inferior, la acidez de un estómago alimentado que funciona 
normalmente y del duodeno superior. Sin embargo, las difocinas deben atravesar el tracto GI superior para alcanzar
los patógenos bacterianos elegidos como diana que colonizan predominantemente el tracto gastrointestinal inferior.
Por lo tanto, las difocinas se pueden formular mediante uno o varios métodos conocidos que protegen un agente
vulnerable del ácido y las proteasas del tracto GI superior y suministrar dicho agente en estado activo al tracto GI40
superior distal o tracto GI inferior. Además, los animales pueden ser tratados con antihistamínicos tales como
cimetidina o inhibidores de la bomba de protones para prevenir la acidulación del estómago antes de la
administración oral de bacteriocinas de tipo R. De este modo, la administración oral de difocinas adecuadamente
formuladas, células productoras capaces de producir difocinas, o esporas de bacterias C. difficile destoxificadas 
productoras de difocina a seres humanos o animales con estómagos normales o a aquéllos en los que la acidulación45
ha sido evitada farmacéuticamente, permitirá el suministro a la porción colonizada del intestino y, de este modo,
posibilitará la eficacia. Basándose en el tiempo de tránsito intestinal, la frecuencia de la administración oral directa o
indirecta de difocinas para descolonizar personas o animales asintomáticos puede ser cada 6, cada 12, cada 18,
cada 24 horas, semanalmente o mensualmente. Las difocinas también se pueden administrar a pacientes con
CDAD, o recientemente "curados" de CDAD, a frecuencias iguales o mayores. Particularmente para la gestión de50
CDAD activo, las difocinas se pueden formular y administrar directa o indirectamente por el recto mediante
supositorio, enema o perfusión colónica.

Se puede administrar una difocina modificada de la invención a cualquier sujeto afectado, diagnosticado como
aquejado o sospechoso de padecer una infección o contaminación por bacterias susceptibles a la difocina. Los 55
ejemplos no limitantes de tal sujeto incluyen especies animales (mamíferos, reptiles, anfibios, aviares y peces), así
como insectos, plantas y hongos. Los ejemplos representativos y no limitantes de especies de mamíferos incluyen
seres humanos; primates no humanos; especies agrícolas relevantes tales como el ganado vacuno, cerdos, cabras y
ovejas; roedores, tales como ratones y ratas; mamíferos de compañía, exhibición o exposición, tales como perros,
gatos, cobayas, conejos y caballos; y mamíferos de trabajo, tales como perros y caballos. Los ejemplos60
representativos y no limitantes de especies aviares incluyen pollos, patos, gansos y pájaros de compañía o para 
espectáculo, tales como loros y periquitos. Un sujeto animal tratado con una difocina modificada genéticamente de la
descripción puede ser también un cuadrúpedo, un bípedo, un animal acuático, un vertebrado o un invertebrado,
incluyendo insectos.
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En algunas realizaciones, el sujeto a tratar es un niño humano u otro animal joven que todavía tiene que alcanzar la
madurez. Por tanto, la descripción incluye el tratamiento de afecciones pediátricas que comprenden infección con
bacterias u otro microorganismo susceptible a una difocina de la descripción.

5
La descripción también proporciona el tratamiento o la prevención de una infección oportunista, tal como la
resultante de un crecimiento no deseable de bacterias que están presentes en la flora microbiana de un sujeto
humano o de un animal no humano. Una infección oportunista puede ser el resultado de una condición
inmunosuprimida en un sujeto o el resultado de un tratamiento antibiótico que altera la flora comensal del tracto
genitourinario (GU) o gastrointestinal (GI). Así, la descripción también proporciona el tratamiento o la profilaxis de10
sujetos inmunosuprimidos y sujetos expuestos a otros agentes farmacéuticos. Se puede utilizar una difocina con su
actividad antibacteriana combinada con otro agente antibacteriano o antimicrobiano, tal como un antibiótico o un
agente antifúngico como ejemplos no limitantes. Un "agente antimicrobiano" es un agente o compuesto que se
puede utilizar para inhibir el crecimiento de, o para destruir, organismos unicelulares. Los agentes antimicrobianos
incluyen antibióticos, agentes quimioterapéuticos, anticuerpos (con o sin complemento), inhibidores químicos de la 15
síntesis o las funciones del ADN, ARN, proteínas, lípidos o la pared celular.

En algunas realizaciones, las difocinas, las células productoras o las esporas de bacterias C. difficile destoxificadas
capaces de producir difocinas se formulan con un excipiente, recubrimiento entérico o portador " farmacéuticamente
aceptables". Tal componente es aquel que es adecuado para su uso con seres humanos, animales, y/o plantas sin20
efectos secundarios adversos indebidos. Los ejemplos no limitantes de efectos secundarios adversos incluyen
toxicidad, irritación y/o respuesta alérgica. El excipiente o portador es típicamente uno que sea proporcional a una
relación beneficio/riesgo razonable. Los portadores farmacéuticamente adecuados no limitantes incluyen soluciones,
suspensiones y emulsiones acuosas o no acuosas estériles. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, excipientes
farmacéuticos convencionales tales como una solución salina tamponada con fosfato, agua, emulsiones tales como25
emulsión de aceite/agua, y diversos tipos de agentes humectantes. Los ejemplos de disolventes no acuosos son
propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales como aceite de oliva, y ésteres orgánicos inyectables tales
como oleato de etilo. Los portadores acuosos incluyen agua, soluciones alcohólicas/acuosas, emulsiones o
suspensiones, incluyendo solución salina y medio tamponado. Los vehículos parenterales incluyen solución de
cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, solución de Ringer con lactato añadido o aceites30
fijos. Los vehículos intravenosos incluyen reponedores de líquidos y nutrientes, reponedores de electrolitos (tales
como los basados en dextrosa de Ringer), y similares.

