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Arg

Pro

Ser

Val

45

Lys

Thr

Ile

Thr

Ile

125

Asn

Ile

Ala

Ser

His

Glu

30

Ile

Glu

Asp

Lys

Lys

110

Tyr

Asp

Val

Leu

Glu
190

Asp

15

Leu

His

Pro

Leu

Asp

95

Lys

Phe

Lys

Ser

Glu

175

Ala

Val

Asn

Thr

Tyr

Lys

80

Leu

His

Met

Asp

Gln

160

Ile



<211>
<212>
<213>

<400>

199
PRT

Staphylococcus aureus

13

Ala Ser Leu

1

Ile

Gln

Leu

Val

65

Gly

Lys

Val

Asp

Gln

145

Gly

Lys

Lys

Lys

Tyr

Thr

Gln

His

Asn

Val

130

Glu

Phe

Asn

Asp

Ile

35

Lys

Ile

Ala

Lys

Ile

115

Asp

Ile

Asp

Lys

Ser

Gln

20

Pro

Asp

Thr

Asp

Lys

100

Lys

Leu

Arg

Leu

Val
180

Ser

Gln

His

Asn

Ser

Leu

85

His

Leu

Gly

Lys

Lys

165

Asp

Glu

Lys

Phe

Leu

Asp

70

Phe

Gly

Arg

Gly

Tyr

150

His

Lys

Ile

Ala

Tyr

Phe

55

Lys

Val

Lys

Lys

Pro

135

Thr

Lys

Ser

Lys

Asn

Asn

40

Asp

Tyr

Ala

Ala

Asp

120

Thr

Lys

Lys

Ile

Tyr

Gln

25

Tyr

Val

Ile

Glu

Ile

105

Ile

Phe

Ala

Asp

Glu
185

Thr

10

Leu

Lys

Lys

Pro

Gly

90

Ile

Asn

Val

Lys

Ala

170

Thr

Ala

Ala

Glu

Ala

Asn

75

Ser

Gly

Lys

Leu

His

155

Leu

Arg

Pro

Ser

Val

Lys

Thr

Ile

Thr

Ile

Asn

140

Ile

Ala

Ser

His

Glu

Ile

45

Glu

Asp

Lys

Lys

Tyr

125

Asp

Val

Leu

Glu

Asp

Leu

30

His

Pro

Leu

Asp

Lys

110

Phe

Lys

Ser

Glu

Ala
190

Val

15

Asn

Thr

Tyr

Lys

Leu

95

His

Met

Asp

Gln

Lys

175

Ile

Thr

Asn

Lys

Asn

Arg

Val

His

Thr

Tyr

Phe

160

Ala

Ser



Ser Ile Ser Ser Leu Thr Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

195

14
146
PRT

Staphylococcus aureus

14

Ala Ser Leu

1

Ile

Gln

Leu

Val

65

Gly

Lys

Val

Asp

Gln
145

Lys

Lys

Tyr

50

Thr

Gln

His

Asn

Val

130

Glu

<210>
<211>
<212>

Asp

Ile
35

Lys

Ile

Ala

Lys

Ile

115

Asp

15
54
PRT

Ser

Gln

20

Pro

Asp

Thr

Asp

Lys

100

Leu

Ser

Gln

His

Asn

Ser

Leu

85

His

Leu

Glu

Lys

Phe

Leu

Asp

70

Phe

Gly

Arg

Gly

Ile

Ala

Tyr

Phe

55

Lys

Val

Lys

Lys

Pro
135

Lys

Asn

Asn

40

Asp

Tyr

Ala

Ala

Asp

120

Thr

Tyr

Gln

25

Tyr

Val

Ile

Glu

Ile

105

Ile

Phe

Thr

10

Leu

Lys

Lys

Pro

Gly

90

Ile

Asn

Val

Ala

Ala

Glu

Ala

Asn

75

Ser

Gly

Lys

Leu

Pro

Ser

Val

Lys

60

Thr

Ile

Thr

Ile

Asn
140

His

Glu

Ile

45

Glu

Asp

Lys

Lys

Tyr

125

Asp

Asp

Leu

30

His

Pro

Leu

Asp

Lys

110

Phe

Lys

Val

15

Asn

Thr

Tyr

Lys

Leu

95

His

Met

Asp

Thr

Asn

Lys

Asn

Arg

80

Val

His

Thr

Tyr



<213> Staphylococcus aureus
<400> 15
Lys Asp Ile Asn Lys Ile Tyr Phe Met Thr Asp Val Asp Leu Gly Gly

1 5 10 15

Pro Thr Phe Val Leu Asn Asp Lys Asp Tyr Gln Glu Ile Arg Lys Tyr
20 25 30

Thr Lys Ala Lys His Ile Val Ser Gln Phe Gly Phe Asp Leu Lys His
35 40 45

Lys Lys Asp Ala Leu Ala

50
<210> 16
<211> 25
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus
<400> 16
Lys Asp Ile Asn Lys Ile Tyr Phe Met Thr Asp Val Asp Leu Gly Gly

1 5 10 15

Pro Thr Phe Val Leu Asn Asp Lys Asp
20 25

<210> 17
<211> 26
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 17

Lys Asp Ile Asn Lys Ile Tyr Phe Met Thr Asp Val Asp Leu Gly Gly
1 5 10 15

Pro Thr Phe Val Leu Asn Asp Lys Asp Tyr
20 25

<210> 18
<211> 15
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus



<400> 18

Ser Gln Phe Gly Phe Asp Leu Lys His Lys Lys Asp Ala Leu Ala

1 5 10 15
<210> 19
<211> 23
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 19

Lys Asp Ile Asn Lys Ile Tyr Phe Met Thr Asp Val Asp Leu Gly Gly
1 5 10 15

Pro Thr Phe Val Leu Asn Asp
20

<210> 20
<211> 19
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus
<400> 20
Lys His Ile Val Ser Gln Phe Gly Phe Asp Leu Lys His Lys Lys Asp

1 5 10 15

Ala Leu Ala

<210> 21
<211> 14
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus
<400> 21

Gln Phe Gly Phe Asp Leu Lys His Lys Lys Asp Ala Leu Ala

1 5 10
<210> 22

<211> 13

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 22



Thr Ile
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Lys Asp Gln Gln Lys Ala Asn Gln Leu Ala Ser
5 10

23

14

PRT

Staphylococcus aureus

23

Lys Asp Ile Asn Lys Ile Tyr Phe Met Thr Asp Val Asp Leu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Asp Val
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Met His

1

Thr Ala

Leu Ala

Lys Glu

50

Lys Ala

5 10

24

13

PRT

Staphylococcus aureus

24
Asp Leu Gly Gly Pro Thr Phe Val Leu Asn Asp

5 10

25
153
PRT
secuencia artificial

secuencia sintética
25

His His His His His Ala Ser Leu Ser Ser Glu

Pro His Asp Val Thr Ile Lys Asp Gln Gln Lys
20 25

Ser Glu Leu Asn Asn Gln Lys Ile Pro His Phe
35 40 45

Val Ile His Thr Lys Leu Tyr Lys Asp Asn Leu

Lys Glu Pro Tyr Asn Val Thr Ile Thr Ser Asp

Ile

Ala

30

Tyr

Phe

Lys

Lys

15

Asn

Asn

Asp

Tyr

Gln

Tyr

Val

Ile



65

Pro Asn

Gly Ser

Ile Gly

Asn Lys
130

Val Leu
145

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Met Arg

1

Ser Glu

Gln Lys

His Phe
50

Asn Leu
65

Ser Asp

Thr Asp Leu
85

Ile Lys Asp
100

Thr Lys Lys
115

Ile Tyr Phe

Asn Asp Lys

26
158
PRT

70

Lys

Leu

His

Met

Asp
150

Arg

Val

His

Thr

135

Tyr

secuencia artificial

secuencia sintética

26

Gly Ser His

Ile Lys Tyr
20

Ala Asn Gln

35

Tyr Asn Tyr

Phe Asp Val

Lys Tyr Ile

His

Thr

Leu

Lys

Lys

70

Pro

His

Ala

Ala

Glu

55

Ala

Asn

Gly

Lys

Val

120

Asp

Gln

His

Pro

Ser

40

Val

Lys

Thr

Gln

His

105

Asn

Val

Glu

His

His

25

Glu

Ile

Glu

Asp

Ala

90

Lys

Ile

Asp

His

10

Asp

Leu

His

Pro

Leu

75

Asp

Lys

Lys

Leu

Gly

Val

Asn

Thr

Tyr

Lys

Leu

His

Leu

Gly
140

Ser

Thr

Asn

Lys

Asn

Arg

Phe

Gly

Arg

125

Gly

Ala

Ile

Gln

45

Leu

Val

Gly

Val

Lys

110

Lys

Pro

Ser

Lys

Lys

Tyr

Thr

Gln

Ala

95

Ala

Asp

Thr

Leu

15

Asp

Ile

Lys

Ile

Ala

80

Glu

Ile

Ile

Phe

Ser

Gln

Pro

Asp

Thr

80

Asp



85 90 95

Leu Phe Val Ala Glu Gly Ser Ile Lys Asp Leu Val Lys His Lys Lys
100 105 110

His Gly Lys Ala Ile Ile Gly Thr Lys Lys His His Val Asn Ile Lys
115 120 125

Leu Arg Lys Asp Ile Asn Lys Ile Tyr Phe Met Thr Asp Val Asp Leu
130 135 140

Gly Gly Pro Thr Phe Val Leu Asn Asp Lys Asp Tyr Gln Glu

145 150 155
<210> 27

<211> 50

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintética

<400> 27

Lys Asp Ile Asn Lys Ile Tyr Phe Met Thr Asp Val Asp Leu Gly Gly
1 5 10 15

Pro Thr Phe Val Leu Asn Asp Lys Asp Tyr Glu Arg Lys Tyr Lys Lys
20 25 30

His Ile Val Ser Gln Phe Gly Phe Asp Leu Lys His Lys Lys Asp Ala
35 40 45

Leu Ala
50

<210> 28

<211> 612

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 28
atgttcaaaa aatatgactc aaaaaattca atcgtattaa aatctattct atcgctaggt
60



atcatctatg
120

tcaagtgtac
180
gctttggtta
240
aaatctagga
300
ttagaaggaa
360
aataaagaag
420
tatggcttgt
480
ggtggtaaat
540
attaatacag
600
gaacaagttt
612

<210> 29
<211> 203
<212> PRT
<213>

<400> 29

Met Phe Lys
1

Leu Ser Leu

Ala Asp Ala
35

Gln Lys Val
50

ggggaacatt

aagataaaca

aaaaacttta

attgggttta

catacacagt

ttgtcacttt

atatgggaga

atacattaga

ccgatataaa

ga

Lys Tyr

Gly Ile

20

Ser Thr

Glu Glu

Asp Ser

Ile Tyr

Gln Asn

Val Pro

tggaatatat

attacaaaaa

cgatagatac

ttcagagaga

tgctggcaga

aaaagaattg

acatttgcct

gtcgcataaa

aaatgtaact

Staphylococcus aureus

Lys

Gly

Ser
40

Asn
55

ccaaaagcag

gttgaagaag

agcaaggata

cctttaaatg

gtgtatacac

gatcatatca

aaaggtaaca

gagctacaaa

ttcaaacttg

Ser Ile

10

Asn

Gly Thr Phe

25

Ser Ser Val

Asn Ser Glu

acgcgtcaac

taccaaataa

caataaatgg

aaaaccaagt

ctaagaggaa

taagatttgc

tcgtcataaa

aagataggga

tgaaaagtgt

Val Leu Lys

Gly Ile Tyr

30

Gln Asp

45

Lys

Lys Ala Leu

60

acaaaattcc

ttcagaaaaa

aaaatctaat

tcgtatacat

tattactctt

tcatatttcc

tacaaaagat

aaatgtaaaa

taatgacatt

Ser Ile

15

Pro Lys

Gln Leu

Val Lys



Lys Leu Tyr Asp
65

Lys Ser Arg Asn

Val Arg Ile His
100

Thr Pro Lys Arg
115

Glu Leu Asp His
130

Met Gly Glu His
145

Gly Gly Lys Tyr

Glu Asn Val Lys
180

Leu Val Lys Ser
195

<210> 30

<211> 1638

<212> PRT

<213>

<400> 30

Arg

Trp

85

Leu

Asn

Ile

Leu

Thr

165

Ile

Val

Tyr

70

Val

Glu

Ile

Ile

Pro

150

Leu

Asn

Asn

Ser

Tyr

Gly

Thr

Arg

135

Lys

Glu

Thr

Asp

Staphylococcus aureus

Lys

Ser

Thr

Leu

120

Phe

Gly

Ser

Ala

Ile
200

Ser Thr Gln Asn Ser Ser Ser Val

1

5

Glu Glu Val Pro Asn Asn Ser Glu

20

Asp Thr

Glu Arg
90

Tyr Thr
105

Asn Lys

Ala His

Asn Ile

His Lys
170

Asp Ile
185

Glu Gln

Ile

75

Pro

Val

Glu

Ile

Val

155

Glu

Lys

Val

Asn

Leu

Ala

Val

Ser

140

Ile

Leu

Asn

Gln Asp Lys Gln

10

Lys Ala Leu Val

25

Asp Arg Tyr Ser Lys Asp Thr Ile Asn Gly Lys Ser

35

40

Gly

Asn

Gly

Val

125

Tyr

Asn

Gln

Val

Leu

Lys

Lys

Glu

Arg

110

Thr

Thr

Lys

Thr
190

Gln

Ser

Asn

95

Val

Leu

Leu

Lys

Asp

175

Phe

Lys

Asn

80

Gln

Tyr

Lys

Tyr

Asp

160

Arg

Lys

Val

Lys Leu Tyr

30

Asn Lys Ser Arg

45



Asn Trp
50

His Leu
65

Arg Asn

His Ile

His Leu

Tyr Thr
130

Lys Ile
145

Ser Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Gln Asp

1

Lys Ala

Val Tyr Ser Glu Arg Pro
55

Glu Gly Thr Tyr Thr Val
70

Ile Thr Leu Asn Lys Glu
85

Ile Arg Phe Ala His Ile
100

Pro Lys Gly Asn Ile Val
115 120

Leu Glu Ser His Lys Glu
135

Asn Thr Ala Asp Ile Lys
150

Asn Asp Ile Glu Gln Val
165

31

116

PRT

Staphylococcus aureus

31

Lys Gln Leu Gln Lys Val

Leu Val Lys Lys Leu Tyr
20

Asn Gly Lys Ser Asn Lys Ser Arg

Leu Asn
50

35 40

Glu Asn Gln Val Arg Ile
55

Leu

Ala

Val

Ser

105

Ile

Leu

Asn

Glu

Asp

25

Asn

His

Asn

Gly

Val

90

Tyr

Asn

Gln

Val

Glu

10

Arg

Trp

Leu

Glu

Arg

75

Thr

Gly

Thr

Lys

Thr
155

Val

Tyr

Val

Glu

Asn

60

Val

Leu

Leu

Lys

Asp

140

Phe

Pro

Ser

Tyr

Gly
60

Gln

Tyr

Lys

Tyr

Asp

125

Arg

Lys

Asn

Lys

Ser

45

Thr

Val

Thr

Glu

Met

110

Gly

Glu

Leu

Asn

Asp

30

Glu

Tyr

Arg

Pro

Leu

95

Gly

Gly

Asn

Val

Ser

15

Thr

Arg

Thr

Ile

Lys

80

Asp

Glu

Lys

Val

Lys
160

Glu

Ile

Pro

Val



Ala Gly
65

Val Val

Ser Tyr

Ile Asn

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Asp Lys

1

Ala Leu

Gly Lys

Asn Glu

50

Gly Arg

Val Thr

Tyr Gly

Asn Thr

Arg

Thr

Thr
115

32
115
PRT

Staphylococcus aureus

32

Gln

Val

Ser

35

Asn

Val

Leu

Leu

Lys

Val

Leu

Leu
100

Leu

Lys

20

Asn

Gln

Lys

Tyr
100

Tyr Thr Pro Lys

70

Lys Glu Leu Asp

85

Tyr Met Gly Glu

Gln

Lys

Lys

Val

Thr

Glu

85

Met

Lys

Leu

Ser

Arg

Pro

70

Leu

Gly

Val

Tyr

Arg

Ile

55

Lys

Asp

Glu

Glu

Asp

Asn

40

His

Arg

His

His

Arg

His

His
105

Glu

Arg

25

Trp

Leu

Asn

Ile

Leu
105

Asn

Ile

90

Leu

Val

10

Tyr

Val

Glu

Ile

Ile

90

Pro

Ile Thr Leu

75

Ile Arg Phe

Pro Lys Gly

Pro

Ser

Tyr

Gly

Thr

75

Arg

Lys

Asn

Lys

Ser

Thr

60

Leu

Phe

Gly

Asn

Asp

Glu

45

Tyr

Asn

Ala

Asn

Asn

Ala

Asn
110

Ser

Thr

30

Arg

Thr

Lys

His

Ile
110

Lys Glu
80

His Ile
95

Ile Val

Glu Lys
15

Ile Asn

Pro Leu

Val Ala

Glu Val
80

Ile Ser
95

Val Ile



<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Asp Lys
1

Ala Leu

Gly Lys

Asn Glu
50

Gly Arg
65

Val Thr

Tyr Gly

Asn Thr

Gln Lys
130

Val Thr
145

<210>
<211>
<212>
<213>

115

33
159
PRT

Staphylococcus aureus

33

Gln Leu Gln

Val Lys Lys
20

Ser Asn Lys
35

Asn Gln Val

Val Tyr Thr

Leu Lys Glu
85

Leu Tyr Met
100

Lys Asp Gly
115

Asp Arg Glu

Phe Lys Leu

34
14
PRT

Staphylococcus aureus

Leu

Ser

Arg

Pro

70

Leu

Gly

Gly

Asn

Val
150

Val

Tyr

Arg

Ile

55

Lys

Asp

Glu

Lys

Val

135

Lys

Glu

Asp

Asn

40

His

Arg

His

His

Tyr

120

Lys

Ser

Glu

Arg

25

Trp

Leu

Asn

Ile

Leu

105

Thr

Ile

Val

Val

10

Tyr

Val

Glu

Ile

Ile

90

Pro

Leu

Asn

Asn

Pro

Ser

Tyr

Gly

Thr

75

Arg

Lys

Glu

Thr

Asp
155

Asn

Lys

Ser

Thr

60

Leu

Phe

Gly

Ser

Ala

140

Ile

Asn

Asp

Glu

45

Tyr

Asn

Ala

Asn

His

125

Asp

Glu

Ser

Thr

30

Arg

Thr

Lys

His

Ile

110

Lys

Ile

Gln

Glu

15

Ile

Pro

Val

Glu

Ile

95

Val

Glu

Lys

Val

Asn

Leu

Ala

Val

80

Ser

Ile

Leu

Asn



<400>

34

Lys Asp Thr Ile Asn Gly Lys

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35
166
PRT

5

secuencia artificial

secuencia sintética

35

Met His His His

1

Val

Tyr

Val

Glu

65

Ile

Ile

Pro

Leu

Asn

Pro

Ser

Tyr

50

Gly

Thr

Arg

Lys

Glu

130

Thr

Asn Asn
20

Lys Asp
35

Ser Glu

Thr Tyr

Leu Asn

Phe Ala
100

Gly Asn
115

Ser His

Ala Asp

His

Ser

Thr

Arg

Thr

Lys

His

Ile

Lys

Ile

His

Glu

Ile

Pro

Val

70

Glu

Ile

Val

Glu

Lys

His

Lys

Asn

Leu

55

Ala

Val

Ser

Ile

Leu

135

Asn

Ser Asn Lys Ser Arg Asn Trp

Asp

Ala

Gly

40

Asn

Gly

Val

Tyr

Asn

120

Gln

Val

Lys

Leu

25

Lys

Glu

Arg

Thr

Gly

105

Thr

Lys

Thr

10

Gln

10

Val

Ser

Asn

Val

Leu

90

Leu

Lys

Asp

Phe

Leu

Lys

Asn

Gln

Tyr

75

Tyr

Asp

Arg

Lys

Gln

Lys

Lys

Val

60

Thr

Glu

Met

Gly

Glu

140

Leu

Lys

Leu

Ser

45

Arg

Pro

Leu

Gly

Gly

125

Asn

Val

Val

Tyr

30

Arg

Ile

Lys

Asp

Glu

110

Lys

Val

Lys

Glu

15

Asp

Asn

His

Arg

His

95

His

Tyr

Lys

Ser

Glu

Arg

Trp

Leu

Asn

80

Ile

Leu

Thr

Ile

Val



145

150

Asn Asp Ile Glu Gln Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Met Arg

1

Gln Lys

Lys Leu

Lys Ser
50

Val Arg
65

Thr Pro

Glu Leu

Met Gly

Gly Gly

130

Glu Asn

165

36
171
PRT

secuencia artificial

secuencia sintética

36

Gly Ser His

Val Glu Glu
20

Tyr Asp Arg
35

Arg Asn Trp

Ile His Leu

Lys Arg Asn
85

Asp His Ile
100

Glu His Leu
115

Lys Tyr Thr

Val Lys Ile

His

Val

Tyr

Val

Glu

70

Ile

Ile

Pro

Leu

Asn

His

Pro

Ser

Tyr

55

Gly

Thr

Arg

Lys

Glu

135

Thr

His

Asn

Lys

40

Ser

Thr

Leu

Phe

Gly

120

Ser

Ala

His

Asn

25

Asp

Glu

Tyr

Asn

Ala

105

Asn

His

Asp

His

10

Ser

Thr

Arg

Thr

Lys

His

Ile

Lys

Ile

155

Gly

Glu

Ile

Pro

Val

75

Glu

Ile

Val

Glu

Lys

Ser

Lys

Asn

Leu

60

Ala

Val

Ser

Ile

Leu

140

Asn

Asp

Ala

Gly

45

Asn

Gly

Val

Tyr

Asn

125

Gln

Val

Lys

Leu

30

Lys

Glu

Arg

Thr

Gly

110

Thr

Lys

Thr

Gln

15

Val

Ser

Asn

Val

Leu

95

Leu

Lys

Asp

Phe

160

Leu

Lys

Asn

Gln

Tyr

80

Tyr

Asp

Arg

Lys



145

150

155

Leu Val Lys Ser Val Asn Asp Ile Glu Gln Val

165
<210> 37
<211> 720
<212> ADN
<213> Staphylococcus
<400> 37
atgaataaaa atatagtcat
60
ggaataaatg ctgcagtcgt
120
acgcaagtta aagatacaaa
180
acaggttttg taattggaaa
240
aaagttggcg atagaattac
300
aaaattaaaa gcatttctga
360
gaacaagcag tcgaacgtgg
420
aattttgcga aagatgctaa
480
gctcaaaata gttttaaaca
540
attttaaatt ttgatgcata
600
aacaatgagg tcataggtgt
660
ggtgccgtat actttacgcecc
720
<210> 38
<211> 239
<212> PRT
<213> Staphylococcus

aureus

taaaagcatg

tgaagagaca

tatttttcca

aaatacaatt

tgcccatcca

ttatccgggt

accaaaaggc

agttgatgac

gtttgaatct

cattgaaccc

ggtgtatgge

tcaaatcaaa

aureus

170

gcagcattag

caacaaatag

tataatggcg

atcaccaata

aacggtgaca

gatgaagaca

tttaatttta

aaaattaaag

acaggaacta

gggaattcag

ggtattggaa

gattttattc

ccattctaac

caaatgcaga

tcgtttcatt

aacatgtatc

aaggaaatgg

tctctgtcat

atgaaaatgt

ttattggtta

taaaaagaat

gatcaccagt

aaattggttc

aaaagcacat

160

ctcagtaact

gaagaatgtt

taaagatgcg

aaaagattat

tggtatatat

gaatattgaa

ccaagcattc

cccattacct

caaagacaat

tctaaattct

tgaatataat

tgaacaataa



<400>

38

Met Asn Lys

1

Thr

Ile

Phe

Ile

65

Lys

Gly

Asp

Lys

Asp

145

Ala

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

50

Gly

Val

Gly

Ile

Gly

130

Ala

Gln

Lys

Gly

Val

Asn

35

Tyr

Lys

Gly

Ile

Ser

115

Phe

Lys

Asn

Asp

Ser
195

Asn

Thr

20

Ala

Asn

Asn

Asp

Tyr

100

Val

Asn

Val

Ser

Asn

180

Pro

Ile

Gly

Glu

Gly

Thr

Arg

85

Lys

Met

Phe

Asp

Phe

165

Ile

Val

Val

Ile

Lys

Val

Ile

70

Ile

Ile

Asn

Asn

Asp

150

Lys

Leu

Leu

Ile

Asn

Asn

Val

55

Ile

Thr

Lys

Ile

Glu

135

Lys

Gln

Asn

Asn

Lys

Ala

Val

40

Ser

Thr

Ala

Ser

Glu

120

Asn

Ile

Phe

Phe

Ser
200

Ser

Ala

25

Thr

Phe

Asn

His

Ile

105

Glu

Val

Lys

Glu

Asp

185

Asn

Met

10

Val

Gln

Lys

Lys

Pro

90

Ser

Gln

Gln

Val

Ser

170

Ala

Asn

Ala

Val

Val

Asp

His

75

Asn

Asp

Ala

Ala

Ile

155

Thr

Tyr

Glu

Ala

Glu

Lys

Ala

60

Val

Gly

Tyr

Val

Phe

140

Gly

Gly

Ile

Val

Leu

Glu

Asp

45

Thr

Ser

Asp

Pro

Glu

125

Asn

Tyr

Thr

Glu

Ile
205

Ala

Thr

30

Thr

Gly

Lys

Lys

Gly

110

Arg

Phe

Pro

Ile

Pro

190

Gly

Ile

15

Gln

Asn

Phe

Asp

Gly

95

Asp

Gly

Ala

Leu

Lys

175

Val

Leu

Gln

Ile

Val

Tyr

80

Asn

Glu

Pro

Lys

Pro

160

Arg

Asn

Val



Tyr Gly Gly Ile Gly Lys Ile Gly Ser Glu Tyr Asn Gly Ala Val Tyr

210

215

220

Phe Thr Pro Gln Ile Lys Asp Phe Ile Gln Lys His Ile Glu Gln

225

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

39
199
PRT

Staphylococcus aureus

39

Thr Gln Val Lys

1

Phe Lys

Asn Lys

His Pro
50

Ile Ser
65

Glu Gln

Val Gln

Lys Val

Glu Ser

130

Asp Ala
145

Asp

His

35

Asn

Asp

Ala

Ala

Ile

115

Thr

Tyr

Ala

20

Val

Gly

Tyr

Val

Phe

100

Gly

Gly

Ile

Asp

Thr

Ser

Asp

Pro

Glu

85

Asn

Tyr

Thr

Glu

230

Thr

Gly

Lys

Lys

Gly

70

Arg

Phe

Pro

Ile

Pro
150

Asn

Phe

Asp

Gly

55

Asp

Gly

Ala

Leu

Lys

135

Gly

Ile

Val

Tyr

Asn

Glu

Pro

Lys

Pro

120

Arg

Asn

Phe

Ile

25

Lys

Gly

Asp

Lys

Asp

105

Ala

Ile

Ser

Pro

10

Val

Gly

Ile

Gly

90

Ala

Gln

Lys

Gly

235

Tyr

Lys

Gly

Ile

Ser

75

Phe

Lys

Asn

Asp

Ser
155

Asn

Asn

Asp

Tyr

60

Val

Asn

Val

Ser

Asn

140

Pro

Gly

Thr

Arg

Lys

Met

Phe

Asp

Phe

125

Ile

Val

Val

Ile

30

Ile

Ile

Asn

Asn

Asp

110

Lys

Leu

Leu

Val

15

Ile

Thr

Lys

Ile

Glu

95

Lys

Gln

Asn

Asn

Ser

Thr

Ala

Ser

Glu

80

Asn

Ile

Phe

Phe

Ser
160



Asn Asn Glu Val TIle Gly Val

165

Ser Glu Tyr Asn Gly Ala Val

180

Ile Gln Lys His Ile Glu Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Met His

