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DESCRIPCIÓN 
 

Polipéptido 
 
Campo de la invención 5 
 
[0001] La invención se refiere a un polipéptido, una molécula de ácido nucleico correspondiente, un constructo 
y/o un vector y/o una célula que comprende tal molécula de ácido nucleico y/o una composición que comprende 
dicho polipéptido, molécula de ácido nucleico, constructo, vector y/o célula. La invención se refiere además a tal 
polipéptido, molécula de ácido nucleico correspondiente, constructo y/o vector y/o célula que comprende tal 10 
molécula de ácido nucleico y/o composición para uso médico, preferiblemente para su uso en el tratamiento de 
una enfermedad infecciosa. Además, la invención se refiere al uso de dicho polipéptido, molécula de ácido 
nucleico, constructo, vector, célula y/o composición como un antimicrobiano, preferiblemente como un aditivo 
alimenticio o desinfectante, o para detectar bacterias, preferiblemente en una aplicación de diagnóstico. 
 15 
Antecedentes de la invención 
 
[0002] Staphylococcus aureus es un patógeno humano importante frecuentemente implicado en diferentes 
enfermedades infecciosas graves e intoxicaciones alimentarias. Su tratamiento se vuelve cada vez más difícil 
debido a que emergen cepas resistentes al antibiótico. Endolisinas de los fagos que infectan Staphylococcus 20 
aureus han demostrado que controlan potencialmente estos patógenos y se pueden usar para su detección 
específica. En la mayoría de los casos, los principales obstáculos en la aplicación de endolisinas dirigidas a las 
especies de Staphylococcus son baja actividad enzimática, producción difícil en grandes cantidades y/o 
estabilidad de la proteína.  
 25 
[0003] Hay siempre necesidad de nuevos antimicrobianos con características mejoradas en, por ejemplo, la 
actividad y/o la estabilidad antimicrobiana. 
 
Descripción de la invención 
 30 
[0004] Se menciona aquí la recién caracterizada Ply2638, la endolisina del bacteriófago de S. aureus Φ2638a. La 
enzima y diferentes derivados diseñados fueron expresados de forma soluble en E. coli y mostraron estabilidad 
sorprendente después de la liofilización como se probó por su actividad lítica después de la reconstitución. 
Además de un dominio de enlace a la pared celular que enlaza la pared celular de los géneros de 
Staphylococcus, se demostró que dos dominios funcionales, es decir un dominio de endopeptidasa M23 y un 35 
dominio de amidasa, son cruciales para actividad lítica óptima. 
 
[0005] Se demostró que la retroadaptación de la enzima con dominios catalíticos y/o duplicación del dominio de 
enlace a la pared celular procedente de endolisina de S. aureus Φ11, endolisina Φ Twort y lisostafina resultó en 
un producto de fusión de polipéptido heterólogo con una actividad lítica mejorada y/o un pH desplazado óptimo 40 
y/o una estabilidad aumentada después de liofilización y reconstitución. 
 
Molécula de ácido nucleico 
 
[0006] En un primer aspecto, se proporciona una molécula de ácido nucleico que comprende una primera 45 
secuencia de nucleótidos, donde dicha secuencia de nucleótidos tiene al menos 80% de identidad de secuencia 
con SEQ ID NO: 12, donde dicha primera secuencia de nucleótidos codifica un dominio de enlace a la pared 
celular que une la pared celular de peptidoglicano de los géneros de Staphylococcus, y donde dicha molécula de 
ácido nucleico comprende además una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica un dominio lítico.  
 50 
[0007] Se describe una molécula de ácido nucleico que comprende o consiste en una primera secuencia de 
nucleótidos, dicha secuencia de nucleótidos tiene 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 
97, 98, 99 o 100% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 12 (se hace referencia a la tabla 1 para una 
visión de conjunto de todos los números de SEC ID usados aquí). Preferiblemente, dicha primera secuencia de 
nucleótidos tiene una longitud de al menos 282, 285, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360 o 370 nucleótidos, 55 
más preferiblemente, al menos 381 nucleótidos y/o una longitud de como mucho 510, 480, 450, 420 o 390 
nucleótidos. Preferiblemente, dicha molécula de ácido nucleico tiene una longitud de al menos 282, 285, 290, 
300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370 nucleótidos, más preferiblemente al menos 381 nucleótidos y/o una 
longitud de como mucho 4500, 4200, 3900 y/o 3600 nucleótidos. Preferiblemente, dicha molécula de ácido 
nucleico tiene una longitud de al menos 1200, 1230, 1260, 1290, 1320, 1350, 1380, 1410, 1440, 1470, 60 
1500,1530 o 1560 nucleótidos y/o una longitud de como mucho 4500, 4200, 3900 y/o 3600 nucleótidos. También 
se prefiere una molécula de ácido nucleico según la invención con una longitud de al menos 1890, 1920, 1950, 
1980, 2010, 2040, 2070, 2100, 2130 o 2160 nucleótidos y/o una longitud de como mucho 4500, 4200, 3900 y/o 
3600 nucleótidos. Preferiblemente, dicha primera secuencia de nucleótidos codifica un dominio de enlace a la 
pared celular que se enlaza a la pared celular del peptidoglicano del género Staphylococcus. Preferiblemente, 65 
dicha primera secuencia de nucleótidos se origina de la endolisina del bacteriófago de S. aureus Φ2638a. 
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[0008] Como se estimó a partir de los alineamientos con la estructura cristalina de los 92 residuos C-terminales 
de ALE-1 (Lu et al., J. Biol. Chem., 2006, 281(1):549-58), se estimó que un mínimo de 94 aminoácidos del 
dominio de enlace a la pared celular procedente de la endolisina del bacteriófago de S. aureus Φ2638a pueden 
ser suficientes para dirigir la enzima a la pared celular de los géneros de Staphylococcus.  5 
 
[0009] La unión de un dominio a la pared celular del peptidoglicano de los géneros de Staphylococcus se puede 
evaluar utilizando ensayos bien conocidos por el experto. En una forma de realización preferida, una técnica 
inmunohistoquímica y/o una técnica de fusión de gen que dan como resultado constructos marcados se usan 
para evaluar enlace específico de péptidos, polipéptidos o proteínas a la pared celular del peptidoglicano de los 10 
géneros de Staphylococcus. Métodos de cuantificación de señales usados en las técnicas inmunohistoquímica o 
de fusión anteriormente mencionadas se conocen bien en la técnica. 
 
[0010] En una forma de realización, la unión a la pared celular de peptidoglicano de Staphylococcus se puede 
cuantificar utilizando un constructo de fusión fluorescente que comprende un polipéptido que comprende un 15 
dominio codificado por una primera secuencia de nucleótidos. Tal ensayo de unión a la pared celular se describe 
en detalle por Loessner et al (Molecular Microbiology 2002, 44(2): 335-349) y en el ejemplo 1. En este ensayo, 
una solución que comprende dicho constructo de fusión fluorescente o un control negativo, preferiblemente 
proteína verde fluorescente (GFP), se somete a células de Staphylococcus, preferiblemente células de S. 
aureus, más preferiblemente S. aureus BB255 durante un período de tiempo indicado donde después de que las 20 
células se sedimenten por centrifugación junto con los constructos de fusión fluorescente ligados. La señal 
fluorescente de las células de Staphylococcus expuestas a un constructo de fusión fluorescente sustraído por 
señal de fluorescencia de las células de Staphylococcus expuestas a un control negativo, preferiblemente GPF, 
es una medida para la unión celular como se entiende en esta divulgación. 
 25 
[0011] Preferiblemente, en el contexto de la invención, una molécula de ácido nucleico se dirá que codifica un 
dominio de polipéptido que enlaza la pared celular del peptidoglicano de los géneros de Staphylococcus cuando 
se usa este ensayo, un aumento en la señal fluorescente de las células sedimentadas sobre el control negativo 
tal y como se define aquí es detectado. La unión se dice preferiblemente que es específica. Preferiblemente, la 
divulgción se refiere a una molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido o un dominio que muestra 30 
unión tal y como se define aquí de al menos 50, 60, 70, 80, 90 o 100,150 o 200% de unión a la pared celular del 
peptidoglicano de la endolisina (Ply2638) del bacteriófago de S. aureus Φ2638a codificada por la SEQ ID NO:: 1. 
 
[0012] En una forma de realización, la invención se refiere a una molécula de ácido nucleico que tiene 80, 81, 82, 
83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 100% de identidad de secuencia con la SEQ ID 35 
NO: 1, que codifica para la endolisina del bacteriófago de S. aureus Φ2638. 
 
[0013] La presente invención se refiere además a una molécula de ácido nucleico que comprende además de 
dicha primera secuencia de nucleótidos, una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica un dominio lítico. 
Preferiblemente, dicho dominio lítico muestra actividad de hidrolasa de peptidoglicano tal y como se define más 40 
adelante aquí. Dicha molécula de ácido nucleico comprende secuencias de nucleótidos heterólogas que se 
definen aquí como un "constructo retroadaptado". 
 
[0014] Como se utiliza en este caso, el término "secuencia heteróloga" o "ácido nucleico heterólogo" es aquél 
que no se encuentra naturalmente enlazado de forma operativa como secuencia vecina de dicha primera 45 
secuencia de nucleótidos. Como se utiliza en este caso, el término "heterólogo" puede significar "recombinante". 
"Recombinante" se refiere a una entidad genética diferente de la que se encuentra generalmente en la 
naturaleza. Como se aplica a una secuencia de nucleótidos o molécula de ácido nucleico, esto significa que 
dicha secuencia de nucleótidos o molécula de ácido nucleico es el producto de varias combinaciones de pasos 
de clonación, de restricción y/o de ligamiento, y otros procedimientos que dan como resultado la producción de 50 
un constructo que es diferente de una secuencia o molécula que se encuentra en la naturaleza. 
 
[0015] Una "actividad de hidrolasa de peptidoglicano" aquí también definida como una "actividad lítica", se puede 
evaluar por métodos bien conocidos por el experto. En una forma de realización, la actividad lítica se puede 
evaluar espectrofotométricamente midiendo la caída de la turbidez de las suspensiones celulares de sustrato. 55 
Preferiblemente, la actividad lítica se puede evaluar espectrofotométricamente midiendo la caída de la turbidez 
de una suspensión de S. aureus, donde la turbidez se cuantifica midiendo OD595 espectrofotométricamente (Libra 
S22, Biochrom). Más preferiblemente, 200 nM de un polipéptido codificado por una molécula de ácido nucleico 
como se identifica aquí se incuba junto con una suspensión de S. aureus que tiene una OD600 inicial de 1 ± 0,05, 
según evaluado espectrofotométricamente (Libra S22, Biochrom), en tampón de PBS pH 7,4, 120 mM de cloruro 60 
sódico durante 30 min a 37°C. La caída en la turbidez se calcula por la sustracción del OD595 después de 30 min 
de incubación a partir del OD595 antes de 30 min de incubación. En el contexto de la invención, una molécula de 
ácido nucleico se dirá que comprende una secuencia de ácidos nucleicos que codifica un dominio lítico cuando al 
usar este ensayo una caída en la turbidez de al menos 10, 20, 30, 40, 50 o 60% es detectada. Preferiblemente, 
una caída de al menos 70% es detectada. Preferiblemente, la invención se refiere a una molécula de ácido 65 
nucleico que codifica un polipéptido que muestra una actividad lítica de al menos 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150 o 
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200% o más de una actividad lítica de la endolisina (Ply2638) del bacteriófago de S. aureus Φ2638a codificada 
por SEQ ID NO: 1. 
 
[0016] En una forma de realización, una molécula de ácido nucleico de la invención puede no comprender o 
consistir en SEQ ID NO:1. SEQ ID NO: 1 codifica para la endolisina del bacteriófago de S. aureus Φ2638. 5 
 
[0017] Una forma de realización preferida comprende una molécula de ácido nucleico que comprende dicha 
primera secuencia de nucleótidos como se identifica aquí y comprende además como un dominio lítico una 
segunda y tercera secuencias de nucleótidos, donde dicha segunda secuencia codifica un dominio de 
endopeptidasa y la tercera secuencia de nucleótidos codifica un dominio de amidasa. 10 
En consecuencia, la invención se refiere a una molécula de ácido nucleico que comprende dicha primera 
secuencia de nucleótidos, donde dicha molécula de ácido nucleico tiene 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 
91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 100% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1, o donde dicha 
molécula de ácido nucleico comprende además una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica un 
dominio lítico. 15 
 
[0018] Un dominio de endopeptidasa como se utiliza en este caso preferiblemente escinde los puentes cruzados 
de pentaglicina (Trayer, H. R. and Buckley, C. E. (1970) Molecular properties of lysostaphin, a bacteriolytic agent 
specific for Staphylococcus aureus. J. Biol. Chem. 245, 4842-4846) que se encuentran en la pared celular de los 
géneros de Staphylococcus, preferiblemente en la pared celular de S. aureus, S. Simulans y S. carnosus. Un 20 
dominio de amidasa, como se utiliza en este caso, preferiblemente hidroliza sustratos que contienen gamma-
glutamil. La funcionalidad y la actividad de estos dominios en un polipéptido se pueden confirmar caracterizando 
los productos de escisión tras incubación de dichos polipéptidos que contienen cualquiera de estos dominios con 
peptidoglicano purificado. Preferiblemente, cada una de las secuencias de nucleótidos que codifican el segundo 
o tercer dominio es de origen bacteriano o bacteriófago. En una forma de realización preferida, dichas segunda y 25 
tercera secuencia de nucleótidos se originan a partir de un gen que codifica para una enzima seleccionada del 
grupo que consiste en la endolisina del bacteriófago de S. aureus Φ2638a, la endolisina del bacteriófago de S. 
aureus Φ11, la endolisina del bacteriófago de S. aureus ΦTwort y la lisostafina de S. Simulans. Preferiblemente, 
dicha segunda secuencia de nucleótidos tiene 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 
97, 98, 99 o 100% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 14 o 15 y dicha tercera secuencia de nucleótidos 30 
tiene 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 100% de identidad de 
secuencia con SEQ ID NO: 17 o 18. 
 