La formulaciones y composiciones farmacéuticas adicionales descritas en la presente memoria comprenden una
difocina aislada específica para un patógeno bacteriano; una mezcla de dos, tres, cinco, diez, o veinte o más35
difocinas diferentes, células productoras o esporas de bacterias C. difficile destoxificadas capaces de producir
difocinas que se dirigen al mismo patógeno bacteriano; y una mezcla de dos, tres, cinco, diez o veinte o más que se
dirigen a diferentes patógenos bacterianos o diferentes cepas del mismo patógeno bacteriano.

Opcionalmente, una composición que comprende una difocina o células productoras de la descripción puede ser40
también secada por pulverización o liofilizada utilizando medios bien conocidos en la técnica. La reconstitución y el
uso subsiguientes se pueden poner en práctica como es sabido en el campo.

Una difocina se utiliza típicamente en una cantidad o concentración que es "segura y eficaz", que se refiere a una
cantidad que es suficiente para producir una respuesta terapéutica deseada sin efectos secundarios adversos45
indebidos como los descritos anteriormente. También se puede utilizar una difocina en una cantidad o concentración
que es "terapéuticamente eficaz", que se refiere a una cantidad eficaz para producir una respuesta terapéutica
deseada, tal como, pero sin limitarse a, una cantidad eficaz para reducir la velocidad de división celular bacteriana, o
causar el cese de la división celular bacteriana, o causar la muerte o disminuir la tasa de crecimiento de la población
de bacterias. La cantidad segura y eficaz o la cantidad terapéuticamente o profilácticamente eficaz variarán con50
diversos factores pero pueden ser determinadas fácilmente por el experto en la técnica sin experimentación
indebida. Los ejemplos no limitantes de los factores incluyen la afección particular que se está tratando, el estado 
físico del sujeto, el tipo de sujeto tratado, la duración del tratamiento, la naturaleza de la terapia concurrente (si
existe) y las formulaciones específicas empleadas.

55
Habiendo descrito ahora en general el objeto de la invención, el mismo se entenderá más fácilmente haciendo
referencia a los siguientes ejemplos que se proporcionan a modo de ilustración, y no se pretende que sean
limitativos de la descripción, a menos que se especifique lo contrario.

Ejemplos60

1. Determinación de la actividad bactericida de las difocinas
Se hicieron crecer cultivos de C. difficile en condiciones anaerobias estrictas en una cámara ambiental de Forma
Scientific con una atmósfera de CO2 al 10%, H2 al 10%, N2 al 80%. Todos los medios, tampones y placas se
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redujeron en esta atmósfera durante al menos 24 horas antes de su uso. Los cultivos fueron aplicados en estrías
sobre placas de agar selectivas para C. difficile (BD Diagnostics, BBL Cat. 222228), y se incubaron a 37°C durante
dos días. Estas placas se almacenaron en condiciones anaerobias a continuación a la temperatura ambiente como 
soluciones de partida.

5
Para inducir difocinas, se hicieron crecer bacterias C. difficile en cultivos líquidos utilizando medio de Brucella (Difco)
a 37ºC sin agitación. A una DO600 de aproximadamente 0,2, se añadió mitomicina C a una concentración final de 3
µg/ml. Los cultivos se incubaron después durante 3 - 16 horas. La lisis bacteriana se detectó mediante un
aclaramiento visual del cultivo.

10
Los cultivos se eliminaron de la cámara anaeróbica, y los desechos celulares se eliminaron por centrifugación a
5.000 x g. Los sobrenadantes se hicieron pasar a continuación a través de un filtro de jeringa de acetato de celulosa
de 0,2 μm. El producto filtrado se centrifugó a 90.000 x g durante 2 horas para sedimentar las partículas de difocina.
Los sedimentos se resuspendieron en Tris 10 mM pH 7,5, NaCl 50 mM, manitol al 3% en un volumen de cultivo
original de 1/50.15

Las cepas diana se hicieron crecer en caldo Brucella durante la noche a 37°C. Se añadieron volúmenes de cultivo
de 100 μl a 5 ml de agar de recubrimiento Brucella, reducido, templado (agar al 0,5%), se vertieron sobre una placa 
de agar Brucella (agar al 1,5%) y se dejaron reposar. Se aplicaron muestras de 5 μl de las preparaciones de difocina
sobre las placas y se dejaron secar al aire (aproximadamente 30 minutos). Las placas se incubaron después20
anaeróbicamente a 37ºC durante la noche. La actividad bactericida se determinó por un aclaramiento, o falta de
crecimiento bacteriano, en la posición o el punto donde se aplicó una muestra al césped.

2. Clonación del locus de difocina Cd16
25

Se obtuvo una secuencia del borrador del genoma de la cepa de C. difficile Cd16 mediante el análisis de 454
secuencias instrumentales de ADN genómico. Se identificó el locus o la agrupación de dif16 completo (SEQ ID NO:
1) por comparación con la cepa Cd630 (véase más arriba).

Preparación de un vector BAC de cadena principal. El vector de partida fue pETcoco1 (Novagen). Este se modificó30
para eliminar los dos sitios XhoI con los cebadores AV1419 (SEQ ID NO: 24) y AV1420 (SEQ ID NO: 25), que tienen
extremos BbsI. Para ello, se amplificó una región específica a partir del ADN de pETcoco1 con estos cebadores, y
posteriormente se cortó el producto de PCR con BbsI y se ligó de nuevo al fragmento del vector pETcoco1 más
grande que se había cortado previamente con XhoI. Esta ligación destruyó los dos sitios XhoI de pETcoco1. Este
último plásmido se modificó posteriormente mediante una estrategia similar para destruir los sitios EcoRI utilizando35
los cebadores AV1416 (SEQ ID NO: 26) y AV1245 (SEQ ID NO: 27). El vector resultante se denominó SW251.