1

Pro Tyr

Gly Lys

Val Gly

50

Gly Ile

65

Ile Ser

Gly Phe

Ala Lys

195

40
206
PRT

secuencia artificial

secuencia sintética

40

His

Asn

Asn

35

Asp

Tyr

Val

Asn

Val
115

His

Gly

20

Thr

Arg

Lys

Met

Phe

100

Asp

His

Val

Ile

Ile

Ile

Asn

85

Asn

Asp

His

Val

Ile

Thr

Lys

70

Ile

Glu

Lys

His

Ser

Thr

Ala

55

Ser

Glu

Asn

Ile

Val Tyr Gly Gly Ile Gly Lys Ile Gly

170

175

Tyr Phe Thr Pro Gln Ile Lys Asp Phe

Thr

Phe

Asn

40

His

Ile

Glu

Val

Lys
120

185

Gln

Lys

25

Lys

Pro

Ser

Gln

Gln

105

Val

Val

10

Asp

His

Asn

Asp

Ala

90

Ala

Ile

Lys

Ala

Val

Gly

Tyr

75

Val

Phe

Gly

Asp

Thr

Ser

Asp

60

Pro

Glu

Asn

Tyr

Thr

Gly

Lys

45

Lys

Gly

Arg

Phe

Pro
125

190

Asn

Phe

30

Asp

Gly

Asp

Gly

Ala

110

Leu

Ile

15

Val

Tyr

Asn

Glu

Pro

95

Lys

Pro

Phe

Ile

Lys

Gly

Asp

80

Lys

Asp

Ala



Gln Asn
130

Lys Asp
145

Gly Ser

Gly Gly

Thr Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Met Arg

1

Asp Thr

Thr Gly

Ser Lys
50

Asp Lys
65

Pro Gly

Ser Phe Lys

Asn Ile Leu

Pro Val Leu
165

Ile Gly Lys
180

Gln Ile Lys
195

41
211
PRT

Gln

Asn

150

Asn

Ile

Asp

Phe

135

Phe

Ser

Gly

Phe

secuencia artificial

secuencia sintética

41

Gly Ser His

Asn Ile Phe
20

Phe Val Ile
35

Asp Tyr Lys

Gly Asn Gly

Asp Glu Asp
85

His

Pro

Gly

Val

Gly

70

Ile

His

Tyr

Lys

Gly

55

Ile

Ser

Glu

Asp

Asn

Ser

Ile
200

His

Asn

Asn

40

Asp

Tyr

Val

Ser

Ala

Asn

Glu

185

Gln

His

Gly

25

Thr

Arg

Lys

Met

Thr

Tyr

Glu

170

Tyr

Lys

His

10

Val

Ile

Ile

Ile

Asn
90

Gly

Ile

155

Val

Asn

His

Gly

Val

Ile

Thr

Lys

75

Ile

Thr

140

Glu

Ile

Gly

Ile

Ser

Ser

Thr

Ala

60

Ser

Glu

Ile

Pro

Gly

Ala

Glu
205

Thr

Phe

Asn

45

His

Ile

Glu

Lys

Gly

Val

Val

190

Gln

Gln

Lys

30

Lys

Pro

Ser

Gln

Arg

Asn

Val
175

Val

15

Asp

His

Asn

Asp

Ala
95

Ile

Ser

160

Phe

Lys

Ala

Val

Gly

Tyr

80

Val



Glu Arg Gly

Phe Ala

115

Asn

Pro Leu

130

Tyr

Thr
145

Ile Lys

Glu Pro Gly

Ile Gly Val

Ala Val

195

Gly

Ile Glu

210

Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

42
600
ADN

<400> 42
atggcaatga
60

attattagaa
120

gatcaagcgc
180

agccaaataa
240

ccagcaggtc
300

Pro
100

Lys
Lys Asp
Ala

Pro

Arg Ile

Gly

Ala

Gln

Lys

Phe Asn

Val
120

Lys

Asn Ser

135

Asp Asn

150

Ser
165

Asn

Val
180

Tyr

Tyr Phe

Staphylococcus

actttaaagt

agcaatttaa

cagttctaga

atattttaga

aagtttatcc

Gly

Thr

Ser Pro

Ile

Gly

Gln
200

Pro

aureus

ctttgacaat

caataatcct

tgaattaaag

ttatgacgat

aattgcttat

Phe
105

Asn Glu

Asp Asp Lys

Phe Lys Gln

Ile Asn

155

Leu

Val Leu Asn

170

Gly Ile

185

Lys

Ile Lys Asp

agtcaacttg

actacaattg

aaaaatgttg

aaaaaatcat

gaaaaagatg

Val Gln

110

Asn

Ile Lys Val

125

Phe
140

Glu Ser

Phe Asp Ala

Ser Asn Asn

Glu
190

Gly Ser

Phe Ile

205

Gln

tagcagaata

caggttttca

aaaaacatgc

atttcgaagc

caatcgaatt

Ala Phe

Ile Gly
Thr

Gly

Ile
160

Tyr

Glu
175

Val

Tyr Asn

Lys His

tgctgctgat

tttagataca

tgttgatttt

gttaggtgta

aatcgctgat



aagattaaaa ctaaagaaaa taaagggaaa

360

caaggtaagt taaatgttag tattcgtcaa

420

gtagtgacag gtgctaataa acgagatgta

480

acaagcttcg aaccagccga tttaaaagca

540

gaagcggctg caggtttacc tgaagatgtt

600

<210> 43

<211> 199

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 43

Met Ala Met Asn Phe Lys Val Phe

1 5

Tyr Ala Ala Asp Ile Ile Arg Lys

20

Ile Ala Gly Phe His Leu Asp Thr
35 40

Leu Lys Lys Asn Val Glu Lys His

50 55

Ile Leu Asp Tyr Asp Asp Lys Lys

65 70

Pro Ala Gly Gln Val Tyr Pro Ile

85
Leu Ile Ala Asp Lys Ile Lys Thr
100

Leu Gln Val Val Ser Ile Asp Glu

115 120

Asp

Gln

25

Asp

Ala

Ser

ttaacattac

ggactaatgg

gttgaaaaat

catagaatgg

aaagcttact

Asn Ser

10

Phe Asn

Gln Ala

Val

Asp

Tyr Phe

aagttgtttc

aagcaagaga

tatatcaaga

taaatgttat

ttacgtcacg

Gln Leu

Asn Asn

30

Val
45

Pro

Phe
60

Ser

Glu Ala

Val

Pro

Leu

Gln

Leu

Ala

Lys
105

Gln

Tyr
90

Glu

Gly

75

Glu

Asn

Lys

Lys

Lys

Leu

Asp

Gly

Asn
125

Ala

Lys
110

Val

tatcgatgag

aattttctta

aaatggtaaa

tcttgataaa

ctttgcttaa

Ala
15

Glu
Thr Thr
Asp Glu
Ile

Asn

Val
80

Gly

Ile
95

Glu

Thr

Leu

Ser Ile



Arg Gln
130

Ala Asn
145

Thr Ser

Ile Leu

Tyr Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Met His

1

Asn Ser

Phe Asn

Gln Ala
50

Val Asp
65

Tyr Phe

Gly Leu Met

Lys Arg Asp

Phe Glu Pro
165

Asp Lys Glu
180

Thr Ser Arg
195

44
206
PRT

Glu

Val

150

Ala

Ala

Phe

Ala

135

Val

Asp

Ala

Ala

secuencia artificial

secuencia sintética

44

His His His

Gln Leu Val
20

Asn Asn Pro
35

Pro Val Leu

Phe Ser Gln

Glu Ala Leu
85

His

Ala

Thr

Asp

Ile

70

Gly

His

Glu

Thr

Glu

55

Asn

Val

Arg

Glu

Leu

Ala

Met

Tyr

Ile

40

Leu

Ile

Pro

Glu

Lys

Lys

Gly
185

Ala

Ala

25

Ala

Lys

Leu

Ala

Ile

Leu

Ala

170

Leu

Met

10

Ala

Gly

Lys

Asp

Gly
90

Phe

Tyr

155

His

Pro

Asn

Asp

Phe

Asn

Tyr

75

Gln

Leu

140

Gln

Arg

Glu

Phe

Ile

His

Val

60

Asp

Val

Val

Glu

Met

Asp

Lys

Ile

Leu

45

Glu

Asp

Tyr

Val

Asn

Val

Val
190

Val

Arg

30

Asp

Lys

Lys

Pro

Thr

Gly

Asn
175

Phe

15

Lys

Thr

His

Lys

Ile
95

Gly

Lys

160

Val

Ala

Asp

Gln

Asp

Ala

Ser

80

Ala



Tyr

Glu

Gly

Ile

145

Leu

Ala

Leu

Glu

Asn

Lys

130

Phe

Tyr

His

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Lys

Lys
115

Leu

Leu

Gln

Arg

Glu

195

45
14
PRT

Staphylococcus aureus

45

Asp

100

Gly

Asn

Val

Glu

Met

180

Asp

Ala

Lys

Val

Val

Asn

165

Val

Val

Ile

Leu

Ser

Thr

150

Gly

Asn

Lys

Glu

Thr

Ile

135

Gly

Lys

Val

Ala

Leu

Leu

120

Arg

Ala

Thr

Ile

Tyr
200

Ile

105

Gln

Gln

Asn

Ser

Leu

185

Phe

Ala

Val

Lys

Phe

170

Asp

Thr

Asp

Val

Leu

Arg

155

Glu

Lys

Ser

Lys

Ser

Met

140

Asp

Pro

Glu

Arg

Ile

Ile

125

Glu

Val

Ala

Ala

Phe
205

Lys

110

Asp

Ala

Val

Asp

Ala

190

Ala

Asp Ile Ile Arg Lys Gln Phe Asn Asn Asn Pro Thr Thr Ile

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

46
14
PRT

Staphylococcus aureus

46

5

10

Tyr Phe Glu Ala Leu Gly Val Pro Ala Gly Gln Val Tyr Pro

1

<210>
<211>

47
14

5

10

Thr

Glu

Arg

Glu

Leu

175

Ala

Lys

Gln

Glu

Lys

160

Lys

Gly



<212>
<213>

PRT

<400> 47

Ala Asp Lys Ile Lys Thr Lys Glu Asn Lys Gly Lys Leu Thr

1

<210> 48
<211> 14
<212> PRT
<213>
<400> 48

Gln Glu Asn Gly Lys Thr Ser Phe Glu Pro Ala Asp Leu Lys

5

1 5
<210> 49

<211> 429

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 49

atgatattga acttcaatca
60

acatttaaag atttaggtaa
120

aatatatatg aaacagacga
180

gaagatatta gtatcgattt
240

aaatacaaat ctgaacaact
300

tttgattttg aagctgttga
360

accattacct tgcctaaaat
420

atttcatag

429

<210> 50

<211> 93

<212> PRT

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

aureus

attcgagaat

acaagtattt

attatattac

caataataat

cattttagat

taagcaacat

Caaaccaagc

10

10

caaaactttt

aattactttt

ttagaagctg

acgctcacta

gagcgtaact

attactgcta

aatgaaacta

ttaacggtaa

caacaccttc

aactagcagg

ttcaagctac

tcgaatcatt

gttttgaaaa

cttcatcaac

tccaagtgat

atttgtaacg

tgtaaataaa

tagaagcgca

aatgcgtcaa

tgggttatta

atctattcca



<213>

<400>

Staphylococcus aureus

50

Met Ile Leu Asn Phe

1

Asn

Phe

Tyr

Ile

65

Lys

Pro

Ser

Tyr

Asp

Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ser Asp Thr
20

Thr Pro Ser
35

Leu Glu Ala

Phe Asn Asn

Lys Ser Glu
85

51
100
PRT

Staphylococcus aureus

51

Met His His His His

1

Asn

Gly

Ile

Val
65

Gln

Lys

Tyr

Asn

Asn Phe Phe
20

Gln Val Phe
35

Glu Thr Asp

Lys Glu Asp

Asn

Phe

Phe

Glu

Asn

70

Gln

His

Asn

Asn

Glu

Ile
70

Gln

Lys

Val

Leu

55

Thr

Leu

His

Gly

Tyr

Leu

55

Ser

Phe

Asp

Thr

40

Ala

Leu

Ile

Met

Asn

Phe

40

Tyr

Ile

Glu

Leu

25

Asn

Gly

Thr

Leu

Ile

Pro

25

Ser

Tyr

Asp

Asn

10

Gly

Ile

Val

Ile

Asp

Leu

10

Ser

Thr

Leu

Phe

Gln

Lys

Tyr

Asn

Gln

75

Glu

Asn

Asp

Pro

Glu

Asn
75

Asn

Gln

Glu

Lys

Ala

Arg

Phe

Thr

Ser

Ala

60

Asn

Phe

Val

Thr

45

Glu

Thr

Asn

Asn

Phe

Phe

45

Glu

Asn

Phe

Phe

30

Asp

Asp

Arg

Gln

Lys

Val

Leu

Thr

Asn

15

Asn

Glu

Ile

Ser

Phe

15

Asp

Thr

Ala

Leu

Gly

Tyr

Leu

Ser

Ala
80

Glu

Leu

Asn

Thr
80



Ile Gln Ala Thr Arg Ser Ala Lys Tyr Lys Ser Glu Gln Leu Ile Leu

85

Asp Glu Arg Asn

<210> 52
<211> 14
<212> PRT
<213>
<400> 52

Asn Gly Asn Pro Ser Asp Thr Phe Lys Asp Leu Gly Lys Gln

1

<210> 53
<211> 14
<212> PRT
<213>
<400> 53

Glu Asp Ile Ser Ile Asp Phe Asn Asn Asn Thr Leu Thr Ile

1

<210> 54
<211> 807
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 54
ctagaatcta
60
aatcaagaat
120
tacagtatag
180
ggtggaggat
240
aatggcgtcg

300

100

5

5

gagagcaatt

ttgatttcga

aagaccatat

ctggaggcgg

tttcatttaa

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

secuencia artificial

secuencia sintética

atcagtcgaa

acgtgaattg

cagaacatat

tggatcaacg

agatgcgaca

90

10

10

gaatacgaaa

acacaagatc

aagatagaga

caagttaaag

ggttttgtaa

cattctttaa

catattcaaa

aaggaggtgg

atacaaatat

ttggaaaaaa

95

cagatttgat

agtatactta

cggttcagga

ttttccatat

tacaattatc



accaataaac
360

ggtgacaaag
420
gaagacatct
480
aattttaatg
540
attaaagtta
600
ggaactataa
660
aattcaggat
720
attggaaaaa
780
tttattcaaa
807

<210> 55
<211> 268
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 55

Leu Glu Ser

1

Asn Arg Phe

Asp Pro Tyr

35

Thr Tyr Lys

50

atgtatcaaa

gaaatggtgg

ctgtcatgaa

aaaatgtcca

ttggttaccc

aaagaatcaa

caccagttct

ttggttctga

agcacattga

Arg Glu

5

Asp Asn

Ser Lys

Ile Glu

Gln

Gln

Val

Lys

agattataaa

tatatataaa

tattgaagaa

agcattcaat

attacctgct

agacaatatt

aaattctaac

atataatggt

acaataa

secuencia artificial

secuencia sintética

Leu Ser

Glu

Phe

Leu
40

Tyr

Gly
55

Gly

Val

Asp

Tyr

Gly

gttggcgata

attaaaagca

caagcagtcg

tttgcgaaag

caaaatagtt

ttaaattttg

aatgaggtca

gccgtatact

Glu
10

Glu
Phe Glu
Ile

Ser

Gly Ser

gaattactgc

tttctgatta

aacgtggacc

atgctaaagt

ttaaacagtt

atgcatacat

taggtgtggt

ttacgcctca

Tyr Glu

Arg Glu

30

Glu Asp

Gly
60

Gly

Thr

Leu

His

Gly

ccatccaaac

tccgggtgat

aaaaggcttt

tgatgacaaa

tgaatctaca

tgaacccggg

gtatggcggt

aatcaaagat

Phe Phe

15

Thr Gln

Ile Arg

Gly Ser



Gly

65

Asn

Asn

Asp

Tyr

Val

145

Asn

Val

Ser

Asn

Pro

225

Ile

Gln

Gly

Gly

Thr

Arg

Lys

130

Met

Phe

Asp

Phe

Ile

210

Val

Gly

Ile

<210>

Gly

Val

Ile

Ile

115

Ile

Asn

Asn

Asp

Lys

195

Leu

Leu

Lys

Lys

56

Gly

Val

Ile

100

Thr

Lys

Ile

Glu

Lys

180

Gln

Asn

Asn

Ile

Asp
260

Ser

Ser

85

Thr

Ala

Ser

Glu

Asn

165

Ile

Phe

Phe

Ser

Gly

245

Phe

Thr

70

Phe

Asn

His

Ile

Glu

150

Val

Lys

Glu

Asp

Asn

230

Ser

Ile

Gln

Lys

Lys

Pro

Ser

135

Gln

Gln

Val

Ser

Ala

215

Asn

Glu

Gln

Val

Asp

His

Asn

120

Asp

Ala

Ala

Ile

Thr

200

Tyr

Glu

Tyr

Lys

Lys

Ala

Val

105

Gly

Tyr

Val

Phe

Gly

185

Gly

Ile

Val

Asn

His
265

Asp

Thr

90

Ser

Asp

Pro

Glu

Asn

170

Tyr

Thr

Glu

Ile

Gly

250

Ile

Thr

75

Gly

Lys

Lys

Gly

Arg

155

Phe

Pro

Ile

Pro

Gly

235

Ala

Glu

Asn

Phe

Asp

Gly

Asp

140

Gly

Ala

Leu

Lys

Gly

220

Val

Val

Gln

Ile

Val

Tyr

Asn

125

Glu

Pro

Lys

Pro

Arg

205

Asn

Val

Tyr

Phe

Ile

Lys

110

Gly

Asp

Lys

Asp

Ala

190

Ile

Ser

Tyr

Phe

Pro

Gly

95

Val

Gly

Ile

Gly

Ala

175

Gln

Lys

Thr
255

Tyr

80

Lys

Gly

Ile

Ser

Phe

160

Lys

Asn

Asp

Ser

Gly

240

Pro



<211> 825
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
<400> 56
atgcaccacc
60
accttcttta
120
ccgtattcta
180
aaaggcggtg
240
gatacgaata
300
atcggtaaaa
360
cgtattaccg
420
atctctgatt
480
gaacgcggcc
540
gatgccaaag
600
tttaaacagt
660
gatgcatata
720
attggtgtgg
780
tttacgccgce
825

<210> 57
<211> 275
<212> PRT

accaccacca

accgctttga

aagtgtatct

gcggttctgg

tctttccgta

acaccatcat

cccacccgaa

acccgggtga

cgaaaggttt

tggatgataa

tcgaatctac

ttgaaccggg

tttatggcgg

agatcaaaga

secuencia artificial

secuencia sintética

cctggaatcc

taaccaagaa

gtacagtatc

cggtggcggt

taacggcgtg

Ccacgaacaaa

tggcgataag

tgaagatatc

taacttcaat

aatcaaagtt

cggtacgatc

caatagtggt

tatcggcaaa

cttcatccag

cgtgaacaac

tttgatttcg

gaagatcata

agtggcggtg

gtttctttta

catgtgagca

ggtaacggcg

agcgtgatga

gaaaacgttc

attggctatc

aaacgtatca

agcccggtgce

attggtagcg

aaacatatcg

tgtccgtcga

aacgtgaact

ttcgcacgta

gcggtagcac

aagatgcgac

aagattacaa

gtatctacaa

atattgaaga

aggcgtttaa

cgctgccggce

aagataacat

tgaacagtaa

aatacaacgg

aacaa

agaatacgaa

gacccaggat

caaaatcgaa

ccaggtgaaa

cggcttcgtt

agttggcgat

aatcaaaagc

acaggcagtt

tttcgcgaaa

ccagaacagc

cctgaacttc

caatgaagtt

tgctgtgtat



<213>

<220>
<223>

<400>
Met His

1

Glu Glu

Phe Glu

Ser Ile
50

Gly Ser
65

Asp Thr

Thr Gly

Ser Lys

Asp Lys

130

Pro Gly
145

Glu Arg

Asn Phe

secuencia artificial

secuencia sintética

57

His

Tyr

Arg

35

Glu

Gly

Asn

Phe

Asp

115

Asp

Gly

Ala

His

Glu

20

Glu

Asp

Gly

Ile

Val

100

Asn

Glu

Pro

Lys
180

His

Thr

Leu

His

Gly

Phe

85

Ile

Lys

Asp

Lys
165

Asp

His

Phe

Thr

Ile

Gly

70

Pro

Gly

Val

Gly

Ile

150

Gly

Ala

His

Phe

Gln

Arg

55

Ser

Tyr

Lys

Gly

Ile

135

Ser

Phe

Lys

Leu

Asn

Asp

40

Thr

Gly

Asn

Asn

Asp

120

Tyr

Val

Asn

Val

Glu

Arg

25

Pro

Tyr

Gly

Gly

Thr

105

Arg

Lys

Met

Phe

Asp
185

Ser

10

Phe

Tyr

Lys

Gly

Val

90

Ile

Ile

Ile

Asn

Asn

170

Asp

Arg

Asp

Ser

Ile

Gly

75

Val

Ile

Thr

Lys

Ile

155

Glu

Lys

Glu

Asn

Lys

Glu

60

Ser

Ser

Thr

Ala

Ser

140

Glu

Asn

Ile

Gln

Gln

Val

45

Lys

Thr

Phe

Asn

His

125

Ile

Glu

Val

Lys

Leu

Glu

30

Tyr

Gly

Gln

Lys

Lys

110

Pro

Ser

Gln

Gln

Val
190

Ser

15

Phe

Leu

Gly

Val

Asp

95

His

Asn

Asp

Ala

Ala

175

Ile

Val

Asp

Tyr

Gly

Lys

80

Ala

Val

Tyr

Val

160

Phe

Gly



Tyr Pro

Thr Ile
210

Glu Pro
225

Ile Gly

Gly Ala

Ile Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met Arg
1

Glu Gln

Asn Gln

Lys Val
50

Glu Lys
65

Leu Pro Ala
195

Lys Arg Ile

Gly Asn Ser

Val Val Tyr
245

Val Tyr Phe
260

Gln
275

58
280
PRT

Gln

Lys

Gly

230

Gly

Thr

Asn

Asp

215

Ser

Gly

Pro

secuencia artificial

secuencia sintética

58

Gly Ser His

Leu Ser Val
20

Glu Phe Asp
35

Tyr Leu Tyr

Gly Gly Gly

His

Glu

Phe

Ser

Gly
70

His

Glu

Glu

Ile

55

Ser

Ser

200

Asn

Pro

Ile

Gln

His

Tyr

Arg

Glu

Gly

Phe

Ile

Val

Gly

Ile
265

His

Glu

25

Glu

Asp

Gly

Lys

Leu

Leu

Lys

250

Lys

His

10

Thr

Leu

His

Gly

Gln

Asn

Asn

235

Ile

Asp

Gly

Phe

Thr

Ile

Gly
75

Phe

Phe

220

Ser

Gly

Phe

Ser

Phe

Gln

Arg

Ser

Glu

205

Asp

Asn

Ser

Ile

Leu

Asn

Asp

Thr

Gly

Ser

Ala

Asn

Glu

Gln
270

Glu

Arg

Pro

Tyr

Gly

Thr

Tyr

Glu

Tyr

255

Lys

Ser

15

Phe

Tyr

Lys

Gly

Gly

Ile

Val

240

Asn

His

Arg

Asp

Ser

Ile

Gly
80



Ser

Ser

Thr

Ala

Ser

145

Glu

Asn

Ile

Phe

Phe

225

Ser

Gly

Phe

Thr

Phe

Asn

His

130

Ile

Glu

Val

Lys

Glu

210

Asp

Asn

Ser

Ile

<210>

Gln

Lys

Lys

115

Pro

Ser

Gln

Gln

Val

195

Ser

Ala

Asn

Glu

Gln
275

59

Val

Asp

100

His

Asn

Asp

Ala

Ala

180

Ile

Thr

Tyr

Glu

Tyr

260

Lys

Lys

85

Ala

Val

Gly

Tyr

Val

165

Phe

Gly

Gly

Ile

Val

245

Asn

His

Asp

Thr

Ser

Asp

Pro

150

Glu

Asn

Tyr

Thr

Glu

230

Ile

Ile

Thr

Gly

Lys

Lys

135

Gly

Arg

Phe

Pro

Ile

215

Pro

Gly

Ala

Glu

Asn

Phe

Asp

120

Gly

Asp

Gly

Ala

Leu

200

Lys

Gly

Val

Val

Gln
280

Ile

Val

105

Tyr

Asn

Glu

Pro

Lys

185

Pro

Arg

Asn

Val

Tyr
265

Phe

90

Ile

Lys

Gly

Asp

Lys

170

Asp

Ala

Ile

Ser

Tyr

250

Phe

Pro

Gly

Val

Gly

Ile

155

Gly

Ala

Gln

Lys

Gly

235

Gly

Thr

Tyr

Lys

Gly

Ile

140

Ser

Phe

Lys

Asn

Asp

220

Ser

Gly

Pro

Asn

Asn

Asp

125

Tyr

Val

Asn

Val

Ser

205

Asn

Pro

Ile

Gln

Gly

Thr

110

Arg

Lys

Met

Phe

Asp

190

Phe

Ile

Val

Gly

Ile
270

Val

95

Ile

Ile

Ile

Asn

Asn

175

Asp

Lys

Leu

Leu

Lys

255

Lys

Val

Ile

Thr

Lys

Ile

160

Glu

Lys

Gln

Asn

Asn

240

Ile

Asp



<211> 45
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintética

<400> 59

ggaggtggcg gttcaggagg tggaggatct ggaggcggtg gatca
45

<210> 60
<211> 15
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintética

<400> 60

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1 5 10 15
<210> 61

<211> 5

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintética

<400> o1

Glu Arg Lys Tyr Lys

1 5
<210> 62

<211> 10

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintética

<400> 62

Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys
1 5 10



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

63

5

PRT

secuencia artificial

secuencia sintética

63

Glu Ala Ala Ala Lys

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

64

15

PRT

secuencia artificial

secuencia sintética

64

Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5 10 15

65
10
PRT
secuencia artificial

secuencia sintética

65

Glu Arg Lys Tyr Lys Glu Arg Lys Tyr Lys

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5 10

66
15
PRT
secuencia artificial

secuencia sintética

66

Glu Arg Lys Tyr Lys Glu Arg Lys Tyr Lys Glu Arg Lys Tyr Lys

1

5 10 15



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

67

5

PRT

secuencia artificial

secuencia sintética

67

Gly Gly Gly Gly Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

68

10

PRT

secuencia artificial

secuencia sintética

68

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

5 10

69

6

PRT

secuencia artificial

secuencia sintética

caracteristica misc
(1) ..(1)
Xaa puede ser cualquier aminodcido de presentacidédn natural

caracteristica misc
(3)..(3)
Xaa puede ser cualquier aminodcido de presentacidédn natural

caracteristica misc
(5) .. (5)
Xaa puede ser cualquier aminodcido de presentacidédn natural



<400> 69

Xaa Pro Xaa Pro Xaa Pro

1 5
<210> 70

<211> 12

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintética

<220>
<221> caracteristica misc
<222>  (1)..(1)

<223> Xaa puede ser cualquier

<220>
<221> caracteristica misc
<222>  (3)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier
<220>

<221> caracteristica misc
<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser cualquier
<220>

<221> caracteristica misc
<222>  (7)..(7)

<223> Xaa puede ser cualquier
<220>

<221> caracteristica misc
<222>  (9)..(9)

<223> Xaa puede ser cualquier
<220>

<221> caracteristica misc
<222>  (11)..(11)