[0019] La invención abarca todos los constructos tal y como se define aquí que contienen los dominios 
funcionales como se refiere en la invención en cualquier ubicación posible en el constructo. En una forma de 35 
realización preferida, una molécula de ácido nucleico tal y como se define aquí codifica para un polipéptido con 
un dominio C-terminal codificado por una primera secuencia de ácidos nucleicos como se identifica aquí, que se 
muestra aquí para codificar para polipéptidos funcionales capaces de dirigir para los géneros de Staphylococcus. 
Incluso se prefiere aún más una molécula de ácido nucleico tal y como se define aquí que comprende una 
molécula de ácido nucleico que tiene 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 40 
100% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 9. SEQ ID NO: 9 comprende una primera secuencia de 
nucleótidos que codifica un dominio de enlace a la pared celular homólogo C-terminal SH3b (ambos dominios de 
Ply2638 codificado por SEQ ID NO: 1: Leu138 - Lys486), una segunda secuencia de nucleótidos que codifica un 
polipéptido que incluye un dominio homólogo de glicil-glicina endopeptidasa M23 N-terminal (lisostafina madura 
codificada por SEQ ID NO: 33: Ala1 - Gly154) y una tercera secuencia de nucleótidos que codifica un dominio 45 
homólogo central de amidasa-2. Tiene un tamaño teórico de 58,266 kDa. Un polipéptido codificado por SEQ ID 
NO: 9 difiere de la endolisina del bacteriófago Φ2638a de S. aureus en que el dominio de endopeptidasa N-
terminal M23 se sustituye por un dominio de endopeptidasa M23 de lisostafina de S.Simulans. Se mostró que un 
polipéptido codificado por SEQ ID NO: 9 demostró al menos 20% de actividad lítica aumentada en comparación 
con endolisina del bacteriófago de S. aureus Φ2638a mientras que la actividad lítica se mantiene después de la 50 
liofilización y la reconstitución. En una forma de realización preferida, una molécula de ácido nucleico que 
comprende dichas primera, segunda y tercera secuencias de nucleótidos codifica para un polipéptido que exhibe 
una actividad lítica de al menos 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9 o 2 veces en 
comparación con una actividad lítica de la endolisina del bacteriófago de S. aureus Φ2638a codificada por SEQ 
ID NO:1. En una forma de realización preferida, una molécula de ácido nucleico que comprende dichas primera, 55 
segunda y tercera secuencias de nucleótidos codifica para un polipéptido que muestra una reducción en la 
actividad lítica de como mucho 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10% después de la liofilización y la reconstitución tal y 
como se define aquí en comparación con el polipéptido recién preparado, donde "recién preparado" se define 
preferiblemente aquí como a lo máximo 2 días de almacenamiento en 1,63 mg/mL en el tampón de liofilización 
(50mM Tris, 500mM sacarosa, 200mM manitol, 0,05% polisorbato 20 + 50% glicerol) a -20 °C y descongelado 60 
inmediatamente antes de evaluar la actividad lítica en un ensayo según se identifica aquí. 
 
[0020] Liofilización y reconstitución se define aquí como la deshidratación por secado por congelación y 
reconstitución posterior de la muestra añadiendo agua. En una forma de realización, la liofilización y 
reconstitución se puede hacer dializando frente a 3 cambios de 300 ml de tampón de liofilización (50 mM fosfato 65 
o Tris, 500 mM sacarosa, 200 mM manitol, pH 7,4) de parte alícuota y congelación en la fase gaseosa de 
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nitrógeno líquido. La liofilización puede hacerse bajo condiciones estándar, preferiblemente a -40°C y vacío a 75 
mTorr durante 60 minutos, seguido de temperatura en aumento durante 5 horas a -10°C y otros 60 minutos a -
10°C en los mismos niveles de vacío. Como paso final, la temperatura se aumenta preferiblemente a 25°C 
durante 10 horas. Se reconstituyen muestras añadiendo agua. 
 5 
[0021] En otra forma de realización preferida, una molécula de ácido nucleico tal y como se define aquí 
comprende además de las identificadas anteriormente primera, segunda y tercera secuencias de nucleótidos al 
menos una primera, segunda y/o tercera secuencia de nucleótidos idéntica duplicada o heteróloga. 
Preferiblemente, una molécula de ácido nucleico tal y como se define aquí comprende además de dicha primera, 
segunda y tercera secuencias de nucleótidos, una primera secuencia de nucleótidos duplicada idéntica. Se 10 
mostró que la duplicación de la primera secuencia de nucleótidos tal y como se define aquí que codifica un 
dominio de enlace a la pared celular produce un polipéptido preferiblemente como codificado por SEQ ID NO: 20 
que expone al menos 5, 10, 20, 30, 20 o 40% de actividad lítica aumentada en comparación con una actividad 
lítica de un polipéptido de referencia codificado por una molécula de ácido nucleico carente de tal primer dominio 
duplicado o en comparación con una actividad lítica dela endolisina del bacteriófago de S. aureus Φ2638a 15 
codificada por SEQ ID NO:1 como se evalúa en un ensayo según se identifica aquí, más específicamente 
usando la cantidad equimolar de un polipéptido y un tampón de PBS modificado conteniendo 200, 300, 400 o 
1000nM de NaCl. Esta forma de realaización también comprende una molécula de ácido nucleico heteróloga 
donde dicha primera, segunda y tercera secuencias de nucleótidos se originan a partir de la misma fuente siendo 
el bacteriófago de S. Aureus Φ2638a, dicha molécula de ácido nucleico comprende una secuencia que tiene 80, 20 
81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 100% de identidad de secuencia con 
SEQ ID NO:1 y una primera, segunda y/o tercera secuencia de nucleótidos idéntica duplicada adicional o 
heteróloga. También se prefiere una molécula de ácido nucleico tal y como se define aquí que comprende una 
secuencia de nucleótidos que tiene 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 
100% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 6 y 20. 25 
 
[0022] En otra forma de realización preferida, una molécula de ácido nucleico tal y como se define aquí 
comprende una cuarta secuencia de nucleótidos que codifica un dominio CHAP (cisteína, 
amidohidrolasas/peptidasas dependientes de histidina). Más preferiblemente, dichas cuartas secuencias de 
nucleótidos se originan a partir de la endolisina del bacteriófago de S. aureus Φ11 o el bacteriófago de S. aureus 30 
ΦTwort. Aún más preferiblemente, dicha cuarta secuencia de nucleótidos tiene 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 
89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 100% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 18 o SEQ ID NO: 
19. Preferiblemente, una molécula de ácido nucleico tal y como se define aquí comprende una secuencia de 
nucleótidos que tiene 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 100% de 
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 5 o 7. Se mostró que una molécula que comprende dicha primera, 35 
segunda, tercera y cuarta secuencias de nucleótidos tal y como se define por SEQ ID NO: 5 codifica para un 
polipéptido que muestra una actividad lítica aumentada y/o un pH óptimo preferiblemente disminuido, en 
comparación con un polipéptido codificado por un constructo carente de dicho cuarto dominio y/o en 
comparación con la endolisina del bacteriófago de S. aureus Φ2638a codificada por SEQ ID NO: 1. La actividad 
lítica fue evaluada espectrofotométricamente y bajo las condiciones que se han definido en la presente 40 
anteriormente. Preferiblemente, dicho polipéptido muestra un aumento en una actividad lítica de al menos 0,7, 
0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9 o 2 veces en comparación con una actividad lítica de un 
polipéptido codificado por un polipéptido de referencia que difiere de dicho polipéptido solo en la carencia de 
dicho cuarto dominio o en comparación con una actividad lítica de la endolisina del bacteriófago de S. aureus 
Φ2638a codificada por SEQ ID NO:1. Aún más preferiblemente, dicho polipéptido muestra un aumento en una 45 
actividad lítica de al menos 2,5 veces en comparación con el polipéptido de referencia definido o un polipéptido 
codificado por SEQ ID NO:1. 
 
[0023] Un pH óptimo disminuido o desplazado es definido aquí como un cambio o reducción en la actividad lítica 
óptima a un valor de pH inferior, donde la fuerza iónica se mantiene constante. La actividad lítica se evalúa 50 
preferiblemente espectrofotométricamente tal y como se define aquí. Preferiblemente, el pH óptimo de una 
actividad lítica es disminuido 0,5 - 1 pH unidad según se compara con una actividad lítica de un polipéptido 
codificado por un polipéptido de referencia que difiere de dicho polipéptido solo en que carece de dicho cuarto 
dominio o según se compara con una actividad lítica de la endolisina del bacteriófago de S.aureus Φ2638a 
codificada por SEC ID NO:1. 55 
 
[0024] La divulgación preferiblemente se refiere a una molécula de ácido nucleico que comprende una primera, 
segunda, tercera y opcionalmente cuarta secuencias de nucleótidos según se identifica aquí que codifica un 
polipéptido que tiene la misma actividad lítica y/o el mismo pH óptimo o que tiene una actividad lítica aumentada 
y/o un pH óptimo disminuido en comparación con una actividad lítica de la endolisina del bacteriófago de S. 60 
aureus Φ2638a codificada por SEQ ID NO: 1. Lo mismo se identifica aquí como diferencia no detectable cuando 
se usa el ensayo según se identifica aquí o un método bien conocido por el experto. La divulgación actual 
también se refiere a una molécula de ácido nucleico que comprende una primera, segunda y cuarta secuencia de 
nucleótidos según se identifica aquí que codifica un polipéptido que tiene la misma actividad lítica y/o el mismo 
pH óptimo o que tiene una actividad lítica aumentada y/o un pH óptimo disminuido en comparación con una 65 
actividad lítica de la endolisina del bacteriófago Φ2638a de S.aureus codificada por SEQ ID NO: 1. La 
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divulgación actual también se refiere a una molécula de ácido nucleico que comprende una primera, tercera y 
cuarta secuencia de nucleótidos según se identifica aquí que codifica un polipéptido que tiene la misma actividad 
lítica y/o el mismo pH óptimo o que tiene una actividad lítica aumentada y/o un pH óptimo disminuido en 
comparación con una actividad lítica de la endolisina del bacteriófago de S. aureus Φ2638a codificada por SEQ 
ID NO: 1. Cada una de las secuencias de nucleótidos identificadas aquí, es decir primera, segunda, tercera, 5 
cuarta secuencias de nucleótidos, que codifican el dominio individual de un polipéptido definido aquí se pueden 
ensamblar por cualquier método habitual conocido para la construcción y el ensamblaje de fragmentos de ácido 
nucleico que son bien conocidos por los expertos en la técnica y ampliamente descritos en la bibliografía 
(Sambrook, Maniatis et al. (1989)) y parte experimental ilustrada de la divulgación. En una forma de realización 
preferida, una primera, segunda, tercera y/o cuarta secuencias de nucleótidos están operativamente enlazadas 10 
entre sí. 
 
[0025] Por consiguiente, una molécula de ácido nucleico de la invención codifica un polipéptido, preferiblemente 
un polipéptido como se identifica aquí que es capaz de enlazar géneros de Staphylococcus vía el dominio de 
enlace a la pared celular codificado por una primera secuencia de nucleótidos tal y como se define aquí y/o lisar 15 
dichas bacterias vía un dominio de endopeptidasa y/o amidasa y opcionalmente un dominio CHAP codificado por 
una segunda, tercera y cuarta secuencia de nucleótidos, respectivamente, tal y como se define aquí. 
 
[0026] En una forma de realización preferida, una molécula de ácido nucleico de la invención tal y como se 
define aquí opcionalmente comprende una secuencia que codifica de una etiqueta para facilitar la purificación. 20 
Preferiblemente, dicha etiqueta se selecciona de, pero no está limitada a, el grupo que consiste en una etiqueta 
FLAG, etiqueta poly(His), etiqueta HA y etiqueta Myc. Más preferiblemente dicha marca es una etiqueta 6xHis. 
Aún más preferiblemente, dicha etiqueta es una etiqueta 6xHis N-terminal idéntica a SEQ ID NO: 43. 
 
Polipéptido 25 
 
[0027] En otro aspecto, se proporciona un polipéptido codificado por una molécula de ácido nucleico como se ha 
identificado aquí anteriormente. Este polipéptido comprende un dominio de enlace a la pared celular y 
preferiblemente un dominio de endopeptidasa y/o un dominio de amidasa tal y como se define en la sección 
precedente. 30 
 
[0028] Un dominio de polipéptido abarcado por la descripción actual preferiblemente tiene 80, 81, 82, 83, 84, 85, 
86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 100% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 35, 36, 
37, 38, 39, 40, 41 y/o 42. Preferiblemente, un dominio de polipéptido abarcado por la descripción actual 
preferiblemente comprende uno o varios enlaces putativos y tiene 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 35 
92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 100% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57 y/o 
58. 
 
[0029] Un polipéptido abarcado por la descripción actual preferiblemente tiene 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 
89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 100% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 21, 25, 26, 27, 29 40 
y/o 32. Más preferiblemente, un polipéptido abarcado por la invención actual preferiblemente tiene 80, 81, 82, 83, 
84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 100% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 
25, 26, 27, 29 y/o 32 con SEQ ID NO: 25, 26, 27, 29 y/o 32. 
 
[0030] En una forma de realización de la presente descripción, un polipéptido preferiblemente tiene al menos 45 
80% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 21, 25, 26, 27, 29, 32, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41 y/o 42 
codificado por un constructo de ácidos nucleicos con al menos 80% de identidad con la SEQ ID NO: 1, 5, 6, 7, 9, 
20, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 y/o 19, respectivamente. Más preferiblemente, un polipéptido de la presente 
descripción tiene al menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 25, 26, 27, 29, 32, 35, 36, 37, 38, 39, 
40, 41 y/o 42 codificado por un constructo de ácidos nucleicos con al menos 80% de identidad con SEQ ID NO: 50 
5, 6, 7, 9, 20, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 y/o 19, respectivamente. 
 
[0031] Un polipéptido según la divulgación puede tener una longitud de al menos 94, 95, 96, 100, 110 o 120 
aminoácidos, preferiblemente 127 aminoácidos y/o como mucho 1500, 1400, 1300 o 1200 aminoácidos. 
Preferiblemente, dicho polipéptido tiene una longitud de al menos 400, 410, 420, 430, 440, 450, 460, 470, 480, 55 
490, 500, 510 o 520 aminoácidos y/o como mucho 1500, 1400, 1300 o 1200 aminoácidos. También se prefiere 
un polipéptido según la divulgación con una longitud de al menos 630, 640, 650, 660, 670, 680, 690, 700, 710 o 
720 aminoácidos y/o como mucho 1500, 1400, 1300 o 1200 aminoácidos. 
 