Preparación de un vector pUC19 para que acepte fragmentos de la agrupación de difocina. El poliligador de pUC 19
(New England BioLabs) se modificó mediante digestión con EcoRI y HindIII y ligación en los oligos AV1372 (SEQ ID
NO: 28), AV1373 (SEQ ID NO: 29), AV1374 (SEQ ID NO: 30) y AV1375 (SEQ ID NO: 31). Esto cambió el poliligador40
a NotI-NheI-KpnI-XhoI-EcoRV-BstBI-BbsI-EcoRI-NsiI-SphI-BamHI-AscI. Esto fue denominado SW232.

Clonación de la agrupación de difocina en SW232. Tres fragmentos de la agrupación de difocina, SEQ ID NO 1, se
amplificaron individualmente por PCR a partir de ADN de Cd16. El fragmento 5' (SEQ ID NO: 32) se amplificó con
los cebadores 1368 (SEQ ID NO: 35) y 1289 (SEQ ID NO: 36), que tenían extremos Not1 y Xho1, respectivamente.45
El fragmento medio (SEQ ID NO: 33) se amplificó con los cebadores AV1288 (SEQ ID NO: 37) y AV1366 (SEQ ID
NO: 38), que tenían extremos Xho1 y EcoR1, respectivamente. El fragmento 3', SEQ ID NO: 34, se amplificó con los
cebadores AV1367 (SEQ ID NO: 39) y AV1300 (SEQ ID NO: 40), que tenían extremos EcoR1 y BamH1,
respectivamente. Estos tres fragmentos de PCR se clonaron por separado en SW232, y se denominaron SW241,
SW242 y SW243 para las porciones 5', media y 3', respectivamente.50

Clonación de la agrupación de difocina en el BAC SW251. Los tres fragmentos de la agrupación de difocina (en
SW241, SW242 y SW243), cada uno de los cuales ha sido ampliado por clonación en E coli y purificado, fueron 
escindidos de los vectores SW241, SW242 y SW243. SW241 se digirió con NotI y XhoI, SW242 se digirió con XhoI y
EcoRI, y SW243 se digirió con EcoRI y AscI. (Obsérvese que estos sitios AscI fueron parte del poliligador modificado55
SW232 descrito anteriormente).

Estos tres fragmentos se ensamblaron en SW251 que se digirió primero con NotI y AscI. El plásmido resultante se
denominó DG461 y contenía la agrupación completa de dif16. Este se amplificó en E coli.

60
Elaboración de un vector de integración de difocina para la expresión en B. subtilis. Se utilizó el vector de integración 
de B. subtilis, pDR111, que incluía partes del gen AmyE que flanqueaba una región de clonación/promotora y un gen
de resistencia a la espectinomicina.
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El poliligador pDR111 se modificó digiriendo el vector con HindIII y SphI y ligando en los oligos DG1 (SEQ ID NO:
41) y DG2 (SEQ ID NO: 42). Esto añadió sitios NotI y AscI a pDR111. La región que contenía la totalidad de la 
región delantera y trasera de amyE con el poliligador modificado se amplificó después usando los cebadores DG9
(SEQ ID NO: 43) y DG10 (SEQ ID NO: 44), que tienen ambos extremos BsaI. Este fragmento se ligó en los sitios
NotI y AscI de SW251 (dando como resultado la destrucción de los dos sitios) y se creó DG487. Obsérvese que5
había nuevos sitios NotI y AscI introducidos en DG487 por el poliligador modificado del inserto derivado de pDR111.

Tras la ampliación de DG487 en E coli, el fragmento NotI/AscI que contenía la agrupación de difocina de DG461 se
escindió después y se clonó en el sitio NotI/AscI de DG487. Este nuevo constructo fue denominado DG488 y fue el
vector utilizado para introducir toda la agrupación del gen de difocina en B. subtilis (abajo).10

3. Expresión de una agrupación de genes de difocina en Bacillus subtilis.

El productor natural de difocina es C. difficile, un anaerobio obligado. Si se expone incluso a trazas de oxígeno, las 
bacterias C. difficile esporulan y mueren enseguida. La posibilidad de generar incluso cantidades traza de difocinas a15
partir de C. difficile cultivado es laboriosa y ardua, y ciertamente la producción de cantidades de difocina útiles para
aplicaciones profilácticas o terapéuticas no es práctica bajo las estrictas condiciones anaerobias requeridas. Por
consiguiente, toda la agrupación de genes de difocina de C. difficile se identificó primero y luego se aisló mediante
clonación molecular y se introdujo la agrupación en una bacteria aerobia gram positiva, Bacillus subtilis, para la
modificación adicional y la producción por ingeniería genética.20

El vector de integración de Bacillus subtilis, DG488, se elaboró como se describe en el Ejemplo 2 y contenía todo el
locus de difocina de 22.827 bases (SEQ ID NO: 1). Este vector se utilizó para recombinar el locus de difocina en el
genoma de Bacillus subtilis.

25
La cepa receptora de Bacillus subtilis fue BDR123, que tenía un marcador de resistencia al cloranfenicol insertado
dentro del gen Amy. Cuando esta cepa se transformó con DG488, se produjo una recombinación entre las 
secuencias AmyE anteriores y posteriores en el vector y las secuencias AmyE genómicas. Esto dio lugar a la
inserción, en el genoma BDR123, de todas las secuencias entre las regiones de AmyE anteriores y posteriores de
DG488 incluyendo el locus de difocina y el gen de resistencia a espectinomicina. Los recombinantes satisfactorios30
eran resistentes a la espectinomicina pero se habían vuelto sensibles al cloranfenicol debido a la pérdida de ese
marcador genómico como resultado del evento de recombinación. Esta cepa de B. subtilis se denominó BDR123-
488.