<223> Xaa puede ser cualquier

<400> 70

aminoacido

aminodcido

aminodcido

aminodacido

aminodcido

aminodcido

de

de

de

de

de

de

presentacidn

presentacién

presentacidn

presentacidn

presentacidn

presentacidn

Xaa Pro Xaa Pro Xaa Pro Xaa Pro Xaa Pro Xaa Pro

1 5
<210> 71
<211> 612

<212> ADN

10

natural

natural

natural

natural

natural

natural



<213> Staphylococcus
<400> 71

atgttcaaaa aaaatgactc
60

atcatctatg ggggaacatt
120

ccaagtgtac aagataaaca
180

gctttggtta aaaaacttta
240

aaatctagga attgggttta
300

ttagaaggaa catacagagt
360

aataaagaag ttgtcacttt
420

tatggcttat atatgggaga
480

ggcggtaaat atacattaga
540

attaatacag ccgatataaa
600

gaacaagttt ga

612

<210> 72

<211> 612

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 72

atgttcaaaa aaaatgactc
60

atcatctatg ggggaacatt
120

ccaagtgtac aagataaaca
180

gctttggtta aaaaacttta

240

aureus

gaaaaattca

tggaatatat

attccaaaaa

cgatagatac

ttcagagaga

tgctgataga

aaaggaattg

acatttgcecct

gtcgcataaa

aaatgtaact

aureus

gaaaaattca

tggaatatat

attccaaaaa

cgatagatac

attctattaa

ccaaaagcag

gttgaagaag

agccaaaata

cctttaaatg

gtatatacac

gatcatatca

aaaggtaaca

gagctacaaa

ttcaaacttg

attctattaa

ccaaaagcag

gttgaagaag

agccaaaata

aatctattct

acgcgtcaac

taccaaataa

caataaacgg

aaaaccaagt

ctaagagaaa

taagatttgc

tcgtcataaa

aagataggga

tgaaaagtgt

aatctattct

acgcgtcaac

taccaaataa

caataaacgg

atcgctaggt

acaaaattcc

ttcagaaaaa

aaaatctaat

tcgtataaat

tattactctt

tcatatttct

tacaaaagat

aaatgtaaaa

taatgacatt

atcgctaggt

acaaaattcc

ttcagaaaaa

aaaatctaat



aaatctagga attgggttta
300

ttagaaggaa catacagagt
360

aataaagaag ttgtcacttt
420

tatggcttat atatgggaga
480

ggcggtaaat atacattaga
540

attaatacag ccgatataaa
600

gaacaagttt ga

612

<210> 73

<211> 612

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 73

atgttcaaaa aatatgactc
60

atcatctatg ggggaacatt
120

tcaagtgtac aagataaaca
180

gctttggtta aaaaacttta
240

aaatctagga attgggttta
300

ttagaaggaa catacacagt
360

aataaagaag ttgtcacttt
420

tatggcttgt atatgggaga

480

ttcagagaga

tgctgataga

aaaggaattg

acatttgcct

gtcgcataaa

aaatgtaact

aureus

aaaaaattca

tggaatatat

attacaaaaa

cgatagatac

ttcagagaga

tgctggcaga

aaaagaattg

acatttgcct

cctttaaatg

gtatatacac

gatcatatca

aaaggtaaca

gagctacaaa

ttcaaacttg

atcgtattaa

ccaaaagcag

gttgaagaag

agcaaggata

cctttaaatg

gtgtatacac

gatcatatca

aaaggtaaca

aaaaccaagt

ctaagagaaa

taagatttgc

tcgtcataaa

aagataggga

tgaaaagtgt

aatctattct

acgcgtcaac

taccaaataa

caataaatgg

aaaaccaagt

ctaagaggaa

taagatttgc

tcgtcataaa

tcgtataaat

tattactctt

tcatatttct

tacaaaagat

aaatgtaaaa

taatgacatt

atcgctaggt

acaaaattcc

ttcagaaaaa

aaaatctaat

tcgtatacat

tattactctt

tcatatttcc

tacaaaagat



ggtggtaaat atacattaga gtcgcataaa gagctacaaa aagataggga aaatgtaaaa

540

attaatacag ccgatataaa aaatgtaact ttcaaacttg tgaaaagtgt taatgacatt

600

gaacaagttt ga

612

<210> 74

<211> 612

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 74

atgttcaaaa aatatgactc aaaaaattca atcgtattaa
60

atcatctatg ggggaacatt tggaatatat ccaaaagcag
120

tcaagtgtac aagataaaca attacaaaaa gttgaagaag
180

gctttggtta aaaaacttta cgatagatac agcaaggata
240

aaatctagga attgggttta ttcagagaga cctttaaatg
300

ttagaaggaa catacacagt tgctggcaga gtgtatacac
360

aataaagaag ttgtcacttt aaaagaattg gatcatatca
420

tatggcttgt atatgggaga acatttgcct aaaggtaaca
480

ggtggtaaat atacattaga gtcgcataaa gagctacaaa
540

attaatacag ccgatataaa aaatgtaact ttcaaacttg
600

gaacaagttt ga

612

<210> 75

<211> 612

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

aatctattct

acgcgtcaac

taccaaataa

caataaatgg

aaaaccaagt

ctaagaggaa

taagatttgc

tcgtcataaa

aagataggga

tgaaaagtgt

atcgctaggt

acaaaattcc

ttcagaaaaa

aaaatctaat

tcgtatacat

tattactctt

tcatatttcc

tacaaaagat

aaatgtaaaa

taatgacatt



<400> 75

atgttcaaaa aatatgactc
60

atcatctatg ggggaacatt
120

tcaagtgtac aagataaaca
180

gctttggtta aaaaacttta
240

aaatctagga attgggttta
300

ttagaaggaa catacacagt
360

aataaagaag ttgtcacttt
420

tatggcttgt atatgggaga
480

ggtggtaaat atacattaga
540

attaatacag ccgatataaa
600

gaacaagttt ga

612

<210> 76

<211> 612

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 76

atgttcaaaa aatatgactc
60

atcatctatg ggggaacatt
120

tcaagtgtac aagataaaca
180

gctttggtta aaaaacttta

240

aaaaaattca

tggaatatat

attacaaaaa

cgatagatac

ttcagagaga

tgctggcaga

aaaagaattg

acatttgcct

gtcgcataaa

aaatgtaact

aureus

aaaaaattca

tggaatatat

attacaaaaa

cgatagatac

atcgtattaa

ccaaaagcag

gttgaagaag

agcaaggata

cctttaaatg

gtgtatacac

gatcatatca

aaaggtaaca

gagctacaaa

ttcaaacttg

atcgtattaa

ccaaaagcag

gttgaagaag

agcaaggata

aatctattct

acgcgtcaac

taccaaataa

caataaatgg

aaaaccaagt

ctaagaggaa

taagatttgc

tcgtcataaa

aagataggga

tgaaaagtgt

aatctattct

acgcgtcaac

taccaaataa

caataaatgg

atcgctaggt

acaaaattcc

ttcagaaaaa

aaaatctaat

tcgtatacat

tattactctt

tcatatttcc

tacaaaagat

aaatgtaaaa

taatgacatt

atcgctaggt

acaaaattcc

ttcagaaaaa

aaaatctaat



aaatctagga attgggttta
300

ttagaaggaa catacacagt
360

aataaagaag ttgtcacttt
420

tatggcttat atatgggaga
480

ggcggtaaat atacattaga
540

attaatacag ccgatataaa
600

gaacaagttt ga

612

<210> 77

<211> 612

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 77

atgttcaaaa aatatgactc
60

atcatctatg ggggaacatt
120

tcaagtgtac aagataaaca
180

gctttggtta aaaaacttta
240

aaatctagga attgggttta
300

ttagaaggaa catacacagt
360

aataaagaag ttgtcacttt
420

tatggcttat atatgggaga
480

ggcggtaaat atacattaga

540

ttcagagaga

tgctgataga

aaaggaattg

acatttgcecct

gtcgcataaa

aaatgtaact

aureus

aaaaaattca

tggaatatat

attacaaaaa

cgatagatac

ttcagagaga

tgctgataga

aaaggaattg

acatttgcecct

gtcgcataaa

cctttaaatg

gtatatacac

gatcatatca

aaaggtaaca

gagctacaaa

ttcaaacttg

atcgtattaa

ccaaaagcag

gttgaagaag

agcaaggata

cctttaaatg

gtatatacac

gatcatatca

aaaggtaaca

gagctacaaa

aaaaccaagt

ctaagagaaa

taagatttgc

tcgtcataaa

aagataggga

tgaaaagtgt

aatctattct

acgcgtcaac

taccaaataa

caataaatgg

aaaaccaagt

ctaagagaaa

taagatttgc

tcgtcataaa

aagataggga

tcgtatacat

tattactctt

tcatatttct

tacaaaagat

aaatgtaaaa

taatgacatt

atcgctaggt

acaaaattcc

ttcagaaaaa

aaaatctaat

tcgtatacat

tattactctt

tcatatttct

tacaaaagat

aaatgtaaaa



attaatacag ccgatataaa aaatgtaact ttcaaacttg tgaaaagtgt taatgacatt

600

gaacaagttt ga

612

<210> 78

<211> 612

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 78

atgttcaaaa aatatgactc aaaaaattca atcgtattaa
60

atcatctatg ggggaacatt tggaatatat ccaaaagcag
120

tcaagtgtac aagataaaca attacaaaaa gttgaagaag
180

gctttggtta aaaaacttta cgatagatac agcaaggata
240

aaatctagga attgggttta ttcagagaga cctttaaatg
300

ttagaaggaa catacacagt tgctgataga gtatatacac
360

aataaagaag ttgtcacttt aaaggaattg gatcatatca
420

tatggcttat atatgggaga acatttgcct aaaggtaaca
480

ggcggtaaat atacattaga gtcgcataaa gagctacaaa
540

attaatacag ccgatataaa aaatgtaact ttcaaacttg
600

gaacaagttt ga

612

<210> 79

<211> 612

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 79

aatctattct

acgcgtcaac

taccaaataa

caataaatgg

aaaaccaagt

ctaagagaaa

taagatttgc

tcgtcataaa

aagataggga

tgaaaagtgt

atcgctaggt

acaaaattcc

ttcagaaaaa

aaaatctaat

tcgtatacat

tattactctt

tcatatttct

tacaaaagat

aaatgtaaaa

taatgacatt



atgttcaaaa aatatgactc
60

atcatctatg ggggaacatt
120

tcaagtgtac aagataaaca
180

gctttggtta aaaaacttta
240

aaatctagga attgggttta
300

ttagaaggaa catacacagt
360

aataaagaag ttgtcacttt
420

tatggcttat atatgggaga
480

ggcggtaaat atacattaga
540

attaatacag ccgatataaa
600

gaacaagttt ga

612

<210> 80

<211> 612

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 80

atgttcaaaa aatatgactc
60

atcatctatg ggggaacatt
120

tcaagtgtac aagataaaca
180

gctttggtta aaaaacttta
240

aaatctagga attgggttta

300

aaaaaattca

tggaatatat

attacaaaaa

cgatagatac

ttcagagaga

tgctgataga

aaaggaattg

acatttgcct

gtcgcataaa

aaatgtaact

aureus

aaaaaattca

tggaatatat

attacaaaaa

cgatagatac

ttcagagaga

atcgtattaa

ccaaaagcag

gttgaagaag

agcaaggata

cctttaaatg

gtatatacac

gatcatatca

aaaggtaaca

gagctacaaa

ttcaaacttg

atcgtattaa

ccaaaagcag

gttgaagaag

agcaaggata

cctttaaatg

aatctattct

acgcgtcaac

taccaaataa

caataaatgg

aaaaccaagt

ctaagagaaa

taagatttgc

tcgtcataaa

aagataggga

tgaaaagtgt

aatctattct

acgcgtcaac

taccaaataa

caataaatgg

aaaaccaagt

atcgctaggt

acaaaattcc

ttcagaaaaa

aaaatctaat

tcgtatacat

tattactctt

tcatatttct

tacaaaagat

aaatgtaaaa

taatgacatt

atcgctaggt

acaaaattcc

ttcagaaaaa

aaaatctaat

tcgtatacat



ttagaaggaa catacacagt
360

aataaagaag ttgtcacttt
420

tatggcttat atatgggaga
480

ggcggtaaat atacattaga
540

attaatacag ccgatataaa
600

gaacaagttt ga

612

<210> 81

<211> 612

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 81

atgttcaaaa aatatgactc
60

atcatctatg ggggaacatt
120

tcaagtgtac aagataaaca
180

gctttggtta aaaaactgta
240

aaagctagga attgggttta
300

ttagaaggta catacagagt
360

aataaagaag ttgtcacttt
420

tatggcttat atatgggaga
480

ggcggtaaat atacattaga

540

tgctgataga

aaaggaattg

acatttgcct

gtcgcataaa

aaatgtaact

aureus

aaaaaattca

tggaatatat

attccaaaaa

cgatagatac

ttcagagaga

tgctgataga

aaaagaattg

acatttgcecct

gtcgcacaaa

gtatatacac

gatcatatca

aaaggtaaca

gagctacaaa

ttcaaacttg

atcgtattaa

ccaaaagcag

gttgaagaag

agccaaaata

cctttaaatg

gtgtatacac

gatcatatca

aaaggtaaca

gagttacaaa

ctaagagaaa

taagatttgc

tcgtcataaa

aagataggga

tgaaaagtgt

aatctattct

acgcgtcaac

taccaaataa

caataaacgg

aaaatcaagt

ctaagaggaa

taagatttgc

tcgtcataaa

agaataggga

tattactctt

tcatatttct

tacaaaagat

aaatgtaaaa

taatgacatt

atcgctaggt

acaaaattcc

ttcagaaaaa

aaaatctaat

tcgcatacat

cattactctt

tcatatttct

tacaaagaat

aaatgtagaa



attaatactg atgatataaa aaatgtaact ttcgaacttg tgaaaagtgt taatgacatt
600

gaacaagttt ga

612

<210> 82

<211> 203
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus
<400> 82

Met Phe Lys Lys Tyr Asp Ser Lys Asn Ser Ile Val Leu Lys Ser Ile
1 5 10 15

Leu Ser Leu Gly Ile Ile Tyr Gly Gly Thr Phe Gly Ile Tyr Pro Lys

Ala Asp Ala Ser Thr Gln Asn Ser Ser Ser Val Gln Asp Lys Gln Leu
35 40 45

Gln Lys Val Glu Glu Val Pro Asn Asn Ser Glu Lys Ala Leu Val Lys
50 55 60

Lys Leu Tyr Asp Arg Tyr Ser Lys Asp Thr Ile Asn Gly Lys Ser Asn
65 70 75 80

Lys Ser Arg Asn Trp Val Tyr Ser Glu Arg Pro Leu Asn Glu Asn Gln
85 90 95

Val Arg Ile His Leu Glu Gly Thr Tyr Thr Val Ala Gly Arg Val Tyr
100 105 110

Thr Pro Lys Arg Asn Ile Thr Leu Asn Lys Glu Val Val Thr Leu Lys
115 120 125

Glu Leu Asp His Ile Ile Arg Phe Ala His Ile Ser Tyr Gly Leu Tyr
130 135 140

Met Gly Glu His Leu Pro Lys Gly Asn Ile Val Ile Asn Thr Lys Asp
145 150 155 160



Gly Gly Lys Tyr Thr Leu Glu Ser His Lys Glu Leu Gln Lys Asp Arg
165 170 175

Glu Asn Val Lys Ile Asn Thr Ala Asp Ile Lys Asn Val Thr Phe Lys
180 185 190

Leu Val Lys Ser Val Asn Asp Ile Glu Gln Val

195 200
<210> 83
<211> 203
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus
<400> 83

Met Phe Lys Lys Tyr Asp Ser Lys Asn Ser Ile Val Leu Lys Ser Ile
1 5 10 15

Leu Ser Leu Gly Ile Ile Tyr Gly Gly Thr Phe Gly Ile Tyr Pro Lys
20 25 30

Ala Asp Ala Ser Thr Gln Asn Ser Ser Ser Val Gln Asp Lys Gln Leu
35 40 45

Gln Lys Val Glu Glu Val Pro Asn Asn Ser Glu Lys Ala Leu Val Lys
50 55 60

Lys Leu Tyr Asp Arg Tyr Ser Lys Asp Thr Ile Asn Gly Lys Ser Asn

Lys Ser Arg Asn Trp Val Tyr Ser Glu Arg Pro Leu Asn Glu Asn Gln

Val Arg Ile His Leu Glu Gly Thr Tyr Thr Val Ala Gly Arg Val Tyr
100 105 110

Thr Pro Lys Arg Asn Ile Thr Leu Asn Lys Glu Val Val Thr Leu Lys
115 120 125

Glu Leu Asp His Ile Ile Arg Phe Ala His Ile Ser Tyr Gly Leu Tyr
130 135 140



Met Gly Glu His Leu

145

Gly Gly Lys Tyr Thr

Glu Asn

Leu Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met Phe
1

Leu Ser

Ala Asp

Gln Lys

50

Lys Leu

65

Lys Ser

Val Arg

Thr Pro

165

Val Lys Ile
180

Lys Ser Val
195

84
203
PRT

Staphylococcus aureus

84

Lys Lys Tyr

Leu Gly Ile
20

Ala Ser Thr
35

Val Glu Glu

Tyr Asp Arg

Arg Asn Trp
85

Ile His Leu
100

Lys Arg Asn
115

Pro

150

Leu

Asn

Asn

Asp

Ile

Gln

Val

Tyr

70

Val

Glu

Ile

Lys

Glu

Thr

Asp

Ser

Tyr

Asn

Pro

55

Ser

Tyr

Gly

Thr

Gly

Ser

Ala

Ile
200

Lys

Gly

Ser

40

Asn

Lys

Ser

Thr

Leu
120

Asn

His

Asp

185

Glu

Asn

Gly

25

Ser

Asn

Asp

Glu

Tyr

105

Asn

Ile

Lys

170

Ile

Gln

Ser

10

Thr

Ser

Ser

Thr

Arg

90

Thr

Lys

Val

155

Glu

Lys

Val

Ile

Phe

Val

Glu

Ile

75

Pro

Val

Glu

Ile

Leu

Asn

Val

Gly

Gln

Lys

60

Asn

Leu

Ala

Val

Asn

Gln

Val

Leu

Ile

Asp

45

Ala

Gly

Asn

Gly

Val
125

Thr

Lys

Thr
190

Lys

Tyr

30

Lys

Leu

Lys

Glu

Arg

110

Thr

Lys

Asp

175

Phe

Ser

15

Pro

Gln

Val

Ser

Asn

95

Val

Leu

Asp
160

Arg

Lys

Ile

Lys

Leu

Lys

Asn

80

Gln

Tyr

Lys



Glu Leu
130

Met Gly
145

Gly Gly

Glu Asn

Leu Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met Phe

1

Leu Ser

Ala Asp

Gln Lys

Lys Leu

Lys Ser

Val Arg

Asp His Ile

Glu His Leu

Lys Tyr Thr
165

Val Lys Ile
180

Lys Ser Val
195

85
203
PRT

Staphylococcus aureus

85

Lys Lys Tyr

Leu Gly Ile

20

Ala Ser Thr

35

Val Glu Glu

Tyr Asp Arg

Arg Asn Trp

Ile His Leu

Ile

Pro

150

Leu

Asn

Asn

Asp

Ile

Gln

Val

Tyr

70

Val

Glu

Arg

135

Lys

Glu

Thr

Asp

Ser

Tyr

Asn

Pro

55

Ser

Tyr

Gly

Phe

Gly

Ser

Ala

Ile
200

Lys

Gly

Ser

40

Asn

Lys

Ser

Thr

Ala

Asn

His

Asp

185

Glu

Asn

Gly

25

Ser

Asn

Asp

Glu

Tyr

His

Ile

Lys

170

Ile

Gln

Ser

10

Thr

Ser

Ser

Thr

Arg

Thr

Ile

Val

155

Glu

Lys

Val

Ile

Phe

Val

Glu

Ile

75

Pro

Val

Ser

140

Ile

Leu

Asn

Val

Gly

Gln

Lys

Asn

Leu

Ala

Tyr

Asn

Gln

Val

Leu

Ile

Asp

45

Ala

Gly

Asn

Asp

Gly

Thr

Lys

Thr
190

Lys

Tyr

30

Lys

Leu

Lys

Glu

Arg

Leu

Lys

Asp

175

Phe

Ser

15

Pro

Gln

Val

Ser

Asn

95

Val

Tyr

Asp

160

Arg

Lys

Ile

Lys

Leu

Asn
80

Gln

Tyr



Thr Pro

Glu Leu
130

Met Gly
145

Gly Gly

Glu Asn

Leu Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Phe
1

Leu Ser

Ala Asp

Gln Lys
50

Lys Leu
65

100

Lys Arg Asn
115

Asp His Ile

Glu His Leu

Lys Tyr Thr
165

Val Lys Ile
180

Lys Ser Val
195

86
203
PRT

Staphylococcus aureus

86

Lys Lys Tyr

Leu Gly Ile
20

Ala Ser Thr
35

Val Glu Glu

Tyr Asp Arg

Ile

Ile

Pro

150

Leu

Asn

Asn

Asp

Ile

Gln

Val

Tyr
70

Thr

Arg

135

Lys

Glu

Thr

Asp

Ser

Tyr

Asn

Pro

55

Ser

Leu

120

Phe

Gly

Ser

Ala

Ile
200

Lys

Gly

Ser

40

Asn

Lys

105

Asn

Ala

Asn

His

Asp

185

Glu

Asn

Gly

25

Ser

Asn

Asp

Lys

His

Ile

Lys

170

Ile

Gln

Ser

10

Thr

Ser

Ser

Thr

Glu

Ile

Val

155

Glu

Lys

Val

Ile

Phe

Val

Glu

Ile
75

Val

Ser

140

Ile

Leu

Asn

Val

Gly

Gln

Lys

60

Asn

Val

125

Tyr

Asn

Gln

Val

Leu

Ile

Asp

45

Ala

Gly

110

Thr

Gly

Thr

Lys

Thr
190

Lys

Tyr

30

Lys

Leu

Lys

Leu

Leu

Lys

Asp

175

Phe

Ser

15

Pro

Gln

Val

Ser

Lys

Tyr

Asp

160

Arg

Lys

Ile

Lys

Leu

Lys

Asn
80



Lys Ser

Val Arg

Thr Pro

Glu Leu
130

Met Gly
145

Gly Gly

Glu Asn

Leu Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Phe
1

Leu Ser

Ala Asp

Gln Lys
50

Arg Asn Trp Val Tyr Ser
85

Ile His Leu Glu Gly Thr
100

Lys Arg Asn Ile Thr Leu
115 120

Asp His Ile Ile Arg Phe
135

Glu His Leu Pro Lys Gly
150

Lys Tyr Thr Leu Glu Ser
165

Val Lys Ile Asn Thr Ala
180

Lys Ser Val Asn Asp Ile
195 200
87
203
PRT

Staphylococcus aureus

87

Lys Lys Tyr Asp Ser Lys
5

Leu Gly Ile Ile Tyr Gly
20

Ala Ser Thr Gln Asn Ser
35 40

Val Glu Glu Val Pro Asn
55

Glu

Tyr

105

Asn

Ala

Asn

His

Asp

185

Glu

Asn

Gly

Ser

Asn

Arg

90

Thr

Lys

His

Ile

Lys

170

Ile

Gln

Ser

10

Thr

Ser

Ser

Pro

Val

Glu

Ile

Val

155

Glu

Lys

Val

Ile

Phe

Val

Glu

Leu

Ala

Val

Ser

140

Ile

Leu

Asn

Val

Gly

Gln

Lys
60

Asn

Asp

Val

125

Tyr

Asn

Gln

Val

Leu

Ile

Asp

Ala

Glu

Arg

110

Thr

Gly

Thr

Lys

Thr
190

Lys

Tyr

Lys

Leu

Asn

95

Val

Leu

Leu

Lys

Asp

175

Phe

Ser

15

Pro

Gln

Val

Gln

Tyr

Lys

Tyr

Asp

160

Arg

Lys

Ile

Lys

Leu

Lys



Lys Leu Tyr Asp
65

Lys Ser Arg Asn

Val Arg Ile His
100

Thr Pro Lys Arg
115

Glu Leu Asp His
130

Met Gly Glu His
145

Gly Gly Lys Tyr

Glu Asn Val Lys
180

Leu Val Lys Ser
195

<210> 88

<211> 203

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 88

Arg

Trp

85

Leu

Asn

Ile

Leu

Thr

165

Ile

Val

Tyr

70

Val

Glu

Ile

Ile

Pro

150

Leu

Asn

Asn

Ser

Tyr

Gly

Thr

Arg

135

Lys

Glu

Thr

Asp

Lys

Ser

Thr

Leu

120

Phe

Gly

Ser

Ala

Ile
200

Met Phe Lys Lys Tyr Asp Ser Lys

1

5

Leu Ser Leu Gly Ile Ile Tyr Gly

20

Asp

Glu

Tyr

105

Asn

Ala

Asn

His

Asp

185

Glu

Asn

Thr

Arg

90

Thr

Lys

His

Ile

Lys

170

Ile

Gln

Ile

75

Pro

Val

Glu

Ile

Val

155

Glu

Lys

Val

Asn

Leu

Ala

Val

Ser

140

Ile

Leu

Asn

Ser Ile Val

10

Gly Thr Phe Gly

25

Ala Asp Ala Ser Thr Gln Asn Ser Ser Ser Val Gln

35

40

Gly Lys Ser

Asn Glu Asn
95

Asp Arg Val
110

Val Thr Leu
125

Tyr Gly Leu

Asn Thr Lys

Gln Lys Asp
175

Val Thr Phe
190

Leu Lys Ser
15

Ile Tyr Pro
30

Asp Lys Gln
45

Asn

80

Gln

Tyr

Lys

Tyr

Asp

160

Arg

Lys

Ile

Lys

Leu



Gln Lys
50

Lys Leu
65

Lys Ser

Val Arg

Thr Pro

Glu Leu
130

Met Gly
145

Gly Gly

Glu Asn

Leu Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Val Glu Glu

Tyr Asp Arg

Arg Asn Trp

Ile His Leu
100

Lys Arg Asn
115

Asp His Ile

Glu His Leu

Lys Tyr Thr
165

Val Lys Ile
180

Lys Ser Val
195

89
203
PRT

Staphylococcus aureus

89

Val

Tyr

70

Val

Glu

Ile

Ile

Pro

150

Leu

Asn

Asn

Pro

55

Ser

Tyr

Gly

Thr

Arg

135

Lys

Glu

Thr

Asp

Asn

Lys

Ser

Thr

Leu

120

Phe

Gly

Ser

Ala

Ile
200

Asn

Asp

Glu

Tyr

105

Asn

Ala

Asn

His

Asp

185

Glu

Ser

Thr

Arg

Thr

Lys

His

Ile

Lys

170

Ile

Gln

Glu

Ile

75

Pro

Val

Glu

Ile

Val

155

Glu

Lys

Val

Lys

60

Asn

Leu

Ala

Val

Ser

140

Ile

Leu

Asn

Ala

Gly

Asn

Asp

Val

125

Tyr

Asn

Gln

Val

Leu

Lys

Glu

Arg

110

Thr

Gly

Thr

Lys

Thr
190

Val

Ser

Asn

95

Val

Leu

Leu

Lys

Asp

175

Phe

Lys

Asn

80

Gln

Lys

Tyr

Asp

160

Arg

Lys

Met Phe Lys Lys Tyr Asp Ser Lys Asn Ser Ile Val Leu Lys Ser Ile

1

5

10

15

Leu Ser Leu Gly Ile Ile Tyr Gly Gly Thr Phe Gly Ile Tyr Pro Lys



Ala Asp

Gln Lys
50

Lys Leu
65

Lys Ser

Val Arg

Thr Pro

Glu Leu
130

Met Gly
145

Gly Gly

Glu Asn

Leu Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ala
35

Val

Tyr

Arg

Ile

Lys

115

Asp

Glu

Lys

Val

Lys

195

90
203
PRT

Staphylococcus aureus

90

20

Ser

Glu

Asp

Asn

His

100

Arg

His

His

Tyr

Lys

180

Ser

Thr

Glu

Arg

Trp

85

Leu

Asn

Ile

Leu

Thr

165

Ile

Val

Gln

Val

Tyr

70

Val

Glu

Ile

Ile

Pro

150

Leu

Asn

Asn

Asn

Pro

55

Ser

Tyr

Gly

Thr

Arg

135

Lys

Glu

Thr

Asp

Ser

40

Asn

Lys

Ser

Thr

Leu

120

Phe

Gly

Ser

Ala

Ile
200

25

Ser

Asn

Asp

Glu

Tyr

105

Asn

Ala

Asn

His

Asp

185

Glu

Ser

Ser

Thr

Arg

90

Thr

Lys

His

Ile

Lys

170

Ile

Gln

Val

Glu

Ile

75

Pro

Val

Glu

Ile

Val

155

Glu

Lys

Val

Gln

Lys

60

Asn

Leu

Ala

Val

Ser

140

Ile

Leu

Asn

Asp

45

Ala

Gly

Asn

Asp

Val

125

Tyr

Asn

Gln

Val

30

Lys

Leu

Lys

Glu

Arg

110

Thr

Gly

Thr

Lys

Thr
190

Gln

Val

Ser

Asn

95

Val

Leu

Leu

Lys

Asp

175

Phe

Leu

Lys

Asn

80

Gln

Tyr

Lys

Tyr

Asp

160

Arg

Lys



Met Phe Lys

Leu Ser Leu

Ala Asp Ala
35

Gln Lys Val

Lys Leu Tyr

Lys Ser Arg

Val Arg Ile

Thr Pro Lys
115

Glu Leu Asp
130

Met Gly Glu
145

Gly Gly Lys

Glu Asn Val

Leu Val Lys
195
<210> 91

<211> 203

Lys

Gly

20

Ser

Glu

Asp

Asn

Asn

100

Arg

His

His

Tyr

Lys

180

Ser

Asn

Ile

Thr

Glu

Arg

Trp

Leu

Asn

Ile

Leu

Thr

165

Ile

Val

Asp

Ile

Gln

Val

Tyr

70

Val

Glu

Ile

Ile

Pro

150

Leu

Asn

Asn

Ser

Tyr

Asn

Pro

55

Ser

Tyr

Gly

Thr

Arg

135

Lys

Glu

Thr

Asp

Lys

Gly

Ser

40

Asn

Gln

Ser

Thr

Leu

120

Phe

Gly

Ser

Ala

Ile
200

Asn

Gly

25

Pro

Asn

Asn

Glu

Tyr

105

Asn

Ala

Asn

His

Asp

185

Glu

Ser

10

Thr

Ser

Ser

Thr

Arg

Arg

Lys

His

Ile

Lys

170

Ile

Gln

Ile

Phe

Val

Glu

Ile

75

Pro

Val

Glu

Ile

Val

155

Glu

Lys

Val

Leu

Gly

Gln

Lys

Asn

Leu

Ala

Val

Ser

140

Ile

Leu

Asn

Leu

Ile

Asp

45

Ala

Gly

Asn

Asp

Val

125

Tyr

Asn

Gln

Val

Lys

Tyr

30

Lys

Leu

Lys

Glu

Arg

110

Thr

Gly

Thr

Lys

Thr
190

Ser

15

Pro

Gln

Val

Ser

Asn

95

Val

Leu

Leu

Lys

Asp

175

Phe

Ile

Lys

Phe

Asn

80

Gln

Tyr

Lys

Tyr

Asp

160

Arg

Lys



<212>
<213>

<400>

PRT
Staphylococcus aureus

91

Met Phe Lys

1

Leu

Ala

Gln

Lys

65

Lys

Val

Thr

Glu

Met

145

Gly

Glu

Leu

Ser

Asp

Lys

50

Leu

Ala

Arg

Pro

Leu

130

Gly

Gly

Asn

Val

Leu

Ala

35

Val

Tyr

Arg

Ile

Lys

115

Asp

Glu

Lys

Val

Lys

Lys

Gly

20

Ser

Glu

Asp

Asn

His

100

Arg

His

His

Tyr

Glu

180

Ser

Tyr

Ile

Thr

Glu

Arg

Trp

85

Leu

Asn

Ile

Leu

Thr

165

Ile

Val

Asp

Ile

Gln

Val

Tyr

70

Val

Glu

Ile

Ile

Pro

150

Leu

Asn

Asn

Ser

Tyr

Asn

Pro

55

Ser

Tyr

Gly

Thr

Arg

135

Lys

Glu

Thr

Asp

Lys

Gly

Ser

40

Asn

Gln

Ser

Thr

Leu

120

Phe

Gly

Ser

Asp

Ile

Asn

Gly

25

Ser

Asn

Asn

Glu

Tyr

105

Asn

Ala

Asn

His

Asp

185

Glu

Ser

10

Thr

Ser

Ser

Thr

Arg

90

Arg

Lys

His

Ile

Lys

170

Ile

Gln

Ile

Phe

Val

Glu

Ile

75

Pro

Val

Glu

Ile

Val

155

Glu

Lys

Val

Val

Gly

Gln

Lys

60

Asn

Leu

Ala

Val

Ser

140

Ile

Leu

Asn

Leu

Ile

Asp

45

Ala

Gly

Asn

Asp

Val

125

Tyr

Asn

Gln

Val

Lys

Tyr

30

Lys

Leu

Lys

Glu

Arg

110

Thr

Gly

Thr

Lys

Thr
190

Ser

15

Pro

Gln

Val

Ser

Asn

95

Val

Leu

Leu

Lys

Asn

175

Phe

Ile

Lys

Phe

Lys

Asn

80

Gln

Tyr

Lys

Tyr

Asn

160

Arg

Glu



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

195 200

92

203

PRT

secuencia artificial

secuencia sintética

caracteristica misc
(5)..(5)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(12)..(12)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(41) .. (41)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(48) ..(48)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(72) .. (73)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(82)..(82)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(100) ..(100)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(106) ..(106)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc

aminodcido

aminodcido

aminodcido

aminodcido

aminodcido

aminodcido

aminodcido

aminodcido

de

de

de

de

de

de

de

de

presentacidn

presentacidn

presentacién

presentacién

presentacién

presentacidn

presentacidn

presentacién

natural

natural

natural

natural

natural

natural

natural

natural



<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Met Phe
1

Leu Ser

Ala Asp

Gln Lys

Lys Leu
65

(109)..(109)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(160) ..(160)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(175) ..(175)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(180) ..(180)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(184)..(184)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(192) ..(192)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(201) .. (203)
Xaa puede ser cualquier

92

Lys Lys Xaa Asp Ser Lys

Leu Gly Ile Ile Tyr Gly
20

Ala Ser Thr Gln Asn Ser
35 40

Val Glu Glu Val Pro Asn
55

Tyr Asp Arg Tyr Ser Xaa
70

aminodcido de

aminoacido de

aminoacido de

aminodcido de

aminodcido de

aminodcido de

aminoacido de

Asn Ser Ile
10

Gly Thr Phe
25

Xaa Ser Val

Asn Ser Glu

Xaa Thr Ile
75

presentacién

presentacidn

presentacidn

presentacién

presentacién

presentacién

presentacidn

Xaa Leu Lys Se
15

Gly Ile Tyr Pr

Gln Asp Lys Gl

Lys Ala Leu Va

Asn Gly Lys Se

natural

natural

natural

natural

natural

natural

natural

r Ile

o Lys

n Xaa

1 Lys

r Asn
80



Lys Xaa

Val Arg

Thr Pro

Glu Leu
130

Met Gly
145

Gly Gly

Glu Asn

Leu Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Arg

Ile

Lys
115

Asp

Glu

Lys

Val

Lys
195

93
14
PRT

Staphylococcus aureus

93

Asn

Xaa

100

Arg

His

His

Tyr

Xaa

180

Ser

Trp

85

Leu

Asn

Ile

Leu

Thr

165

Ile

Val

Val

Glu

Ile

Ile

Pro

150

Leu

Asn

Asn

Tyr

Gly

Thr

Arg

135

Lys

Glu

Thr

Asp

Ser

Thr

Leu

120

Phe

Gly

Ser

Xaa

Ile
200

Glu

Tyr

105

Asn

Ala

Asn

His

Asp

185

Xaa

Arg

90

Xaa

Lys

His

Ile

Lys

170

Ile

Xaa

Pro

Val

Glu

Ile

Val

155

Glu

Lys

Xaa

Leu

Ala

Val

Ser

140

Ile

Leu

Asn

Asn

Xaa

Val

125

Tyr

Asn

Gln

Val

Glu

Arg

110

Thr

Gly

Thr

Lys

Thr
190

Gln Asn Thr Ile Asn Gly Lys Ser Asn Lys Ser Arg Asn Trp

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

94
14
PRT

Staphylococcus aureus

94

5

10

Gln Asn Thr Ile Asn Gly Lys Ser Asn Lys Ala Arg Asn Trp

1

5

10

Asn

95

Val

Leu

Leu

Lys

Xaa

175

Phe

Gln

Tyr

Lys

Tyr

Xaa

160

Arg

Xaa



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

95
15
PRT
Staphylococcus aureus

95

Lys Asn Gly Gly Lys Tyr Thr Leu Glu Ser His Lys Glu Leu Gln

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5 10 15

96

14

PRT

secuencia artificial

secuencia sintética

caracteristica misc
(1) ..(2)
Xaa puede ser cualquier aminodcido de presentacidédn natural

caracteristica misc
(11)..(11)
Xaa puede ser cualquier aminodcido de presentacidédn natural