[0032] Una secuencia de aminoácidos o de nucleótidos, abarcada por la presente descripción, se puede derivar 60 
de una de las secuencias como se identifican aquí por substitución, inserción, borrado o adición de uno, 2, 3, 4, 
5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 18, 20 o más nucleótidos o aminoácidos, respectivamente. Una secuencia de 
aminoácidos, abarcada por la presente divulgación, se puede derivar a partir de una de las secuencias según se 
identifica aquí añadiendo un aminoácido adicional N- o C-terminal o fracciones químicas para aumentar la 
estabilidad, la solubilidad y la actividad. 65 
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[0033] Una forma de realización de la invención abarca un polipéptido variante. Un polipéptido variante puede ser 
una forma que no se produzca de forma natural del polipéptido. Una variante polipeptídica puede diferir en 
alguna forma diseñada del polipéptido aislado de su fuente nativa. Una variante se puede hacer por mutagénesis 
dirigida al sitio empezando a partir de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 1, 5, 6, 7, 9, 12, 13, 14, 15, 16, 
17, 18, 19 y/o 20. Preferiblemente, una variante polipeptídica contiene mutaciones que no alteran la función 5 
biológica del polipéptido codificado. Según una forma de realización preferida, una variante polipeptídica muestra 
unión a la pared celular y/o una actividad lítica del peptidoglicano de Staphylococcus que es igual o mejorada en 
comparación con la unión a la pared celular del peptidoglicano de Staphylococcus y/o actividad lítica de la 
endolisina del bacteriófago de S. aureus Φ2638a codificada por SEC ID NO:1. Una variante polipeptídica de la 
divulgación es preferiblemente una variante de SEQ ID NO: 21, 25, 26, 27, 29, 32, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41 y/o 10 
42. Una variante polipeptídica con igual o mejorada unión a la pared celular y/o actividad lítica del peptidoglicano 
de Staphylococcus es un polipéptido que muestra una unión a la pared celular y/o actividad lítica del 
peptidoglicano de Staphylococcus aureus, que es igual o aumentada en comparación con la unión a la pared 
celular del peptidoglicano de Staphylococcus y/o la actividad lítica de la endolisina del bacteriófago de S. aureus 
Φ2638a codificada por SEC ID NO:1 medido en un ensayo como se ha identificado aquí anteriormente. 15 
 
[0034] Según otra forma de realización preferente, una secuencia de nucleótidos de la invención es una variante 
de las secuencias de nucleótidos de SEQ ID NO: 1, 5, 6, 7, 9, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y/o 20. Variantes de 
las secuencias de nucleótidos se pueden utilizar para la preparación de una variante polipeptídica tal y como se 
ha definido anteriormente. Una variante de ácido nucleico puede ser un fragmento de cualquiera de las 20 
secuencias de nucleótidos tal y como se ha definido anteriormente. Una variante de ácido nucleico también 
puede ser una secuencia de nucleótidos que difiera de la SEQ ID NO: 1, 5, 6, 7, 9, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 
y/o 20 en virtud de la degeneración del código genético. Una variante de ácido nucleico también puede ser una 
variante alélica de SEQ ID NO: 1, 5, 6, 7, 9, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y/o 20. Una variante alélica denota 
cualquiera de dos o más formas alternativas de un gen que ocupa el mismo locus cromosómico. Una variante de 25 
ácido nucleico preferida es una secuencia de nucleótidos, que contiene mutación(es) silenciosa(s). 
Alternativamente o en combinación, una variante de ácido nucleico también se puede obtener por introducción 
de sustituciones de nucleótidos, que no den lugar a otra secuencia de aminoácidos del polipéptido codificado por 
la secuencia de nucleótidos, pero que corresponda al uso de codón del organismo huésped destinado a la 
producción del polipéptido de la invención. Según una forma de realización preferida, una variante de ácido 30 
nucleico codifica un polipéptido que todavía muestra su función biológica. Más preferiblemente, una variante de 
secuencia de nucleótidos codifica un polipéptido que muestra unión a la pared celular del peptidoglicano de 
Staphylococcus y/o una actividad lítica. Aún más preferiblemente, una variante de ácido nucleico codifica un 
polipéptido con unión a la pared celular del peptidoglicano de Staphylococcus mejorado y/o actividad lítica tal y 
como se ha definido anteriormente. Ácidos nucleicos que codifican un polipéptido que muestra unión a la pared 35 
celular del peptidoglicano de S.Staphylococcus y/o actividad lítica se pueden aislar de cualquier microorganismo. 
 
[0035] Todas estas variantes se pueden obtener utilizando técnicas conocidas por la persona experta, tal como 
selección de biblioteca por hibridación (procedimientos de transferencia de Southern) bajo condiciones de 
hibridación de bajas a medias a altas para la secuencia de nucleótidos con SEQ ID NO: 1, 5, 6, 7, 9, 12, 13, 14, 40 
15, 16, 17, 18, 19 y/o 20 o una variante de la misma que se puede usar para diseñar una sonda. De bajas a 
medias a altas condiciones de astringencia se refiere a prehibridación e hibridación a 42°C en 5X SSPE, 0,3% 
SDS, 200pg/ml ADN de esperma de salmón cortado y desnaturalizado, y bien 25%, 35% o 50% de formamida 
para baja a media a alta astringencias respectivamente. Posteriormente, la reacción de hibridación es lavada tres 
veces durante 30 minutos cada una usando 2XSSC, 0,2% SDS y bien 55°C, 65 °C o 75°C para baja a media a 45 
alta astringencias. 
 
[0036] La información de secuencia como se proporciona aquí debería no ser interpretada tan estrictamente en 
cuanto a necesidad de inclusión de bases erróneamente identificadas. La persona experta es capaz de identificar 
tales bases erróneamente identificadas y sabe cómo corregir este tipo de errores. 50 
 
Constructo de ácidos nucleicos 
 
[0037] En otro aspecto, se proporciona un constructo de ácidos nucleicos que comprende una molécula de ácido 
nucleico según se identifica en la sección anterior. Este constructo de ácidos nucleicos puede comprender una 55 
primera secuencia de ácidos nucleicos que codifica un polipéptido que comprende un dominio de enlace a la 
pared celular y comprende además posiblemente una segunda o tercera y opcionalmente cuarta secuencia de 
ácidos nucleicos tal y como se define en la sección precedente. 
 
[0038] La invención también se refiere a un vector de expresión que comprende un constructo de ácidos 60 
nucleicos de la invención. Preferiblemente, un vector de expresión comprende una secuencia de nucleótidos de 
la invención, que está operativamente enlazado a una o varias secuencias de control, que dirigen la producción o 
la expresión del polipéptido codificado en una célula, un sujeto, o un sistema de expresión libre de células. 
 
[0039] Un vector de expresión se puede ver como un vector de expresión recombinante. Este vector puede estar 65 
constituido por un plásmido, un cósmido, un bacteriófago o un virus que se transforma por la introducción de una 
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molécula de ácido nucleico según la invención. Tales vectores de transformación según el organismo huésped 
que se va a transformar son bien conocidos por los expertos en la técnica y se han descrito ampliamente en la 
bibliografía. 
 
[0040] Otro sujeto de la invención es un proceso para la transformación de organismos huésped, por la 5 
integración de al menos una molécula de ácido nucleico de la invención, esta transformación se puede realizar 
por cualquier medio conocido adecuado descrito ampliamente en la bibliografía especialista y en particular en las 
referencias citadas en la presente solicitud, más particularmente por el vector según la invención. 
 
Célula 10 
 
[0041] En otro aspecto, la presente invención se refiere a una célula, que comprende un constructo de ácidos 
nucleicos o un vector de expresión de la invención tal y como se define aquí. Una célula puede ser cualquier 
célula microbiana, procariótica o eucariota que sea adecuada para la expresión del polipéptido de la invención. 
En una forma de realización preferida, dicha célula es una E. coli. En una forma de realización aún más 15 
preferida, dicha célula es una E. coli CL1blue MRF. 
 
Método 
 
[0042] En otro aspecto, se proporciona un método para la producción, opcionalmente purificación y 20 
opcionalmente liofilización de un polipéptido como se define en la sección anterior. Dicho método incluye las 
etapas de: 

1. i) producir dicho polipéptido en una célula que comprende un constructo de ácidos nucleicos tal y como 
se define en la sección precedente, opcionalmente 
2. ii) purificar dicho polipéptido, y opcionalmente 25 
3. iii) liofilizar dicho polipéptido purificado. 

 
[0043] En una forma de realización preferida, un E. coli se usa en la etapa i) para producir un polipéptido 
utilizando tecnologías recombinantes. Más preferiblemente un E. coli XLlblueMRF se usa en la etapa i) para 
producir un polipéptido utilizando tecnologías recombinantes. Preferiblemente, en la etapa ii), columnas de 30 
cromatografía IMAC y Econo-Pac (BioRad) empaquetadas con 5mL de microesferas de agarosa quelante de 
níquel de baja densidad (microesferas ABT) en combinación con flujo de gravedad se utilizan para purificar 
dichos polipéptidos (recombinantes etiquetados 6xHis). El polipéptido eluido se puede dializar durante 2, 4 y 12 
horas frente a 3x11 tampón de liofilización, dicho tampón preferiblemente comprende 50 mM fosfato, 500mM 
sacarosa, 200mM manitol, 0,005% polisorbato 20, pH 7,4. 35 
 
Método 
 
[0044] En otro aspecto, la invención también se refiere a un método para la producción de un polipéptido con una 
actividad lítica mejorada por tratamiento de un polipéptido como se define en la sección anterior o según se 40 
obtiene por el método anteriormente descrito. Dicho tratamiento comprende la substitución de un ión de metal 
bivalente para aumentar una actividad lítica en comparación con un polipéptido no tratado, preferiblemente dicho 
método incluye las etapas de: 
 

1. i) dializar dicho polipéptido contra un tampón que comprende un compuesto quelante; 45 
2. ii) dializar dicho polipéptido contra un tampón que contiene ión de metal bivalente, preferiblemente dicho 
ión de metal bivalente se selecciona del grupo que consiste en Mn2+, Co2+, Cu2+ y Zn2+. 

 
[0045] Un "compuesto quelante" se define aquí como un compuesto que enlaza un ión metálico. Compuestos 
quelantes bien conocidos son ácido etilenodiaminatetraacético (EDTA) y ácido etilenglicoltetraacético (EGTA). 50 
Preferiblemente EDTA se usa en la etapa i) del método de la invención. 
 
[0046] Preferiblemente, el ión de metal bivalente de la etapa ii) se selecciona del grupo que consiste en Mn2+, 
Co2+, Cu2+, más preferiblemente, dicho ión de metal bivalente se selecciona del grupo que consiste en Mn2+ y 
Co2+, aún más preferiblemente dicho ión de metal bivalente es Mn2+. 55 
 
[0047] Se mostró que la substitución de un ión de metal bivalente por cualquiera de los anteriormente definidos 
dio como resultado un aumento de una actividad lítica de Ply2638 de 2 - 2,5 veces. La actividad lítica fue 
evaluada espectrofotométricamente tal y como se define aquí. Preferiblemente, dicho método lleva a un aumento 
en una actividad lítica de al menos 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9 o 2 veces en comparación con un 60 
polipéptido no tratado. Aún más preferiblemente, el método lleva a un aumento en una actividad lítica de al 
menos 2,5 veces. Preferiblemente, el polipéptido tratado muestra un aumento de 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 
1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9 a 2 veces en la actividad lítica en comparación con el polipéptido no tratado codificado 
por SEQ ID NO: 1. 
 65 
Composición 
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[0048] En otro aspecto, se proporciona una composición que comprende una molécula de ácido nucleico o un 
constructo de ácidos nucleicos o un polipéptido o un vector o una célula como se ha identificado aquí o se 
obtiene por un método aquí descrito. Preferiblemente, la invención se refiere a una composición que exhibe una 
actividad lítica tal y como se define aquí. Más preferiblemente, dicha composición es para su uso como un 5 
medicamento. Este medicamento es preferiblemente para tratar, prevenir y/o demorar una enfermedad 
infecciosa. La invención también se refiere a una composición farmacéutica o médica. Aún más preferiblemente, 
la invención se refiere a una composición farmacéutica o médica para el tratamiento de una enfermedad 
infecciosa. Preferiblemente, la invención se refiere a una composición farmacéutica o médica para el tratamiento 
de una enfermedad infecciosa provocada por una bacteria, preferiblemente una bacteria del género 10 
Staphylococcus, más preferiblemente una bacteria de las especies S. aureus. Preferiblemente, dicha 
enfermedad infecciosa es una infección de la piel, mastitis, neumonía, meningitis, endocarditis, síndrome de 
impacto tóxico (TSS), sepsis, septicemia, bacteriemia u osteomielitis. Preferiblemente, dicha infección de la piel 
se selecciona del grupo de granos, impétigo, diviesos, furúnculos, foliculitis celulitis, carbúnculos, síndrome de 
piel escalada y abscesos. 15 
 
[0049] Una composición como se define aquí puede comprender una mezcla de diferentes moléculas de ácido 
nucleico, y/o constructos de ácidos nucleicos y/o polipéptidos y/o vectores y/o células como se identifica aquí o 
se obtiene por un método descrito aquí. 
 20 
[0050] Una composición como se define aquí puede comprender uno o varios ingredientes activos adicionales. 
Activo preferiblemente se define aquí como mostrando una actividad lítica tal y como se define aquí. 
Preferiblemente, dicho uno o más ingredientes activos adicionales son seleccionados del grupo que consiste en 
un bacteriófago o fago y antibiótico. Un fago abarcado aquí puede ser cualquier fago conocido en la bibliografía. 
Preferiblemente, un fago abarcado por la presente invención pertenece, pero no está limitado, a una familia de la 25 
lista que consiste en Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae. Un fago abarcado por la presente invención 
también puede pertenecer a una familia de la lista que consiste en Tectiviridae, Corticoviridae, Lipothrixviridae, 
Plasmaviridae, Rudiviridae, Fuselloviridae, Inoviridae, Microviridae, Leviviridae y Cystoviridae. Más 
preferiblemente, dicho uno o más ingredientes activos comprenden y/o consisten en lisostafina, preferiblemente 
lisostafina de S. Simulans que tiene 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 30 
100% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 34, más preferiblemente lisostafina de S. Simulans de SEQ ID 
NO: 34.). Aún más preferiblemente, dicho uno o más ingredientes activos comprenden y/o consisten en tanto uno 
o más bacteriófagos y lisostafinas diferentes, preferiblemente, uno o más fagos y lisostafinas diferentes de S. 
Simulans (SEQ ID NO: 34). En el contexto de esta invención, una combinación de ingredientes activos tal y como 
se define aquí se pueden administrar consecutivamente y/o simultáneamente. 35 
 
[0051] Una composición tal y como se define aquí puede comprender además un portador farmacéuticamente 
aceptable. Tal composición es preferiblemente para su uso como una medicina o como un medicamento. 
Preferiblemente el medicamento se usa en el tratamiento de enfermedades infecciosas. Una composición puede 
ser en forma líquida, sólida o semilíquida o semisólida. 40 
 
[0052] Una composición de la invención puede utilizarse para tratar animales, incluyendo seres humanos, 
infectados con S. aureus. Cualquier forma de administración adecuada puede utilizarse para administrar dicha 
composición incluyendo, pero no limitado a: oral, aerosol u otro dispositivo para entrega a los pulmones, 
pulverización nasal, aplicación intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intratecal, vaginal, rectal, tópica, 45 
punción lumbar, intratecal y directa al cerebro y/o las meninges. 
 