Puesto que el locus de difocina completo se insertó en el vector DG488 (Ejemplo 2), también se insertó por lo tanto 35
en su totalidad en BDR123-488. Este locus de difocina insertado incluía todos los genes reguladores que se
requerían para la expresión normal en Clostridium, y los genes de partículas de difocina estructurales estaban bajo
control de estos genes y/o elementos reguladores. Debido a que Bacillus y Clostridium son bacterias relacionadas,
se pronosticó que estos elementos reguladores de difocina funcionarían en el fondo de Bacillus y, como en su
estado natural, serían inducidos por daño del ADN a través de un mecanismo mediado por RecA. De hecho, este fue40
el caso, y se indujo la producción de partículas de difocina en BDR123-488 por contacto con el agente perjudicial 
para el ADN mitomicina C y la destrucción de la cepa Cd19099, Figura 7.

Los genes reguladores de difocina (ORF 1359, 1360, 1361) se localizaron en la región 5' del locus en relación con
los genes estructurales. También había genes reguladores (ORF 1377 (SEQ ID NO: 20), 1378 (SEQ ID NO: 21) y45
1379 (SEQ ID NO: 23)) situados aguas abajo, 3' con respecto a los genes estructurales. Para eliminar estos últimos
genes reguladores se generó DG491 a partir de DG488 en una sola ligación de tres vías. Se elaboró un fragmento
de PCR a partir de DG488 mediante amplificación por PCR con los cebadores DG13 (SEQ ID NO: 45) y DG14 (SEQ 
ID NO: 46) y el otro mediante amplificación por PCR con los cebadores DG15 (SEQ ID NO: 47) y DG16 (SEQ ID NO:
48). Ambos fragmentos de PCR se digirieron con AscI y SphI. A continuación DG488 se digirió con SphI y los dos50
fragmentos de PCR digeridos se ligaron en el fragmento de vector grande de DG488 digerido con SphI para producir
DG491. DG491 se transformó en BDR123 (BDR123-491) para generar B. subtilis recombinante que contenía la 
agrupación de genes de difocina que carecía de los orfs1377 (SEQ ID NO: 20), 1378 (SEQ ID NO: 21) y 1379 (SEQ
ID NO: 23). La agrupación de difocina modificada que carecía de estos ORF expresaba difocinas activas tras la
exposición a mitomicina C (Figura 7), al igual que la agrupación de difocina de tipo salvaje en BDR123-488.55

4. Caracterización de secuencias que determinan el espectro bactericida a partir de múltiples difocinas.

Una comparación del locus de difocina Cd16 (SEQ ID NO: 1) con el de Cd630 así como de otras cepas de Cd que
se han secuenciado (QCD-66c26; QCD-23m63; QCD-32g58; QCD-63q42) y Cd4 (SEQ ID NO: 61) mostró que, con60
una excepción, todos los marcos de lectura abiertos (SEQ ID NO: 1 y 61) compartían una identidad de secuencia de
aminoácidos de 89-100%. La excepción fue el ORF 1374. Esta secuencia excepcional fue variable entre todas las
difocinas secuenciadas y, aunque de tamaño similar, compartía una identidad de secuencia de 30%. La posición del
ORF1374 dentro de la agrupación de difocina era compatible con la de un dominio de unión al receptor. Se
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determinaron las secuencias de los ORF1374 de las difocinas activas que se habían aislado y se encontró que estas
también tenían secuencias altamente variables (SEQ ID NO: 17, 49-53). Una comparación de estas secuencias se
muestra en la Figura 8. Además, los espectros de las difocinas aisladas (Figura 2) reflejaban las semejanzas o
disimilitudes de las secuencias de aminoácidos del ORF 1374, Figura 8. Por ejemplo, las secuencias del ORF 1374
de dif16 (SEQ ID NO: 17) y dif126 (SEQ ID NO: 52) diferían por sólo 1 aminoácido y sus espectros bactericidas eran5
casi idénticos. Mientras que las secuencias del ORF 1374 de dif16 (SEQ ID NO: 17) y dif108 (SEQ ID NO: 50)
diferían en 188 aminoácidos, y sus espectros bactericidas eran muy disimilares con poco solapamiento. Por esta
razón y porque el ORF 1374 fue la única proteína variable en la agrupación de genes, se concluyó que el ORF 1374
era el determinante de reconocimiento diana y el responsable del espectro único de cada difocina particular.

10
5. Clonación y expresión de Dif4 en B. subtilis.

El locus difocina 4 se clonó a partir de Cd4 por métodos similares a los de la difocina 16. Sin embargo, se requirieron
algunas modificaciones debido a la ausencia de un sitio EcoRI dentro de la agrupación de genes dif4, SEQ ID NO:
61. El plásmido SW251 (véase el Ejemplo 2 anterior) se modificó para que tuviera un sitio XhoI en el poliligador15
utilizando los oligos DG211, SEQ ID NO: 57 y DG212, SEQ ID NO: 58, para introducir sitios NotI y AscI,
respectivamente. Esto creó el vector DG577.

La acumulación de difocina del ADN de Cd4 se amplificó en tres fragmentos. El primer utilizó cebadores DG210
(SEQ ID NO: 59) y AV1288 (SEQ ID NO: 37) para introducir sitios XhoI y NcoI. El segundo utilizó cebadores DG20920
(SEQ ID NO: 60) y DG15 (SEQ ID NO: 47) para introducir sitios NcoI y AscI. Estos dos fueron clonados en DG577,
previamente cortado con XhoI/AscI para crear DG578. El tercer fragmento se amplificó utilizando AV1368 (SEQ ID
NO: 35) y AV1289 (SEQ ID NO: 36) para introducir sitios XhoI y NotI y se clonó en DG578, previamente cortado con
XhoI y NotI para crear DG579. Este último constructo que contenía la agrupación dif4 (SEQ ID NO: 61) era el
equivalente de DG491 para dif16, es decir, carecía de orf1377, orf1378 y orf1379, las secuencias reguladoras25
presumiblemente innecesarias aguas abajo de los genes estructurales para difocina. El vector de integración para
introducir la agrupación de dif4 en B. subtilis se elaboró tomando el fragmento NotI AscI de DG579 y clonándolo en
DG487 (véase el Ejemplo 2 anterior). Este plásmido construido fue DG580.