96

Xaa Xaa Thr Ile Asn Gly Lys Ser Asn Lys Xaa Arg Asn Trp

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5 10

97

15

PRT

secuencia artificial

secuencia sintética

caracteristica misc
(2) .. (2)
Xaa puede ser cualquier aminodcido de presentacidédn natural

97

Lys Xaa Gly Gly Lys Tyr Thr Leu Glu Ser His Lys Glu Leu Gln



1 5
<210> 98

<211> 1755

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 098

atgacagagt catatccaat
60

ttcatcataa ttgcattttt
120

gagcttgcat tatatcaaac
180

ctcgaacaat tactaatatt
240

ggttcaaaac tgttattaat
300

attattttta gtttgagggc
360

ttaacctctg ctcaaaattt
420

aataaccagg ttaaagaaac
480

atcttaggta tagtattgat
540

tatgattcta tcggtatact
600

ttttttaaaa gctctgtttc
660

ataagtgtaa atgatgtcat
720

ttttcactta cggtcatggc
780

gctataagta gagcgtcctt
840

attaaagacc aacaaaaagc

900

aureus

tattaaggaa

gttatatgcc

attaggttta

tataattacg

gattgtcttt

ggtatttgaa

tatattagtg

aaatcataat

tatcacagga

tatgtttatt

tctagttttt

gttctcatca

aatcatttca

atcaagtgaa

taatcaatta

10

ggctcacaag

aatgtgttat

tctaaattca

gcaatattag

acattattag

acattaatgt

ttcaaacaat

aaaattacat

tactatctat

ttattgtcaa

aaaatggtga

tctattatgt

gcgattactg

ataaaatata

gcaagtgaat

tcggaagcta

ttattaaacg

acattattta

gtattattat

gaattaaaga

taatcggtgt

ctatttcaca

ttgaagaggt

ctttgaacat

ctgtgattgg

agaagtttag

atcgtattaa

tttcagttct

ctgcaccaca

taaacaatca

15

ctttctattt

acgaagttat

tatactaatg

tggtattttt

aaaggttcca

cgcttatttt

gatgtcaaag

tgttttaggce

tgttcaatat

ggcatactta

aaaaggtgtt

gaaaaatgct

ttgctttgcect

cgacgttaca

aaaaattcct



catttttata
960
gtaaaagcga
1020
gatttgaaac
1080
aaacataaga
1140
ttacggaaag
1200
tttgtcttaa
1260
gtctctcaat
1320
aaaaataaag
1380
ttaaccggaa
1440
tgttgcatta
1500
atattgagaa
1560
atgtttaatt
1620
gcatatatga
1680
tacatttgta
1740
agacattcca
1755