[0053] Una composición que comprende una molécula de ácido nucleico o un constructo de ácidos nucleicos o 
un polipéptido o un vector o una célula como se identifica aquí o se obtiene por un método descrito aquí se 
denomina preferiblemente activa, funcional o terapéuticamente activa o capaz de tratar, prevenir y/o retardar una 50 
enfermedad infecciosa cuando reduce la cantidad de un género de Staphylococcus presente en un paciente o en 
una célula de dicho paciente o en una línea celular o en un sistema in vitro libre de células y preferiblemente 
significa que 99%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5% o menos de la cantidad inicial de un 
género de Staphylococcus, sigue siendo detectable. Preferiblemente ningún género de Staphylococcus es 
detectable. En este párrafo, la expresión "cantidad del género Staphylococcus" preferiblemente se refiere a 55 
géneros de Staphylococcus vivos. Géneros de Staphylococcus se pueden detectar utilizando técnicas estándar 
conocidas por el experto tales como técnicas inmunohistoquímicas utilizando anticuerpos específicos de 
Staphylococcus, pruebas de coagulasa en tubo que detectan estafilocoagulasa o "coagulasa libre", detección de 
proteínas de superficie tales como factor de aglutinación (prueba de coagulasa en diapositiva) y/o proteína A 
(prueba de látex comercial). Géneros de Staphylococcus vivos se pueden detectar utilizando técnicas estándar 60 
conocidas por el experto tales como técnicas de cultivo bacteriano microbiológico y/o reacción en cadena de 
polimerasa de transcripción inversa cuantitativa en tiempo real para ensayo para ARNm bacteriano. Dicha 
reducción se evalúa preferiblemente en un tejido o en una célula de un individuo o un paciente por comparación 
con la cantidad presente en dicho individuo o paciente antes del tratamiento con dicha composición o polipéptido 
de la invención. Alternativamente, la comparación se puede hacer con un tejido o célula de dicho individuo o 65 
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paciente que no se haya tratado aún con dicha composición o polipéptido en el caso de que el tratamiento sea 
local. 
 
[0054] Una composición que comprende una molécula de ácido nucleico o un constructo de ácidos nucleicos o 
un polipéptido o un vector o una célula según se identifica aquí o es obtenible por un método descrito aquí se 5 
puede administrar a un paciente o de una célula, tejido u órgano o dicho paciente al menos una semana, un mes, 
seis meses, un año o más. 
 
[0055] En otra forma de realización, la invención se refiere a una composición no médica que muestra una unión 
y/o actividad lítica como se define aquí. Preferiblemente, la invención se refiere a un antimicrobiano. 10 
Preferiblemente, la invención se refiere a un antimicrobiano para el lisado de una bacteria, preferiblemente una 
bacteria del género Staphylococcus, más preferiblemente una bacteria de las especies S. aureus. 
Preferiblemente, la invención se refiere a un antimicrobiano como conservante alimenticio o desinfectante. 
 
Uso 15 
 
[0056] En otro aspecto, la invención se refiere al uso de un polipéptido que comprende dominios codificados por 
una primera, segunda, tercera y opcionalmente cuarta secuencia de ácido nucleico como se define aquí, una 
molécula de ácido nucleico que codifica tal polipéptido, un constructo que comprende tal molécula de ácido 
nucleico, un vector que comprende tal constructo, una célula que comprende tal vector y/o una composición que 20 
comprende cualquiera de los anteriores, preferiblemente como antimicrobiano. Preferiblemente, la invención se 
refiere al uso como un antimicrobiano para el lisado de una bacteria, preferiblemente una bacteria del género 
Staphylococcus, más preferiblemente una bacteria de las especies S. aureus. Preferiblemente la invención se 
refiere a un antimicrobiano como conservante alimenticio o desinfectante. Posiblemente, tales conservantes 
alimenticios o desinfectantes se usan junto con otros agentes antimicrobianos. Preferiblemente, tales 25 
conservantes alimenticios o desinfectantes se usan en combinación con uno o más ingredientes activos 
adicionales tal y como se define aquí. Preferiblemente, dicho uno o más ingredientes activos adicionales son 
seleccionados del grupo que consiste en un bacteriófago o fago y antibiótico tal y como se define aquí. 
 
[0057] El polipéptido arriba referenciado, molécula de ácido nucleico, constructo, vector, célula y/o composición 30 
según la invención se puede aplicar en o dentro de productos alimenticios, y/o en varios sitios físicos que se 
vayan a desinfectar, por un número de medios que incluyen, pero no están limitados a, adición de dicho 
polipéptido y/o células que contienen el polipéptido de la invención en los productos alimenticios, pulverización 
de dicho polipéptido y/o célula que contiene el polipéptido de la invención sobre los productos alimenticios o 
sitios físicos que se van a desinfectar. 35 
 
[0058] Un polipéptido de la invención se puede aislar a partir de una célula o una célula que contiene dicho 
polipéptido de la invención puede ser directamente aplicada o administrada sin aislamiento de dicho polipéptido. 
Por ejemplo, una célula que produce un polipéptido de la invención podría ser administrada a un sujeto (humano 
o animal) o aplicada a una superficie donde el polipéptido de la invención sería segregado en el alimento, sobre 40 
una superficie o en el intestino del sujeto. El polipéptido de la invención puede luego enlazar y opcionalmente 
lisar células bacterianas, preferiblemente, una bacteria del género Staphylococcus, más preferiblemente una 
bacteria de las especies S. aureus, presentes en este entorno. 
 
[0059] También abarcado está el uso de un polipéptido que comprende un dominio codificado por una primera 45 
secuencia  de ácido nucleico como se define aquí, una molécula de ácido nucleico que codifica tal polipéptido, un 
constructo que comprende tal molécula de ácido nucleico, un vector que comprende tal constructo, una célula 
que comprende tal vector y/o una composición que comprende cualquiera de los anteriores, preferiblemente para 
detectar las bacterias, más preferiblemente para detectar bacterias del género Staphylococcus, más 
preferiblemente una bacteria de las especies S. aureus. Preferiblemente, dicho polipéptido, molécula de ácido 50 
nucleico, constructo, vector, célula y/o composición se usa en una aplicación de diagnóstico. Posiblemente dicho 
polipéptido, molécula de ácido nucleico, un constructo, un vector, célula y/o una composición se usa junto con 
otros agentes de detección. 
 
Método 55 
 
[0060] La invención se refiere además en otro aspecto a un método para tratar, retrasar y/o prevenir una 
enfermedad infecciosa administrando una composición como se ha definido aquí anteriomente. Todas las 
características de este método ya se han definido aquí. 
 60 
Definiciones 
 
Identidad de secuencia 
 
[0061] "Identidad de secuencia" se define aquí como una relación entre dos o más secuencias de aminoácidos 65 
(péptido, polipéptido o proteína) o dos o más secuencias de ácidos nucleicos (nucleótido, polinucleótido), según 
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se determina por la comparación de las secuencias. En la técnica, "identidad" también se refiere al grado de 
relación de secuencia entre secuencias de aminoácidos o de nucleótidos, si es necesario, como se determina 
por la correspondencia entre cadenas de tales secuencias. "Similitud" entre dos secuencias de aminoácidos se 
determina por la comparación de la secuencia de aminoácidos y sus sustitutos de aminoácidos conservados de 
un péptido o polipéptido con la secuencia de un segundo péptido o polipéptido. En una forma de realización 5 
preferida, identidad o similitud se calcula sobre la SEQ ID NO entera como se identifica aquí. "Identidad" y 
"similitud" pueden ser fácilmente calculadas por métodos conocidos, incluyendo, pero no limitado a, los descritos 
en Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, New York, 1988; Biocomputing: 
Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, New York, 1993; Computer Analysis of 
Sequence Data, Part I, Griffin, A. M., and Griffin, H. G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence 10 
Analysis in Molecular Biology, von Heine, G., Academic Press, 1987; and Sequence Analysis Primer, Gribskov, 
M. and Devereux, J., eds., M Stockton Press, New York, 1991; and Carillo, H., and Lipman, D., SIAM J. Applied 
Math., 48:1073 (1988). 
 
[0062] Los métodos preferidos para determinar la identidad están diseñados para dar la mayor correspondencia 15 
entre las secuencias evaluadas. Los métodos para determinar la identidad y la similitud se codifican en 
programas informáticos públicamente disponibles. Los métodos de programas informáticos preferidos para 
determinar la identidad y la similitud entre dos secuencias incluyen por ejemplo el paquete del programa GCG 
Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research 12 (1): 387 (1984)), BestFit, BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul, 
S. F. et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990). El programa BLAST X está públicamente disponible de NCBI y otras 20 
fuentes (BLAST Manual, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894; Altschul, S., et al., J. Mol. Biol. 
215:403-410 (1990). El algoritmo de Smith Waterman bien conocido también se puede usar para determinar la 
identidad. 
 
[0063] Los parámetros preferidos para la comparación de secuencias polipeptídicas incluyen el siguiente: 25 
Algoritmo: Needleman and Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443-453 (1970); Matriz de comparación: BLOSSUM62 de 
Hentikoff and Hentikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89:10915-10919 (1992); penalización de espacio: 12; y 
penalización por longitud de espacio: 4. Un programa útil con estos parámetros está públicamente disponible 
como el programa "Ogap" de Genetics Computer Group, situado en Madison, WI. Los parámetros anteriormente 
mencionados son los parámetros por defecto para las comparaciones de aminoácidos (junto con ninguna 30 
penalización por espacios finales). 
 
[0064] Los parámetros preferidos para la comparación de ácidos nucleicos incluyen el siguiente: Algoritmo: 
Needleman and Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443-453 (1970); matriz de comparación: coincidencia=+10, no 
coincidencia=0; penalización por espacio: 50; penalización por longitud del espacio: 3. Disponible como el 35 
programa GAP de Genetics Computer Group, situado en Madison, Wis. Anteriormente se han dado los 
parámetros por defecto para comparaciones de ácidos nucleicos. 
 
[0065] Opcionalmente, al determinar el grado de similitud de los aminoácidos, la persona experta también puede 
tener en cuenta las denominadas sustituciones de aminoácidos "conservadoras", como será evidente para la 40 
persona experta. 
Las sustituciones de aminoácidos conservadoras se refieren a la intercambiabilidad de residuos que tienen 
cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoácidos que tiene cadenas alifáticas laterales es 
glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; un grupo de aminoácidos que tiene cadenas laterales hidróxilo-
alifáticas es serina y treonina; un grupo de aminoácidos que tiene cadenas laterales que contienen amida es 45 
asparagina y glutamina; un grupo de aminoácidos que tiene cadenas laterales aromáticas es fenilalanina, tirosina 
y triptófano; un grupo de aminoácidos que tiene cadenas laterales básicas es lisina, arginina e histidina; y un 
grupo de aminoácidos que tiene cadenas laterales que contienen azufre es cisteína y metionina. Los grupos de 
sustitución de aminoácidos conservadores preferidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-
arginina, alanina-valina y asparagina-glutamina. Variantes de sustitución de la secuencia de aminoácidos 50 
descritas aquí son aquellas donde al menos un residuo de las secuencias descritas se ha retirado y un residuo 
diferente se ha insertado en su posición. Preferiblemente, el cambio de aminoácido es conservador. 
Sustituciones conservadoras preferidas para cada uno de los aminoácidos de origen natural son de la siguiente 
manera: Ala a ser; Arg a lys; Asn a gln o his; Asp a glu; Cys a ser o ala; Gln a asn; Glu a asp; Gly a pro; His a 
asn o gln; Ile a leu o val; Leu a ile o val; Lys a arg; gln o glu; Met a leu o ile; Phe a met, leu o tyr; Ser a thr; Thr a 55 
ser; Trp a tyr; Tyr a trp o phe; y Val a ile o leu.  
 
Constructo de ácidos nucleicos, transformación, vector de expresión, operativamente enlazado, expresión, 
secuencias de control, polipéptido  
 60 
Constructo 
 
[0066] Una molécula de ácido nucleico está representada por una secuencia de nucleótidos. Un polipéptido está 
representado por una secuencia de aminoácidos. Un constructo de ácidos nucleicos se define como una 
molécula de ácido nucleico que es aislada de un gen de origen natural o que se ha modificado para contener 65 
segmentos de ácidos nucleicos que son combinados o yuxtapuestos de modo que no existirían de otro modo en 
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la naturaleza. Una molécula de ácido nucleico está representada por una secuencia de nucleótidos. 
Opcionalmente, una secuencia de nucleótidos presente en un constructo de ácidos nucleicos está 
operativamente enlazada a una o varias secuencias de control, que dirigen la producción o la expresión de dicho 
péptido o polipéptido en una célula o en un sujeto. 
 5 
[0067] "Operativamente enlazado" se define aquí como una configuración donde una secuencia de control está 
apropiadamente colocada en una posición con respecto a la secuencia de nucleótidos que codifica para el 
polipéptido de la invención de manera que la secuencia de control dirija la producción/expresión del péptido o 
polipéptido de la invención en una célula y/o en un sujeto. 
 10 
[0068] "Operativamente enlazado" también se puede usar para definir una configuración donde una secuencia 
esté apropiadamente colocada en una posición con respecto a otra secuencia codificante para un dominio 
funcional de manera que se codifique un polipéptido quimérico en una célula y/o en un sujeto. La expresión se 
entenderá que incluye cualquier paso implicado en la producción del péptido o polipéptido incluyendo, pero no 
limitado a, transcripción, modificación postranscripcional, traducción, modificación postraduccional y secreción. 15 
La secuencia de control se define aquí incluyendo todos los componentes que son necesarios o ventajosos para 
la expresión de un polipéptido. Como mínimo, las secuencias de control incluyen un promotor y señales de 
parada transcripcionales y traduccionales. Opcionalmente, un promotor representado por una secuencia de 
nucleótidos presente en un constructo de ácidos nucleicos está operativamente enlazado a otra secuencia de 
nucleótidos que codifica un péptido o polipéptido como se identifica aquí. 20 
 
[0069] El término "transformación" se refiere a un cambio genético permanente o transitorio inducido en una 
célula después de la incorporación de nuevo ADN (es decir ADN exógeno a la célula). Cuando la célula es una 
célula bacteriana, tal como se pretende en la presente invención, el término normalmente se refiere a un vector 
extracromosómico autorreplicante que alberga una resistencia a los antibióticos seleccionables. 25 
 
[0070] Un vector de expresión puede ser cualquier vector que se puede someter convenientemente a 
procedimientos de ADN recombinante y pueden provocar la expresión de una secuencia de nucleótidos que 
codifica un polipéptido de la invención en una célula y/o en un sujeto. Como se utiliza en este caso, el término 
"promotor" se refiere a un fragmento de ácido nucleico que funciona para controlar la transcripción de uno o más 30 
genes o ácidos nucleicos, localizados aguas arriba con respecto a la dirección de transcripción del sitio de 
iniciación de transcripción del gen. Está relacionado con el sitio de unión identificado por la presencia de un sitio 
de unión para ARN-polimerasa dependiente del ADN, sitios de iniciación de transcripción, y cualquiera de las 
otras secuencias de ADN, incluyendo, pero no limitados a, sitios de unión al factor de transcripción, sitios de 
unión a proteínas represoras y activadoras, y cualquiera de las otras secuencias de nucleótidos conocidas por un 35 
experto en la técnica para actuar directa o indirectamente para regular la cantidad de transcripción del promotor. 
En el contexto de la invención, un promotor preferiblemente termina en el nucleótido -1 del sitio de inicio de la 
transcripción (TSS). 
 