Para expresar dif4 en B. subtilis, se recombinó DG580, que contenía el locus dif4 sin orf1377-1379 (SEQ ID NO:30
61), en el genoma de Bacillus subtilis La cepa de Bacillus subtilis receptora fue BDR123, que tenía un marcador de
resistencia al cloranfenicol insertado dentro del gen AmyE. Cuando esta cepa se transformó con DG580, se produjo
la recombinación las secuencias de AmyE anteriores y posteriores en el vector y las secuencias de AmyE
genómicas. Esto dio lugar a la inserción, en el genoma BDR123, de todas las secuencias entre las regiones AmyE
anteriores y posteriores de DG580 incluyendo el locus de difocina y el gen de resistencia a espectinomicina. Los35
recombinantes satisfactorios eran resistentes a la espectinomicina pero se habían vuelto sensibles al cloranfenicol
debido a la pérdida de dicho marcador genómico como resultado del evento de recombinación. Esta cepa de B.
subtilis se denominó BDR123 - 580.

Este locus de dif4 integrado incluyó todos los genes reguladores requeridos para la expresión normal de difocina en40
C. difficile, y como se esperaba y como se mostró anteriormente para dif16 en B. subtilis, se indujo la producción de
partículas de dif4 en BDR123-580 por contacto con mitomicina C, Figura 9. De este modo, los presentes ejemplos
proporcionan la clonación de los loci genéticos tanto para dif4 como para dif16 y la expresión de cada uno en B.
subtilis, un ejemplo de una bacteria de producción aerobia no patógena.

45
6. Orf1374 determina los espectros bactericidas de las difocinas.

El Orf 1374 codifica un polipéptido grande pronosticado (~ 200 kDa) que se demostró por medio de espectrometría
de masas que formaba parte de la estructura de la difocina purificada. Cuando se comparan las agrupaciones de
genes de la difocina 16 y la difocina 4, la mayoría de los productos génicos, en particular aquellos que se preveía50
que eran componentes estructurales, eran casi idénticos a nivel de aminoácidos. La principal diferencia de la 
secuencia de aminoácidos entre las dos agrupaciones es el orf1374. Por esta razón y otras razones discutidas más
adelante, se especuló que este producto génico confería la especificidad de la diana de las difocinas. Para someter 
esto a ensayo, se sustituyó el Orf 1374 de dif4 (es decir, la secuencia que codifica el SEQ ID NO: 49) en DG580 por
el Orf 1374 de Cd16 (es decir, la secuencia que codifica SEQ ID NO: 17) para crear DG587. DG587 se integró en el55
genoma de B. subtilis BDR123 para preparar un recombinante BDR123-587, como el proporcionado anteriormente
para dif16 y dif4. El BDR123-587 resultante se expuso a mitomicina y el producto lisado se trató de modo que se
prepararan difocinas. Las partículas de difocina resultantes tenían actividad bactericida contra la cepa de C. difficile
19145, que era sensible a la difocina 16, y había perdido la capacidad de destruir la cepa 19137, que era sensible a
dif4 (Figura 9).60
Este experimento se perfeccionó aún más. La construcción de DG587 dio como resultado el Orf1373 que era una
quimera de Cd4 y Cd16. Se elaboró un constructo de modo que el Orf 1373 de DG587 se restauró para que fuera 
100% idéntico al Cd4 1373 original, SEQ ID NO: 78, creando así un constructo que era un reemplazo limpio sólo del 
Orf 1374, SEQ ID NO: 17. Este constructo se denominó DG603. Este constructo se integró en el genoma de B.
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subtilis BDR123 y se indujo con mitomicina C como se ha descrito anteriormente. Las partículas de difocina
resultantes tenían actividad bactericida contra las cepas 19099 y 19145 y perdieron la capacidad de destruir 19137.
De este modo, se determinó el espectro bactericida de las difocinas por la proteína codificada por el orf1374, y
cambiando el orf1374, cambiaba el espectro bactericida de la difocina, como se demuestra en la presente memoria.

5
7. Célula productora sin PBSX que no se lisa cuando se activa RecA.

El profago PBSX es ubicuo en Bacillus subtilis de tipo salvaje. Cuando es inducido, el profago es defectuoso ya que 
posee una estructura de cabeza atrofiada y contiene sólo pequeños fragmentos al azar de ADN. Está bajo el control
de RecA, por lo que es inducido por agentes dañinos para el ADN, p. ej. mitomicina C, y otras formas de estrés10
severo para la bacteria. Cuando es inducido, provoca la lisis de la bacteria y libera partículas de PBSX. Con el fin de
evitar la contaminación del medio de cultivo con partículas PBSX y eliminar la lisis de la bacteria productora Bacillus
subtilis cuando la expresión de las difocinas era regulada modificando la actividad de recA o dinR/lexA, la
agrupación de genes PBSX era eliminada de las bacterias Bacillus subtilis BDR11.