<210> 99
<211> 1755
<212> ADN
<213>

<400> 99

attataaaga

aagaaccata

gtggacaagc

agcatggtaa

atattaataa

atgacaaaga

ttggattcga

ttgataaatc

tattattatt

tatacattaa

agcttggatt

ttgggttacc

aattaatggg

tgtatgctgt

tataa

agtaattcat

caatgtaaca

tgatttgttt

ggcaattata

aatctatttt

ctatcaagaa

tttgaaacat

tattaaaaca

tgtaacatca

gcaaatagat

tacacaaaaa

tttagttatt

tacaacgaat

ttttgcagtg

Staphylococcus aureus

acgaaattgt

attactagtg

gtagcggaag

ggaacgaaaa

atgacagatg

ataagaaagt

aaaaaagatg

agaagtgaag

tttttaggta

gaaaccgaag

gatatggcaa

gcactatcac

caaataccgg

acggcttata

ataaagataa

ataaatatat

gttctatcaa

aacatcatgt

ttgatttagg

atacaaaagc

ctttagcatt

cgataagctc

ttacattctt

atgagttaga

ggggactaaa

atgcatattt

ttttcatagt

atcattccaa

tttatttgat

ccctaatact

agatttagtg

taatattaag

tggaccaacg

aaagcatatc

agaaaaagtg

aatatcaagt

gattgctgta

gaattatagt

gtttaaaatt

tacatcatta

aatgggatta

gcgaacaatt

atgacagagt catatccaat tattaaggaa ggctcacaag tcggaagcta ctttctattt

60



ttcatcataa
120

gagcttgcat
180

ctcgaacaat
240

ggttcaaaac
300

attattttta
360

ttaacctctg
420

aataaccagg
480

atcttaggta
540

tatgattcta
600

ttttttaaaa
660

ataagtgtaa
720

ttttcactta
780

gctataagta
840

attaaagacc
900

catttttata
960

gtaaaagcga
1020

gatttgaaac
1080

aaacataaga
1140

ttgcattttt

tatatcaaac

tactaatatt

tgttattaat

gtttgagggc

ctcaaaattt

ttaaagaaac

tagtattgat

tcggtatact

gctctgtttc

atgatgtcat

cggtcatggc

gagcgtcctt

aacCaaaaagc

attataaaga

aagaaccata

gtggacaagc

agcatggtaa

gttatatgcc

attaggttta

tataattacg

gattgtcttt

ggtatttgaa

tatattagtg

aaatcataat

tatcacagga

tatgtttatt

tctagttttt

gttctcatca

aatcatttca

atcaagtgaa

taatcaatta

agtaattcat

caatgtaaca

tgatttgttt

ggcaattata

aatgtgttat

tctaaattca

gcaatattag

acattattag

acattaatgt

ttcaaacaat

aaaattacat

tactatctat

ttattgtcaa

aaaatggtga

tctattatgt

gcgattactg

ataaaatata

gcaagtgaat

acgaaattgt

attactagtg

gtagcggaag

ggaacgaaaa

ttattaaacg

acattattta

gtattattat

gaattaaaga

taatcggtgt

ctatttcaca

ttgaagaggt

ctttgaacat

ctgtgattgg

agaagtttag

atcgtattaa

tttcagttct

ctgcaccaca

taaacaatca

ataaagataa

ataaatatat

gttctatcaa

aacatcatgt

acgaagttat

tatactaatg

tggtattttt

aaaggttcca

cgcttatttt

gatgtcaaag

tgttttaggce

tgttcaatat

ggcatactta

aaaaggtgtt

gaaaaatgct

ttgctttgcect

cgacgttaca

aaaaattcct

tttatttgat

ccctaatact

agatttagtg

taatattaag



ttacggaaag atattaataa
1200

tttgtcttaa atgacaaaga
1260

gtctctcaat ttggattcga
1320

aaaaataaag ttgataaatc
1380

ttaaccggaa tattattatt
1440

tgttgcatta tatacattaa
1500

atattgagaa agcttggatt
1560

atgtttaatt ttgggttacc
1620

gcatatatga aattaatggg
1680

tacatttgta tgtatgctgt
1740

agacattcca tataa

1755

<210> 100

<211> 1755

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 100

atgacagagt catatccaat
60

ttcatcataa ttgcattttt
120

gagcttgcat tatatcaaac
180

ctcgaacaat tactaatatt

240

aatctatttt

ctatcaagaa

tttgaaacat

tattaaaaca

tgtaacatca

gcaaatagat

tacacaaaaa

tttagttatt

tacaacgaat

ttttgcagtg

aureus

tattaaggaa

gttatatgcc

attaggttta

tataattacg

atgacagatg

ataagaaagt

aaaaaagatg

agaagtgaag

tttttaggta

gaaaccgaag

gatatggcaa

gtactatcac

caaataccgg

acggcttata

ggctcacaag

aatgtgttat

tctaaattca

gcaatattag

ttgatttagg

atacaaaagc

ctttagcatt

cgataagctc

ttacattctt

atgagttaga

ggggactaaa

atgcatattt

ttttcatagt

atcattccaa

tcggaagcta

ttattaaacg

acattattta

gtattattat

tggaccaacg

aaagcatatc

agaaaaagtg

aatatcaagt

gattgctgta

gaattatagt

gtttaaaatt

tacatcatta

aatgggatta

gcgaacaatt

ctttctattt

acgaagttat

tatactaatg

tggtattttt



ggttcaaaac
300

attattttta
360

ttaacctctg
420

aataaccagg
480

atcttaggta
540

tatgattcta
600

ttttttaaaa
660

ataagtgtaa
720

ttttcactta
780

gctataagta
840

attaaagacc
900

catttttata
960

gtaaaagcga
1020

gatttgaaac
1080

aaacataaga
1140

ttacggaaag
1200

tttgtcttaa
1260

gtctctcaat
1320

tgttattaat

gtttgagggc

ctcaaaattt

ttaaagaaac

tagtattgat

tcggtatact

gctctgtttc

atgatgtcat

cggtcatggc

gagcgtcctt

aacaaaaagc

attataaaga

aagaaccata

gtggacaagc

agcatggtaa

atattaataa

atgacaaaga

ttggattcga

gattgtcttt

ggtatttgaa

tatattagtg

aaatcataat

taccacagga

tatgtttatt

tctagttttt

gttctcatca

aatcatttca

atcaagtgaa

taatcaatta

agtaattcat

caatgtaaca

tgatttgttt

ggcaattata

aatctatttt

ctatcaagaa

tttgaaacat

acattattag

acattaatgt

ttcaaacaat

aaaattacat

tactatctat

ttattgtcaa

aaaatggtga

tctattatgt

gcgattactg

ataaaatata

gcaagtgaat

acgaaattgt

attactagtg

gtagcggaag

ggaacgaaaa

atgacagatg

ataagaaagt

aaaaaagatg

gaattaaaga

taatcggtgt

ctatttcaca

ttgaagaggt

ctttgaacat

ctgtgattgg

agaagtttag

atcgtattaa

tttcagttct

ctgcaccaca

taaacaatca

ataaagataa

ataaatatat

gttctatcaa

aacatcatgt

ttgatttagg

atacaaaagc

ctttagcatt

aaaggttcca

cgcttatttt

gatgtcaaag

tgttttaggc

tgttcaatat

ggcatactta

aaaaggtgtt

gaaaaatgct

ttgctttgcet

cgacgttaca

aaaaattcct

tttatttgat

ccctaatact

agatttagtg

taatattaag

tggaccaacg

aaagcatatc

agaaaaagtg



aaaaataaag ttgataaatc
1380

ttaaccggaa tattattatt
1440

tgttgcatta tatacattaa
1500

atattgagaa agcttggatt
1560

atgtttaatt ttgggttacc
1620

gcatatatga aattaatggg
1680

tacatttgta tgtatgctgt
1740

agacattcca tataa

1755

<210> 101

<211> 1840

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 101

atgaccttta acgagataat
60

attaaaatac gcgcataaac
120

acaagtcgga agctactttc
180

gttatttatt aaacgacgaa
240

attcaacatt atttatatac
300

attaggtatt attattggta
360

attaggaatt aaagaaaagg
420

aatgttaatc ggtgtcgctt

480

tattaaaaca

tgtaacatca

gcaaatagat

tacacaaaaa

tttagttatt

tacaacgaat

ttttgcagtg

aureus

atttaaaaat

taaacatgac

tatttttcat

gttatgagct

taatgctcga

tttttggttc

ttccaattat

attttttaac

agaagtgaag

tttttaggta

gaaaccgaag

gatatggcaa

gcactatcac

caaataccgg

acggcttata

ttccgtcaaa

agagtcatat

cataattgca

tgcattatat

acaattacta

aaaactgtta

ttttagtttg

ctctgctcaa

cgataagctc

ttacattctt

atgagttaga

ggggactaaa

atgcatattt

ttttcatagt

atcattccaa

atttatcaca

ccaattatta

tttttgttat

caaacattag

atatttataa

ttaatgattg

agggcggtat

aattttatat

aatatcaagt

gattgctgta

gaattatagt

gtttaaaatt

tacatcatta

aatgggatta

gcgaacaatt

gctttgtagc

aggaaggctc

atgccaatgt

gtttatctaa

ttacggcaat

tctttacatt

ttgaaacatt

tagtgttcaa



acaatctatt
540

tacatttgaa
600

tctatctttg
660

gtcaactgtg
720

ggtgaagaag
780

tatgtatcgt
840

tactgtttca
900

atatactgca
960

tgaattaaac
1020

attgtataaa
1080

tagtgataaa
1140

ggaaggttct
1200

gaaaaaacat
1260

agatgttgat
1320

aaagtataca
1380

agatgcttta
1440

tgaagcgata
1500

aggtattaca
1560

tcacagatgt

gaggttgttt

aacattgttc

attggggcat

tttagaaaag

attaagaaaa

gttctttgct

ccacacgacg

aatcaaaaaa

gataatttat

tatatcccta

atcaaagatt

catgttaata

ttaggtggac

aaagcaaagc

gcattagaaa

agctcaatat

ttcttgattg

caaagaataa

taggcatctt

aatattatga

acttattttt

gtgttataag

atgctttttc

ttgctgctat

ttacaattaa

ttcctcattt

ttgatgtaaa

atactgattt

tagtgaaaca

ttaagttacg

caacgtttgt

atatcgtctc

aagtgaaaaa

caagtttaac

ctgtatgttg

ccaggttaaa

aggtatagta

ttctatcggt

taaaagctct

tgtaaatgat

acttacggtc

aagtagagcg

agaccaacaa

ttataattat

agcgaaagaa

gaaacgtgga

taagaagcat

gaaagatatt

cttaaatgac

tcaatttgga

taaagttgat

cggaatatta

cattatatac

gaaacaaatc

ttgattacca

atacttatgt

gtttctctag

gtcatgttct

atggcaatca

tccttatcaa

aaagctaatc

aaagaagtaa

ccatacaatg

caagctgatt

ggtaaggcaa

aataaaatct

aaagactatc

ttcgatttga

aaatctatta

ttatttgtaa

attaagcaaa

ataataaaat

caggatacta

ttattttatt

tttttaaaat

catcatctat

tttcagcgat

gtgaaataaa

aattagcaag

ttcatacgaa

taacaattac

tgtttgtagc

ttataggaac

attttatgac

aagaaataag

aacataaaaa

aaacaagaag

catcattttt

tagatgaaac



cgaagatgag ttagagaatt
1620

ggcaagggga ctaaagttta
1680

atcacatgca tattttacat
1740

accggttttc atagtaatgg
1800

ttataatcat tccaagcgaa
1840

<210> 102

<211> 1890

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 102

atgaccttta acgagataat
60

tatctttttt cattaattac
120

gcgcataaac taaacatgac
180

agctactttc tatttttcat
240

aaacgacgaa gttatgagct
300

atttatatac taatgctcga
360

attattggta tttttggttc
420

aaagaaaagg ttccaattat
480

ggtgtcgctt attttttaac
540

tcacagatgt caaagaataa

600

atagtatatt

aaattatgtt

cattagcata

gattatacat

caattagaca

aureus

atttaaaaat

gagtgtagta

agagtcatat

cataattgca

tgcattatat

acaattacta

aaaactgtta

ttttagtttg

ctctgctcaa

ccaggttaaa

gagaaagctt

taattttggg

tatgaaatta

ttgtatgtat

ttccatataa

ttccgtcaaa

ttgtatttta

ccaattatta

tttttgttat

caaacattag

atatttataa

ttaatgattg

agggcggtat

aattttatat

gaaacaaatc

ggatttacac

ttacctttag

atgggtacaa

gctgtttttg

atttatcaca

gctttgtagc

aggaaggctc

atgccaatgt

gtttatctaa

ttacggcaat

tctttacatt

ttgaaacatt

tagtgttcaa

ataataaaat

aaaaagatat

ttattgcact

cgaatcaaat

cagtgacggc

ttatgccatc

attaaaatac

acaagtcgga

gttatttatt

attcaacatt

attaggtatt

attaggaatt

aatgttaatc

acaatctatt

tacatttgaa



gaggttgttt
660

aacattgttc
720

attggggcat
780

tttagaaaag
840

attaagaaaa
900

gttctttgct
960

ccacacgacg
1020

aatcaaaaaa
1080

gataatttat
1140

tatatcccta
1200

atcaaagatt
1260

catgttaata
1320

ttaggtggac
1380

aaagcaaagc
1440

gcattagaaa
1500

agctcaatat
1560

ttcttgattg
1620

ttagagaatt
1680

taggcatctt

aatattatga

acttattttt

gtgttataag

atgctttttc

ttgctgctat

ttacaattaa

ttcctcattt

ttgatgtaaa

atactgattt

tagtgaaaca

ttaagttacg

caacgtttgt

atatcgtctc

aagtgaaaaa

caagtttaac

ctgtatgttg

atagtatatt

aggtatagta

ttctatcggt

taaaagctct

tgtaaatgat

acttacggtc

aagtagagcg

agaccaacaa

ttataattat

agcgaaagaa

gaaacgtgga

taagaagcat

gaaagatatt

cttaaatgac

tcaatttgga

taaagttgat

cggaatatta

cattatatac

gagaaagctt

ttgattacca

atacttatgt

gtttctctag

gtcatgttct

atggcaatca

tccttatcaa

aaagctaatc

aaagaagtaa

ccatacaatg

caagctgatt

ggtaaggcaa

aataaaatct

aaagactatc

ttcgatttga

aaatctatta

ttatttgtaa

attaagcaaa

ggatttacac

caggatacta

ttattttatt

tttttaaaat

catcatctat

tttcagcgat

gtgaaataaa

aattagcaag

ttcatacgaa

taacaattac

tgtttgtagc

ttataggaac

attttatgac

aagaaataag

aacataaaaa

aaacaagaag

catcattttt

tagatgaaac

aaaaagatat

tctatctttg

gtcaactgtg

ggtgaagaag

tatgtatcgt

tactgtttca

atatactgca

tgaattaaac

attgtataaa

tagtgataaa

ggaaggttct

gaaaaaacat

agatgttgat

aaagtataca

agatgcttta

tgaagcgata

aggtattaca

cgaagatgag

ggcaagggga



ctaaagttta aaattatgtt
1740

tattttacat cattagcata
1800

atagtaatgg gattatacat
1860

tccaagcgaa caattagaca
1890

<210> 103

<211> 1890

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 103

atgaccttta acgagataat
60

tatctttttt cattaattac
120

gcgcataaac taaacatgac
180

agctactttc tatttttcat
240

aaacgacgaa gttatgagct
300

atttatatac taatgctcga
360

attattggta tttttggttc
420

aaagaaaagg ttccaattat
480

ggtgtcgctt attttttaac
540

tcacagatgt caaagaataa
600

gaggttgttt taggcatctt
660

aacattgttc aatattatga

720

taattttggg

tatgaaatta

ttgtatgtat

ttccatataa

aureus

atttaaaaat

gagtgtagta

agagtcatat

cataattgca

tgcattatat

acaattacta

aaaactgtta

ttttagtttg

ctctgctcaa

ccaggttaaa

aggtatagta

ttctatcggt

ttacctttag ttattgcact atcacatgca

atgggtacaa cgaatcaaat accggttttc

gctgtttttg cagtgacggc ttataatcat

ttccgtcaaa

ttgtatttta

ccaattatta

tttttgttat

caaacattag

atatttataa

ttaatgattg

agggcggtat

aattttatat

gaaacaaatc

ttgattacca

atacttatgt

atttatcaca

gctttgtagc

aggaaggctc

atgccaatgt

gtttatctaa

ttacggcaat

tctttacatt

ttgaaacatt

tagtgttcaa

ataataaaat

caggatacta

ttattttatt

ttatgccatc

attaaaatac

acaagtcgga

gttatttatt

attcaacatt

attaggtatt

attaggaatt

aatgttaatc

acaatctatt

tacatttgaa

tctatctttg

gtcaactgtg



attggggcat
780

tttagaaaag
840

attaagaaaa
900

gttctttgct
960

ccacacgacg
1020

aatcaaaaaa
1080

gataatttat
1140

tatatcccta
1200

atcaaagatt
1260

catgttaata
1320

ttaggtggac
1380

aaagcaaagc
1440

gcattagaaa
1500

agctcaatat
1560

ttcttgattg
1620

ttagagaatt
1680

ctaaagttta
1740

tattttacat
1800

acttattttt

gtgttataag

atgctttttc

ttgctgctat

ttacaattaa

ttcctcattt

ttgatgtaaa

atactgattt

tagtgaaaca

ttaagttgcg

caacgtttgt

atatcgtctc

aagtgaaaaa

caagtttaac

ctgtatgttg

atagtatttt

aaattatgtt

cattagcata

taaaagctct

tgtaaatgat

acttacggtc

aagtagagcg

agaccaacaa

ttataattat

agcgaaagaa

gaaacgtgga

taagaagcat

gaaagatatt

cttaaatgac

tcaatttgga

taaagttgat

cggaatatta

cattatatac

gagaaagctt

taattttggg

tatgaaatta

gtttctctag

gtcatgttct

atggcaatca

tccttatcaa

aaagctaatc

aaagaagtaa

ccatacaatg

caagctgatt

ggtaaagcag

aataaaatct

aaagactatc

ttcgatttga

aaatctatta

ttatttgtaa

ataaagcaaa

ggatttacac

ttacctttag

atgggtacaa

tttttaaaat

catcatctat

tttcagcgat

gtgaaataaa

aattagcaag

ttcatacgaa

taacaattac

tgtttgtagc

ttataggaac

attttatgac

aagaaataag

aacataaaaa

aaacaagaag

catcattttt

tagatgaaac

aaaaagatat

ttattgcact

cgaatcaaat

ggtgaagaag

tatgtatcgt

tactgtttca

atatactgca

tgaattaaac

attgtataaa

tagtgataaa

ggaaggttct

gaaaaaacat

agatgttgat

aaagtataca

agatgcttta

tgaagcgata

aggtattaca

cgaagatgag

ggcaagggga

atcacatgca

accggttttc



atagtaatgg gattatacat
1860

tccaagcgaa caattagaca
1890

<210> 104

<211> 1890

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 104

atgaccttta acgagataat
60

tatctttttt cattaattac
120

gcgcataaac taaacatgac
180

agctactttc tatttttcat
240

aaacgacgaa gttatgagct
300

atttatatac taatgctcga
360

attattggta tttttggttc
420

aaagaaaagg ttccaattat
480

ggtgtcgctt attttttaac
540

tcacagatgt caaagaataa
600

gaggttgttt taggcatctt
660

aacattgttc aatattatga
720

attggggcat acttattttt

780

ttgtatgtat gctgtttttg cagtgacggc ttataatcat

ttccatataa

aureus

atttaaaaat

gagtgtagta

agagtcatat

cataattgca

tgcattatat

acaattacta

aaaactgtta

ttttagtttg

ctctgctcaa

ccaggttaaa

aggtatagta

ttctatcggt

taaaagctct

ttccgtcaaa

ttgtatttta

ccaattatta

tttttgttat

caaacattag

atatttataa

ttaatgattg

agggcggtat

aattttatat

gaaacaaatc

ttgattacca

atacttatgt

gtttctctag

atttatcaca

gctttgtagc

aggaaggctc

atgccaatgt

gtttatctaa

ttacggcaat

tctttacatt

ttgaaacatt

tagtgttcaa

ataataaaat

caggatacta

ttattttatt

tttttaaaat

ttatgccatc

attaaaatac

acaagtcgga

gttatttatt

attcaacatt

attaggtatt

attaggaatt

aatgttaatc

acaatctatt

tacatttgaa

tctatctttg

gtcaactgtg

ggtgaagaag



tttagaaaag
840

attaagaaaa
900

gttctttgct
960

ccacacgacg
1020

aatcaaaaaa
1080

gataatttat
1140

tatatcccta
1200

atcaaagatt
1260

catgttaata
1320

ttaggtggac
1380

aaagcaaagc
1440

gcattagaaa
1500

agctcaatat
1560

ttcttgattg
1620

ttagagaatt
1680

ctaaagttta
1740

tattttacat
1800

atagtaatgg
1860

gtgttataag

atgctttttc

ttgctgctat

ttacaattaa

ttcctcattt

ttgatgtaaa

atactgattt

tagtgaaaca

ttaagttgcg

caacgtttgt

atatcgtctc

aagtgaaaaa

caagtttaac

ctgtatgttg

atagtatttt

aaattatgtt

cattagcata

gattatacat

tgtaaatgat

acttacggtc

aagtagagcg

agaccaacaa

ttataattat

agcgaaagaa

gaaacgtgga

taagaagcat

gaaagatatt

cttaaatgac

tcaatttgga

taaagttgat

cggaatatta

cattatatac

gagaaagctt

taattttggg

tatgaaatta

ttgtatgtat

gtcatgttct

atggcaatca

tccttatcaa

aaagctaatc

aaagaagtaa

ccatacaatg

caagctgatt

ggtaaagcag

aataaaatct

aaagactatc

ttcgatttga

aaatctatta

ttatttgtaa

ataaagcaaa

ggatttacac

ttacctttag

atgggtacaa

gctgtttttg

catcatctat

tttcagcgat

gtgaaataaa

aattagcaag

ttcatacgaa

taacaattac

tgtttgtagc

ttataggaac

attttatgac

aagaaataag

aacataaaaa

aaacaagaag

catcattttt

tagatgaaac

aaaaagatat

ttattgcact

cgaatcaaat

cagtgacggc

tatgtatcgt

tactgtttca

atatactgca

tgaattaaac

attgtataaa

tagtgataaa

ggaaggttct

gaaaaaacat

agatgttgat

aaagtataca

agatgcttta

tgaagcgata

aggtattaca

cgaagatgag

ggcaagggga

atcacatgca

accggttttc

ttataatcat



tccaagcgaa caattagaca
1890

<210> 105

<211> 1890

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 105

atgaccttta acgagataat
60

tatctttttt cgttaattac
120

gctcataaac taaacatgac
180

agctactttc tatttttcat
240

aaacgacgaa gttatgagct
300

atttatatac taatgctcga
360

attattggta tttttggttc
420

aaagaaaagg ttccaattat
480

ggtgtcgctt attttttaac
540

tcacagatgt caaagaataa
600

gaggttgttt taggcatctt
660

aacattgttc aatattatga
720

attggggcat acttattttt
780

tttagaaaag gtgttataag
840

attaagaaaa atgctttttc

900

ttccatataa

aureus

atttaaaaat

gagtgtagta

agagtcatat

cataattgca

tgcattatat

acaattacta

gaaactgtta

ttttagtttg

atctgctcaa

ccaggttaaa

aggtatagta

ttctatcggt

taaaagctct

tgtaaatgat

acttacggtc

ttccgtcaaa

ttgtatttta

ccaattataa

tttttgttat

caaacattag

atatttataa

ttaatgattg

agggcggtat

aattttatat

gaaacaaatc

ttgattacca

acacttatgt

gtttctctag

gtcatgttct

atggcaatca

atttatcaca

gctttgtagc

aggaaggctc

atgccaatgt

gtttatctaa

ttacggcaat

tctttacatt

ttgaaacatt

tagtgttcaa

ataataaaat

caggatacta

ttattttatt

tttttaaaat

catcatctat

tttcagcgat

ttatgccatc

attaaaatac

acaagtcgga

gttatttatt

attcaacatt

attaggtatt

attaggaatt

aatgttaatc

acaatctatt

tacatttgaa

tctatctttg

gtcaactgtg

ggtgaagaag

tatgtatcgt

tactgtttca



gttctttgct
960

ccacacgacg
1020

aatcaaaaaa
1080

gataatttat
1140

tacatcccta
1200

atcaaagatt
1260

catgttaata
1320

ttaggtggac
1380

aaggcaaagc
1440

gcattagaaa
1500

agctcaatat
1560

ttcttgattg
1620

ttagagaatt
1680

ctaaagttta
1740

tattttacat
1800

atagtaatgg
1860

tccaagcgaa
1890

<210> 106

ttgctgctat

ttacaattaa

ttcctcattt

ttgatgtaaa

atactgattt

tagtgaaaca

ttaagttacg

caacgtttgt

atatcgtctc

aagcgaaaaa

caagtttaac

ctgtatgttg

atagtatttt

aaattatgtt

cattagcata

gattatacat

caattagaca

aagtagagcg

agaccaacaa

ttataattat

agcgaaagaa

gaaacgtggg

taagaagcat

taaagatatt

cttaaatgac

tcaatttgga

taaagttgat

cggaatatta

cattatatac

gagaaagctt

taattttggg

tatgaaatta

ttgtatgtat

ttccatataa

tccttatcaa

aaagctaatc

aaagaagtaa

ccatacaatg

caagctgatt

ggtaaggcaa

aataaaatct

aaagactatc

ttcgatttga

aaatctattg

ttatttgtaa

ataaagcaaa

ggatttacac

ttacctttag

atgggtacaa

gctgtttttg

gtgaaataaa

aattagcaag

ttcatacgaa

taacaattac

tatttgtagc

ttataggaac

attttatgac

aagaaataag

aacataaaaa

aaacaagaag

catcattttt

tagatgaaac

aaaaagatat

ttattgcact

cgaatcaaat

cagtgacggc

atatactgca

tgaattaaac

attgtataaa

tagtgataaa

ggaaggttct

gaaaaaacat

agatgttgat

aaagtataca

agatgcttta

tgaagcgata

aggtattaca

cgaagatgag

ggcaagggga

atcacatgca

accggttttc

ttataatcat



<211>
<212>
<213>

ADN

<400> 106
ttgtatttta
60

ccaattataa
120

tttttgttat
180

caaacattag
240

atatttataa
300

ttaatgattg
360

agggcggtat
420

aattttatat
480

gaaacaaatc
540

ttgattacca
600

acacttatgt
660

gtttctctag
720

gtcatgttct
780

atggcaatca
840

tccttatcaa
900

aaagctaatc
960

1800

Staphylococcus

gctttgtagce

aggaaggctc

atgccaatgt

gtttatctaa

ttacggcaat

tctttacatt

ttgaaacatt

tagtgttcaa

ataataaaat

caggatacta

ttattttatt

tttttaaaat

catcatctat

tttcagcgat

gtgaaataaa

aattagcaag

aureus

attaaaatac

acaagtcgga

gttatttatt

attcaacatt

attaggtatt

attaggaatt

aatgttaatc

acaatctatt

tacatttgaa

tctatctttg

gtcaactgtg

ggtgaagaag

tatgtatcgt

tactgtttca

atatactgca

tgaattaaac

gctcataaac

agctactttc

aaacgacgaa

atttatatac

attattggta

aaagaaaagg

ggtgtcgctt

tcacagatgt

gaggttgttt

aacattgttc

attggggcat

tttagaaaag

attaagaaaa

gttctttgct

ccacacgacg

aatcaaaaaa

taaacatgac

tatttttcat

gttatgagct

taatgctcga

tttttggttc

ttccaattat

attttttaac

caaagaataa

taggcatctt

aatattatga

acttattttt

gtgttataag

atgctttttc

ttgctgctat

ttacaattaa

ttcctcattt

agagtcatat

cataattgca

tgcattatat

acaattacta

gaaactgtta

ttttagtttg

atctgctcaa

ccaggttaaa

aggtatagta

ttctatcggt

taaaagctct

tgtaaatgat

acttacggtc

aagtagagcg

agaccaacaa

ttataattat



aaagaagtaa ttcatacgaa
1020

ccatacaatg taacaattac
1080

caagctgatt tatttgtagc
1140

ggtaaggcaa ttataggaac
1200

aataaaatct attttatgac
1260

aaagactatc aagaaataag
1320

ttcgatttga aacataaaaa
1380

aaatctattg aaacaagaag
1440

ttatttgtaa catcattttt
1500

ataaagcaaa tagatgaaac
1560

ggatttacac aaaaagatat
1620

ttacctttag ttattgcact
1680

atgggtacaa cgaatcaaat
1740

gctgtttttg cagtgacggc
1800

<210> 107

<211> 1755

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 107

atgacagagt catatccaat
60

ttcatcataa ttgcattttt

120

attgtataaa

tagtgataaa

ggaaggttct

gaaaaaacat

agatgttgat

aaagtataca

agatgcttta

tgaagcgata

aggtattaca

cgaagatgag

ggcaagggga

atcacatgca

accggttttc

ttataatcat

aureus

gataatttat

tacatcccta

atcaaagatt

catgttaata

ttaggtggac

aaggcaaagc

gcattagaaa

agctcaatat

ttcttgattg

ttagagaatt

ctaaagttta

tattttacat

atagtaatgg

tccaagcgaa

ttgatgtaaa

atactgattt

tagtgaaaca

ttaagttacg

caacgtttgt

atatcgtctc

aagcgaaaaa

caagtttaac

ctgtatgttg

atagtatttt

aaattatgtt

cattagcata

gattatacat

caattagaca

agcgaaagaa

gaaacgtggg

taagaagcat

taaagatatt

cttaaatgac

tcaatttgga

taaagttgat

cggaatatta

cattatatac

gagaaagctt

taattttggg

tatgaaatta

ttgtatgtat

ttccatataa

tataaaggaa ggctcacaag tcggaagcta ctttctattt

gttatatgcc aatgtgttat ttattaaacg acgaagttat



gagcttgcat
180

ctcgaacaat
240

ggttcgaaac
300

attattttta
360

ttaacatctg
420

aataaccagg
480

atcttaggta
540

tatgattcta
600

ttttttaaaa
660

ataagtgtaa
720

ttttcactta
780

gctataagta
840

attaaagacc
900

catttttata
960

gtaaaagcga
1020

gatttgaaac
1080

aaacataaga
1140

ttacgtaaag
1200

tatatcaaac

tactaatatt

tgttattaat

gtttgagggc

ctcaaaattt

ttaaagaaac

tagtattgat

tcggtacact

gctctgtttc

atgatgtcat

cggtcatggc

gagcgtcctt

aacaaaaagc

attataaaga

aagaaccata

gtgggcaagc

agcatggtaa

atattaataa

attaggttta

tataattacg

gattgtcttt

ggtatttgaa

tatattagtg

aaatcataat

taccacagga

tatgtttatt

tctagttttt

gttctcatca

aatcatttca

atcaagtgaa

taatcaatta

agtaattcat

caatgtaaca

tgatttattt

ggcaattata

aatctatttt

tctaaattca

gcaatattag

acattattag

acattaatgt

ttcaaacaat

aaaattacat

tactatctat

ttattgtcaa

aaaatggtga

tctattatgt

gcgattactg

ataaaatata

gcaagtgaat

acgaaattgt

attactagtg

gtagcggaag

ggaacgaaaa

atgacagatg

acattattta

gtattattat

gaattaaaga

taatcggtgt

ctatttcaca

ttgaagaggt

ctttgaacat

ctgtgattgg

agaagtttag

atcgtattaa

tttcagttct

ctgcaccaca

taaacaatca

ataaagataa

ataaatacat

gttctatcaa

aacatcatgt

ttgatttagg

tatactaatg

tggtattttt

aaaggttcca

cgcttatttt

gatgtcaaag

tgttttaggce

tgttcaatat

ggcatactta

aaaaggtgtt

gaaaaatgct

ttgctttgcet

cgacgttaca

aaaaattcct

tttatttgat

ccctaatact

agatttagtg

taatattaag

tggaccaacg



tttgtcttaa atgacaaaga
1260

gtctctcaat ttggattcga
1320

aaaaataaag ttgataaatc
1380

ttaaccggaa tattattatt
1440

tgttgcatta tatacataaa
1500

attttgagaa agcttggatt
1560

atgtttaatt ttgggttacc
1620

gcatatatga aattaatggg
1680

tacatttgta tgtatgctgt
1740

agacattcca tataa

1755

<210> 108

<211> 1890

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 108

atgaccttta acgagataat
60

tatctttttt cattaattac
120

gctcataaac taaacatgac
180

agctactttc tatttttcat
240

aaacgacgaa gttatgagct

300

ctatcaagaa

tttgaaacat

tattgaaaca

tgtaacatca

gcaaatagat

tacacaaaaa

tttagttatt

tacaacgaat

ttttgcagtg

aureus

atttaaaaat

gagtgtagta

agagtcatat

cataattgca

tgcattatat

ataagaaagt

aaaaaagatg

agaagtgaag

tttttaggta

gaaaccgaag

gatatggcaa

gcactatcac

caaataccgg

acggcttata

ttccgtcaaa

ttgtatttta

ccaattataa

tttttgttat

caaacattag

atacaaaggc

ctttagcatt

cgataagctc

ttacattctt

atgagttaga

ggggactaaa

atgcatattt

ttttcatagt

atcattccaa

atttatcaca

gctttgtagce

aggaaggctc

atgccaatgt

gtttatctaa

aaagcatatc

agaaaaagcg

aatatcaagt

gattgctgta

gaattatagt

gtttaaaatt

tacatcatta

aatgggatta

gcgaacaatt

ttatgccatc

attaaaatac

acaagtcgga

gttatttatt

attcaacatt



atttatatac
360

attattggta
420

aaagaaaagg
480

ggtgtcgctt
540

tcacagatgt
600

gaggttgttt
660

aacattgttc
720

attggggcat
780

tttagaaaag
840

attaagaaaa
900

gttctttgct
960

ccacacgacg
1020

aatcaaaaaa
1080

gataatttat
1140

tacatcccta
1200

atcaaagatt
1260

catgttaata
1320

ttaggtggac
1380

taatgctcga

tttttggttc

ttccaattat

attttttaac

caaagaataa

taggcatctt

aatattatga

acttattttt

gtgttataag

atgctttttc

ttgctgctat

ttacaattaa

ttcctecattt

ttgatgtaaa

gtactgattt

tagtgaaaca

ttaagttacg

caacgtttgt

acaattacta

gaaactgtta

ttttagtttg

atctgctcaa

ccaggttaaa

aggtatagta

ttctatcggt

taaaagctct

tgtaaatgat

acttacggtc

aagtagagcg

agaccaacaa

ttataattat

atcgaaacaa

gaaacgtggg

taagaagcat

taaagatatt

cttaaatgac

atatttataa

ttaatgattg

agggcggtat

aattttatat

gaaacaaatc

ttgattacca

acacttatgt

gtttctctag

gtcatgttct

atggcaatca

tccttatcaa

aaagctaatc

aaagaagtaa

ccatacaatg

caagctgatt

ggtaaagcag

aataaaatct

aaagactatc

ttacggcaat

tctttacatt

ttgaaacatt

tagtgttcaa

ataataaaat

caggatacta

ttattttatt

tttttaaaat

catcatctat

tttcagcgat

gtgaaataaa

aattagcaag

ttcatacgaa

taacaattac

tgtttgtagc

ttataggaac

attttatgac

aagaaataag

attaggtatt

attaggaatt

aatgttaatc

acaatctatt

tacatttgaa

tctatctttg

gtcaactgtg

ggtgaagaag

tatgtatcgt

tactgtttca

atatactgca

tgaattaaac

attgtataaa

tagtgataaa

ggaaggttct

gaaaaaacat

agatgttgat

aaagtataca



aacataaaaa

agacaagaag

catcattttt

tagatgaaac

aaaaagatat

ttattgcact

cgaatcaaat

cagtgacggc

aaggcaaagc atatcgtctc tcaatttgga ttcgatttga
1440
gcattagaaa aagcgaaaaa taaagttgat aaatctattg
1500
agctcaatat caagtttaac cggaatatta ttatttgtaa
1560
ttcttgattg ctgtatgttg cattatatac attaagcaaa
1620
ttagagaatt atagtatatt gagaaagctt ggatttacac
1680
ctaaagttta aaattatgtt taattttggg ttacctttag
1740
tattttacat cattagcata tatgaaatta atgggtacaa
1800
atagtaatgg gattatacat ttgtatgtat gctgtttttg
1860
tccaagcgaa caattagaca ttccatataa
1890
<210> 109
<211> 629
<212> PRT
<213> Staphylococcus aureus
<400> 109
Met Thr Phe Asn Glu Ile Ile Phe Lys Asn Phe
1 5 10
His Tyr Ala Ile Tyr Leu Phe Ser Leu Ile Thr
20 25
Phe Ser Phe Val Ala Leu Lys Tyr Ala His Lys
35 40
Ser Tyr Pro Ile Ile Lys Glu Gly Ser Gln Val
50 55
Phe Phe Ile Ile Ile Ala Phe Leu Leu Tyr Ala
65 70 75