[0071] "Polipéptido", como se utiliza en este caso, se refiere cualquier péptido, oligopéptido, polipéptido, producto 40 
génico, producto de expresión o proteína. Un polipéptido está compuesto por aminoácidos consecutivos. El 
término "polipéptido" abarca moléculas de origen natural o sintético. 
 
[0072] En este documento y en sus reivindicaciones, el verbo "comprender" y sus conjugaciones se usan en su 
sentido no limitativo para referirse a que los elementos que siguen al verbo están incluidos, pero los que no se 45 
mencionan específicamente no están excluidos. Además, el verbo "consistir" se puede sustituir por "consistir 
esencialmente en", lo que significa que un producto o composición o molécula de ácido nucleico o péptido o 
polipéptido de un constructo de ácido nucleico o vector o célula, tal y como se define aquí, puede comprender 
componente(s) adicionales a los identificados específicamente; dicho(s) componente(s) adicional(es) no alteran 
la característica única de la invención. Además, al referirse a un elemento por el artículo indefinido "un" o "una" 50 
no se excluye la posibilidad de que más de uno de los elementos esté presente, a menos que el contexto 
especifique claramente que hay uno y solo uno de los elementos. El artículo indefinido "un" o "una" se refiere 
normalmente a "al menos uno". 
Los ejemplos siguientes se ofrecen para uso ilustrativo solo, y no tienen intención de limitar el alcance de la 
presente invención de ninguna manera. 55 
 
Descripción de las figuras 
 
[0073] 
 60 
Fig. 1: relación lineal de actividad de Ply2638 (SEQ ID NO: 21 codificada por SEQ ID NO: 44) frente a células de 
S.aureus SA2638/2854 en dependencia de concentración de endolisina. Los ensayos fueron realizados bajo 
condiciones estándar (tampón PBS pH 7,4, 120 mM de cloruro de sodio) en ensayos de lisis fotométrica. La 
actividad máxima fue determinada a partir del primer derivado de los ajustes de regresión a partir de curvas de 
lisis sigmoide, calculado con el software SigmaPlot. Las barras de error representan desviación típica calculada a 65 
partir de experimentos técnicos por triplicado.  
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Fig. 2: Influencia de cationes bivalentes en la actividad lítica de Ply2638 (SEQ ID NO: 21, codificado por SEQ ID 
NO: 44). 
La enzima fue tratada con EDTA, con la sustitución posterior de iones metálicos por diálisis contra el tampón 
MOPS que contenía MgCl2, CaCl2, ZnCl2, CuCl2, CoCl2 o MnSO4. Ply2638 dializado contra el tampón MOPS 
omitiendo tratamiento con EDTA sirvió como referencia. Las barras de error representan desviación típica, 5 
calculada a partir de experimentos técnicos por triplicado.  
Fig. 3: actividad lítica de 50 nM Ply2638 (SEQ ID NO: 21, codificado por SEQ ID NO: 44) en las células de 
S.aureus SA2638/2854 después de liofilización y reconstitución. La actividad fue medida en un ensayo de 
reducción de turbidez bajo condiciones estándar. El tampón de liofilización fue tomado como un control. La 
enzima de dominio triple recupera actividad lítica completa después de secado por congelación. 10 
 
Fig. 4: actividad lítica de 50 nM M23-LST_Ami2638_CBD2638 (SEQ ID NO: 29, codificado por SEQ ID NO: 48) 
en las células de S.aureus SA2638/2854 después de liofilización y reconstitución (indicadas como liofilizadas) en 
comparación con recién preparado M23-LST_Ami2638_CBD2638 (SEQ ID NO: 29, codificado por SEQ ID NO: 
48) y Ply2638 (SEQ ID NO: 21, codificado por SEQ ID NO: 44). El tampón de liofilización fue tomado como un 15 
control. La actividad fue medida en un ensayo de reducción de turbidez bajo condiciones estándar. La enzima de 
dominio triple recupera la actividad lítica completa después de la liofilización. 
 
Fig. 5: actividad relativa de lisostafina (LST; SEQ ID NO: 34, codificado por SEQ ID NO: 33) y derivados de 
Ply2638 (SEQ ID NO: 31, 30, 29, 21 y 24, codificado por SEQ ID NO: 11, 10, 48, 44 y 4, respectivamente) en 20 
dependencia de la concentración. La actividad de LST a 50 nM se estableció como referencia. Todos los 
ensayos se hicieron bajo condiciones estándar (37°C, pH 7,4 y 120 mM de concentración de cloruro sódico) 
usando células de sustrato de S. aureus SA2638/2854 a partir de cultivos congelados.  
 
Fig. 6: actividades relativas en varios valores de pH (diagrama de la izquierda) y concentraciones de cloruro 25 
sódico (diagrama de la derecha) de variantes de Ply2638 truncadas y (con dominios PlyTw) retroadaptadas 
determinadas en los ensayos de reducción de turbidez. El truncamiento de la enzima por uno de los dos 
dominios catalíticos dio como resultado actividades dañadas. Duplicación del CBD (M23_Ami_SH3b_SH3b; SEQ 
ID NO: 32, codificado por SEQ ID NO; 49) acelera la lisis en valores de pH básicos y concentraciones de sal 
elevadas. La retroadaptación de Ply2638 con el dominio CHAP11 produjo una enzima que se presume que ataca 30 
tres enlaces diferentes en la capa de peptidoglicano de Staphylococcus. Desplazó el pH óptimo a condiciones 
ligeramente ácidas y actividad antibacteriana mejorada. Sin embargo, la estabilidad de la proteína de las 
enzimas quiméricas sigue siendo un reto. Velocidad de lisis máxima de Ply2638 en condiciones estándar (pH 7,4 
y 120 mM de concentración de cloruro sódico) se estableció como referencia. Las barras representan medio de 
ensayos por triplicado, la desviación típica no se muestra. (CHAP_M23_Ami_SH3b = SEQ ID NO: 25, codificado 35 
por SEQ ID NO: 45; Ami_M23_Ami_SH3b = identidad de SEC n.º:: 26, codificado por SEQ ID NO: 46; 
M23_Ami_SH3b_SH3b = identidad de SEC n.º:: 32, codificado por identidad de SEC n.º:: 49; M23_Ami_SH3b = 
identidad de SEC n.º:: 21, codificado por identidad de SEC n.º:: 44; Ami_SH3b = identidad de SEQ NO: 22, 
codificado por identidad de SEC n.º:: 2; M23_SH3b = identidad de SEC n.º:: 23, codificado por identidad de SEQ 
NO: 3). 40 
 
Fig. 7.: actividad de 50 nM de enzimas de dominio cuádruple (SEQ ID NO: 27 y 28, codificado por SEQ ID NO: 
47 y 8, respectivamente), Ply2638 (SEQ ID NO: 21, codificado por SEQ ID NO: 44) y lisostafina (SEQ ID NO: 34, 
codificado por SEQ ID NO: 33) frente al uso de células de sustrato de S.aureus SA2638/2854 bajo condiciones 
estándar. El tampón de liofilización fue tomado como un control. Las enzimas de dominio cuádruple fueron 45 
construidas por combinación de dominios de Ply2638, PlyTw, y lisostafina. 
 
Ejemplos 
 
Materiales y métodos 50 
 
Cepas bacterianas, condiciones de cultivo, fagos y plásmidos 
 
[0074] E. coli XL1BlueMRF’ y E. coli Sure se usaron para la sobreexpresión de proteínas de fusión etiquetadas 
6x-His (SEQ ID NO: 43). Ambas cepas fueron cultivadas en medio LB-PE a 30°C con 100 µg/ml de ampicilina y 55 
30 µg/ml de tetraciclina para selección de plásmido. El lisato del fago 2638a se usó como modelo para la 
amplificación del gen Ply2638a o regiones de codificación de dominio del mismo. Dominio CHAPTw (SEQ ID NO: 
19) fue amplificado de lisato del fago Twort. El dominio (CHAP) de amidasa/peptidasa dependiente de 
cisteína/histidina y el dominio de amidasa de fago 11 (SEQ ID NO 18 y 17, respectivamente; Donovan, et al., 
2006 and 2008; Navarre et al., 1999; Sass and Bierbaum 2007) fueron amplificados a partir de un vector pet21a 60 
que contenía un gen de autolisina phi11, una gentil donación de Donovan, D.M.. El plásmido LT1215 
conteniendo la secuencia de lisostafina madura (SEQ ID NO: 33) fue usado como modelo para la amplificación 
del dominio M23-LST (SEQ ID NO: 15) y CWT-LST (SEQ ID NO: 13).  
 

E16172568
22-01-2020ES 2 768 777 T3

 



	

	 14 

[0075] El vector pQE-30 (número de catálogos: 32915, Qiagen, Hilden, Alemania; SEQ ID NO: 50) fue usado 
como vector de clonación y de expresión para la producción de proteínas de fusión recombinante etiquetadas 6x-
His en E. coli XL1BlueMR o E. coli Sure respectivamente.  
 
Técnicas de ADN y procedimientos de clonación 5 
 
[0076] Técnicas estándar según Sambrook, Maniatis et al. (1989) fueron empleadas para la clonación genes 
únicos y la creación de proteínas de fusión. Mezcla de enzimas de PCR de alta fidelidad (Fermentas) fue usada 
en reacciones de PCR. Concentraciones de ADN fueron determinadas con un espectrofotómetro 
(espectrofotómetro Nanodrop ND-1000). 10 
 
[0077] Se construyó pHP12638 por inserción de Ply2638 (SEQ ID NO: 1) secuencia codificante Met1 - Lys486 en 
los sitios pQE30 (SEQ ID NO: 50) BamHI - SaiI. El constructo pHP12638-P12638 tiene la misma secuencia 
consecutivamente insertada en los sitios BamHI -SacI - SalI. CHAP11 (SEQ ID NO: 18), Ami11 (SEQ ID NO: 17) 
y CHAP_Ami11 fueron N-terminales introducidos en pHPL2638a digerido por BamHI. Antes de la reacción de 15 
ligamiento, el vector fue defosforilado usando fosfatasa alcalina de gamba (SAP, Fermentas). pHM23_CBD2638 
(SEQ ID NO: 3) y pHM23-2638_Ami2638_CBD2638_CBD2638 (SEQ ID NO: 49) fueron construidos por una 
sustitución de la región de codificación de GFP a partir del vector pHGFP_CBD2638A-c (SEQ ID NO: 59) con los 
insertos respectivos usando los sitios de restricción BamHI y SacI. pHM23-LST_Ami2638_CBD2638 (SEQ ID 
NO: 48) tiene una estructura pQE-30 con lisostafina madura (SEQ ID NO: 33) que codifica la secuencia Ala1 - 20 
Gly154 insertada en BamHI y SacI y la secuencia parcial que codifica Leu138 - Lys486 en los sitios SacI y Sail. 
pHM23-LST_M23-LST_CWT-LST (SEQ ID NO: 11) tiene secuencias de lisostafina madura (SEQ ID NO: 33) 
Ala1 - Gly154 insertada en BamHI y SacI y Ala1 - Lys246 en los sitios SacI y Sail de pQE30. pHLST-LST (SEQ 
ID NO: 10) se construye de la misma forma teniendo Ala1 - Lys246 reiteradamente en los sitios BamHI - SacI y 
SacI - SalI. En los plásmidos que codifican constructos de dominio cuádruples pHCHAPTw_Ami2638_M23-25 
LST_CBD2638 (SEQ ID NO: 47) y pHCHAPTw_Ami2638_M23-LST_CWT-LST (SEQ ID NO: 8) los dominios son 
directamente fusionados mediante solapamiento de PCR de extensión de empalme (SOE) e insertados en los 
sitios de pQE30 BamHI y Sail. En ambos constructos, regiones fronteras de dominios individuales, (CHAPTw, 
SEQ ID NO: 19: Met1 - Ile140; Ami2638, SEQ ID NO: 16: Lys141-Gly358 de SEQ ID NO: 1; CBD2638, SEQ ID 
NO: 12: Trp393- Lys486 de SEQ ID NO: 1, M23-LST, SEQ ID NO: 15: Ala1 - Gly154 de SEQ ID NO: 33, CWT-30 
LST, SEQ ID NO: 13: Trp155 - Lys246 de SEQ ID NO: 33) se determinaron con bioinformática (datos no 
publicados). Los plásmidos con secuencias repetitivas fueron transferidos a cepa de E. coli Sure, todos los 
demás plásmidos al E. coli XL1BlueMRF. 
 