15
Se construyó PBSX desactivado siguiendo el procedimiento descrito por Liu et al. Brevemente, utilizando los
cebadores y las técnicas de PCR de extensión solapada utilizadas en el trabajo de Liu, se suprimió el gen araR de la
cepa parental BDR11 y se reemplazó por el gen de resistencia a la neomicina/kanamicina bajo el promotor de 
arabinosa de Bacilus, ParaA-neoR, para preparar la cepa BDG2. Esta deleción del gen araR fue confirmada por PCR y
por la atribución de resistencia a la kanamicina.20

A continuación, se elaboró un constructo de ADN para eliminar el propio locus PBSX. Para elaborar este constructo,
se empalmaron los siguientes cinco productos de PCR mediante PCR de extensión solapada en un producto
grande: 1 kb de la secuencia 5' del gen xylB, amplificado a partir de BDR11; 1 kb de la secuencia 3' del gen xylA
Gen, amplificado a partir de BDR11; un gen de resistencia a cloranfenicol, cat, amplificado a partir del plásmido25
pJW034; araR, amplificado a partir de BDR11; y finalmente, 1 kb de secuencia que contiene el gen xyloB,
amplificado a partir de BDR11. El producto de la PCR de extensión solapado se clonó en los sitios XmaI y SpeI de
pUC19. Este constructo se linealizó a continuación con SacII y se transformó en bacterias de la cepa BDG2, que se
sembraron en placas de agar LB con un suplemento de 5 μg de cloranfenicol/ml. Se recogieron las colonias de esta
placa y se patched sobre placas de agar LB con un suplemento de 5 μg de cloranfenicol/ml o 20 μg de30
kanamicina/ml. Las cepas que eran resistentes al cloranfenicol y sensibles a la kanamicina se cultivaron durante 4
horas en caldo LB sin selección de antibióticos y después se sembraron sobre placas de agar LB con un suplemento 
de 20 μg de kanamicina/ml. Las colonias que crecieron en estas placas se sometieron a ensayo mediante PCR de
colonias para detectar la presencia de genes PBSX. La deleción de la agrupación de genes PBSX se confirmó en la
cepa BDG 9 mediante la secuenciación de los productos de la PCR que abarcaba el sitio de los genes PBSX en la35
cepa wt BD123. Un análisis posterior demostró que, a diferencia de las cepas BD123 o BDG2 de Bacillus subtilis,
BDG9 no se lisaba ni producía partículas de PBSX en presencia de 3 μg de mitomicina C/ml.

La cepa de deleción de PBSX, BDG9, se transformó con el plásmido DG580, para crear BDG27. La integración de la
agrupación de difocina Cd4 fue confirmada por medio de resistencia a espectinomicina. Se desarrolló BDG27 y se40
indujo con mitomicina C como se ha descrito anteriormente. Después de 16 horas se recogieron las células y se
lisaron con BugBuster (Novagen) para abrir las células puesto que, sin PBSX, los autores de la presente invención, 
esperaban que las difocinas se acumulasen intracelularmente. Después de la lisis de las células con BugBuster, los
residuos fueron eliminados por centrifugación, y el sobrenadante se sometió a ensayo para determinar la actividad
bactericida contra la cepa 19137. La difocina producida por BDG27 mostró actividad frente a Cd19137 pero no frente 45
a Cd19099, demostrando así que la difocina 4 era producida en esta cepa no lítica, con PBSX suprimido.

El término "que comprende", que se usa indistintamente con "que incluye", "que contiene" o "caracterizado por", es
un lenguaje inclusivo o abierto y no excluye elementos o etapas de métodos adicionales o no citados. La expresión 
"que consistente en" excluye cualquier elemento, etapa o ingrediente no especificados en la reivindicación. La50
expresión "que consiste esencialmente en" limita el alcance de una reivindicación a los materiales o etapas
especificados y aquellos que no afectan materialmente a las características básicas y nuevas de la invención
reivindicada.
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34

<210> 6
<211> 142
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 6

10
<210> 7
<211> 148
<212> PRT
<213> Clostridium difficile

15
<400> 7

E11733719
11-04-2017ES 2 622 280 T3

 



35

<210> 8
<211> 55
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 8

10

<210> 9
<211> 817
<212> PRT15
<213> Clostridium difficile

<400> 9
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<210> 10
<211> 140
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 10

10
<210> 11
<211> 509
<212> PRT
<213> Clostridium difficile

15
<400> 11

E11733719
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<210> 125
<211> 108
<212> PRT
<213> Clostridium difficile
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<400> 12

<210> 13
<211> 1425
<212> PRT
<213> Clostridium difficile

<400> 13

10

E11733719
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<210> 14
<211> 350
<212> PRT
<213> Clostridium difficile

5
<400> 14

E11733719
11-04-2017ES 2 622 280 T3
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<210> 15
<211> 232
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 15

10

E11733719
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<210> 16
<211> 328
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 16

10

E11733719
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<210> 175
<211> 1725
<212> PRT
<213> Clostridium difficile
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<400> 17
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<210> 18
<211> 98
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 18

E11733719
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<210> 19
<211> 86
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 19

10
<210> 20
<211> 151
<212> PRT
<213> Clostridium difficile

15
<400> 20

E11733719
11-04-2017ES 2 622 280 T3
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<210> 21
<211> 139
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 21

10

E11733719
11-04-2017ES 2 622 280 T3
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<210> 22
<211> 69
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 22

10
<210> 23
<211> 132
<212> PRT
<213> Clostridium difficile

15
<400> 23

E11733719
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<210> 24
<211> 40
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético"10

<400> 24
tttcttgaag accatcgaag caccaccacc accaccactg                                                              40

<210> 2515
<211> 41
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>20
<221> fuente
<223>/nota = "Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético"

<400> 25
ttttttgaag acaatcgaag ggcttcgccc tgtcgctcga c                                                              4125

<210> 26
<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial30

<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético"

35
<400> 26
ttccttgaag acctaatttg gggcaatccc gcaaggag                                                                  38

<210> 27
<211> 3940
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente45

E11733719
11-04-2017ES 2 622 280 T3
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<223>/nota = "Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético"

<400> 27
ccccttgaag acccaatttc gtatggcaat gaaagacgg                                                                39

5
<210> 28
<211> 59
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

10
<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripción de la secuencia artificial: oligonucleótido sintético"

<400> 2815
aattgcggcc gcagctcgct agcggtacct cgaggatatc ttcgaagaag acacatccg                         59

<210> 29
<211> 36
<212> ADN20
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripción de la secuencia artificial: oligonucleótido sintético"25