Arg

Ser

Leu

Gly

Asn

Gln

Val

Asn

45

Ser

Val

Asn

Val

30

Met

Tyr

Leu

agatgcttta

tgaagcgata

aggtattaca

cgaagatgag

ggcaagggga

atcacatgca

accggttttc

ttataatcat

Leu Ser

15

Leu Tyr

Thr Glu

Phe Leu

Phe Ile

80



Lys

Lys

Ile

Leu

Pro

145

Gly

Lys

Asn

Ile

Tyr

225

Ile

Met

Phe

Thr

Arg

Phe

Ile

Leu

130

Ile

Val

Gln

His

Val

210

Tyr

Gly

Val

Ser

Val

Arg

Asn

Thr

115

Leu

Ile

Ala

Ser

Asn

195

Leu

Asp

Ala

Lys

Ser

275

Met

Ser

Ile

100

Ala

Met

Phe

Tyr

Ile

180

Lys

Ile

Ser

Tyr

Lys

260

Ser

Ala

Tyr

85

Ile

Ile

Ile

Ser

Phe

165

Ser

Ile

Thr

Ile

Leu

245

Phe

Ile

Ile

Glu

Tyr

Leu

Val

Leu

150

Leu

Gln

Thr

Thr

Gly

230

Phe

Arg

Met

Ile

Leu

Ile

Gly

Phe

135

Arg

Thr

Met

Phe

Gly

215

Thr

Phe

Lys

Tyr

Ser

Ala

Leu

Ile

120

Thr

Ala

Ser

Ser

Glu

200

Tyr

Leu

Lys

Gly

Arg

280

Ala

Leu

Met

105

Ile

Leu

Val

Ala

Lys

185

Glu

Tyr

Met

Ser

Val

265

Ile

Ile

Tyr

90

Leu

Ile

Leu

Phe

Gln

170

Asn

Val

Leu

Phe

Ser

250

Ile

Lys

Thr

Gln

Glu

Gly

Gly

Glu

155

Asn

Asn

Val

Ser

Ile

235

Val

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

Ile

Ile

140

Thr

Phe

Gln

Leu

Leu

220

Leu

Ser

Val

Asn

Ser

Leu

Leu

Phe

125

Lys

Leu

Ile

Val

Gly

205

Asn

Leu

Leu

Asn

Ala

285

Val

Gly

Leu

110

Gly

Glu

Met

Leu

Lys

190

Ile

Ile

Ser

Val

Asp

270

Phe

Leu

Leu

95

Ile

Ser

Lys

Leu

Val

175

Glu

Leu

Val

Thr

Phe

255

Val

Ser

Cys

Ser

Phe

Lys

Val

Ile

160

Phe

Thr

Gly

Gln

Val

240

Met

Leu

Phe



Ala

305

Pro

Ser

Val

Lys

Thr

385

Ile

Thr

Ile

Asn

Ile

465

Ala

Ser

290

Ala

His

Glu

Ile

Glu

370

Asp

Lys

Lys

Tyr

Asp

450

Val

Leu

Glu

Ile

Asp

Leu

His

355

Pro

Leu

Asp

Lys

Phe

435

Lys

Ser

Glu

Ala

Ser

Val

Asn

340

Thr

Tyr

Lys

Leu

His

420

Met

Asp

Gln

Lys

Ile
500

Arg

Thr

325

Asn

Lys

Asn

Arg

Val

405

His

Thr

Tyr

Phe

Ala

485

Ser

Ala

310

Ile

Gln

Leu

Val

Gly

390

Lys

Val

Asp

Gln

Gly

470

Lys

Ser

295

Ser

Lys

Lys

Tyr

Thr

375

Gln

His

Asn

Val

Glu

455

Phe

Asn

Ile

Leu

Asp

Ile

Lys

360

Ile

Ala

Lys

Ile

Asp

440

Ile

Asp

Lys

Ser

Ser

Gln

Pro

345

Asp

Thr

Asp

Lys

Lys

425

Leu

Arg

Leu

Val

Ser
505

Ser

Gln

330

His

Asn

Ser

Leu

His

410

Leu

Gly

Lys

Lys

Asp

490

Leu

Glu

315

Lys

Phe

Leu

Asp

Phe

395

Gly

Arg

Gly

Tyr

His

475

Lys

Thr

300

Ile

Ala

Tyr

Phe

Lys

380

Val

Lys

Lys

Pro

Thr

460

Lys

Ser

Gly

Lys

Asn

Asn

Asp

365

Tyr

Ala

Ala

Asp

Thr

445

Lys

Lys

Ile

Ile

Tyr

Gln

Tyr

350

Val

Ile

Glu

Ile

Ile

430

Phe

Ala

Asp

Glu

Leu
510

Thr

Leu

335

Lys

Lys

Pro

Gly

Ile

415

Asn

Val

Lys

Ala

Thr

495

Leu

Ala

320

Ala

Glu

Ala

Asn

Ser

400

Gly

Lys

Leu

His

Leu

480

Arg

Phe



Val Thr

Ile Tyr
530

Ser Ile
545

Leu Lys

Leu Ser

Thr Thr

Met Tyr
610

Ile Arg
625

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Tyr
1

Thr Glu

Phe Leu

Phe Ile
50

Ser Phe Leu Gly Ile Thr
515 520

Ile Lys Gln Ile Asp Glu
535

Leu Arg Lys Leu Gly Phe
550

Phe Lys Ile Met Phe Asn
565

His Ala Tyr Phe Thr Ser
580

Asn Gln Ile Pro Val Phe
595 600

Ala Val Phe Ala Val Thr
615

His Ser Ile

110
599
PRT
Staphylococcus aureus

110
Phe Ser Phe Val Ala Leu

5

Ser Tyr Pro Ile Ile Lys
20

Phe Phe Ile Ile Ile Ala
35 40

Lys Arg Arg Ser Tyr Glu
55

Phe

Thr

Thr

Phe

Leu

585

Ile

Ala

Lys

Glu

25

Phe

Leu

Leu

Glu

Gln

Gly

570

Ala

Val

Tyr

Tyr

10

Gly

Leu

Ala

Ile

Asp

Lys

555

Leu

Tyr

Met

Asn

Ala

Ser

Leu

Leu

Ala

Glu

540

Asp

Pro

Met

Gly

His
620

His

Gln

Tyr

Tyr
60

Val

525

Leu

Met

Leu

Lys

Leu

605

Ser

Lys

Val

Ala

45

Gln

Cys

Glu

Ala

Val

Leu

590

Tyr

Lys

Leu

Gly

30

Asn

Thr

Cys

Asn

Arg

Ile

575

Met

Ile

Arg

Asn

15

Ser

Val

Leu

Ile

Tyr

Gly

560

Ala

Gly

Cys

Thr

Met

Tyr

Leu

Gly



Leu

65

Ile

Ser

Lys

Leu

Val

145

Glu

Leu

Val

Thr

Phe

225

Val

Ser

Ser

Phe

Lys

Val

Ile

130

Phe

Thr

Gly

Gln

Val

210

Lys

Met

Leu

Lys

Ile

Leu

Pro

115

Gly

Lys

Asn

Ile

Tyr

195

Ile

Met

Phe

Thr

Phe

Ile

Leu

100

Ile

Val

Gln

His

Val

180

Tyr

Gly

Val

Ser

Val
260

Asn

Thr

85

Leu

Ile

Ala

Ser

Asn

165

Leu

Asp

Ala

Lys

Ser

245

Met

Ile

70

Ala

Met

Phe

Tyr

Ile

150

Lys

Ile

Ser

Tyr

Lys

230

Ser

Ala

Ile

Ile

Ile

Ser

Phe

135

Ser

Ile

Thr

Ile

Leu

215

Phe

Ile

Ile

Tyr

Leu

Val

Leu

120

Leu

Gln

Thr

Thr

Gly

200

Phe

Arg

Met

Ile

Ile

Gly

Phe

105

Arg

Thr

Met

Phe

Gly

185

Thr

Phe

Lys

Tyr

Ser
265

Leu

Ile

90

Thr

Ala

Ser

Ser

Glu

170

Tyr

Leu

Lys

Gly

Arg

250

Ala

Met

75

Ile

Leu

Val

Ala

Lys

155

Glu

Tyr

Met

Ser

Val

235

Ile

Ile

Leu

Ile

Leu

Phe

Gln

140

Asn

Val

Leu

Phe

Ser

220

Ile

Lys

Thr

Glu

Gly

Gly

Glu

125

Asn

Asn

Val

Ser

Ile

205

Val

Ser

Lys

Val

Gln

Ile

Ile

110

Thr

Phe

Gln

Leu

Leu

190

Leu

Ser

Val

Asn

Ser
270

Leu

Phe

95

Leu

Ile

Val

Gly

175

Asn

Leu

Leu

Asn

Ala

255

Val

Leu

80

Gly

Glu

Met

Leu

Lys

160

Ile

Ile

Ser

Val

Asp

240

Phe

Leu



Cys

Thr

Leu

305

Lys

Lys

Pro

Gly

Ile

385

Asn

Val

Lys

Ala

Thr

465

Leu

Phe

Ala

290

Ala

Glu

Ala

Asn

Ser

370

Gly

Lys

Leu

His

Leu

450

Arg

Phe

Ala

275

Pro

Ser

Val

Lys

Thr

355

Ile

Thr

Ile

Asn

Ile

435

Ala

Ser

Val

Ala

His

Glu

Ile

Glu

340

Asp

Lys

Lys

Tyr

Asp

420

Val

Leu

Glu

Thr

Ile

Asp

Leu

His

325

Pro

Leu

Asp

Lys

Phe

405

Lys

Ser

Glu

Ala

Ser
485

Ser

Val

Asn

310

Thr

Tyr

Lys

Leu

His

390

Met

Asp

Gln

Lys

Ile

470

Phe

Arg

Thr

295

Asn

Lys

Asn

Arg

Val

375

His

Thr

Tyr

Phe

Ala

455

Ser

Leu

Ala

280

Ile

Gln

Leu

Val

Gly

360

Lys

Val

Asp

Gln

Gly

440

Lys

Ser

Gly

Ser

Lys

Lys

Tyr

Thr

345

Gln

His

Asn

Val

Glu

425

Phe

Asn

Ile

Ile

Leu

Asp

Ile

Lys

330

Ile

Ala

Lys

Ile

Asp

410

Ile

Asp

Lys

Ser

Thr
490

Ser

Gln

Pro

315

Asp

Thr

Asp

Lys

Lys

395

Leu

Arg

Leu

Val

Ser

475

Phe

Ser

Gln

300

His

Asn

Ser

Leu

His

380

Leu

Gly

Lys

Lys

Asp

460

Leu

Leu

Glu

285

Lys

Phe

Leu

Asp

Phe

365

Gly

Arg

Gly

Tyr

His

445

Lys

Thr

Ile

Ile

Ala

Tyr

Phe

Lys

350

Val

Lys

Lys

Pro

Thr

430

Lys

Ser

Gly

Ala

Lys

Asn

Asn

Asp

335

Ala

Ala

Asp

Thr

415

Lys

Lys

Ile

Ile

Val
495

Tyr

Gln

Tyr

320

Val

Ile

Glu

Ile

Ile

400

Phe

Ala

Asp

Glu

Leu

480

Cys



Cys

Asn

Arg

Ile

545

Met

Ile

Arg

Ile

Tyr

Gly

530

Ala

Gly

Cys

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ile

Ser
515

Leu

Leu

Thr

Met

Ile

595

111
584
PRT

Staphylococcus aureus

111

Met Thr Glu

1

Tyr

Leu

Gly

Leu

Phe

Phe

Leu

50

Ile

Leu

Ile
35

Ser

Phe

Tyr

500

Ile

Lys

Ser

Thr

Tyr
580

Arg

Ser

Phe

20

Lys

Lys

Ile

Ile

Leu

Phe

His

Asn

565

Ala

His

Tyr

Phe

Arg

Phe

Ile

Lys

Arg

Lys

Ala

550

Gln

Val

Ser

Pro

Ile

Arg

Asn

Thr

Gln

Lys

Ile

535

Tyr

Ile

Phe

Ile

Ile

Ile

Ser

Ile

55

Ala

Ile

Leu

520

Met

Phe

Pro

Ala

Ile

Ile

Tyr

Ile

Ile

Asp

505

Gly

Phe

Thr

Val

Val
585

Lys

Ala

25

Glu

Tyr

Leu

Glu

Phe

Asn

Ser

Phe

570

Thr

Glu

10

Phe

Leu

Ile

Gly

Thr

Thr

Phe

Leu

555

Ile

Ala

Gly

Leu

Ala

Leu

Ile

Glu

Gln

Gly

540

Ala

Val

Tyr

Ser

Leu

Leu

Met

60

Ile

Asp

Lys

525

Leu

Tyr

Met

Asn

Gln

Tyr

Tyr

Leu

Ile

Glu

510

Asp

Pro

Met

Gly

His
590

Val

Ala

30

Gln

Glu

Gly

Leu

Met

Leu

Leu
575

Ser

Gly

15

Asn

Thr

Gln

Ile

Glu

Ala

Val

Leu

560

Tyr

Lys

Ser

Val

Leu

Leu

Phe



65

Gly

Glu

Met

Leu

Lys

145

Ile

Ile

Ser

Val

Asp

225

Phe

Leu

Tyr

Ser

Lys

Leu

Val

130

Glu

Leu

Val

Thr

Phe

210

Val

Ser

Cys

Thr

Lys

Val

Ile

115

Phe

Thr

Gly

Gln

Val

195

Lys

Met

Leu

Phe

Ala
275

Leu

Pro

100

Gly

Lys

Asn

Ile

Tyr

180

Ile

Met

Phe

Thr

Ala

260

Pro

Leu

85

Ile

Val

Gln

His

Val

165

Tyr

Gly

Val

Ser

Val

245

Ala

His

70

Leu

Ile

Ala

Ser

Asn

150

Leu

Asp

Ala

Lys

Ser

230

Met

Ile

Asp

Met

Phe

Tyr

Ile

135

Lys

Ile

Ser

Tyr

Lys

215

Ser

Ala

Ser

Val

Ile

Ser

Phe

120

Ser

Ile

Thr

Ile

Leu

200

Phe

Ile

Ile

Arg

Thr
280

Val

Leu

105

Leu

Gln

Thr

Thr

Gly

185

Phe

Arg

Met

Ile

Ala

265

Ile

Phe

90

Arg

Thr

Met

Phe

Gly

170

Thr

Phe

Lys

Tyr

Ser

250

Ser

Lys

75

Thr

Ala

Ser

Ser

Glu

155

Tyr

Leu

Lys

Gly

Arg

235

Ala

Leu

Asp

Leu

Val

Ala

Lys

140

Glu

Tyr

Met

Ser

Val

220

Ile

Ile

Ser

Gln

Leu

Phe

Gln

125

Asn

Val

Leu

Phe

Ser

205

Ile

Lys

Thr

Ser

Gln
285

Gly

Glu

110

Asn

Asn

Val

Ser

Ile

190

Val

Ser

Lys

Val

Glu

270

Lys

Ile

95

Thr

Phe

Gln

Leu

Leu

175

Leu

Ser

Val

Asn

Ser

255

Ile

Ala

80

Lys

Leu

Ile

Val

Gly

160

Asn

Leu

Leu

Asn

Ala

240

Val

Lys

Asn



Gln

Tyr

305

Val

Ile

Glu

Ile

Ile

385

Phe

Ala

Asp

Glu

Leu

465

Cys

Glu

Leu

290

Lys

Lys

Pro

Gly

Ile

370

Asn

Val

Lys

Ala

Thr

450

Leu

Cys

Asn

Ala

Glu

Ala

Asn

Ser

355

Gly

Lys

Leu

His

Leu

435

Arg

Phe

Ile

Tyr

Ser

Val

Lys

Thr

340

Ile

Thr

Ile

Asn

Ile

420

Ala

Ser

Val

Ile

Ser

Glu

Ile

Glu

325

Asp

Lys

Lys

Tyr

Asp

405

Val

Leu

Glu

Thr

Tyr

485

Ile

Leu

His

310

Pro

Leu

Asp

Lys

Phe

390

Lys

Ser

Glu

Ala

Ser

470

Ile

Leu

Asn

295

Thr

Tyr

Lys

Leu

His

375

Met

Asp

Gln

Lys

Ile

455

Phe

Lys

Arg

Asn

Lys

Asn

Arg

Val

360

His

Thr

Tyr

Phe

Ala

440

Ser

Leu

Gln

Lys

Gln

Leu

Val

Gly

345

Lys

Val

Asp

Gln

Gly

425

Lys

Ser

Gly

Ile

Leu

Lys

Tyr

Thr

330

Gln

His

Asn

Val

Glu

410

Phe

Asn

Ile

Ile

Asp

490

Gly

Ile

Lys

315

Ile

Ala

Lys

Ile

Asp

395

Ile

Asp

Lys

Ser

Thr

475

Glu

Phe

Pro

300

Asp

Thr

Asp

Lys

Lys

380

Leu

Arg

Leu

Val

Ser

460

Phe

Thr

Thr

His

Asn

Ser

Leu

His

365

Leu

Gly

Lys

Lys

Asp

445

Leu

Leu

Glu

Gln

Phe

Leu

Asp

Phe

350

Gly

Arg

Gly

Tyr

His

430

Lys

Thr

Ile

Asp

Lys

Tyr

Phe

Lys

335

Val

Lys

Lys

Pro

Thr

415

Lys

Ser

Gly

Ala

Glu

495

Asp

Asn

Asp

320

Tyr

Ala

Ala

Asp

Thr

400

Lys

Lys

Ile

Ile

Val

480

Leu

Met



Ala

Val

Leu

545

Tyr

Lys

Arg

Ile

530

Met

Ile

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

Tyr

Leu

Gly

Leu

65

Gly

Thr

Phe

Phe

Leu

50

Ile

Ser

Gly
515

Ala

Gly

Cys

Thr

112
584
PRT

Staphylococcus aureus

112

Glu

Leu

Ile

35

Ser

Phe

Lys

500

Leu

Leu

Thr

Met

Ile
580

Ser

Phe

20

Lys

Lys

Ile

Leu

Lys

Ser

Thr

Tyr

565

Arg

Tyr

Phe

Arg

Phe

Ile

Leu
85

Phe

His

Asn

550

Ala

His

Pro

Ile

Arg

Asn

Thr

70

Leu

Lys

Ala

535

Gln

Val

Ser

Ile

Ile

Ser

Ile

55

Ala

Met

Ile

520

Tyr

Ile

Phe

Ile

Ile

Ile

Tyr

40

Ile

Ile

Ile

505

Met

Phe

Pro

Ala

Lys

Ala

25

Glu

Tyr

Leu

Val

Phe

Thr

Val

Val
570

Glu

10

Phe

Leu

Ile

Gly

Phe
90

Asn

Ser

Phe

555

Thr

Gly

Leu

Ala

Leu

Ile

75

Thr

Phe

Leu

540

Ile

Ala

Ser

Leu

Leu

Met

60

Ile

Leu

Gly

525

Ala

Val

Tyr

Gln

Tyr

Tyr

45

Leu

Ile

Leu

510

Leu

Tyr

Met

Asn

Val

Ala

30

Gln

Glu

Gly

Gly

Pro

Met

Gly

His
575

Gly

15

Asn

Thr

Gln

Ile

Ile
95

Leu

Lys

Leu

560

Ser

Ser

Val

Leu

Leu

Phe

80

Lys



Glu

Met

Leu

Lys

145

Ile

Ile

Ser

Val

Asp

225

Phe

Leu

Tyr

Gln

Tyr
305

Lys

Leu

Val

130

Glu

Leu

Val

Thr

Phe

210

Val

Ser

Cys

Thr

Leu

290

Lys

Val

Ile

115

Phe

Thr

Gly

Gln

Val

195

Lys

Met

Leu

Phe

Ala

275

Ala

Glu

Pro

100

Gly

Lys

Asn

Ile

Tyr

180

Ile

Met

Phe

Thr

Ala

260

Pro

Ser

Val

Ile

Val

Gln

His

Val

165

Tyr

Gly

Val

Ser

Val

245

Ala

His

Glu

Ile

Ile

Ala

Ser

Asn

150

Leu

Asp

Ala

Lys

Ser

230

Met

Ile

Asp

Leu

His
310

Phe

Tyr

Ile

135

Lys

Ile

Ser

Tyr

Lys

215

Ser

Ala

Ser

Val

Asn

295

Thr

Ser

Phe

120

Ser

Ile

Ile

Ile

Leu

200

Phe

Ile

Ile

Arg

Thr

280

Asn

Lys

Leu

105

Leu

Gln

Thr

Thr

Gly

185

Phe

Arg

Met

Ile

Ala

265

Ile

Gln

Leu

Arg

Thr

Met

Phe

Gly

170

Ile

Phe

Lys

Tyr

Ser

250

Ser

Lys

Lys

Tyr

Ala

Ser

Ser

Glu

155

Tyr

Leu

Lys

Gly

Arg

235

Ala

Leu

Asp

Ile

Lys
315

Val

Ala

Lys

140

Glu

Tyr

Met

Ser

Val

220

Ile

Ile

Ser

Gln

Pro

300

Asp

Phe

Gln

125

Asn

Val

Leu

Phe

Ser

205

Ile

Lys

Thr

Ser

Gln

285

His

Asn

Glu

110

Asn

Asn

Val

Ser

Ile

190

Val

Ser

Lys

Val

Glu

270

Lys

Phe

Leu

Thr

Phe

Gln

Leu

Leu

175

Leu

Ser

Val

Asn

Ser

255

Ile

Ala

Tyr

Phe

Leu

Ile

Val

Gly

160

Asn

Leu

Leu

Asn

Ala

240

Val

Lys

Asn

Asn

Asp
320



Val

Ile

Glu

Ile

Ile

385

Phe

Ala

Asp

Lys

Leu

465

Cys

Glu

Ala

Lys

Pro

Gly

Ile

370

Asn

Val

Lys

Ala

Thr

450

Leu

Cys

Asn

Arg

Ala

Asn

Ser

355

Lys

Leu

His

Leu

435

Arg

Phe

Ile

Tyr

Gly
515

Lys

Thr

340

Ile

Thr

Ile

Asn

Ile

420

Ala

Ser

Val

Ile

Ser

500

Leu

Glu

325

Asp

Lys

Lys

Tyr

Asp

405

Val

Leu

Glu

Thr

Tyr

485

Ile

Lys

Pro

Leu

Asp

Lys

Phe

390

Lys

Ser

Glu

Ala

Ser

470

Ile

Leu

Phe

Tyr

Lys

Leu

His

375

Met

Asp

Gln

Lys

Ile

455

Phe

Lys

Arg

Lys

Asn

Arg

Val

360

His

Thr

Tyr

Phe

Val

440

Ser

Leu

Gln

Lys

Ile
520

Val

Gly

345

Lys

Val

Asp

Gln

Gly

425

Lys

Ser

Gly

Ile

Leu

505

Met

Thr

330

Gln

His

Asn

Val

Glu

410

Phe

Asn

Ile

Ile

Asp

490

Gly

Phe

Ile

Ala

Lys

Ile

Asp

395

Ile

Asp

Lys

Ser

Thr

475

Glu

Phe

Asn

Thr

Asp

Lys

Lys

380

Leu

Arg

Leu

Val

Ser

460

Phe

Thr

Thr

Phe

Ser

Leu

His

365

Leu

Gly

Lys

Lys

Asp

445

Leu

Leu

Glu

Gln

Gly
525

Asp

Phe

350

Gly

Arg

Gly

Tyr

His

430

Lys

Thr

Ile

Asp

Lys

510

Leu

Lys

335

Val

Lys

Lys

Pro

Thr

415

Lys

Ser

Gly

Ala

Glu

495

Asp

Pro

Tyr

Ala

Ala

Asp

Thr

400

Lys

Lys

Ile

Ile

Val

480

Leu

Met

Leu



Val Ile
530

Leu Met Gly

545

Tyr Ile

Lys Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Met Thr

1

Tyr Phe

Leu Phe

Gly Leu

50

Leu Ile

65

Gly Ser

Glu Lys

Met Leu

Ala

Cys

Thr

113
584
PRT

Staphylococcus aureus

113

Glu

Leu

Ile

35

Ser

Phe

Lys

Val

Ile
115

Leu

Thr

Met

Ile
580

Ser

Phe

20

Lys

Lys

Ile

Leu

Pro

100

Gly

Ser

Thr

Tyr

565

Arg

Tyr

Phe

Arg

Phe

Ile

Leu

85

Ile

Val

His

Asn

550

Ala

His

Pro

Ile

Arg

Asn

Thr

70

Leu

Ile

Ala

Ala

535

Gln

Val

Ser

Ile

Ile

Ser

Ile

55

Ala

Met

Phe

Tyr

Tyr

Ile

Phe

Ile

Ile

Ile

Tyr

40

Ile

Ile

Ile

Ser

Phe
120

Phe

Pro

Ala

Lys

Ala

25

Glu

Tyr

Leu

Val

Leu

105

Leu

Thr

Val

Val
570

Glu

10

Phe

Leu

Ile

Gly

Phe

90

Arg

Thr

Ser

Phe

555

Thr

Gly

Leu

Ala

Leu

Ile

75

Thr

Ala

Ser

Leu

540

Ile

Ala

Ser

Leu

Leu

Met

60

Ile

Leu

Val

Ala

Ala Tyr Met

Val Met Gly

Tyr Asn His

Gln

Tyr

Tyr

45

Leu

Ile

Leu

Phe

Gln
125

Val

Ala

30

Gln

Glu

Gly

Gly

Glu

110

Asn

575

Gly

15

Asn

Thr

Gln

Ile

Ile

95

Thr

Phe

Lys

Leu

560

Ser

Ser

Val

Leu

Leu

Phe

80

Lys

Leu

Ile



Leu

Lys

145

Ile

Ile

Ser

Val

Asp

225

Phe

Leu

Tyr

Gln

Tyr

305

Val

Ile

Val

130

Glu

Leu

Val

Thr

Phe

210

Val

Ser

Cys

Thr

Leu

290

Lys

Lys

Pro

Phe

Thr

Gly

Gln

Val

195

Lys

Met

Leu

Phe

Ala

275

Ala

Glu

Ala

Asn

Lys

Asn

Ile

Tyr

180

Ile

Met

Phe

Thr

Ala

260

Pro

Ser

Val

Lys

Thr

Gln

His

Val

165

Tyr

Gly

Val

Ser

Val

245

Ala

His

Glu

Ile

Glu

325

Asp

Ser

Asn

150

Leu

Asp

Ala

Lys

Ser

230

Met

Ile

Asp

Leu

His

310

Pro

Leu

Ile

135

Lys

Ile

Ser

Tyr

Lys

215

Ser

Ala

Ser

Val

Asn

295

Thr

Tyr

Lys

Ser

Ile

Ile

Ile

Leu

200

Phe

Ile

Ile

Arg

Thr

280

Asn

Lys

Asn

Arg

Gln

Thr

Thr

Gly

185

Phe

Arg

Met

Ile

Ala

265

Ile

Gln

Leu

Val

Gly

Met

Phe

Gly

170

Ile

Phe

Lys

Tyr

Ser

250

Ser

Lys

Lys

Tyr

Thr

330

Gln

Ser

Glu

155

Tyr

Leu

Lys

Gly

Arg

235

Ala

Leu

Asp

Ile

Lys

315

Ile

Ala

Lys

140

Glu

Tyr

Met

Ser

Val

220

Ile

Ile

Ser

Gln

Pro

300

Asp

Thr

Asp

Asn

Val

Leu

Phe

Ser

205

Ile

Lys

Thr

Ser

Gln

285

His

Asn

Ser

Leu

Asn

Val

Ser

Ile

190

Val

Ser

Lys

Val

Glu

270

Lys

Phe

Leu

Asp

Phe

Gln

Leu

Leu

175

Leu

Ser

Val

Asn

Ser

255

Ile

Ala

Tyr

Phe

Lys

335

Val

Val

Gly

160

Asn

Leu

Leu

Asn

Ala

240

Val

Lys

Asn

Asn

Asp

320

Tyr

Ala



Glu

Ile

Ile

385

Phe

Ala

Asp

Lys

Leu

465

Cys

Glu

Ala

Val

Leu
545

Gly

Ile

370

Asn

Val

Lys

Ala

Thr

450

Leu

Cys

Asn

Arg

Ile

530

Met

Ser

355

Gly

Lys

Leu

His

Leu

435

Arg

Phe

Ile

Tyr

Gly

515

Val

Gly

340

Ile

Thr

Ile

Asn

Ile

420

Ala

Ser

Val

Ile

Ser

500

Leu

Leu

Thr

Lys

Lys

Tyr

Asp

405

Val

Leu

Glu

Thr

Tyr

485

Ile

Lys

Ser

Thr

Asp

Lys

Phe

390

Lys

Ser

Glu

Ala

Ser

470

Ile

Leu

Phe

His

Asn
550

Leu

His

375

Met

Asp

Gln

Lys

Ile

455

Phe

Lys

Arg

Lys

Ala

535

Gln

Val

360

His

Thr

Tyr

Phe

Val
440

Ser

Leu

Gln

Lys

Ile

520

Tyr

Ile

345

Lys

Val

Asp

Gln

Gly

425

Lys

Ser

Gly

Ile

Leu

505

Met

Phe

Pro

His

Asn

Val

Glu

410

Phe

Asn

Ile

Ile

Asp

490

Gly

Phe

Thr

Val

Lys

Ile

Asp

395

Ile

Asp

Lys

Ser

Thr

475

Glu

Phe

Asn

Ser

Phe
555

Lys

Lys

380

Leu

Arg

Leu

Val

Ser

460

Phe

Thr

Thr

Phe

Leu

540

Ile

His

365

Leu

Gly

Lys

Lys

Asp

445

Leu

Leu

Glu

Gln

Gly

525

Ala

Val

350

Gly

Arg

Gly

Tyr

His

430

Lys

Thr

Ile

Asp

Lys

510

Leu

Tyr

Met

Lys

Lys

Pro

Thr

415

Lys

Ser

Gly

Ala

Glu

495

Asp

Pro

Met

Gly

Ala

Asp

Thr

400

Lys

Lys

Ile

Ile

Val

480

Leu

Met

Leu

Lys

Leu
560



Tyr Ile Cys Met Tyr Ala Val Phe Ala Val Thr Ala Tyr Asn His Ser

565

Lys Arg Thr Ile Arg His Ser Ile

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Met Thr

1

Tyr Phe

Leu Phe

Gly Leu
50

Leu Ile
65

Gly Ser

Glu Lys

Met Leu

Leu Val

130

Lys Glu
145

114
584
PRT

Staphylococcus aureus

114

Glu

Leu

Ile

35

Ser

Phe

Lys

Val

Ile

115

Phe

Thr

580

Ser

Phe

20

Lys

Lys

Ile

Leu

Pro

100

Gly

Lys

Asn

Tyr

Phe

Arg

Phe

Ile

Leu

85

Ile

Val

Gln

His

Pro

Ile

Arg

Asn

Thr

70

Leu

Ile

Ala

Ser

Asn
150

Ile

Ile

Ser

Ile

55

Ala

Met

Phe

Tyr

Ile

135

Lys

Ile

Ile

Tyr

Ile

Ile

Ile

Ser

Phe

120

Ser

Ile

Lys

Ala

25

Glu

Tyr

Leu

Val

Leu

105

Leu

Gln

Thr

570

Glu

10

Phe

Leu

Ile

Gly

Phe

90

Arg

Thr

Met

Phe

Leu

Ala

Leu

Ile

75

Thr

Ala

Ser

Ser

Glu
155

Ser

Leu

Leu

Met

60

Ile

Leu

Val

Ala

Lys

140

Glu

Gln

Tyr

Tyr

Leu

Ile

Leu

Phe

Gln

125

Asn

Val

Val

Ala

30

Gln

Glu

Gly

Gly

Glu

110

Asn

Asn

Val

575

Gly

15

Asn

Thr

Gln

Ile

Ile

95

Thr

Phe

Gln

Leu

Ser

Val

Leu

Leu

Phe

80

Lys

Leu

Ile

Val

Gly
160



Ile

Ile

Ser

Val

Asp

225

Phe

Leu

Tyr

Gln

Tyr

305

Val

Ile

Glu

Leu

Val

Thr

Phe

210

Val

Ser

Cys

Thr

Leu

290

Lys

Lys

Pro

Gly

Gly

Gln

Val

195

Lys

Met

Leu

Phe

Ala

275

Ala

Glu

Ala

Asn

Ser
355

Ile

Tyr

180

Ile

Met

Phe

Thr

Ala

260

Pro

Ser

Val

Lys

Thr

340

Ile

Val

165

Tyr

Gly

Val

Ser

Val

245

Ala

His

Glu

Ile

Glu

325

Asp

Lys

Leu

Asp

Ala

Lys

Ser

230

Met

Ile

Asp

Leu

His

310

Pro

Leu

Asp

Ile

Ser

Tyr

Lys

215

Ser

Ala

Ser

Val

Asn

295

Thr

Tyr

Lys

Leu

Thr

Ile

Leu

200

Phe

Ile

Ile

Arg

Thr

280

Asn

Lys

Asn

Arg

Val
360

Thr

Gly

185

Phe

Arg

Met

Ile

Ala

265

Ile

Gln

Leu

Val

Gly

345

Lys

Gly

170
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Asn

Val

Glu

455

Phe
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Thr

445

Lys

Lys

Ile

Ile

Val

525

Leu
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Val

Ile

430

Phe

Ala

Asp

Lys

Leu

510

Cys

Glu

Ala

Val

Pro

Gly

Ile

415

Asn

Val

Lys

Ala

Thr

495

Leu

Cys

Asn

Arg
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530 535 540

Ser Ile Leu Arg Lys Leu Gly Phe Thr Gln Lys Asp Met Ala Arg Gly
545 550 555 560

Leu Lys Phe Lys Ile Met Phe Asn Phe Gly Leu Pro Leu Val Ile Ala
565 570 575

Leu Ser His Ala Tyr Phe Thr Ser Leu Ala Tyr Met Lys Leu Met Gly
580 585 590

Thr Thr Asn Gln Ile Pro Val Phe Ile Val Met Gly Leu Tyr Ile Cys
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Met Tyr Ala Val Phe Ala Val Thr Ala Tyr Asn His Ser Lys Arg Thr
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<213> secuencia artificial
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<223> secuencia sintética

<220>
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<222> (1) ..(45)
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<222>  (213)..(213)
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Thr

Arg

Phe

Ile

Leu

130

Ile

Val

Gln

His

Val

210

Tyr

Gly

Val

Ser

Val
290

Arg

Asn
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Val

Asn

340

Thr

Tyr

Lys

Leu

His

420

Met

Asp

Gln

Lys

Ile
500

Arg

Thr

325

Asn

Lys

Asn

Arg

Val

405

His

Thr

Tyr

Phe

Ala

485

Ser

Ala

310

Ile

Gln

Leu

Val

Gly

390

Lys

Val

Asp

Gln

Gly

470

Xaa

Ser

Ser

Lys

Lys

Tyr

Thr

375

Gln

His

Asn

Val

Glu

455

Phe

Asn

Ile

Leu

Asp

Ile

Lys

360

Ile

Ala

Lys

Ile

Asp

440

Ile

Asp

Lys

Ser

Ser

Gln

Pro

345

Asp

Thr

Asp

Lys

Lys

425

Leu

Arg

Leu

Val

Ser
505

Ser

Gln

330

His

Asn

Ser

Leu

His

410

Leu

Gly

Lys

Lys

Asp

490

Leu

Glu

315

Lys

Phe

Leu

Asp

Phe

395

Gly

Arg

Gly

Tyr

His

475

Lys

Thr

Ile

Ala

Tyr

Phe

Lys

380

Val

Lys

Lys

Pro

Thr

460

Lys

Ser

Gly

Lys

Asn

Asn

Asp

365

Tyr

Ala

Ala

Asp

Thr

445

Lys

Lys

Ile

Ile

Tyr

Gln

Tyr

350

Val

Ile

Glu

Xaa

Ile

430

Phe

Ala

Asp

Xaa

Leu
510

Thr

Leu
335

Pro

Ile
415

Asn

Val

Lys

Ala

Thr

495

Leu

Ala

320

Ala

Glu

Xaa

Xaa

Ser

400

Gly

Lys

Leu

His

Leu

480

Arg

Phe



Val

Ile

Ser

545

Leu

Leu

Thr

Met

Ile
625

Thr

Tyr

530

Ile

Lys

Ser

Thr

Tyr

610

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ser
515

Ile

Leu

Phe

His

Asn

595

Ala

His

121
55
PRT

Staphylococcus aureus

121

Met Leu Glu

1

Phe Asn Arg

Gln Asp Pro

35

Arg Thr Tyr

50

Phe

Lys

Arg

Lys

Ala

580

Gln

Val

Ser

Leu

Gln

Lys

Ile

565

Tyr

Ile

Phe

Ile

Gly

Ile

Leu

550

Met

Phe

Pro

Ala

Ser Arg Glu

5

Phe Asp Asn

20

Tyr Ser Lys

Lys Ile Glu

Ile

Asp

535

Gly

Phe

Thr

Val

Val
615

Gln

Gln

Val

Lys
55

Thr

520

Glu

Phe

Asn

Ser

Phe

600

Thr

Leu

Glu

Tyr

Phe Leu Ile

Thr Glu Asp

Thr Gln Lys
555

Phe Gly Leu
570

Leu Ala Tyr
585

Ile Val Met

Ala Tyr Asn

Ser Val Glu
10

Phe Asp Phe
25

Leu Tyr Ser

Ala

Glu

540

Asp

Pro

Met

Gly

His
620

Glu

Glu

Ile

Val Cys Cys
525

Leu Glu Asn

Met Ala Arg

Leu Val Ile
575

Lys Leu Met
590

Leu Tyr Ile
605

Ser Lys Arg

Tyr Glu Thr
15

Arg Glu Leu
30

Glu Asp His
45

Ile

Tyr

Gly

560

Xaa

Gly

Cys

Thr

Phe

Thr

Ile



<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Leu
1

Phe Asn

Gln Asp

Arg Thr
50

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Cys Leu
1

Ser Ile

Asn Met

Phe Phe
50

Thr Gln
65

Ile Arg

122
55
PRT
Staphylococcus aureus

122
Glu Ser Arg Glu Gln
5

Arg Phe Asp Asn Gln
20

Pro Tyr Ser Lys Val
35

Tyr Lys Ile Glu Lys

123

88

PRT

Staphylococcus aureus

123

Phe Ser Tyr Gly Ser

Val Lys Gly Tyr Asp
20

Leu Glu Ser Arg Glu
35

Asn Arg Phe Asp Asn
55

Asp Pro Tyr Ser Lys
70

Thr Tyr Lys Ile Glu
85

Leu

Glu

Tyr
40

Gly

Lys

Gln

40

Gln

Val

Lys

Ser

Phe

25

Leu

Ala

Ala

25

Leu

Glu

Tyr

Val Glu Glu Tyr Glu Thr Phe
10 15

Asp Phe Glu Arg Glu Leu Thr
30

Tyr Ser Ile Glu Asp His Ile
45

Val Gly Glu Ile Phe Ser Gly
10 15

Leu Asp Lys Glu Lys His Leu

Ser Val Glu Glu Tyr Glu Thr
45

Phe Asp Phe Glu Arg Glu Leu
60

Leu Tyr Ser Ile Glu Asp His



<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Cys Leu
1

Ser Ile

Asn Met

Phe Phe
50

Thr Gln
65

Ile Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Cys Leu
1

Ser Ile

Asn Met

Phe Phe
50

124

88

PRT

Staphylococcus aureus

124

Phe Ser Tyr Gly Ser Gly

Val Lys Gly Tyr Asp Lys
20

Leu Glu Ser Arg Glu Gln
35 40

Asn Arg Phe Asp Asn Gln
55

Asp Pro Tyr Ser Lys Val
70

Thr Tyr Lys Ile Glu Lys
85

125

88

PRT

Staphylococcus aureus

125
Phe Ser Tyr Gly Ser Gly
5

Val Lys Gly Tyr Asp Lys
20

Leu Glu Ser Arg Glu Gln
35 40

Asn Arg Phe Asp Asn Gln
55

Ala

Ala

25

Leu

Glu

Tyr

Ala

Ala

25

Leu

Glu

Val

10

Leu

Ser

Phe

Leu

Val

10

Leu

Ser

Phe

Gly

Asp

Val

Asp

Tyr

Gly

Asp

Val

Asp

Glu

Lys

Glu

Phe

60

Ser

Glu

Lys

Glu

Phe
60

Ile

Glu

Glu

45

Glu

Ile

Ile

Glu

Glu

45

Glu

Phe

Arg

Glu

Phe

Lys

Tyr

Arg

Ser

15

His

Glu

Glu

Asp

Ser

15

His

Glu

Glu

Gly

Leu

Thr

Leu

His
80

Gly

Leu

Thr

Leu



Thr Gln Asp Pro Tyr Ser Lys Val Tyr Leu Tyr Ser Ile Glu Asp His

65 70

Ile Arg Thr Tyr Lys Ile Glu Lys

85

<210> 126
<211> 78
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 126
Gly Glu Phe Tyr Ser Ala
1 5

Asp Gln Ala Ala His Lys
20

Val Asp Ala Tyr Glu Thr
35

Asp Glu Gln Gln Asp Ala
50

Ser Asn Ile Glu Asn Asn
65 70
<210> 127

<211> 88

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 127

Gly Leu Phe Ser Tyr Gly Ser Gly

1 5

Thr

Ala

Phe

Val

55

Val

Leu

Leu

Phe

40

His

Arg

Thr Leu Val Glu Gly Tyr Lys Asp

20

Val

Leu

25

Lys

Glu

Glu

Ser

Glu

10

Asn

Arg

Asp

Tyr

75

Asn

Phe

Arg

His
75

Tyr

Arg

Asp

Arg

60

Arg

Val Gly Glu

10

His Leu Asp Gln

25

Ala Leu Leu Asn Asn Arg Thr Glu Val Ser Val Asp

35

40

Lys

Thr

Asp

Ile

Pro

Phe

Ala

Asp

Glu

30

Val

Phe

Glu

Tyr

Ala
30

80

His Leu
15

Val Ser

Asp Phe

Tyr Leu

Ser Ala
15

His Lys

Ala Tyr Glu Thr

45



Phe Phe Lys Arg Phe Asp Asp Val Asp Phe Asp Glu Gln Gln Asp Ala
50 55 60

Val His Glu Asp Arg Arg Ile Phe Tyr Leu Ser Asn Ile Glu Asn Asn
65 70 75 80

Val Arg Glu Tyr His Arg Pro Glu
85

<210> 128
<211> 78
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus
<400> 128
Gly Glu Phe Tyr Ser Ala Thr Leu Val Glu Gly Tyr Lys Asp His Leu

1 5 10 15

Asp Gln Ala Ala His Lys Ala Leu Leu Asn Asn Arg Thr Glu Val Ser
20 25 30

Val Asp Ala Tyr Glu Thr Phe Phe Lys Arg Phe Asp Asp Val Asp Phe
35 40 45

Asp Glu Glu Gln Asp Ala Val His Glu Asp Arg His Ile Phe Tyr Leu
50 55 60

Ser Asn Ile Glu Asn Asn Val Arg Glu Tyr His Arg Pro Glu

65 70 75
<210> 129

<211> 88

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 129

Gly Leu Phe Ser Tyr Gly Ser Gly Ser Val Gly Glu Phe Tyr Ser Ala
1 5 10 15

Thr Leu Val Glu Gly Tyr Lys Asp His Leu Asp Gln Ala Ala His Lys
20 25 30



Ala Leu

Phe Phe
50

Val His
65

Val Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gly Leu
1

Thr Leu

Ala Leu

Phe Phe
50

Val His
65

Val Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

Leu Asn Asn Arg
35

Lys Arg Phe Asp

Glu Asp Arg His
70

Glu Tyr His Arg
85

130
88
PRT

Staphylococcus aureus

130

Phe Ser Tyr Gly

Val Glu Gly Tyr
20

Leu Asn Asn Arg
35

Lys Arg Phe Asp

Glu Asp Arg His
70

Glu Tyr His Arg
85

131
88
PRT

Thr

Asp

55

Ile

Pro

Ser

Lys

Thr

Asp

55

Ile

Pro

secuencia artificial

Glu

40

Val

Phe

Glu

Asp

Glu

40

Val

Phe

Glu

Val Ser Val Asp Ala Tyr Glu Thr

Glu

Tyr

Ser

His

25

Val

Glu

Tyr

Phe

Leu

Val

10

Leu

Ser

Phe

Leu

Asp

Ser
75

Asp

Val

Asp

Ser
75

Glu
60

Asn

Glu

Gln

Asp

Glu

60

Asn

45

Glu Gln Asp Ala

Ile Glu Asn Asn

Phe

Ala

Ala

45

Glu

Ile

Tyr

Ala

30

Tyr

Gln

Glu

Ser

15

His

Glu

Asp

Asn

80

Ala

Lys

Thr

Ala

Asn
80



<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

secuencia sintética

caracteristica misc
(1)..(34)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(36) ..(37)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(39)..(41)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(44) .. (45)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(51)..(51)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(55) ..(57)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(60) ..(72)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(75) .. (76)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(79) ..(81)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(83)..(83)
Xaa puede ser cualquier

aminoacido

aminodacido

aminodcido

aminodcido

aminodcido

aminodcido

aminodcido

aminodcido

aminodcido

aminodcido

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

presentacidn

presentacidn

presentacién

presentacidn

presentacién

presentacidn

presentacidn

presentacién

presentacién

presentacién

natural

natural

natural

natural

natural

natural

natural

natural

natural

natural



<221>
<222>
<223>
<400>
Xaa Xaa

1

Xaa Xaa

Xaa Xaa

Phe Phe
50

Xaa Xaa
65

Xaa Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

caracteristica misc

(85)..(88)

Xaa puede ser cualquier aminodcido de presentacidédn natural

131

Xaa Xaa Xaa

Xaa Xaa Xaa
20

Leu Xaa Xaa
35

Xaa Arg Phe

Xaa Xaa Xaa

Xaa Tyr Xaa
85

132
14
PRT

Staphylococcus aureus

132

Xaa

Xaa

Arg

Asp

Xaa

70

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

55

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

40

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

25

Xaa

Xaa

Tyr

Xaa

10

Xaa

Ser

Phe

Leu

Xaa

Xaa

Val

Asp

Xaa
75

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

60

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

45

Xaa

Ile

Xaa

Xaa

30

Xaa

Glu

Glu Ser Arg Glu Gln Leu Ser Val Glu Glu Tyr Glu Thr Phe

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

5

133
14
PRT

Staphylococcus aureus

133

10

Asn Asn Arg Thr Glu Val Ser Val Asp Ala Tyr Glu Thr Phe

1

<210>
<211>

5

134
14

10

Xaa

15

Xaa

Glu

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Thr

Xaa

Xaa
80



<212> PRT
<213> Staphylococcus aureus

<400> 134

Asn Gln Glu Phe Asp Phe Glu Arg Glu Leu Thr Gln Asp Pro

1 5 10
<210> 135

<211> 14

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus
<400> 135

Asp Val Asp Phe Asp Glu Gln Gln Asp Ala Val His Glu Asp

1 5 10
<210> 136

<211> 14

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus
<400> 136

Asp Val Asp Phe Asp Glu Glu Gln Asp Ala Val His Glu Asp

1 5 10
<210> 137

<211> 14

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus
<400> 137

Asp Val Glu Phe Asp Glu Glu Gln Asp Ala Val His Glu Asp

1 5 10
<210> 138

<211> 14

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintética

<220>
<221> caracteristica misc
<222> (1)..(2)



<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de presentacién natural

<220>
<221> caracteristica misc
<222>  (4)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de presentacién natural

<220>
<221> caracteristica misc
<222>  (9)..(10)

<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de presentacién natural
<400> 138

Xaa Xaa Arg Xaa Xaa Xaa Ser Val Xaa Xaa Tyr Glu Thr Phe

1 5 10
<210> 139

<211> 14

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> secuencia sintética

<220>
<221> caracteristica misc
<222> (1) ..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de presentacién natural

<220>
<221> caracteristica misc
<222>  (6)..(14)

<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de presentacién natural
<400> 139