Expresión y purificación de proteínas de fusión recombinante 35 
 
[0078] La sobreexpresión de proteína y la purificación parcial se hizo esencialmente tal y como se ha descrito 
anteriormente por otros (Loessner et al., 1996, Schmelcher et al., 2010). En resumen, el plásmido que porta E. 
coli se cultivó en 250 ml de medio LB modificado (15 g/l triptosa, 8 g/l extracto de levadura, 5 g/l NaCl, pH 7,8) a 
una densidad óptica a 600nm (OD600nm) de 0,4 a 0,6 y fue inducido con 1 mM IPTG. Las células fueron 40 
además incubadas durante 4 horas a 30°C, o 18 horas a 20°C, enfriadas a 4°C, y cosechadas por centrifugación. 
Los granulados celulares fueron suspendidos en 5 ml de tampón de inmovilización (50 mM NaH2PO4, 500 mM 
NaCl, 5 mM imidazol, 0,1% polisorbato20, pH 7,4). Los contenidos de E. coli citosólico que contenían proteínas 
recombinantes solubles fueron liberados por un pasaje doble a través de una French Pressure Cell Press (1200 
psi, SLM Aminco, Urbana, IL, EE.UU.) accionada a 1200 psi. Otros pasos de procesamiento aguas abajo 45 
incluyeron la eliminación de detrito celular insoluble por centrifugación, esterilización con filtro (0,2 µm de 
membrana PES, Millipore) y purificación por cromatografía de afinidad por metal inmovilizado (IMAC) utilizando 
paquete de columnas Micro-Biospin, (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.) con resina Ni-NTA Superflow de baja 
densidad (Chemie Brunschwig AG, Basilea, Suiza). Proteínas inmovilizadas Ni-NTA fueron lavadas en flujo por 
gravedad de columna con tampón de inmovilización de 5-10 volúmenes de columna. Fracciones de proteína 50 
fueron luego eluidas con tampón de elución (50 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, 125 mM imidazol, 0,1% 
polisorbato20, pH 7,4) y dializado contra dos cambios de tampón de diálisis (50 mM NaH2PO4, 100 mM NaCl, 
0,1% polisorbato20, pH 7,4). Concentraciones de proteína fueron definidas en un espectrofotómetro Nanodrop 
ND-1000, corregido para absorbancia específica a 280 nm como se calcula a partir de la secuencia de 
aminoácidos primaria con el software Vector NTI (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) y se estima para pureza por 55 
SDS-PAGE. Partes alícuotas fueron almacenadas a -20°C mezcladas con 50% de glicerol. 
 
Liofilización de proteínas recombinantes 
 
[0079] Proteínas purificadas IMAC fueron dializadas contra 3 cambios de 300 ml de parte alícuota de tampón de 60 
liofilización (50 mM fosfato o Tris, 500 mM sacarosa, 200 mM manitol, pH 7,4) y congeladas en la fase gaseosa 
de nitrógeno líquido. La liofilización fue hecha a - 40°C y vacío a 75 mTorr durante 60 minutos, seguido de 
temperatura en aumento durante 5 horas a -10°C y otros 60 minutos a -10°C en los mismos niveles de vacío. 
Como paso final, la temperatura fue aumentada a 25°C durante 10 horas. Las muestras fueron reconstituidas 
antes de la prueba en ensayos de lisis por la adición de agua. 65 
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Ensayo de unión a la pared celular 
 
[0080] Como un ensayo estándar para determinar la capacidad de un CBD para dirigir una fusión de GFP a la 
superficie bacteriana y mediar la unión firme al ligando de la pared celular, se usan las siguientes condiciones: 
bacterias, preferiblemente S. aureus BB255, de fase log tardía son cosechadas por centrifugación, 5 
resuspendidas en 1/10 volumen de PBS-T (50 mM NaH2PO4, 120 mM NaCl [pH 8,0], 0,01% de polisorbato 20) y 
almacenadas en hielo. Proteínas GFP-CBD, preferiblemente SEQ ID NO: 64, codificada por SEQ ID NO: 60, son 
diluidas en el mismo tampón a una concentración de 400 nM (2x GFP-CBD) y también almacenada en hielo. En 
un vaso microcentrífugo 1,5 ml, 100 µl células y 100 µl de 2x GFP-CBD se mezclan e incuban a temperatura 
ambiente durante 5 min. Las células son luego retiradas del sobrenadante por centrifugación en una microfuga 10 
(16000 g, 60 s). El sobrenadante fue descartado y las células fueron lavadas en 500 µl de tampón PBS-T. Para 
microscopía de fluorescencia, el granulado fue finalmente resuspendido en 50 µl de tampón. Para ensayos de 
fluorómetro, el granulado es finalmente resuspendido en 200 µl de PBS-T y transferido a un pocillo de 
microplaca. Ensayos de fluorescencia cuantitativos se pueden realizar utilizando un dispositivo contador 
Multilabel (Victor3, Perkin Elmer, Massachusetts, EE.UU.) con microplacas de poliestireno estériles, no tratadas, 15 
negras de 96 pocillos (Nunc, Roskilde, Dinamarca). Se puede usar GFP como control negativo. 
 
Ensayos de fluorescencia cuantitativos 
 
[0081] La dependencia de pH y sal en CBD2638 para interacción de ligando de superficie celular de S. aureus 20 
BB255 se investiga por incubación de células a partir de un volumen de 1 ml establecido a un OD600nm 1 +/- 0,05 
(∼4 x 109 células) con 7,5 µg proteína de fusión GFP-CBDS2638, SEQ ID NO: 64, codificada por SEQ ID NO: 60. 
Esta proporción célula a proteína está cerca del punto de saturación como se ha determinado en experimentos 
precedentes y permite la detección de variaciones en las eficiencias de unión. El pH variante se evalúa usando 
los tampones de citrato pH 4,5 a 6,5 y tampones de fosfato pH 6 a 9. Tras la incubación con proteína GFP-25 
CBD2638 en el tampón de pH, las células se lavan con tampón de pH respectivo seguido de lavado con PBS-T 
estándar (pH 8). Finalmente, las células se ajustan a una OD595nm = 0,3 para detectar fluorescencia a partir de 
200 µl de suspensiones de las mismas con un contador Multilabel Victor3. Experimentos similares son realizados 
usando los tampones preparados con concentraciones de cloruro sódico en aumento (10 mM NaH2PO4, 0 - 1000 
mM NaCl, 0,1% polisorbato 20, pH 6). 30 
 
[0082] Cuantificación de la capacidad de enlace a CBD de cepas de Staphylococcus con propiedades de 
superficie celular alteradas se evalúa registrando unidades de fluorescencia relativas (RFU) de células lavadas e 
inactivadas por calor previamente incubadas con proteína GFP-CBD2638 excesiva. Fluorescencia de volúmenes 
iguales (200 µl) de células etiquetadas GFP-CBD2638, ajustadas a una OD595nm = 0,3, son medidos utilizando 35 
sets de filtros apropiados en un dispositivo contador Multilabel. La comparación y la cuantificación de niveles de 
absorción de GFP-CBD2638 (SEQ ID NO: 64, codificada por SEQ ID NO: 60), GFP-CBD2638-CBD2638 (SEQ ID 
NO 65 y/o 66, codificada por SEQ ID NO: 61 y 62, respectivamente) y GFP-CBD2638-CBD2638-CBD2638 (SEQ 
ID NO: 67, codificada por SEQ ID NO: 63) en células de S. aureus BB255 y células tratadas con SDS se hace de 
la misma manera. 40 
 
Ensayos de lisis 
 
[0083] Células de sustrato para ensayos de actividad lítica se cultivaron a una densidad óptica a 600nm (OD600) 
de 0,4, se lavaron dos veces con PBST pH 7,4 y se resuspendieron en 15% de glicerol que contenía tampón de 45 
PBS, pH 7,4 concentrándolo a la vez 100 veces. Las células fueron almacenadas a -20°C. Para uso posterior en 
ensayos de unión o de actividad lítica las células fueron descongeladas, lavadas con PBS pH 7,4 y diluidas a una 
OD600 de 1 ± 0,05. En los ensayos de actividad lítica estándar, muestras de proteína fueron diluidas a 
cantidades equimolares y distribuidas en placas de pruebas de cultivo de tejido transparentes de 96 pocillos 
(SPL life sciences, Pocheon, Corea). Células de sustrato fueron adicionadas a un volumen final y la caída en la 50 
densidad óptica a 595nm (OD595nm) fue registrada durante aproximadamente 1 hora a 37°C. 
 
[0084] La actividad lítica de constructos retroadaptados y de eliminación de Ply2638 fueron evaluados contra la 
cepa de propagación del fago 2638a de S. aureus SA2638/2854 a partir de caldo congelado en ensayos de lisis. 
Se evaluó la actividad en varias condiciones de tampón. Valores de pH de 4,6 a 9 en incrementos de 0,4 fueron 55 
evaluados usando tampones de citrato/fosfato (25 mM citrato, 25 mM fosfato, 120 mM NaCl, pH 4,6 - 6,6) y 
tampones Tris/fosfato (25 mM Tris, 25 mM fosfato, 120 mM NaCl). La actividad de derivados de Ply2638a a 
concentraciones de sal que varían de 0 a 1000 mM de cloruro sódico (en 10 mM de tampón fosfato pH 7,4) fue 
evaluada. Los derivados de Ply2638a fueron diluidos a una concentración final de 10 µM con MQ antes de su 
aplicación en los ensayos de lisis. Aquí, 4 µl de 10 µM de derivados de Ply2638a fueron aplicados a 196 µl de 60 
suspensiones de célula de sustrato utilizando una pipeta multicanal, dando como resultado una concentración de 
ensayo de 200 nM de proteína. Las suspensiones de célula de sustrato fueron preparadas a partir de caldos 
congelados, diluyendo éste con pH o tampones de sal y estandarizándolo espectrofotométricamente (Libra S22, 
Biochrom) a una OD600 inicial de 1 ± 0,05. Reducción en la densidad óptica a 595 nm (OD595) fue medida 
utilizando un instrumento contador Victor3 1420 Multilabel (Perkin Elmer) durante 1 hora. Las placas fueron 65 
agitadas enérgicamente durante 1 segundo (doble órbita, 0,1mm diámetro) después de cada lectura única. Como 
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control positivo sirvió la lisostafina N-terminal etiquetada 6xHis (HLST), lisostafina disponible comercialmente, 
(recombinante, originada de E. coli, Sigma). Como control negativo se aplicó agua MilliQ. 
 
Influencia de iones metálicos bivalentes en la actividad de Ply2638 
 5 
[0085] Parcialmente purificado Ply2638 (SEQ ID NO: 21) fue dializado durante 2 horas contra el tampón que 
contenía EDTA ((50 mM MOPS, 100 mM cloruro sódico, 0,005% polisorbato20, 10 mM EDTA) seguido de diálisis 
contra el tampón que contenía los iones metálicos bivalentes respectivos (50 mM MOPS, 100 mM cloruro sódico, 
0,005% polisorbato20, y 10 mM CaCl2, 10 mM MgCl2, 1 mM CoCl2, 1 mM CuCl2, 1 mM MnSO4 o 1 mM ZnCl2, 
respectivamente). 10 
Las células usadas como sustrato fueron tratadas con SDS y lavadas con EDTA antes de su aplicación en los 
ensayos de lisis estándar. 
 

Tabla 1. SEQ ID NO identificación 
 15 

enzima/dominio/constructo/vector secuencia 
de ácidos 
nucleicos 

secuencia de 
aminoácidos 

secuencia de 
aminoácidos de 

domino con 
enlazador putativo 

secuencia de 
ácidos nucleicos 

de constructo 
etiquetado His 

Enzima madura         

Ply2638 
SEQ ID NO: 
1 SEQ ID NO: 21   SEQ ID NO: 44 

LST 
SEQ ID NO: 
33 SEQ ID NO: 34     

Dominio         

CBD-2638 
SEQ ID NO: 
12 SEQ ID NO: 35 SEQ ID NO: 51   

CWT-LST 
SEQ ID NO: 
13 SEQ ID NO: 36 SEQ ID NO: 52   

M23-2638 
SEQ ID NO: 
14 SEQ ID NO: 37 SEQ ID NO: 53   

M23-LST 
SEQ ID NO: 
15 SEQ ID NO: 38 SEQ ID NO: 54   

Ami-2638 
SEQ ID NO: 
16 SEQ ID NO: 39 SEQ ID NO: 55   

Ami- Φ 11 
SEQ ID NO: 
17 SEQ ID NO: 40 SEQ ID NO: 56   

CHAP- Φ 11 
SEQ ID NO: 
18 SEQ ID NO: 41 SEQ ID NO: 57   

CHAP- Φ Twort 
SEQ ID NO: 
19 SEQ ID NO: 42 SEQ ID NO: 58   

Constructo retroadaptado         

CHAP11_M23-
2638_Ami2638_CBD2638 

SEQ ID NO: 
5 SEQ ID NO: 25   SEQ ID NO: 45 

Ami11_M23-
2638_Ami2638_CBD2638 

SEQ ID NO: 
6 SEQ ID NO: 26   SEQ ID NO: 46 

CHAPTw_Ami2638_M23-
LST_CBD2638 

SEQ ID NO: 
7 SEQ ID NO: 27   SEQ ID NO: 47 

M23-LST_Ami2638_CBD2638 
SEQ ID NO: 
9 SEQ ID NO: 29   SEQ ID NO: 48 

M23-
2638_Ami2638_CBD2638_CBD2638 

SEQ ID NO: 
20 SEQ ID NO: 32   SEQ ID NO: 49 
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enzima/dominio/constructo/vector secuencia 
de ácidos 
nucleicos 

secuencia de 
aminoácidos 

secuencia de 
aminoácidos de 

domino con 
enlazador putativo 

secuencia de 
ácidos nucleicos 

de constructo 
etiquetado His 

Ami2638-CBD2638   SEQ ID NO: 22   SEQ ID NO: 2 

M23-2638-CBD2638   SEQ ID NO: 23   SEQ ID NO: 3 

Ply2638-Ply2638   SEQ ID NO: 24   SEQ ID NO: 4 

CHAPTw_Ami2638_M23-LST_CWT-
LST   SEQ ID NO: 28   SEQ ID NO: 8 

LST_LST   SEQ ID NO: 30   SEQ ID NO: 10 

M23-LST_M23-LST_CWT-LST   SEQ ID NO: 31   SEQ ID NO: 11 

GFP_CBD2638   SEQ ID NO: 64   SEQ ID NO: 60 

GFP_CBD2638_CBD2638 var.1   SEQ ID NO: 65   SEQ ID NO: 61 

GFP_CBD2638_    SEQ ID NO: 66   SEQ ID NO: 62 

GFP_CBD2638_CBD2638 CBD2638   SEQ ID NO: 67   SEQ ID NO: 63 

Etiqueta         

6xHis-tag   SEQ ID NO: 43     

Vector         

pQE-30 vector 
SEQ ID NO: 
50       

pHGFP_CBD2638_c vector 
SEQ ID NO: 
59       

 
SEQ ID NO: 1 (Ply2638) 
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SEQ	ID	NO:	2	(Ami2638	CBD2638	+	6xHis	y	sitios	de	clonación)	5 
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	5 
SEQ	ID	NO:	3	(M23-2638	CBD2638	+	6xHis	y	sitios	de	clonación)	
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	5 
SEQ	ID	NO:	4	(Ply2638-Ply2638	+	6x	His	y	sitios	de	clonación)	
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SEQ	ID	NO:	5	(CHAP11	M23-2638	Ami2638	CBD2638)	
	