<400> 29
aattccggga tgcatgcctc taggatccgg cgcgcc                                                                     36

<210> 3030
<211> 55
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>35
<221> fuente
<223>/nota = "Descripción de la secuencia artificial: oligonucleótido sintético"

<400> 30
agctggcgcg ccggatccta gaggcatgca tcccggaatt cggatgtgtc ttctt                                    5540

<210> 31
<211> 40
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial45

<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripción de la secuencia artificial: oligonucleótido sintético"

50
<400> 31
cgaagatatc ctcgaggtac cgctagcgag ctgcggccgc                                                          40

<210> 32
<211> 811955
<212> ADN
<213> Clostridium difficile

<400> 32
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<210> 33
<211> 7686
<212> ADN5
<213> Clostridium difficile

<400> 33

10
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<210> 34
<211> 7020
<212> ADN5
<213> Clostridium difficile

<400> 34

10
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71

<210> 35
<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

5
<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético"

<400> 3510
ttttttgcgg ccgcaatacc cactacacct tcgtc                                                                             35

<210> 36
<211> 26
<212> ADN15
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético"20

<400> 36
tatacatctc gagtcccatc tctttc                                                                                               26

<210> 3725
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>30
<221> fuente
<223>/nota = "Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético"

<400> 37
gaagaaagag atgggactcg agatg                                                                                         2535

<210> 38
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial40

<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético"

45
<400> 38
cttgtgccat ctatatttgt tg                                                                                                     22

<210> 39
<211> 2250
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente55
<223>/nota = "Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético"

<400> 39
ggaaaaggga ttgctaatag tg                                                                                            22

60
<210> 40
<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

ES 2 622 280 T3
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<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético"

<400> 405
tcccccggat ccacactaca atctactcta aactcagg                                                                    38

<210> 41
<211> 34
<212> ADN10
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripción de la secuencia artificial: oligonucleótido sintético"15

<400> 41
ggcgcgccac tagtaccggt gccatggcgg ccgc                                                                        34

<210> 4220
<211> 42
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>25
<221> fuente
<223>/nota = "Descripción de la secuencia artificial: oligonucleótido sintético"

<400> 42
agctgcggcc gccatggcac cggtactagt ggcgcgccca tg                                                          4230

<210> 43
<211> 37
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial35

<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético"

40
<400> 43
ttccttggtc tcacgcgaac aaaattctcc agtcttc                                                                        37

<210> 44
<211> 3745
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente50
<223>/nota = "Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético"

<400> 44
ttccttggtc tcaggccgtc gcgactaaga aaatgcc                                                                 37

55
<210> 45
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

60
<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético"

ES 2 622 280 T3
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<400> 45
gtgagcggat aacaattccc                                                                                                 20

<210> 46
<211> 205
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente10
<223>/nota = "Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético"

<400> 46
agattgtagt gtggatccgg                                                                                                   20

15
<210> 47
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

20
<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético"

<400> 4725
tccttcggcg cgcctcaaat ttaagcttaa ctcc                                                                          34

<210> 48
<211> 20
<212> ADN30
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético"35

<400> 48
tttagggact actcactcgc                                                                                                  20

<210> 4940
<211> 1773
<212> PRT
<213> Clostridium difficile

<400> 4945
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<210> 50
<211> 1743
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 50

10
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<210> 51
<211> 1773
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 51

10
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<210> 52
<211> 1725
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 52

10
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<210> 53
<211> 1743
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 53

10
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<210> 54
<211> 341
<212> PRT5
<213> fago de Clostridium

<400> 54

10

ES 2 622 280 T3

 



110

<210> 55
<211> 132
<212> PRT5
<213> fago de Clostridium

<400> 55

10

ES 2 622 280 T3
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<210> 56
<211> 205
<212> PRT5
<213> fago de Clostridium

<400> 56

10
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<210> 57
<211> 14
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripción de la secuencia artificial: oligonucleótido sintético"10

<400> 57
ggccgcctcg aggg                                                                                                        14

<210> 5815
<211> 14
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>20
<221> fuente
<223>/nota = "Descripción de la secuencia artificial: oligonucleótido sintético"

<400> 58
cgcgccctcg aggc                                                                                                        1425

<210> 59
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial30

<220>
<221> fuente
<223>/nota = "Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético"

35
<400> 59
tgaagtacca tggtatccag                                                                                                20

<210> 60
<211> 2040
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente45
<223>/nota = "Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador sintético"

<400> 60
actggatacc atggtacttc                                                                                               20

ES 2 622 280 T3

 



113

<210> 61
<211> 19897
<212> ADN
<213> Clostridium difficile

5
<400> 61
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<210> 62
<211> 168
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 62

10
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<210> 63
<211> 106
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 63

10
<210> 64
<211> 65
<212> PRT
<213> Clostridium difficile

15
<400> 64
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<210> 65
<211> 146
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 65

10
<210> 66
<211> 147
<212> PRT
<213> Clostridium difficile

15
<400> 66

ES 2 622 280 T3
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<210> 67
<211> 354
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 67

10

ES 2 622 280 T3
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<210> 685
<211> 142
<212> PRT
<213> Clostridium difficile

ES 2 622 280 T3
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<400> 68

<210> 69
<211> 1485
<212> PRT
<213> Clostridium difficile

<400> 69

10

ES 2 622 280 T3
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<210> 70
<211> 55
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 70

10
<210> 71
<211> 817
<212> PRT
<213> Clostridium difficile

15
<400> 71
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<210> 725
<211> 140
<212> PRT
<213> Clostridium difficile
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<400> 72

<210> 73
<211> 5095
<212> PRT
<213> Clostridium difficile

<400> 73

10
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<210> 74
<211> 108
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 74

10

ES 2 622 280 T3
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<210> 75
<211> 142
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 75