Xaa Xaa Xaa Phe Asp Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1 5 10
<210> 140
<211> 720
<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 140
ttattgttca atgtgctttt gaataaaatc tttgatttga ggcgtaaagt atacggcacc
60

attatattca gaaccaattt ttccaatacc gccatacacc acacctatga cctcattgtt
120



agaatttaga actggtgatc
180

attgtctttg attcttttta
240

aggtaatggg taaccaataa
300

taatgcttgg acattttcat
360

ttcaatattc atgacagaga
420

atatatacca ccatttcctt
480

ataatctttt gatacatgtt
540

cgcatcttta aatgaaacga
600

aacattcttc tctgcatttg
660

agttactgag gttagaatgg
720

<210> 141

<211> 720

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 141

ttattgttca atgtgctttt
60

attatattca gaaccaattt
120

agaatttaga actggtgatc
180

attgtctttg attcttttta
240

aggtaatggg taaccaataa

300

ctgaattccc

tagttcctgt

ctttaatttt

taaaattaaa

tgtcttcatc

tgtcaccgtc

tattggtgat

cgccattata

ctatttgttg

ctaatgctgc

aureus

gaataaaatc

ttccaatacc

ctgaattccc

tagttcctgt

ctttaatttt

gggttcaatg

agattcaaac

gtcatcaact

gccttttggt

acccggataa

tggatgggca

aattgtattt

tggaaaaata

tgtctcttca

catgctttta

tttgatttga

gccatacacc

gggttcaatg

agattcaaac

gtcatcaact

tatgcatcaa

tgtttaaaac

ttagcatctt

ccacgttcaa

tcagaaatgc

gtaattctat

tttccaatta

tttgtatctt

acgactgcag

atgactatat

ggcgtaaagt

acacctatga

tatgcatcaa

tgtttaaaac

ttagcatctt

aatttaaaat

tattttgagc

tcgcaaaatt

ctgcttgttc

ttttaatttt

cgccaacttt

caaaacctgt

taacttgcgt

catttattcc

ttttattcat

atacggcacc

cctcattgtt

aatttaaaat

tattttgagc

tcgcaaaatt



taatgcttgg acattttcat
360

ttcaatattc atgacagaga
420

atatatacca ccatttcctt
480

ataatctttt gatacatgtt
540

cgcatcttta aatgaaacga
600

aacattcttc tctgcatttg
660

agttgctgag gttagaatgg
720

<210> 142

<211> 740

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 142

ttattgttca atgtgctttt
60

attatattca gaaccaattt
120

agaatttaga actggtgatc
180

attgtctttg attcttttta
240

aggtaatggg taaccaataa
300

gaatgcttgg acattttcat
360

ttcaatattc atgacagaga
420

atatatacca ccatttcctt
480

ataatctttt gatacatgtt

540

taaaattaaa

tgtcttcatc

tgtcaccgtc

tattggtgat

cgccattata

ctatttgttg

ctaatgctgc

aureus

gaataaaatc

ttccaatacc

ctgaattccc

tagttcctgt

ctttaatttt

taaaattaaa

tgtcttcatc

tgtcaccgtt

tattggtgat

gccttttggt

acccggataa

tggatgggca

aattgtattt

tggaaaaata

tgtctcttca

catgctttta

tttgatttga

gccatacacc

gggttcaatg

agattcaaac

gtcatcaact

gccttttggt

acccggataa

tggatgggca

aattgtattt

ccacgttcaa

tcagaaatgc

gtaattctat

tttccaatta

tttgtatctt

acgactgcag

atgactatat

ggcgtaaagt

acacctatga

tatgcatcaa

tgtttaaaac

ttagcatctt

ccacgttcga

tcagaaatgc

gtaattctat

tttccaatta

ctgcttgttc

ttttaatttt

cgccaacttt

caaaacctgt

taacttgcgt

catttattcc

ttttattcat

atacggcacc

cctcattgtt

aatttaaaat

tattttgagc

tcgcaaaatt

ctgcttgttc

ttttaatttt

cgccaacttt

caaaacctgt



cgcatcttta aatgaaacga
600

aacattcttc tctgcatttg
660

agttactgag gttagaatgg
720

aaaagcacat tgaacaataa
740

<210> 143

<211> 720

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 143

ttattgttca atgtgctttt
60

attatattca gaaccaattt
120

agaatttaga actggtgatc
180

attgtctttg attcttttta
240

aggtaatggg taaccaataa
300

gaatgcttgg acattttcat
360

ttcaatattc atgacagaga
420

atatatacca ccatttcctt
480

ataatctttt gatacatgtt
540

cgcatcttta aatgaaacga
600

aacattcttc tctgcatttg

660

cgccattata tggaaaaata tttgtatctt taacttgcgt

ctatttgttg tgtctcttca acgactgcag catttattcc

ctaatgctgc catgctttta atgactatat ttttattcat

aureus

gaataaaatc

ttccaatacc

ctgaattccc

tagttcctgt

ctttaatttt

taaaattaaa

tgtcttcatc

tgtcaccgtt

tattggtgat

cgccattata

ctatttgttg

tttgatttga

gccatacacc

gggttcaatg

agattcaaac

gtcatcaact

gccttttggt

acccggataa

tggatgggca

aattgtattt

tggaaaaata

tgtctcttca

ggcgtaaagt

acacctatga

tatgcatcaa

tgtttaaaac

ttagcatctt

ccacgttcga

tcagaaatgc

gtaattctat

tttccaatta

tttgtatctt

acgactgcag

atacggcacc

cctcattgtt

aatttaaaat

tattttgagc

tcgcaaaatt

ctgcttgttc

ttttaatttt

cgccaacttt

caaaacctgt

taacttgcgt

catttattcc



agttactgag gttagaatgg
720

<210> 144

<211> 720

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 144

ttattgttca atgtgctttt
60

attatattca gaaccaattt
120

agaatttaga actggtgatc
180

attgtctttg attcttttta
240

aggtaatggg taaccaataa
300

taatgcttgg acattttcat
360

ttcaatattc atgacagaga
420

atatatacca ccatttcctt
480

ataatctttt gatacatgtt
540

cgcatcttta aatgaaacga
600

aacattcttc tctgcatttg
660

agttactgag gttagaatgg
720

<210> 145

<211> 720

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 145

ctaatgctgc catgctttta atgactatat ttttattcat

aureus

gaataaaatc

ttccaatacc

ctgaattccc

tagttcctgt

ctttaatttt

taaaattaaa

tgtcttcatc

tgtcaccgtt

tattggtgat

cgccattata

ctatttgttg

ctaatgctgc

aureus

tttgatttga

gccatacacc

gggttcaatg

agattcaaac

gtcatcaact

gccttttggt

acccggataa

tggatgggca

aattgtattt

tggaaaaata

tgtctcttca

catgctttta

ggcgtaaagt

acacctatga

tatgcatcaa

tgtttaaaac

ttagcatctt

ccacgttcga

tcagaaatgc

gtaattctat

tttccaatta

tttgtatctt

acgactgcag

atgactatat

atacggcacc

cctcattgtt

aatttaaaat

tattttgagc

tcgcaaaatt

ctgcttgttc

ttttaatttt

cgccaacttt

caaaacctgt

taacttgcgt

catttattcc

ttttattcat



ttattgttca atgtgctttt
60

attatattca gaaccaattt
120

agaatttaga actggtgatc
180

attgtctttg attcttttta
240

aggtaatggg taaccaataa
300

gaatgcttgg acattttcat
360

ttcaatattc atgacagaga
420

atatatacca ccatttcctt
480

ataatctttt gatacatgtt
540

cgcatcttta aatgaaacga
600

aacattcttc tctgcatttg
660

agttactgag gttagaatgg
720

<210> 146

<211> 720

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 146

ttattgttca atgtgctttt
60

attatattca gaaccaattt
120

agaatttaga actggtgatc
180

attgtctttg attcttttta

240

gaataaaatc

ttccaatacc

ctgaattccc

tagttcctgt

ctttaatttt

taaaattaaa

tgtcttcatc

tgtcaccgtt

tattggtgat

cgccattata

ctatttgttg

ctaatgctgc

aureus

gaataaaatc

ttccaatacc

ctgaattccc

tagttcctgt

tttgatttga

gccatacacc

gggttcaatg

agattcaaac

gtcatcaact

gccttttggt

acccggataa

tggatgggca

aattgtattt

tggaaaaata

tgtctcttca

catgctttta

tttgatttga

gccatacacc

gggttcaatg

agattcaaac

ggcgtaaagt

acacctatga

tatgcatcaa

tgtttaaaac

ttagcatctt

ccacgttcga

tcagaaatgc

gtaattctat

tttccaatta

tttgtatctt

acgactgcag

atgactatat

ggcgtaaagt

acacctatga

tatgcatcaa

tgtttaaaac

atacggcacc

cctcattgtt

aatttaaaat

tattttgagc

tcgcaaaatt

ctgcttgttc

ttttaatttt

cgccaacttt

caaaacctgt

taacttgcgt

catttattcc

ttttattcat

atacggcacc

cctcattgtt

aatttaaaat

tattttgagc



aggtaatggg taaccaataa
300

gaatgcttgg acattttcat
360

ttcaatattc atgacagaga
420

atatatacca ccatttcctt
480

ataatctttt gatacatgtt
540

cgcatcctta aatgaaacga
600

aacattcttc tctgcatttg
660

agttactgag gttagaatgg
720

<210> 147

<211> 720

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 147

ttattgttca atgtgctttt
60

attatattca gaaccaattt
120

agaatttaga actggtgatc
180

attgtctttg attcttttta
240

aggtaatggg taaccaataa
300

gaatgcttgg acattttcat
360

ttcaatattc atgacagaga

420

ctttaatttt

taaaattaaa

tgtcttcatc

tgtcaccgtt

tattggtgat

cgccattata

ctatttgttg

ctaatgctgc

aureus

gaataaaatc

ttccaatacc

ctgaattccc

tagttcctgt

ctttaatttt

taaaattaaa

tgtcttcatc

gtcatcaact

gccttttggt

acccggataa

tggatgggca

aattgtattt

tggaaaatta

tgtctcttca

catgctttta

tttgatttga

gccatacacc

gggttcaatg

agattcaaac

gtcatcaact

gccttttggt

acccggataa

ttagcatctt

ccacgttcaa

tcagaaatgc

gtaattctat

tttccaatta

tttgtatctt

acgactgcag

atgactatat

ggcgtaaagt

acacctatga

tatgcatcaa

tgtttaaaac

ttagcatctt

ccacgttcaa

tcagaaatgc

tcgcaaaatt

ctgcttgttc

ttttaatttt

cgccaacttt

caaaacctgt

taacttgcgt

catttattcc

ttttattcat

atacggcacc

cctcattgtt

aatttaaaat

tattttgagc

tcgcaaaatt

ctgcttgttc

ttttaatttt



atatatacca ccatttcctt
480

ataatctttt gatacatgtt
540

cgcatcctta aatgaaacga
600

aacattcttc tctgcatttg
660

agttactgag gttagaatgg
720

<210> 148

<211> 720

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 148

ttattgttca atgtgctttt
60

attatattca gaaccaattt
120

agaatttaga actggtgatc
180

attgtctttg attcttttta
240

aggtaatggg taaccaataa
300

gaatgcttgg acattttcat
360

ttcaatattc atgacagaga
420

atatatacca ccatttcctt
480

ataatctttt gatacatgtt
540

cgcatcctta aatgaaacga
600

aacattcttc tctgcatttg

660

tgtcaccgtt

tattggtgat

cgccattata

ctatttgttg

ctaatgctgc

aureus

gaataaaatc

ttccaatacc

ctgaattccc

tagttcctgt

ctttaatttt

taaaattaaa

tgtcttcatc

tgtcaccgtt

tattggtgat

cgccattata

ctatttgttg

tggatgggca

aattgtattt

tggaaaatta

tgtctcttca

catgctttta

tttgatttga

gccatacacc

gggttcaatg

agattcaaac

gtcatcaact

gccttttggt

acccggataa

tggatgggca

aattgtattt

tggaaaatta

tgtctcttca

gtaattctat

tttccaatta

tttgtatctt

acgactgcag

atgactatat

ggcgtaaagt

acacctatga

tatgcatcaa

tgtttaaaac

ttagcatctt

ccacgttcaa

tcagaaatgc

gtaattctat

tttccaatta

tttgtatctt

acgactgcag

cgccaacttt

caaaacctgt

taacttgcgt

catttattcc

ttttattcat

atacggcacc

cctcattgtt

aatttaaaat

tattttgagc

tcgcaaaatt

ctgcttgttc

ttttaatttt

cgccaacttt

caaaacctgt

taacttgcgt

catttattcc



agttactgag gttagaatgg
720

<210> 149

<211> 720

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 149

ttattgttca atgtgctttt
60

attatattca gaaccaattt
120

agaatttaga actggtgatc
180

attgtctttg attcttttta
240

aggtaatggg taaccaataa
300

gaatgcttgg acattttcat
360

ttcaatattc atgacagaga
420

atatatacca ccatttcctt
480

ataatctttt gatacatgtt
540

cgcatcctta aatgaaacga
600

aacattcttc tctgcatttg
660

agttactgag gttagaatgg
720

<210> 150

<211> 720

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 150

ctaatgctgc catgctttta atgactatat ttttattcat

aureus

gaataaaatc

ttccaatacc

ctgaattccc

tagttcctgt

ctttaatttt

taaaattaaa

tgtcttcatc

tgtcaccgtt

tattggtgat

cgccattata

ctatttgttg

ctaatgctgc

aureus

tttgatttga

gccatacacc

gggttcaatg

agattcaaac

gtcatcaact

gccttttggt

acccggataa

tggatgggca

aattgtattt

tggaaaatta

tgtctcttca

catgctttta

ggcgtaaagt

acacctatga

tatgcatcaa

tgtttaaaac

ttagcatctt

ccacgttcaa

tcagaaatgc

gtaattctat

tttccaatta

tttgtatctt

acgactgcag

atgactatat

atacggcacc

cctcattgtt

aatttaaaat

tattttgagc

tcgcaaaatt

ctgcttgttc

ttttaatttt

cgccaacttt

caaaacctgt

taacttgcgt

catttattcc

ttttattcat



ttattgttca atgtgctttt
60

attatattca gaaccaattt
120

agaatttaga actggtgatc
180

attgtctttg attcttttta
240

aggtaatggg taaccaataa
300

gaatgcttgg acattttcat
360

ttcaatattc atgacagaga
420

atatatacca ccatttcctt
480

ataatctttt gatacatgtt
540

cgcatcctta aatgaaacga
600

aacattcttc tctgcatttg
660

agttactgag gttagaatgg
720

<210> 151

<211> 720

<212> ADN

<213> Staphylococcus
<400> 151

ttattgttca atgtgctttt
60

attgtattct gatccgattt
120

taaatttaaa actggggatc
180

attatcttta atacttttta

240

gaataaaatc

ttccaatacc

ctgaattccc

tagttcctgt

ctttaatttt

taaaattaaa

tgtcttcatc

tgtcaccgtt

tattggtgat

cgccattata

ctatttgttg

ctaatgctgc

aureus

gaataaattc

ttccaatacc

ctgaatttcc

cagttccagt

tttgatttga

gccatacacc

gggttcaatg

agattcaaac

gtcatcaact

gccttttggt

acccggataa

tggatgggca

aattgtattt

tggaaaatta

tgtctcttca

catgctttta

tttgatttga

tccatacaca

aggctcgata

tgattcaaat

ggcgtaaagt

acacctatga

tatgcatcaa

tgtttaaaac

ttagcatctt

ccacgttcaa

tcagaaatgc

gtaattctat

tttccaatta

tttgtatctt

acgactgcag

atgactatat

ggcgtaaaat

actcctacga

tatgcatcaa

tgtttgaatg

atacggcacc

cctcattgtt

aatttaaaat

tattttgagc

tcgcaaaatt

ctgcttgttc

ttttaatttt

cgccaacttt

caaaacctgt

taacttgcgt

catttattcc

ttttattcat

aaactgcacc

cttcattatt

aatttaaatt

tattttgagc



tggtaaaggg tatccaataa ctttaatttt
300
gaatgcttgg acattttcat taaaattata
360
ttcaacgttc attactgata tatcctcatt
420
ataaattcca ccgttgcctt tgtcaccatt
480
atagtccttt gatacatgtt tattggtgat
540
cgcatcttta aatgaaacga cgccattata
600
aacattcttc tctgcatttg ctatttgttg
660
agttactgag gttagaatgg ctaatgctgc
720
<210> 152
<211> 239
<212> PRT
<213> Staphylococcus aureus
<400> 152
Met Asn Lys Asn Ile Val Ile Lys
1 5
Thr Ser Val Thr Gly Ile Asn Ala
20
Ile Ala Asn Ala Glu Lys Asn Val
35 40
Phe Pro Tyr Asn Gly Val Val Ser
50 55
Ile Gly Lys Asn Thr Ile Ile Thr
65 70
Lys Val Gly Asp Arg Ile Thr Ala