	5 
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SEQ	ID	NO:	6	(Ami11	M23-2638	Ami2638	CBD2638)	
	5 
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SEQ	ID	NO:	7	(CHAPTw_Ami2638_M23-LST_CBD2638)	
	5 
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SEQ	ID	NO:	8	(CHAPTw_Ami2638_M23-LST_CWT-LST	+6xHis	y	sitio	de	clonación)
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SEQ	ID	NO:	9	(M23-LST_Ami2638_CBD2638)	5 
	

E16172568
22-01-2020ES 2 768 777 T3

 



	

	 33 

	

	

E16172568
22-01-2020ES 2 768 777 T3

 



	

	 34 

	

	
	
SEQ	ID	NO:	10	(LST_LST	+	6xHis	y	sitios	de	clonación)	
	5 
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SEQ	ID	NO:	11	(M23-LST	M23-LST	CWT-LST	+6xHis	y	sitios	de	clonación)	
	5 
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	5 
	
SEQ	ID	NO:	12	(CBD-2638)	
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SEQ	ID	NO:	13	(CWT-LST)	5 
	
	

	
	
SEQ	ID	NO:	14	(M23-2638)	10 
	
	

	
SEQ	ID	NO:	15	(M23-LST)	
	15 
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SEQ	ID	NO:	16	(Ami-2638)	
	5 
	

	
	
SEQ	ID	NO:	17	(Ami-Φ11)	
	10 
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	5 
	
SEQ	ID	NO:	18	(CHAP-Φ11)	
	
	
	10 

	
	
SEQ	ID	NO:	19	(CHAP-ΦTwort)	
	
	15 
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SEQ	ID	NO:	20	(M23-2638_Ami2638_CBD2638_CBD2638)	
	5 
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SEQ	ID	NO:	21	(Ply2638)	
	
	

	
SEQ	ID	NO:	22	(Ami2638	CBD2638)	5 
	

	
	
SEQ	ID	NO:	23	(M23-2638_CBD2638)	
	10 
	
	

	
SEQ	ID	NO:	24	(Ply2638-Ply2638)	
	15 
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	5 
SEQ	ID	NO:	25	(CHAP11_M23-2638	Ami2638_CBD2638)	
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SEQ	ID	NO:	26	(Ami11_M23-2638_Ami2638_CBD2638)	5 
	

E16172568
22-01-2020ES 2 768 777 T3

 



	

	 46 

	
	

	
	
SEQ	ID	NO:	27	(CHAPTw_Ami2638_M23-LST_CBD2638)	5 
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SEQ	ID	NO:	28	(CHAPTw_Ami2638_M23-LST_CWT-LST)	5 
	
	
	

	10 
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SEQ	ID	NO:	29	(M23-LST_Ami2638_CBD2638)	
	5 
	
	

	
	
SEQ	ID	NO:	30	(LST	LST)	10 
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	5 
SEQ	ID	NO:	31	(M23-LST_M23-LST_CWT-LST)	
	
	
	

	10 
	
SEQ	ID	NO:	32	(M23-2638_Ami2638_CBD2638	CBD2638)	
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SEQ	ID	NO:	33	(LST)	5 
	
	
	

	10 
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SEQ	ID	NO:	34	(LST	aa)	
	5 
	
	

	
	
SEQ	ID	NO:	35	(CBD-2638)	10 
	
	
	

	
	15 
SEQ	ID	NO:	36	(CWT-LST)	
	
	
	

	20 
	
SEQ	ID	NO:	37	(M23-2638)	
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SEQ	ID	NO:	38	(M23-LST)	5 
	
	
	

	
	10 
SEQ	ID	NO:	39	(Ami-2638)	
	
	
	

	15 
	
SEQ	ID	NO:	40	(Ami-Φ11)	
	
	
		20 

	
SEQ	ID	NO:	41	(CHAP-Φ11)	
	
	
	25 

	
	
SEQ	ID	NO:	42(CHAP-ΦTwort)	
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SEQ	ID	NO:	43	(etiqueta	6xHis	N	terminal)	5 
	
	
MRGSHHHHHHGS	
	
SEQ	ID	NO:	44	(Ply2638	+	6xHis	y	sitios	de	clonación)	10 
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SEQ	ID	NO:	45	(CHAP	11_	M23-2638_	Ami2638_	CBD2638+6xHis	y	sitios	de	clonación)	
	
	5 
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E16172568
22-01-2020ES 2 768 777 T3

 



	

	 56 

	
	

E16172568
22-01-2020ES 2 768 777 T3

 



	

	 57 

	
	
SEQ	ID	NO:	46	(Ami11_M23-2638_Ami2638_CBD2638+6xHis	y	sitios	de	clonación)	
	
	5 
	

E16172568
22-01-2020ES 2 768 777 T3

 



	

	 58 

	

E16172568
22-01-2020ES 2 768 777 T3

 



	

	 59 

	

	
	
SEQ	ID	NO:	47	(CHAPTw_Ami2638	M23-LST	CBD2638	+6xHis	y	sitios	de	clonación)	
	5 
	
	

E16172568
22-01-2020ES 2 768 777 T3

 



	

	 60 

	

E16172568
22-01-2020ES 2 768 777 T3

 



	

	 61 

	

	
	
SEQ	ID	NO:	48	(M23-LST_Ami2638	CBD2638	+	6xHis	y	sitios	de	clonación)	
	5 
	
	

E16172568
22-01-2020ES 2 768 777 T3

 



	

	 62 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 63 

	

	
	
SEQ	ID	NO:	49	(M23-2638	Ami2638	CBD2638	CBD2638	+	6xHis	y	sitios	de	clonación)	
	5 
	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 64 

ES 2 768 777 T3

 



	

	 65 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 66 

SEQ	ID	NO:	50	(vector	pQE-30,	disponible	bajo	el	número	de	catálogo:	32915	en	Qiagen	-	Hilden,	Alemania)	
	
	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 67 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 68 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 69 

	

	
	
SEQ	ID	NO:	51	(CBD-2638	con	enlazador	putativo	indicado	en	negrita)	
	5 
	
	
	

	
	10 
SEQ	ID	NO:	52	(CWT-LST	con	enlazador	putativo	indicado	en	negrita)	
	
	
	
	15 

	
	
SEQ	ID	NO:	53	(M23-2638	con	enlazador	putativo	indicado	en	negrita)	
	
	20 

	
	
SEQ	ID	NO:	54	(M23-LST	con	enlazador	putativo	indicado	en	negrita)	
	
	25 
	
	

	
	
SEQ	ID	NO:	55	(Ami-2638	con	enlazador	putativo	indicado	en	negrita)	30 
	
	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 70 

	

	
	
SEQ	ID	NO:	56	(Ami-Φ11	con	enlazador	putativo	indicado	en	negrita)	
	5 
	
	

	
	
SEQ	ID	NO:	57	(CHAP-Φ11	con	enlazador	putativo	indicado	en	negrita)	10 
	
	

	
	
SEQ	ID	NO:	58	(CHAP-ΦTwort	con	enlazador	putativo	indicado	en	negrita)	15 
	
	
	
	

	20 
	
SEQ	ID	NO:	59	(pHGFP_CBD2638_c	vector)	
	
	
	25 

ES 2 768 777 T3

 



	

	 71 

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 72 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 73 

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 74 

	
	
SEQ	ID	NO:	60	(GFP_CBD2638)	
	
	5 
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 75 

	
	

	
	5 
SEQ	 ID	NO:	61	 (GFP_CBD2638_CBD2638	Variante	1.	 Sitios	de	 restricción	usados	para	 construcción:	BamHI	 -	 SacI	 -	
SacI-	SalI.	Codón	de	parada	TAA	derivado	de	2º	CBD2638)	
	
	
	10 

ES 2 768 777 T3

 



	

	 76 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 77 

	

	
	
SEQ	ID	NO:	62	(GFP	CBD2638	CBD2638	Variante	2.	Sitios	de	restricción	usados	para	construcción:	BamHI	-	SacI	-	KpnI	
-	SalI.	Codón	de	parada	es	codificado	por	vector)	5 
	
	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 78 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 79 

	

	
	
SEQ	 ID	 NO:	 63	 (GFP_CBD2638_CBD2638_CBD2638.	 Sitios	 de	 restricción	 usados	 para	 construcción:	 BamHI	 -	 SacI	 -	
KpnI-	SalI	-	PstI.	Codón	de	parada	es	codificado	por	vector)	5 
	
	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 80 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 81 

	

	
	
SEQ	ID	NO:	64	(GFP_CBD2638	aa)	
	5 
	
	
	

	
	10 
SEQ	ID	NO:	65	(GFP_CBD2638_CBD2638	Variante	1	aa)	
	
	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 82 

	
	

	
	5 
SEQ	ID	NO:	66	(GFP_CBD2638_CBD2638	Variante	2	aa)	
	
	
	
	10 

	
	
SEQ	ID	NO:	67	(GFP_CBD2638_CBD2638_CBD2638	aa)	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 83 

	
	

	
	
LISTADO	DE	SECUENCIAS	5 
	
	
[0086]		
<110>	EBI	Food	Safety	B.V.	
<120>	Un	polipéptido	10 
<130>	P6035159PCT	
<160>	67	
<170>	PatentIn	versión	3.3	
<210>	1	
<211>	1461	15 
<212>	ADN	
<213>	Bacteriófago	de	Staphylococcus	aureus	2638a	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 84 

<400>	 1		

	
	

	5 
<210>	2	
<211>	1086	
<212>	ADN	
<213>	artificial	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 85 

<220>	
<223>	Ami2638_CBD2368	etiquetado	His	
<400>	2		

	
<210>	3	5 
<211>	1035	
<212>	ADN	
<213>	artificial	
<220>	
<223>	M23-2638_CBD2638	etiquetado	His	10 

ES 2 768 777 T3

 



	

	 86 

<400>	3		

	
<210>	4	
<211>	2961	
<212>	ADN	5 
<213>	artificial	
<220>	
<223>	Ply2638_Ply2638	etiquetado	His	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 87 

<400>	4		

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 88 

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 89 

	
<210>	5	
<211>	1983	
<212>	ADN	
<213>	artificial	5 
<220>	
<223>	CHAP11_M23-2638_Ami2638_CBD2638	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 90 

<400>	5		

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 91 

	

	
<210>	6	
<211>	2109	
<212>	ADN	5 
<213>	artificial	
<220>	
<223>	Ami11_M23-2638_Ami2638_CBD2638	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 92 

<400>	6		

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 93 

	

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 94 

<210>	7	
<211>	1923	
<212>	ADN	
<213>	artificial	
<220>	5 
<223>	CHAPTw_Ami2638_M23-LST_CBD2638	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 95 

<400>	7		

ES 2 768 777 T3

 



	

	 96 

ES 2 768 777 T3

 



	

	 97 

	
	

	
<210>	8	
<211>	1953	5 
<212>	ADN	
<213>	artificial	
<220>	
<223>	CHAPTw_Ami2638_M23-LST_CWT-LST	etiquetado	His	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 98 

<400>	8		

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 99 

	

	
<210>	9	
<211>	1518	
<212>	ADN	5 
<213>	artificial	
<220>	
<223>	M23-LST_Ami2638_CBD2638	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 100 

<400>	9		

	
	

	5 

ES 2 768 777 T3

 



	

	 101 

<210>	10	
<211>	1521	
<212>	ADN	
<213>	artificial	
<220>	5 
<223>	LST_LST	etiquetado	His	
<400>	10		

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 102 

	

	
<210>	11	
<211>	1245	
<212>	ADN	5 
<213>	artificial	
<220>	
<223>	M23-LST_M23_LST-CWT-LST	etiquetado	His	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 103 

<400>	11		

	
	

	5 
<210>	12	
<211>	285	
<212>	ADN	
<213>	Bacteriófago	de	Staphylococcus	aureus	2638a	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 104 

<400>	12		

	
<210>	13	
<211>	279	
<212>	ADN	5 
<213>	Staphylococcus	simulans	
<400>	13		

	
<210>	14	
<211>	438	10 
<212>	ADN	
<213>	Bacteriófago	de	Staphylococcus	aureus	2638a	
<400>	14		

	
<210>	15	15 
<211>	420	
<212>	ADN	
<213>	Staphylococcus	simulans	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 105 

<400>	15		

	
<210>	16	
<211>	510	
<212>	ADN	5 
<213>	Bacteriófago	de	Staphylococcus	aureus	2638a	
<400>	16		

	
<210>	17	
<211>	642	10 
<212>	ADN	
<213>	Fago	de	Staphylococcus	aureus	phi	11	
<400>	17		

	15 

ES 2 768 777 T3

 



	

	 106 

	

	
<210>	18	
<211>	516	
<212>	ADN	5 
<213>	Fago	de	Staphylococcus	aureus	phi	11	
<400>	18		

	
<210>	19	
<211>	420	10 
<212>	ADN	
<213>	Fago	de	Staphylococcus	Twort	
<400>	19		

	
<210>	20	15 
<211>	1851	
<212>	ADN	
<213>	artificial	
<220>	
<223>	M23-2638_Ami2638_CBD2638_CBD2638	20 

ES 2 768 777 T3

 



	

	 107 

<400>	20		

ES 2 768 777 T3

 



	

	 108 

ES 2 768 777 T3

 



	

	 109 

	
	

	
<210>	21	
<211>	498	5 
<212>	PRT	
<213>	artificial	
<220>	
<223>	Ply2638	etiquetado	His	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 110 

<400>	21		

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 111 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 112 

	

	
<210>	22	
<211>	361	
<212>	PRT	5 
<213>	artificial	
<220>	
<223>	Ami2638_CBD2638	etiquetado	His	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 113 

<400>	22		

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 114 

	

	
<210>	23	
<211>	344	
<212>	PRT	5 
<213>	artificial	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 115 

<220>	
<223>	M23-2638_CBD2638	etiquetado	His	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 116 

<400>	23		

ES 2 768 777 T3

 



	

	 117 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 118 

	

	
<210>	24	
<211>	986	
<212>	PRT	5 
<213>	artificial	
<220>	
<223>	Ply2638_Ply2638	etiquetado	His	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 119 

<400>	24		

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 120 

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 121 

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 122 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 123 

	

	
<210>	25	
<211>	672	
<212>	PRT	5 
<213>	artificial	
<220>	
<223>	CHAP11_M23-2638_Ami2638_CBD2638	etiquetado	His	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 124 

<400>	25		

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 125 

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 126 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 127 

	

	
<210>	26	
<211>	714	
<212>	PRT	5 
<213>	artificial	
<220>	
<223>	Ami11_M23-2638_Ami2638_CBD2638	etiquetado	His	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 128 

<400>	26		

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 129 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 130 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 131 

	