10
<210> 76
<211> 350
<212> PRT
<213> Clostridium difficile

15
<400> 76
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<210> 77
<211> 232
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 77

10
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<210> 78
<211> 327
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 78

10
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<210> 79
<211> 98
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 79

10
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<210> 80
<211> 86
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 80

10
<210> 81
<211> 1802
<212> PRT
<213> Clostridium difficile

15
<400> 81
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<210> 82
<211> 1742
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 82
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<210> 83
<211> 1724
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 83
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<210> 84
<211> 1724
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 84
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<210> 85
<211> 1772
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 85

10
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<210> 86
<211> 1772
<212> PRT5
<213> Clostridium difficile

<400> 86
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REIVINDICACIONES

1. Una bacteriocina de elevado peso molecular (epm) de tipo R aislada que tiene actividad bactericida, en donde la
bacteriocina comprende una bacteriocina de tipo R de Clostridium difficile, en donde el polipéptido del dominio de
unión al receptor (RBD) nativo ha sido reemplazado por un polipéptido RBD heterólogo de otra cepa de C. difficile o5
por un polipéptido RBD heterólogo de un bacteriófago que infecta C. difficile, en donde el polipéptido RBD de 
reemplazo crea una bacteriocina modificada con un espectro bactericida diferente del creado por el RBD nativo, y en
donde el polipéptido de la región de anclaje a la placa basal (BPAR) es idéntico en al menos 80% a un polipéptido
compuesto por 50 o más aminoácidos contiguos del SEQ ID NO: 16 ó 78.

10
2. Una molécula de ácido nucleico aislada que codifica la bacteriocina de epm de tipo R de acuerdo con la 
reivindicación 1, en donde la molécula de ácido nucleico codifica una bacteriocina de epm de tipo R en la que el 
polipéptido del dominio de unión al receptor (RBD) nativo se ha remplazado por un polipéptido RBD codificado por 
una secuencia de polinucleótidos heteróloga de otra cepa de C. difficile o por un polipéptido RBD codificado por una 
secuencia de polinucleótidos heteróloga de un bacteriófago que infecta C. difficile, y 15
en donde el polipéptido RBD de reemplazo crea una bacteriocina modificada con un espectro bactericida diferente 
de la creada por el polipéptido RBD nativo y en donde la bacteriocina de epm de tipo R comprende:

(a) polipéptidos de los SEQ ID NO: 4-16, 18 y 19; o
(b) polipéptidos de los SEQ ID NO: 66-80; o
(c) polipéptidos que tienen una identidad de al menos 80% con (a) o (b).20

3. Un casete de expresión que comprende una molécula de ácido nucleico de la reivindicación 2.

4. El casete de expresión de la reivindicación 3, en donde la molécula de ácido nucleico está conectada
operablemente a un promotor heterólogo.25

5. El casete de expresión de la reivindicación 4, en donde el promotor es inducible o reprimible, opcionalmente en
donde el promotor es inducido por un inductor o desrepresor de molécula pequeña.

6. El casete de expresión de la reivindicación 4, que comprende adicionalmente un gen recA que codifica una30
proteína RecA constitutivamente activa y bajo el control de un promotor heterólogo que responde a un inductor o
desrepresor de molécula pequeña.

7. Una célula capaz de expresar una bacteriocina de epm de tipo R codificada por una molécula de ácido nucleico
que comprende el casete de expresión de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6, o que comprende una35
molécula de ácido nucleico de la reivindicación 2 dentro de su cromosoma.

8. La célula de la reivindicación 7, en donde la célula es una bacteria anaerobia no obligada y no patógena,
opcionalmente en donde la bacteria anaerobia no obligada y no patógena es una especie de un género de bacterias
seleccionado del grupo que consiste en Bacillus, Lactobacillus, y Listeria, preferiblemente en donde la especie es40
Bacillus subtilis, opcionalmente en donde B. subtilis carece de la agrupación de genes PBSX.

9. Un método para producir una bacteriocina de epm de tipo R, que comprende exponer una célula que comprende
una molécula de ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 2, conectada operablemente a un promotor
inducible, a un agente inductor a una concentración eficaz para inducir la expresión de la bacteriocina de epm de45
tipo R, y
purificar la bacteriocina de epm de tipo R expresada, opcionalmente en donde la molécula de ácido nucleico que
codifica la bacteriocina de epm de tipo R es heteróloga para el genoma de la célula, y en donde la molécula de ácido
nucleico está contenida dentro del cromosoma de la célula o está contenida en un vector de expresión
extracromosómico dentro de la célula.50

10. El método de la reivindicación 9, en donde la célula es una bacteria anaerobia no obligada y no patógena,
opcionalmente en donde la bacteria anaerobia no obligada y no patógena es una especie de un género de bacterias
seleccionado del grupo que consiste en Bacillus, Lactobacillus, y Listeria, preferiblemente en donde la especie es
Bacillus subtilis, opcionalmente en donde B. subtilis no se lisa cuando es inducida para producir la bacteriocina de55
tipo R, opcionalmente en donde B. subtilis carece de la agrupación de genes PBSX.

11. Un método in vitro para la destrucción de Clostridium difficile, que comprende poner en contacto la bacteria
patógena con la bacteriocina de tipo R de la reivindicación 1, por medio de lo cual la bacteriocina de epm de tipo R
se une a, y destruye, la bacteria patógena.60

12. Una bacteriocina de epm de tipo R de la reivindicación 1 o la célula de la reivindicación 7 o de la reivindicación 8,
para su uso en un método de tratamiento de una infección por Clostridium difficile en un animal.

ES 2 622 280 T3

 



185

13. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 2, en donde además del polipéptido RBD heterólogo
de reemplazo, la bacteriocina de epm de tipo R comprende secuencias de aminoácidos idénticas en al menos 90% a
los SEQ ID NO: 4-15.

5

10
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