	
<210>	27	
<211>	652	
<212>	PRT	5 
<213>	artificial	
<220>	
<223>	CHAPTw_Ami2638_M23-LST_CBD2638	etiquetado	His	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 132 

<400>	27		

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 133 

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 134 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 135 

	

	
<210>	28	
<211>	650	
<212>	PRT	5 
<213>	artificial	
<220>	
<223>	CHAPTw_Ami2638_M23-LST_CWT-LST	etiquetado	His	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 136 

<400>	28		

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 137 

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 138 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 139 

<210>	29	
<211>	517	
<212>	PRT	
<213>	artificial	
<220>	5 
<223>	M23-LST_Ami2638_CBD2638	etiquetado	His	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 140 

<400>	29		

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 141 

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 142 

	
<210>	30	
<211>	506	
<212>	PRT	
<213>	artificial	5 
<220>	
<223>	LST_LST	etiquetado	His	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 143 

<400>	30		

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 144 

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 145 

	
<210>	31	
<211>	414	
<212>	PRT	
<213>	artificial	5 
<220>	
<223>	M23-LST_M23-LST_CWT-LST	etiquetado	His	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 146 

<400>	31		

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 147 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 148 

	

	
<210>	32	
<211>	628	
<212>	PRT	5 
<213>	artificial	
<220>	
<223>	M23-2638_Ami2638_CBD2638_CBD2638	etiquetado	His	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 149 

<400>	32		

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 150 

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 151 

	
<210>	33	
<211>	741	
<212>	ADN	
<213>	Staphylococcus	simulans	5 

ES 2 768 777 T3

 



	

	 152 

<400>	33		

	
	

	5 
<210>	34	
<211>	246	
<212>	PRT	
<213>	Staphylococcus	simulans	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 153 

<400>	34		

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 154 

	

	
<210>	35	
<211>	94	
<212>	PRT	5 
<213>	Bacteriófago	de	Staphylococcus	aureus	2638a	
<400>	35		

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 155 

<210>	36	
<211>	92	
<212>	PRT	
<213>	Staphylococcus	simulans	
<400>	36		5 

	
<210>	37	
<211>	146	
<212>	PRT	
<213>	Bacteriófago	de	Staphylococcus	aureus	2638a	10 

ES 2 768 777 T3

 



	

	 156 

<400>	37		

	
	

	
<210>	38	5 
<211>	140	
<212>	PRT	
<213>	Staphylococcus	simulans	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 157 

<400>	38		

	
<210>	39	
<211>	169	
<212>	PRT	5 
<213>	Bacteriófago	de	Staphylococcus	aureus	2638a	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 158 

<400>	39		

	
<210>	40	
<211>	163	
<212>	PRT	5 
<213>	Fago	de	Staphylococcus	aureus	phi	11	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 159 

<400>	40		

	
	

	
<210>	41	5 
<211>	158	
<212>	PRT	
<213>	Fago	de	Staphylococcus	aureus	phi	11	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 160 

<400>	41		

	
	

	
<210>	42	5 
<211>	140	
<212>	PRT	
<213>	Fago	de	Staphylococcus	Twort	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 161 

<400>	42		

	
<210>	43	
<211>	12	
<212>	PRT	5 
<213>	artificial	
<220>	
<223>	Etiqueta	His	
<400>	43		

	10 
<210>	44	
<211>	1497	
<212>	ADN	
<213>	artificial	
<220>	15 
<223>	Ply2638	etiquetado	His	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 162 

<400>	44		

	
	

	5 
<210>	45	
<211>	2019	
<212>	ADN	
<213>	artificial	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 163 

<220>	
<223>	CHAP11-M23-2638_Ami2638_CBD2638	etiquetado	His	
<400>	45		

	5 

ES 2 768 777 T3

 



	

	 164 

	

	
<210>	46	
<211>	2145	
<212>	ADN	5 
<213>	artificial	
<220>	
<223>	Ami11_M23-2638_Ami2638_CBD2638	etiquetado	His	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 165 

<400>	46		

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 166 

	

	
<210>	47	
<211>	1959	
<212>	ADN	5 
<213>	artificial	
<220>	
<223>	CHAPTw_Ami2638_M23-LST_CBD2638	etiquetado	His	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 167 

<400>	47		

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 168 

	

	
<210>	48	
<211>	1554	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 169 

<212>	ADN	
<213>	artificial	
<220>	
<223>	M23-LST_Ami2638_CBD2638	etiquetado	His	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 170 

<400>	48		

	
<210>	49	
<211>	1887	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 171 

<212>	ADN	
<213>	artificial	
<220>	
<223>	M23-2638_Ami2638_CBD2638_CBD2638	etiquetado	His	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 172 

<400>	49		

ES 2 768 777 T3

 



	

	 173 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 174 

<210>	50	
<211>	3461	
<212>	ADN	
<213>	artificial	
<220>	5 
<223>	Vector	pQE-30		

ES 2 768 777 T3

 



	

	 175 

<400>	50		

ES 2 768 777 T3

 



	

	 176 

	
<210>	51	
<211>	127	
<212>	PRT	
<213>	Bacteriófago	de	Staphylococcus	aureus	2638a	5 

ES 2 768 777 T3

 



	

	 177 

<400>	51		

	
<210>	52	
<211>	106	
<212>	PRT	5 
<213>	Staphylococcus	simulans	
<400>	52		

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 178 

	

	
<210>	53	
<211>	190	
<212>	PRT	5 
<213>	Bacteriófago	de	Staphylococcus	aureus	2638a	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 179 

<400>	53		

	
	

	
<210>	54	5 
<211>	154	
<212>	PRT	
<213>	Staphylococcus	simulans	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 180 

<400>	54		

	
<210>	55	
<211>	246	
<212>	PRT	5 
<213>	Bacteriófago	de	Staphylococcus	aureus	2638a	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 181 

<400>	55		

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 182 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 183 

<210>	56	
<211>	220	
<212>	PRT	
<213>	Fago	de	Staphylococcus	aureus	phi	11	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 184 

<400>	56		

ES 2 768 777 T3

 



	

	 185 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 186 

<210>	57	
<211>	206	
<212>	PRT	
<213>	Fago	de	Staphylococcus	aureus	phi	11	
<400>	57		5 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 187 

<210>	58	
<211>	187	
<212>	PRT	
<213>	Fago	de	Staphylococcus	Twort	
<400>	58		5 

	
	

	
<210>	59	
<211>	4546	10 
<212>	ADN	
<213>	artificial	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 188 

<220>	
<223>	Vector	pHGFP_CBD2638_c		
<400>	59		

	5 
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 189 

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 190 

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 191 

	
<210>	60	
<211>	1143	
<212>	ADN	
<213>	artificial	5 
<220>	
<223>	GFP_CBD2638	etiquetado	His	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 192 

<400>	60		

	
	

	5 
<210>	61	
<211>	1539	
<212>	ADN	
<213>	artificial	
<220>	10 
<223>	GFP_CBD2638_CBD2638	var.1	etiquetado	His	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 193 

<400>	61		

	
	

	5 

ES 2 768 777 T3

 



	

	 194 

<210>	62	
<211>	1560	
<212>	ADN	
<213>	artificial	
<220>	5 
<223>	GFP_CBD2638_CBD2638	var.	2	etiquetado	His	
<400>	62		

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 195 

	

	
<210>	63	
<211>	1944	
<212>	ADN	5 
<213>	artificial	
<220>	
<223>	GFP_CBD2638_CBD2638_CBD2638	etiquetado	His	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 196 

<400>	63		

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 197 

	

	
<210>	64	
<211>	380	
<212>	PRT	5 
<213>	artificial	
<220>	
<223>	GFP_CBD2638	etiquetado	His	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 198 

<400>	64		

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 199 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 200 

<210>	65	
<211>	510	
<212>	PRT	
<213>	artificial	
<220>	5 
<223>	GFP_CBD2638_CBD2638	var.1	etiquetado	His	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 201 

<400>	65		

ES 2 768 777 T3

 



	

	 202 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 203 

	

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 204 

	

	
<210>	66	
<211>	519	
<212>	PRT	5 
<213>	artificial	
<220>	
<223>	GFP_CBD2638_CBD2638	var.	2	etiquetado	His	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 205 

<400>	66		

	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 206 

	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 207 

	

	
<210>	67	
<211>	647	
<212>	PRT	5 
<213>	artificial	
<220>	
<223>	GFP_CBD2638_CBD2638_CBD2638	etiquetado	His	
	

ES 2 768 777 T3

 



	

	 208 

<400>	67		

	
	

ES 2 768 777 T3
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REIVINDICACIONES 

 
1. Molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido de fusión heterólogo con mayor actividad lítica y/o un 
pH óptimo reducido en comparación con la endolisina de bacteriófago Φ2638a de S.aureus codificada por SEQ 5 
ID NO: 1, dicha molécula de ácido nucleico comprende una primera secuencia de nucleótidos, que codifica un 
dominio de enlace a la pared celular que enlaza la pared celular del peptidoglicano del género Staphylococcus, y 
donde dicha primera secuencia de nucleótidos tiene al menos un 80% de identidad de secuencia con SEQ ID 
NO:12 y 
donde dicha molécula de ácido nucleico comprende además una secuencia de nucleótidos heteróloga que 10 
codifica un dominio lítico que muestra actividad de hidrolasa del peptidoglicano. 
 
2. Molécula de ácido nucleico según la reivindicación 1, donde dicha molécula de ácido nucleico tiene al menos 
80% de identidad de secuencia con SEC ID NO: 1. 
 15 
3. Molécula de ácido nucleico según la reivindicación 1 o 2, donde dicho dominio lítico es una segunda y tercera 
secuencia de nucleótidos y donde dicha segunda secuenca de nucleótido codifica un dominio de endopeptidasa 
M23 y dicha tercera secuencia de nucleótidos codifica un dominio de amidasa, preferiblemente, donde dichas 
segundas y terceras secuencias de nucleótido se originan de un gen que codifica una enzima seleccionada del 
grupo que consiste en endolisina del bacteriófago Φ2638a de S.aureus, endolisina de bacteriófago Φ11 de 20 
S.aureus, endolisina de bacteriófago ΦTwort de S.aureus y lisostafina S.simulans. 
 
4. Molécula de ácido nucleico según la reivindicación 3, donde dicha segunda secuencia de nucleótido tiene al 
menos 80% de identidad de secuencia con SEC ID NO: 14 o 15 y dicha tercera secuencia de nucleótido tiene al 
menos 80% de identidad de secuencia con SEC ID NO: 16 o 17, preferentemente, donde dicha molécula de 25 
nucleótido tiene al menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 9.  
 
5. Molécula de ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 2 - 4, que comprende además una cuarta 
secuencia de nucleótidos que codifica un domino CHAP (cisteína, amidohidrolasas/peptidasas dependientes de 
histidina), preferiblemente, donde dicha cuarta secuencia de nucleótidos se origina a partir de la endolisina del 30 
bacteriófago Φ11 de S. aureus o del bacteriófago Φ Twort de S. aureus, más preferiblemente, donde dicha 
cuarta secuencia de nucleótidos tiene al menos 80% de identidad de secuencia con SEC ID NO: 18 o SEC ID 
NO: 19. 
 
6. Polipéptido de fusión heteróloga codificado por una molécula de ácido nucleico tal y como se define en 35 
cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que comprende: 
 

- un dominio de enlace a la pared celular, y 
- un dominio lítico heterólogo que muestra actividad de hidrolasa de peptidoglicano. 

 40 
7. Constructo de ácidos nucleicos que comprende una molécula de ácido nucleico tal y como se define en 
cualquiera de las reivindicaciones 1-5. 
 
8. Vector de expresión que comprende un constructo de ácidos nucleicos tal y como se define en la 
reivindicación 7, operativamente enlazado a una o más secuencias de control, que dirige/n la producción o la 45 
expresión del polipéptido codificado en una célula, un sujeto o un sistema de expresión libre de células. 
 
9. Célula que comprende el constructo de ácidos nucleicos tal y como se define en la reivindicación 7 o el vector 
de expresión tal y como se define en la reivindicación 8, dicha célula es una célula microbiana, procariota o 
eucariota. 50 
 
10. Método para la producción, opcionalmente la purificación y opcionalmente el secado por congelación de un 
polipéptido definido según la reivindicación 6, donde dicho método incluye las etapas de: 
 

i) producción de dicho polipéptido en una célula tal y como se define en la reivindicación 9 que comprende 55 
un constructo de ácidos nucleicos tal y como se define en la reivindicación 7, opcionalmente 
ii) purificación de dicho polipéptido, y opcionalmente 
iii) secado por congelación de dicho polipéptido purificado. 

 
11. Método para la producción de un polipéptido con una actividad lítica mejorada por el tratamiento de un 60 
polipéptido tal y como se define en la reivindicación 6, donde dicho método comprende las etapas de: 
 

i) diálisis de dicho polipéptido contra un tampón que comprende un compuesto quelante, 
ii) diálisis de dicho polipéptido contra un tampón que contiene iones metálicos bivalentes, preferiblemente 
dichos iones metálicos bivalentes se seleccionan del grupo que consiste en Co2+, Cu2+, Mn2+ y Zn2+. 65 
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12. Composición que comprende una molécula de ácido nucleico tal y como se define en cualquiera de las 
reivindicaciones 1-5, un polipéptido tal y como se define en la reivindicación 6 y/o un constructo de ácidos 
nucleicos tal y como se define en la reivindicación 7 y/o un vector tal y como se identifica en la reivindicación 8 
y/o una célula tal y como se define en la reivindicación 9, preferiblemente, que comprende además uno o varios 
ingredientes activos adicionales, preferiblemente seleccionados del grupo que consiste en un bacteriófago y un 5 
antibiótico. 
 
13. Composición según la reivindicación 12 para su uso como un medicamento, preferiblemente para su uso 
como un medicamento en el tratamiento de una enfermedad infecciosa. 
 10 
14. Uso in vitro de una molécula de ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1-5, un polipéptido 
según la reivindicación 6, un constructo de ácidos nucleicos según la reivindicación 7, un vector tal y como se 
define en la reivindicación 8, una célula tal y como se define en la reivindicación 9 y/o una composición según la 
reivindicación 12 como un antimicrobiano, preferiblemente como un aditivo alimentario o un desinfectante. 
 15 
15. Uso in vitro o ex vivo de una molécula de ácido nucleico según la reivindicación 1, un polipéptido según la 
reivindicación 6, un constructo de ácidos nucleicos según la reivindicación 7, un vector tal y como se define en la 
reivindicación 8, una célula tal y como se define en la reivindicación 9 y/o una composición según la 
reivindicación 12 para la detección de un Staphylococcus, preferiblemente en una aplicación de diagnóstico. 

20 
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