Ser

Ala

25

Thr

Phe

Asn

His

gtcgtcaact

accatttgct

acctggataa

tgggtgggca

aattgtattt

tggaaaaaca

tgtctcatca

catgctttta

Met Ala

10

Val Val

Gln Val
Lys

Asp

His
75

Lys

Pro Asp

ttagcatctt

ccacgttcaa

tcagaaatat

gtaattctat

ttttcaattyg

tttgtatctt

acgactgcag

atgactatat

Ala Leu

Glu Glu

30

Lys Asp

Ala
60

Thr
Val

Ser

Gly Asp

Ala

Thr

Thr

Gly

Lys

Lys

tcgcaaaatt

cagcattttc

ttttaatttt

cgccaacttt

caaaacctgt

taacttgcgt

catttattcc

ttttattcat

Ile
15

Leu
Gln

Gln

Asn Ile

Phe Val
Asp

Tyr

Gly Asn



Gly

Asp

Lys

Asp

145

Ala

Ile

Ser

Tyr

Phe
225

Gly

Ile

Gly

130

Ala

Gln

Lys

Gly

Gly

210

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ile

Ser

115

Phe

Lys

Asn

Asp

Ser

195

Gly

Pro

153
239
PRT

Staphylococcus aureus

153

Tyr

100

Val

Asn

Val

Ser

Asn

180

Pro

Ile

Gln

85

Lys

Met

Phe

Asp

Phe

165

Ile

Val

Gly

Ile

Ile

Asn

Asn

Asp

150

Lys

Leu

Leu

Lys

Lys
230

Lys

Ile

Glu

135

Lys

Gln

Asn

Asn

Ile

215

Asp

Ser

Glu

120

Asn

Ile

Phe

Phe

Ser

200

Gly

Phe

Ile

105

Glu

Val

Lys

Glu

Asp

185

Asn

Ser

Ile

90

Ser

Gln

Gln

Val

Ser

170

Ala

Asn

Glu

Gln

Asp

Ala

Ala

Ile

155

Thr

Tyr

Glu

Tyr

Lys
235

Tyr

Val

Leu

140

Gly

Gly

Ile

Val

Asn

220

His

Pro

Glu

125

Asn

Tyr

Thr

Glu

Ile

205

Gly

Ile

Gly

110

Arg

Phe

Pro

Ile

Pro

190

Gly

Ala

Glu

95

Asp

Gly

Ala

Leu

Lys

175

Gly

Val

Val

Gln

Glu

Pro

Lys

Pro

160

Arg

Asn

Val

Tyr

Met Asn Lys Asn Ile Val Ile Lys Ser Met Ala Ala Leu Ala Ile Leu

1

5

10

15

Thr Ser Ala Thr Gly Ile Asn Ala Ala Val Val Glu Glu Thr Gln Gln

20

25

30



Ile Ala Asn
35

Phe Pro Tyr
50

Ile Gly Lys
65

Lys Val Gly

Gly Gly Ile

Asp Ile Ser
115

Lys Gly Phe
130

Asp Ala Lys
145

Ala Gln Asn

Ile Lys Asp

Ser Gly Ser
195

Tyr Gly Gly
210

Phe Thr Pro
225

<210> 154
<211> 239

Ala

Asn

Asn

Asp

Tyr

100

Val

Asn

Val

Ser

Asn

180

Pro

Ile

Gln

Glu

Gly

Thr

Arg

Lys

Met

Phe

Asp

Phe

165

Ile

Val

Gly

Ile

Lys

Val

Ile

70

Ile

Ile

Asn

Asn

Asp

150

Lys

Leu

Leu

Lys

Lys
230

Asn

Val

55

Ile

Thr

Lys

Ile

Glu

135

Lys

Gln

Asn

Asn

Ile

215

Asp

Val

40

Ser

Thr

Ala

Ser

Glu

120

Asn

Ile

Phe

Phe

Ser

200

Gly

Phe

Thr

Phe

Asn

His

Ile

105

Glu

Val

Lys

Glu

Asp

185

Asn

Ser

Ile

Gln

Lys

Lys

Pro

90

Ser

Gln

Gln

Val

Ser

170

Ala

Asn

Glu

Gln

Val

Asp

His

75

Asp

Asp

Ala

Ala

Ile

155

Thr

Tyr

Glu

Tyr

Lys
235

Lys

Ala

60

Val

Gly

Tyr

Val

Leu

140

Gly

Gly

Ile

Val

Asn

220

His

Asp

45

Thr

Ser

Asp

Pro

Glu

125

Asn

Tyr

Thr

Glu

Ile

205

Gly

Ile

Thr

Gly

Lys

Lys

Gly

110

Arg

Phe

Pro

Ile

Pro

190

Gly

Ala

Glu

Asn

Phe

Asp

Gly

Asp

Gly

Ala

Leu

Lys

175

Gly

Val

Val

Gln

Ile

Val

Tyr

80

Asn

Glu

Pro

Lys

Pro

160

Arg

Asn

Val

Tyr



<212>
<213>

<400>

PRT
Staphylococcus aureus

154

Met Asn Lys

1

Thr

Ile

Phe

Ile

65

Lys

Gly

Asp

Lys

Asp

145

Ala

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

50

Gly

Val

Gly

Ile

Gly

130

Ala

Gln

Lys

Gly

Val

Asn

35

Tyr

Lys

Gly

Ile

Ser

115

Phe

Lys

Asn

Asp

Ser

Asn

Thr

20

Ala

Asn

Asn

Asp

Tyr

100

Val

Asn

Val

Ser

Asn

180

Pro

Ile

Gly

Glu

Gly

Thr

Arg

85

Lys

Met

Phe

Asp

Phe

165

Ile

Val

Val

Ile

Lys

Val

Ile

70

Ile

Ile

Asn

Asn

Asp

150

Lys

Leu

Leu

Ile

Asn

Asn

Val

55

Ile

Thr

Lys

Ile

Glu

135

Lys

Gln

Asn

Asn

Lys

Ala

Val

40

Ser

Thr

Ala

Ser

Glu

120

Asn

Ile

Phe

Phe

Ser

Ser

Ala

25

Thr

Phe

Asn

His

Ile

105

Glu

Val

Lys

Glu

Asp

185

Asn

Met

10

Val

Gln

Lys

Lys

Pro

90

Ser

Gln

Gln

Val

Ser

170

Ala

Asn

Ala

Val

Val

Asp

His

75

Asn

Asp

Ala

Ala

Ile

155

Thr

Tyr

Glu

Ala

Glu

Lys

Ala

60

Val

Gly

Tyr

Val

Phe

140

Gly

Gly

Ile

Val

Leu

Glu

Asp

45

Thr

Ser

Asp

Pro

Glu

125

Asn

Tyr

Thr

Glu

Ile

Ala

Thr

30

Thr

Gly

Lys

Lys

Gly

110

Arg

Phe

Pro

Ile

Pro

190

Gly

Ile

15

Gln

Asn

Phe

Asp

Gly

95

Asp

Gly

Ala

Leu

Lys

175

Val

Leu

Gln

Ile

Val

Tyr

80

Asn

Glu

Pro

Lys

Pro

160

Arg

Asn

Val



195

200

205

Tyr Gly Gly Ile Gly Lys Ile Gly Ser Glu Tyr Asn Gly Ala Val Tyr

210

215

220

Phe Thr Pro Gln Ile Lys Asp Phe Ile Gln Lys His Ile Glu Gln

225

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

Thr

Ile

Phe

Ile

65

Lys

Gly

Asp

Lys

Asn

Ser

Ala

Pro

50

Gly

Val

Gly

Ile

Gly
130

155
239
PRT

Staphylococcus aureus

155

Lys

Val

Asn

35

Tyr

Lys

Gly

Ile

Ser

115

Phe

Asn

Thr

20

Ala

Asn

Asn

Asp

Tyr

100

Val

Asn

Ile

Gly

Glu

Gly

Thr

Arg

85

Lys

Met

Phe

230

Val

Ile

Lys

Val

Ile

70

Ile

Ile

Asn

Asn

Ile

Asn

Asn

Val

55

Ile

Thr

Lys

Ile

Glu
135

Lys

Ala

Val

40

Ser

Thr

Ala

Ser

Glu

120

Asn

Ser

Ala

25

Thr

Phe

Asn

His

Ile

105

Glu

Val

Met

10

Val

Gln

Lys

Lys

Pro

90

Ser

Gln

Gln

235

Ala

Val

Val

Asp

His

75

Asn

Asp

Ala

Ala

Ala

Glu

Lys

Ala

60

Val

Gly

Tyr

Val

Phe
140

Leu

Glu

Asp

45

Thr

Ser

Asp

Pro

Glu

125

Asn

Ala

Thr

30

Thr

Gly

Lys

Lys

Gly

110

Arg

Phe

Ile

15

Gln

Asn

Phe

Asp

Gly

95

Asp

Gly

Ala

Leu

Gln

Ile

Val

Tyr

80

Asn

Glu

Pro

Lys



Asp Ala
145

Ala Gln

Ile Lys

Ser Gly

Tyr Gly
210

Phe Thr
225

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Asn
1

Thr Ser

Ile Ala

Phe Pro
50

Ile Gly
65

Lys Val

Lys Val

Asn Ser

Asp Asn
180

Ser Pro
195

Gly Ile

Pro Gln

156
239
PRT

Staphylococcus aureus

156

Lys Asn

Val Thr
20

Asn Ala

35

Tyr Asn

Lys Asn

Gly Asp

Asp

Phe

165

Ile

Val

Gly

Ile

Ile

Gly

Glu

Gly

Thr

Arg
85

Asp

150

Lys

Leu

Leu

Lys

Lys
230

Val

Ile

Lys

Val

Ile

70

Ile

Lys

Gln

Asn

Asn

Ile

215

Asp

Ile

Asn

Asn

Val

55

Ile

Thr

Ile

Phe

Phe

Ser

200

Gly

Phe

Lys

Ala

Val

40

Ser

Thr

Ala

Lys

Glu

Asp

185

Asn

Ser

Ile

Ser

Ala

25

Thr

Phe

Asn

His

Val

Ser

170

Ala

Asn

Glu

Gln

Met

10

Val

Gln

Lys

Lys

Pro
90

Ile

155

Thr

Tyr

Glu

Tyr

Lys
235

Ala

Val

Val

Asp

His

75

Asn

Gly

Gly

Ile

Val

Asn

220

His

Ala

Glu

Lys

Ala

60

Val

Gly

Tyr

Thr

Glu

Ile

205

Gly

Ile

Leu

Glu

Asp

45

Thr

Ser

Asp

Pro

Ile

Pro

190

Gly

Ala

Glu

Ala

Thr

30

Thr

Gly

Lys

Lys

Leu

Lys

175

Gly

Val

Val

Gln

Ile

15

Gln

Asn

Phe

Asp

Gly
95

Pro

160

Arg

Asn

Val

Leu

Gln

Ile

Val

Tyr

Asn



Gly Gly Ile Tyr
100

Asp Ile Ser Val
115

Lys Gly Phe Asn
130

Asp Ala Lys Val
145

Ala Gln Asn Ser

Ile Lys Asp Asn
180

Ser Gly Ser Pro
195

Tyr Gly Gly Ile
210

Phe Thr Pro Gln
225

<210> 157
<211> 239
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 157

Lys

Met

Phe

Asp

Phe

165

Ile

Val

Gly

Ile

Ile

Asn

Asn

Asp

150

Lys

Leu

Leu

Lys

Lys
230

Lys

Ile

Glu

135

Lys

Gln

Asn

Asn

Ile

215

Asp

Ser

Glu

120

Asn

Ile

Phe

Phe

Ser

200

Gly

Phe

Met Asn Lys Asn Ile Val Ile Lys

1

5

Thr Ser Val Thr Gly Ile Asn Ala

20

Ile Ser
105

Glu Gln

Val Gln

Lys Val

Glu Ser

170

Asp Ala

185

Asn Asn

Ser Glu

Ile Gln

Asp

Ala

Ala

Ile

155

Thr

Tyr

Glu

Tyr

Lys
235

Tyr

Val

Phe

140

Gly

Gly

Ile

Val

Asn

220

His

Ser Met Ala Ala

10

Ala Val Val Glu

25

Ile Ala Asn Ala Glu Lys Asn Val Thr Gln Val Lys

35

40

Pro Gly Asp
110

Glu Arg Gly
125

Asn Phe Ala

Tyr Pro Leu

Thr Ile Lys
175

Glu Pro Gly
190

Ile Gly Vval
205

Gly Ala Vval

Ile Glu Gln

Leu Ala Ile
15

Glu Thr Gln
30

Asp Thr Asn
45

Glu

Pro

Lys

Pro

160

Arg

Asn

Val

Tyr

Leu

Gln

Ile



Phe Pro
50

Ile Gly
65

Lys Val

Gly Gly

Asp Ile

Lys Gly
130

Asp Ala
145

Ala Gln

Ile Lys

Ser Gly

Tyr Gly
210

Phe Thr
225

<210>
<211>
<212>
<213>

Tyr Asn Gly

Lys Asn Thr

Gly Asp Arg

Ile Tyr Lys
100

Ser Val Met
115

Phe Asn Phe

Lys Val Asp

Asn Ser Phe
165

Asp Asn Ile
180

Ser Pro Val
195

Gly Ile Gly

Pro Gln Ile

158
239
PRT

Staphylococcus aureus

Val

Ile

70

Ile

Ile

Asn

Asn

Asp

150

Lys

Leu

Leu

Lys

Lys
230

Val

55

Ile

Thr

Lys

Ile

Glu

135

Lys

Gln

Asn

Asn

Ile

215

Asp

Ser

Thr

Ala

Ser

Glu

120

Asn

Ile

Phe

Phe

Ser

200

Gly

Phe

Phe

Asn

His

Ile

105

Glu

Val

Lys

Glu

Asp

185

Asn

Ser

Ile

Lys

Lys

Pro

90

Ser

Gln

Gln

Val

Ser

170

Ala

Asn

Glu

Gln

Asp

His

75

Asn

Asp

Ala

Ala

Ile

155

Thr

Tyr

Glu

Tyr

Lys
235

Ala
60

Val

Tyr

Val

Phe

140

Gly

Gly

Ile

Val

Asn

220

His

Thr

Ser

Asp

Pro

Glu

125

Asn

Tyr

Thr

Glu

Ile

205

Gly

Ile

Gly

Lys

Lys

Gly

110

Arg

Phe

Pro

Ile

Pro

190

Gly

Ala

Glu

Phe

Asp

Gly

Asp

Gly

Ala

Leu

Lys

175

Gly

Val

Val

Gln

Val

Tyr

80

Asn

Glu

Pro

Lys

Pro

160

Arg

Asn

Val

Tyr



<400>

158

Met Asn Lys

1

Thr

Ile

Phe

Ile

65

Lys

Gly

Asp

Lys

Asp

145

Ala

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

50

Gly

Val

Gly

Ile

Gly

130

Ala

Gln

Lys

Gly

Val

Asn

35

Tyr

Lys

Gly

Ile

Ser

115

Phe

Lys

Asn

Asp

Ser
195

Asn

Thr

20

Ala

Asn

Asn

Asp

Tyr

100

Val

Asn

Val

Ser

Asn

180

Pro

Ile

Gly

Glu

Gly

Thr

Arg

85

Lys

Met

Phe

Asp

Phe

165

Ile

Val

Val

Ile

Lys

Val

Ile

70

Ile

Ile

Asn

Asn

Asp

150

Lys

Leu

Leu

Ile

Asn

Asn

Val

55

Ile

Thr

Lys

Ile

Glu

135

Lys

Gln

Asn

Asn

Lys

Ala

Val

40

Ser

Thr

Ala

Ser

Glu

120

Asn

Ile

Phe

Phe

Ser
200

Ser

Ala

25

Thr

Phe

Asn

His

Ile

105

Glu

Val

Lys

Glu

Asp

185

Asn

Met

10

Val

Gln

Lys

Lys

Pro

90

Ser

Gln

Gln

Val

Ser

170

Ala

Asn

Ala

Val

Val

Asp

His

75

Asn

Asp

Ala

Ala

Ile

155

Thr

Tyr

Glu

Ala

Glu

Lys

Ala

60

Val

Gly

Tyr

Val

Phe

140

Gly

Gly

Ile

Val

Leu

Glu

Asp

45

Thr

Ser

Asp

Pro

Glu

125

Asn

Tyr

Thr

Glu

Ile
205

Ala

Thr

30

Thr

Gly

Lys

Lys

Gly

110

Arg

Phe

Pro

Ile

Pro

190

Gly

Ile

15

Gln

Asn

Phe

Asp

Gly

95

Asp

Gly

Ala

Leu

Lys

175

Val

Leu

Gln

Asn

Val

Tyr

80

Asn

Glu

Pro

Lys

Pro

160

Arg

Asn

Val



Tyr Gly Gly Ile Gly Lys Ile Gly Ser Glu Tyr Asn Gly Ala Val Tyr

210

215

220

Phe Thr Pro Gln Ile Lys Asp Phe Ile Gln Lys His Ile Glu Gln

225

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Met Asn

1

Thr Ser

Ile Ala

Phe Pro
50

Ile Gly
65

Lys Val

Gly Gly

Asp Ile

Lys Gly

130

Asp Ala
145

159
239
PRT

Staphylococcus aureus

159

Lys Asn Ile

Val Thr Gly
20

Asn Ala Glu
35

Tyr Asn Gly

Lys Asn Thr

Gly Asp Arg
85

Ile Tyr Lys
100

Ser Val Met
115

Phe Asn Phe

Lys Val Asp

230

Val

Ile

Lys

Val

Ile

70

Ile

Ile

Asn

Asn

Asp
150

Ile

Asn

Asn

Val

55

Ile

Thr

Lys

Ile

Glu

135

Lys

Lys Ser

Ala Ala
25

Val Thr
40

Ser Phe

Thr Asn

Ala His

Ser Ile

105

Glu Glu
120

Asn Val

Ile Lys

Met

10

Val

Gln

Lys

Lys

Pro

90

Ser

Gln

Gln

Val

235

Ala

Val

Val

Asp

His

75

Asn

Asp

Ala

Ala

Ile
155

Ala

Glu

Lys

Ala

60

Val

Gly

Tyr

Val

Phe

140

Gly

Leu

Glu

Asp

Thr

Ser

Asp

Pro

Glu

125

Asn

Tyr

Ala

Thr

30

Thr

Gly

Lys

Lys

Gly

110

Arg

Phe

Pro

Ile

15

Gln

Asn

Phe

Asp

Gly

95

Asp

Gly

Ala

Leu

Leu

Gln

Asn

Val

Tyr

80

Asn

Glu

Pro

Lys

Pro
160



Ala Gln

Ile Lys

Ser Gly

Tyr Gly
210

Phe Thr
225

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Asn
1

Thr Ser

Ile Ala

Phe Pro
50

Ile Gly
65

Lys Val

Gly Gly

Asn Ser

Asp Asn
180

Ser Pro
195

Gly Ile

Pro Gln

160
239
PRT

Staphylococcus aureus

160

Lys Asn

Val Thr

20

Asn Ala

35

Tyr Asn

Lys Asn

Gly Asp

Ile Tyr

Phe

165

Ile

Val

Gly

Ile

Ile

Gly

Glu

Gly

Thr

Arg

Lys

Lys

Leu

Leu

Lys
230

Val

Ile

Lys

Val

Ile

70

Ile

Ile

Gln

Asn

Asn

Ile

215

Asp

Ile

Asn

Asn

Val

55

Ile

Thr

Lys

Phe

Phe

Ser

200

Gly

Phe

Lys

Ala

Val

40

Ser

Thr

Ala

Ser

Glu

Asp

185

Asn

Ser

Ile

Ser

Ala

25

Thr

Phe

Asn

His

Ile

Ser

170

Ala

Asn

Glu

Gln

Met

10

Val

Gln

Lys

Lys

Pro

90

Ser

Thr

Tyr

Glu

Tyr

Lys
235

Ala

Val

Val

Asp

His

75

Asn

Asp

Gly

Ile

Val

Asn

220

His

Ala

Glu

Lys

Ala

60

Val

Gly

Tyr

Thr

Glu

Ile

205

Gly

Ile

Leu

Glu

Asp

45

Thr

Ser

Asp

Pro

Ile

Pro

190

Gly

Ala

Glu

Ala

Thr

30

Thr

Gly

Lys

Lys

Gly

Lys

175

Gly

Val

Val

Gln

Ile

15

Gln

Asn

Phe

Asp

Gly

Asp

Arg

Asn

Val

Leu

Gln

Asn

Val

Tyr

Asn

Glu



Asp

Lys

Asp

145

Ala

Ile

Ser

Tyr

Phe
225

Ile

Gly

130

Ala

Gln

Lys

Gly

Gly

210

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ser
115

Phe

Lys

Asn

Asp

Ser

195

Gly

Pro

161
239
PRT

Staphylococcus aureus

161

100

Val

Asn

Val

Ser

Asn

180

Pro

Ile

Gln

Met

Phe

Asp

Phe

165

Ile

Val

Gly

Ile

Asn

Asn

Asp

150

Lys

Leu

Leu

Lys

Lys
230

Ile

Glu

135

Lys

Gln

Asn

Asn

Ile

215

Asp

Glu

120

Asn

Ile

Phe

Phe

Ser

200

Gly

Phe

Met Asn Lys Asn Ile Val Ile Lys

1

5

Thr Ser Val Thr Gly Ile Asn Ala

20

105

Glu Gln

Val Gln

Lys Val

Glu Ser

170

Asp Ala

185

Asn Asn

Ser Glu

Ile Gln

Ala

Ala

Ile

155

Thr

Tyr

Glu

Tyr

Lys
235

Val

Phe

140

Gly

Gly

Ile

Val

Asn

220

His

Ser Met Ala Ala

10

Ala Val Val Glu

25

Glu

125

Asn

Tyr

Thr

Glu

Ile

205

Gly

Ile

Leu

Glu

110

Arg

Phe

Pro

Ile

Pro

190

Gly

Ala

Glu

Ala

Gly

Ala

Leu

Lys

175

Gly

Val

Val

Gln

Ile
15

Pro

Lys

Pro

160

Arg

Asn

Val

Tyr

Leu

Thr Gln Gln

30

Ile Ala Asn Ala Glu Lys Asn Val Thr Gln Val Lys Asp Thr Asn Asn

35

40

45



Phe Pro
50

Ile Gly
65

Lys Val

Gly Gly

Asp Ile

Lys Gly
130

Asp Ala
145

Ala Gln

Ile Lys

Ser Gly

Tyr Gly
210

Phe Thr
225

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Tyr

Lys

Gly

Ile

Ser

115

Phe

Lys

Asn

Asp

Ser

195

Gly

Pro

162
239
PRT

Staphylococcus aureus

162

Asn

Asn

Asp

Tyr

100

Val

Asn

Val

Ser

Asn

180

Pro

Ile

Gln

Gly

Thr

Arg

85

Met

Phe

Asp

Phe

165

Ile

Val

Gly

Ile

Val

Ile

70

Ile

Ile

Asn

Asn

Asp

150

Lys

Leu

Leu

Lys

Lys
230

Val

55

Ile

Thr

Lys

Ile

Glu

135

Lys

Gln

Asn

Asn

Ile

215

Asp

Ser

Thr

Ala

Ser

Glu

120

Asn

Ile

Phe

Phe

Ser

200

Gly

Phe

Phe

Asn

His

Ile

105

Glu

Val

Lys

Glu

Asp

185

Asn

Ser

Ile

Lys

Lys

Pro

90

Ser

Gln

Gln

Val

Ser

170

Ala

Asn

Glu

Gln

Asp

His

75

Asn

Asp

Ala

Ala

Ile

155

Thr

Tyr

Glu

Tyr

Lys
235

Ala

60

Val

Gly

Tyr

Val

Phe

140

Gly

Gly

Ile

Val

Asn

220

His

Thr

Ser

Asp

Pro

Glu

125

Asn

Tyr

Thr

Glu

Ile

205

Gly

Ile

Gly

Lys

Lys

Gly

110

Arg

Phe

Pro

Ile

Pro

190

Gly

Ala

Glu

Phe

Asp

Gly

95

Asp

Gly

Ala

Leu

Lys

175

Gly

Val

Val

Gln

Val

Tyr

80

Asn

Glu

Pro

Lys

Pro

160

Arg

Asn

Val

Tyr



Met

Thr

Ile

Phe

Ile

65

Lys

Gly

Asp

Lys

Asp

145

Ala

Ile

Ser

Tyr

Asn

Ser

Ala

Pro

50

Gly

Val

Gly

Ile

Gly

130

Ala

Gln

Lys

Gly

Gly

Lys

Val

Asn

35

Tyr

Lys

Gly

Ile

Ser

115

Phe

Lys

Asn

Asp

Ser

195

Gly

Asn

Thr

20

Ala

Asn

Asn

Asp

Tyr

100

Val

Asn

Val

Ser

Asn

180

Pro

Ile

Ile

Gly

Glu

Gly

Thr

Arg

85

Lys

Met

Phe

Asp

Phe

165

Ile

Val

Gly

Val

Ile

Lys

Val

Ile

70

Ile

Ile

Asn

Asn

Asp

150

Lys

Leu

Leu

Lys

Ile

Asn

Asn

Val

55

Ile

Thr

Lys

Ile

Glu

135

Lys

Gln

Asn

Asn

Ile

Lys

Ala

Val

40

Ser

Thr

Ala

Ser

Glu

120

Asn

Ile

Phe

Phe

Ser

200

Gly

Ser

Ala

25

Thr

Phe

Asn

His

Ile

105

Glu

Val

Lys

Glu

Asp

185

Asn

Ser

Met

10

Val

Gln

Lys

Lys

Pro

90

Ser

Gln

Gln

Val

Ser

170

Ala

Asn

Glu

Ala

Val

Val

Asp

His

75

Asn

Asp

Ala

Ala

Ile

155

Thr

Tyr

Glu

Tyr

Ala

Glu

Lys

Ala

60

Val

Gly

Tyr

Val

Phe

140

Gly

Gly

Ile

Val

Asn

Leu

Glu

Asp

45

Thr

Ser

Asp

Pro

Glu

125

Asn

Tyr

Thr

Glu

Ile

205

Gly

Ala

Thr

30

Thr

Gly

Lys

Lys

Gly

110

Arg

Phe

Pro

Ile

Pro

190

Gly

Ala

Ile

15

Gln

Asn

Phe

Asp

Gly

95

Asp

Gly

Ala

Leu

Lys

175

Val

Val

Leu

Gln

Asn

Val

Tyr

80

Asn

Glu

Pro

Lys

Pro

160

Arg

Asn

Val

Tyr



210

215

220

Phe Thr Pro Gln Ile Lys Asp Phe Ile Gln Lys His Ile Glu Gln

225

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

163
239
PRT

Staphylococcus aureus

163

Met Asn Lys

1

Thr

Ile

Phe

Ile

65

Lys

Gly

Asp

Asn

Asp
145

Ser

Ala

Pro

50

Glu

Val

Gly

Ile

Gly

130

Ala

Val

Asn

35

Tyr

Lys

Gly

Ile

Ser

115

Tyr

Lys

Asn

Thr

20

Ala

Asn

Asn

Asp

Tyr

100

Val

Asn

Val

Ile

Gly

Glu

Gly

Thr

Arg

85

Lys

Met

Phe

Asp

230

Val

Ile

Lys

Val

Ile

70

Ile

Ile

Asn

Asn

Asp
150

Ile

Asn

Asn

Val

55

Ile

Thr

Lys

Val

Glu

135

Lys

Lys

Ala

Val

40

Ser

Thr

Ala

Asn

Glu

120

Asn

Ile

Ser

Ala

25

Thr

Phe

Asn

His

Ile

105

Glu

Val

Lys

Met

10

Val

Gln

Lys

Lys

Pro

90

Ser

Asn

Gln

Val

235

Ala

Val

Val

Asp

His

75

Asn

Asp

Ala

Ala

Ile
155

Ala

Asp

Lys

Ala

60

Val

Gly

Tyr

Val

Phe

140

Gly

Leu

Glu

Asp

Thr

Ser

Asp

Pro

Glu

125

Asn

Tyr

Ala

Thr

30

Thr

Gly

Lys

Lys

Gly

110

Arg

Phe

Pro

Ile

15

Gln

Asn

Phe

Asp

Gly

95

Asn

Gly

Ala

Leu

Leu

Gln

Val

Ala

Tyr

80

Asn

Glu

Ala

Lys

Pro
160



Ala Gln

Ile Lys

Ser Gly

Tyr Gly
210

Phe Thr
225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

Asn Thr Phe Lys Gln Phe
165

Asp Asn Asn Leu Asn Phe
180

Ser Pro Val Leu Asn Leu
195 200

Gly Ile Gly Lys Ile Gly
215

Pro Gln Ile Lys Glu Phe
230

164
239
PRT
secuencia artificial

secuencia sintética

caracteristica misc
(19) ..(19)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(28) ..(28)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(48) ..(48)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(64)..(64)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(66) ..(66)
Xaa puede ser cualquier

Glu

Asp

185

Asn

Ser

Ile

Ser

170

Ala

Asn

Glu

Gln

Thr

Tyr

Glu

Tyr

Lys
235

aminodcido de

aminodcido de

aminodcido de

aminoacido de

aminoacido de

Gly

Ile

Val

Asn

220

His

Thr

Glu

Val

205

Gly

Ile

Val

Pro

190

Gly

Ala

Glu

Lys Ser

175

Gly Asn

Val Val

Val Tyr

Gln

presentacién natural

presentacién natural

presentacién natural

presentacidédn natural

presentacidédn natural



<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

caracteristica misc
(91) .. (91)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(104)..(104)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(111)..(111)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(119)..(119)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(122) ..(122)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(128) ..(129)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(131)..(131)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(140) ..(140)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(164) .. (164)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(174)..(174)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(176)..(176)
Xaa puede ser cualquier

aminodcido

aminodcido

aminodcido

aminodacido

aminodcido

aminodcido

aminoacido

aminoacido

aminodcido

aminodcido

aminodcido

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

de

presentacioén

presentacidn

presentacidn

presentacidn

presentacidén

presentacién

presentacidn

presentacidn

presentacidn

presentacién

presentacién

natural

natural

natural

natural

natural

natural

natural

natural

natural

natural

natural



<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
Met Asn
1

Thr Ser

Ile Ala

Phe Pro

50

Ile Xaa

65

Lys Val

Gly Gly

Asp Ile

caracteristica misc
(181)..(181)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(200) .. (200)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(205) ..(205)
Xaa puede ser cualquier

caracteristica misc
(231)..(231)
Xaa puede ser cualquier

164

Lys Asn

Xaa Thr
20

Asn Ala
35

Tyr Asn

Lys Asn

Gly Asp

Ile Tyr

100

Ser Val
115

Ile

Gly

Glu

Gly

Thr

Arg

Lys

Met

Val

Ile

Lys

Val

Ile

70

Ile

Ile

Asn

Ile

Asn

Asn

Val

55

Ile

Thr

Lys

Xaa

Lys

Ala

Val

40

Ser

Thr

Ala

Xaa

Glu
120

aminoacido de

aminoacido de

aminodcido de

aminodcido de

Ser

Ala

25

Thr

Phe

Asn

His

Ile

105

Glu

Met

10

Val

Gln

Lys

Lys

Pro

90

Ser

Xaa

Ala

Val

Val

Asp

His

75

Xaa

Asp

Ala

presentacidédn natural

presentacidédn natural

presentacién natural

presentacién natural

Ala

Xaa

Lys

Ala

60

Val

Gly

Tyr

Val

Leu

Glu

Asp

45

Thr

Ser

Asp

Pro

Glu
125

Ala

Thr

30

Thr

Gly

Lys

Lys

Gly

110

Arg

Ile Leu

15

Gln Gln

Asn Xaa

Phe Xaa

Asp Tyr

Gly Asn

Xaa Glu

Gly Xaa



Xaa Gly
130

Asp Ala
145

Ala Gln

Ile Lys

Ser Gly

Tyr Gly
210

Phe Thr
225

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Xaa Asn Phe

Lys Val Asp

Asn Xaa Phe
165

Asp Asn Xaa
180

Ser Pro Val
195

Gly Ile Gly

Pro Gln Ile

165
14
PRT

Staphylococcus aureus

165

Asn

Asp

150

Lys

Leu

Leu

Lys

Lys
230

Glu
135

Lys

Gln

Asn

Asn

Ile

215

Xaa

Asn

Ile

Phe

Phe

Xaa

200

Gly

Phe

Val

Lys

Glu

Asp

185

Asn

Ser

Ile

Gln

Val

Ser

170

Ala

Asn

Glu

Gln

Ala

Ile

155

Thr

Tyr

Glu

Tyr

Lys
235

Xaa

140

Gly

Gly

Ile

Val

Asn

220

His

Asn

Tyr

Thr

Glu

Xaa

205

Gly

Ile

Phe

Pro

Xaa

Pro

190

Gly

Ala

Glu

Pro Tyr Asn Gly Val Val Ser Phe Lys Asp Ala Thr Gly Phe

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

5

166
14
PRT

Staphylococcus aureus

166

10

Ala His Pro Asp Gly Asp Lys Gly Asn Gly Gly Ile Tyr Lys

1

<210>
<211>
<212>

5

167
14
PRT

10

Ala

Leu

Lys

175

Gly

Val

Val

Gln

Lys

Pro

160

Xaa

Asn

Val

Tyr



<213>

<400>

Staphylococcus aureus

167

Ala His Pro Asn Gly Asp Lys Gly Asn Gly Gly Ile Tyr Lys

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5 10

168

14

PRT

secuencia artificial

secuencia sintética

caracteristica misc
(4) .. (4)
Xaa puede ser cualquier aminodcido de presentacidédn natural

168

Ala His Pro Xaa Gly Asp Lys Gly Asn Gly Gly Ile Tyr Lys

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

5 10

169

14

PRT

Staphylococcus aureus

169

Ser Ile Ser Asp Tyr Pro Gly Asp Glu Asp Ile Ser Val Met

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

5 10

170

14

PRT

Staphylococcus aureus

170

Asn Ile Ser Asp Tyr Pro Gly Asn Glu Asp Ile Ser Val Met

1

<210>
<211>
<212>
<213>

5 10

171

14

PRT

secuencia artificial



<220>
<223> secuencia sintética

<220>
<221> caracteristica misc
<222> (1)..(1)

<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de presentacidédn natural

<220>
<221> caracteristica misc
<222>  (8)..(8)

<223> Xaa puede ser cualquier aminodcido de presentacidédn natural
<400> 171

Xaa Ile Ser Asp Tyr Pro Gly Xaa Glu Asp Ile Ser Val Met

1 5 10
<210> 172

<211> 14

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus
<400> 172

Arg Gly Pro Lys Gly Phe Asn Phe Asn Glu Asn Val Gln Ala

1 5 10
<210> 173

<211> 14

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus
<400> 173

Arg Gly Ala Asn Gly Tyr Asn Phe Asn Glu Asn Val Gln Ala

1 5 10
<210> 174

<211> 14

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> secuencia sintética

<220>
<221> caracteristica misc



<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

(3)..(4)
Xaa puede ser cualquier aminodcido de presentacidédn natural

caracteristica misc
(6)..(6)
Xaa puede ser cualquier aminodcido de presentacidédn natural

174

Arg Gly Xaa Xaa Gly Xaa Asn Phe Asn Glu Asn Val Gln Ala

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

5 10

175

14

PRT

Staphylococcus aureus

175

Gln Phe Glu Ser Thr Gly Thr Ile Lys Arg Ile Lys Asp Asn

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

5 10

176

14

PRT

Staphylococcus aureus

176

Gln Phe Glu Ser Thr Gly Thr Val Lys Ser Ile Lys Asp Asn

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

5 10

177

14

PRT

secuencia artificial

secuencia sintética

caracteristica misc

(8) ..(8)

Xaa puede ser cualquier aminodcido de presentacidédn natural

caracteristica misc
(10) ..(10)
Xaa puede ser cualquier aminodcido de presentacidédn natural



<400>

177

Gln Phe Glu Ser Thr Gly Thr Xaa Lys Xaa Ile Lys Asp Asn

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

5 10

178

14

PRT

Staphylococcus aureus

178

Gly Asn Ser Gly Ser Pro Val Leu Asn Ser Asn Asn Glu Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

5 10

179

14

PRT

Staphylococcus aureus

179

Gly Asn Ser Gly Ser Pro Val Leu Asn Leu Asn Asn Glu Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5 10

180

14

PRT

secuencia artificial

secuencia sintética

caracteristica misc
(10) ..(10)
Xaa puede ser cualquier aminodcido de presentacidédn natural

180

Gly Asn Ser Gly Ser Pro Val Leu Asn Xaa Asn Asn Glu Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

5 10

181
975
ADN
Staphylococcus aureus



<400> 181
atgaaatttg
60

gagaatcatg
120

gtgaaaaaag
180

agtgaattaa
240

aactcaaaag
300

acacgtattg
360

gaatatactg
420

gataaatcat
480

attattgcgc
540

gaagccggct
600

tttggacctt
660

cagatggacc
720

gggtgcgaca
780

aaaaatcata
840

aaagcagcgg
900

tcaatgaaac
960

tatttagata
975

<210> 182

atagacatag

taagaaaaga

aaattaagtc

aagaagctta

atgatatagg

ctaaaaaaat

atcatggtca

tgccactact

caagtaatat

attacaatat

ttagagatgc

ctgctaaccg

tgatgattgt

cgaatgttcc

cacaaaatgg

gtgcaggtgc

aataa

aagattgaga

agatttaata

attgccaggt

tgacttaggc

tactggtgca

gtatgatgac

ttgtggcgtg

tgttaaaaca

gatggatggt

tcctataatg

agcagattca

tttggaagca

taaacctgct

agttgttgca

ttggatagat

tgatatgatt

tcatcagcga

tatccaattt

gtataccaaa

atacgtgcca

tacattcacg

ttattaattg

attgatgacc

gcaatttctc

tttgttgctg

agttatggtg

gcgccatcat

cttcgtgaat

ctaagttatt

tataatgtga

gaagaacgtg

attacgtatt

caatgagaga

ttgtagttga

tcagtttgaa

ttatgttttt

atggtgttat

ttgcagacac

atacacatga

aagtggaagc

aaattcgtcg

tcaagtatgc

ttggggatag

tagaaagtga

tagatatagt

gtggagaata

tcgttatgga

ttgcaaagga

tatggttaga

aaaagacgat

tttacttgaa

cggtgttcca

tcaacaggca

ttgtttatgt

cgttgacaat

tggtgctgat

tggattagat

atcaagtttc

aaaaacgtat

tcttaaagaa

tcgagatgtt

tagtatgact

acaaatggtt

catttgtcgc



<211>
<212>
<213>

<400>

Met Lys
1

Asp Met

Ile Phe

Pro Gly

Glu Ala

65

Asn Ser

Ile Gln

Ile Val

Gly Val

130

Pro Leu
145

Ile Ile

Arg Gly

324
PRT

Staphylococcus aureus

182

Phe

Val

Val

35

Val

Tyr

Lys

Gln

Ala

115

Ile

Leu

Ala

Leu

Asp

Arg

20

Val

Tyr

Asp

Asp

Ala

100

Asp

Asp

Val

Pro

Asp
180

Arg

Glu

Glu

Gln

Leu

Asp

85

Thr

Thr

Asp

Lys

Ser

165

Glu

His

Asn

Lys

Ile

Gly

70

Ile

Arg

Cys

His

Thr

150

Asn

Ala

Arg

His

Asp

Ser

55

Ile

Gly

Ile

Leu

Thr

135

Ala

Met

Gly

Arg

Val

Asp

40

Leu

Arg

Thr

Ala

Cys

120

His

Ile

Met

Tyr

Leu

Arg

25

Val

Asn

Ala

Gly

Lys

105

Glu

Asp

Ser

Asp

Tyr
185

Arg

10

Lys

Lys

Leu

Ile

Ala

90

Lys

Tyr

Val

Gln

Gly

170

Asn

Ser

Glu

Lys

Leu

Met

75

Tyr

Met

Thr

Asp

Val

155

Phe

Ile

Ser

Asp

Glu

Glu

60

Phe

Ile

Tyr

Asp

Asn

140

Glu

Val

Pro

Ala

Leu

Ile

45

Ser

Phe

His

Asp

His

125

Asp

Ala

Ala

Ile

Thr

Ile

30

Lys

Glu

Gly

Asp

Asp

110

Gly

Lys

Gly

Glu

Met
190

Met

15

Ser

Leu

Val

Gly

95

Leu

His

Ser

Ala

Ile

175

Ser

Arg

Pro

Leu

Lys

Pro

80

Val

Leu

Cys

Leu

Asp

160

Arg

Tyr



Gly Val

Ser
210

Asp

Ala
225

Asn
Gly Cys
Val

Arg

Val Ser

Lys

195

Ala

Arg

Asp

Asp

Gly

Tyr

Pro

Leu

Met

Val

260

Glu

Ala

Ser

Glu

Met

245

Tyr

Ser

Phe

Ala

230

Ile

Asn

Ser

Ser

Gly

215

Leu

Val

His

Met

Phe

200

Asp

Arg

Lys

Thr

Thr

Phe

Arg

Glu

Pro

Asn

265

Lys

Gly

Lys

Leu

Ala

250

Val

Ala

Pro

Thr

Glu

235

Leu

Pro

Ala

Phe

Tyr

220

Ser

Ser

Val

Ala

Arg

205

Gln

Asp

Tyr

Val

Gln

Asp

Met

Leu

Leu

Ala

270

Asn

275

Ile Asp

290

Ala
305

Gly

Tyr Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

183
ADN
<400> 183
atgaatatga

60

gtgcttgtag
120

gaaaatagtg
180

agcgttagtg
240

Glu

Ala

Asp

2802

Glu Arg

Asp Met

Val

Ile

280

Val
295

Met

Ile Thr

310

Lys

Staphylococcus

agaaaaaaga

gtacgttaat

ttacgcaatc

ctgcacctaa

aureus

aaaacacgca

cggttttgga

tgatagcgca

aacagacgac

Glu

Tyr

Gln Met

Phe Ala

315

attcggaaaa

ctactcagca

agtaacgaaa

acaaacgtga

285

Val
300

Ser

Lys Asp

aatcgattgg

gtaaagaagc

gcaaaagtaa

gtgatactaa

Met

Ile

Ala Ala

Pro

Asp

Glu
240

Lys

Asp Ile

255

Asn

Trp

Lys Arg

Cys Arg

320

cgtggcttca

agatgcaagt

tgattcaagt

aacatcgtca



aacactaata
300

tcatcatcaa
360

acaacgaatc
420

ttagtgaatc
480

aattcacctc
540

gaagcaacac
600

gtagttaatc
660

gtagctgcag
720

gttggtattg
780

tatggttttt
840

aaagaattaa
900

gatcaagtat
960

gactatgtaa
1020

cctgaaaatg
1080

gcaaacaaaa
1140

aaaggtacaa
1200

aatccaagtg
1260

gatagtaatg
1320

atggcgaaac

caaatgcaac

aagctaatac

aaacaagtaa

aaaattctac

cttcaaacaa

aagcggttaa

atgcaccggc

actctggtac

cagtgcctaa

acttaaatgg

tggcaaatgg

atactaaaga

ttaaaaagac

cagtattagt

ttgaccaaat

gagataacgt

cattaataga

gagtgtggcg

tacggaagaa

accggcaaca

tgaaacgact

aaatgcggaa

tgaatcagct

tacaagtgcg

agctggcaca

gactgtgtat

ttctgctgtt

tgtaacttca

tgtaatcgat

tgatgtaaaa

aggtaatgtg

agattatgaa

cgataaaaca

tattgcgccg

tcagcaaaat

caaaatccag

acgccggtaa

actcaatcaa

tttaatgata

aatgtttcaa

ccacagagta

cctagaatga

gatattacga

ccgcaccaag

aaaggtgaca

actgctaaag

agtgatggta

gcaactttga

acattggcta

aaatatggta

aataatacgt

gttttaacag

acaagtatta

cacaacagga

ctggtgaagc

gcaatacaaa

ctaatacagt

caacgcaaga

cagatgcaag

gagcatttag

atcagttgac

caggttatgt

cattcaaaat

tgccaccaat

atgttattta

ccatgcccgce

ctggcatagg

agttttataa

atcgtcagac

gtaatttaaa

aagtatataa

aacgacacaa

tactactacg

tgcggaggaa

atcatctgta

tacttcaact

taataaagat

tttagcggca

gaatgtgaca

caaactgaat

aactgtacct

tatggctgga

tacatttaca

ttatattgac

tagtacaaca

cttatctatt

aatttatgtc

accaaatacg

agtagataat



gcagctgatt
1380

agtgtgaata
1440

gatcaaatta
1500

ggtgatttag
1560

atgtcatggg
1620

aaaccagttg
1680

tcagattctg
1740

tcgggtagtg
1800

agtgattcag
1860

tccgactcag
1920

tccgacagtg
1980

agcgattcag
2040

tctgactccg
2100

tcagatagcg
2160

agcgattcag
2220

tcggattcag
2280

tcagacagtg
2340

agtgactcgg
2400

tatctgaaag

ttacattccc

caacaccgta

ctttacgttc

acaacgaagt

ttcctgaaca

acccaggttc

attctacatc

actcagcgag

acaatgactc

actcagattc

attcagatag

acagtgattc

attccgactc

attcagatag

atagcgattc

attcggattc

attcagatag

ttactttgtg

aaatccaaat

tatagtagtt

aactttatat

agcatttaat

acctgatgag

agattctggc

agatagtggt

tgattcagat

ggattcagat

agatagcgat

cgattcagat

cgactcagac

agatagcgac

cgattcagat

agattccgac

agcgagtgat

cgactcagac

aatccagaaa

caatataaag

gttaatggtc

gggtataact

aacggatcag

cctggtgaaa

agcgattcta

tcagattcag

tcagcaagcg

agcgattctg

tctgactcag

tccgacagtg

agcgattcag

tcagattcag

tccgacagtg

agtgactcag

tcggattcag

tcggatagcg

actttgagga

tagagtttaa

atattgatcc

cgaatataat

gttctggtga

ttgaaccaat

attcagatag

cgagtgattc

attccgactc

actcagacag

acagtgactc

attccgactc

attccgacag

acagcgattc

actcagattc

attccgacag

atagtgattc

actcggattc

tgtcactaat

tacgcctgat

gaatagcaaa

ttggcgctct

cggtatcgat

tccagaggat

cggttcagat

agattcagca

agcgagcgat

tgactcagat

agattcagat

agacagcgat

tgattccgac

agattcagac

cgacagtgac

tgactcagac

cgactccgac

agatagcgat



tcggactcag atagcgattc agaatcagac
2460
tcagacagcg actcagacag tgactcagat
2520
tcagactcag gtagtgactc cgattcatca
2580
agcgattccg agtcaggttc taacaataat
2640
actaatgctt ctaataaaaa tgaggctaaa
2700
tctgaagatg aagcaaatac gtcactaatt
2760
ctacttttca gaagaaaaaa agaaaataaa
2802
<210> 184
<211> 933
<212> PRT
<213> Staphylococcus aureus
<400> 184
Met Asn Met Lys Lys Lys Glu Lys
1 5
Gly Val Ala Ser Val Leu Val Gly
20
Ser Ser Lys Glu Ala Asp Ala Ser
35 40
Ser Ala Ser Asn Glu Ser Lys Ser
50 55
Ala Pro Lys Thr Asp Asp Thr Asn
65 70
Asn Thr Asn Asn Gly Glu Thr Ser
85
Glu Thr Thr Gln Ser Ser Ser Thr

His

Thr

25

Glu

Asn

Val

Val

Asn

agcgattcag

tcagatagtg

agtgattccg

gtagttccgc

gatagtaaag

tggggattat

gataagaaat

Ala
10

Ile
Leu Ile
Asn Ser
Asp Ser
Ser

Asp

Ala
90

Gln

Ala Thr

aatcagacag

actcggattc

actcagaaag

ctaattcacc

aaccattacc

tagcatcaat

aa

Arg Lys

Gly Phe

30

Val Thr

45

Ser Ser

60

Thr Lys

Pro

Asn

Thr Glu

Lys

Gly

Gln

Val

Thr

Ala

Glu

cgattcagat

agcgagtgat

tgattcaaat

taaaaatggt

agatacaggt

aggttcatta

Ser Ile

15

Leu Leu

Ser Asp
Ala

Ser

Ser
80

Ser

Gln
95

Gln

Thr Pro



Val

Ala

Thr

145

Asn

Asp

Ser

Ser

Ala

225

Val

Val

Asp

Thr

Ala
305

Thr

Thr

130

Ser

Ser

Thr

Thr

Ala

210

Pro

Gly

Lys

Thr

Ser

290

Asn

Gly

115

Thr

Asn

Pro

Ser

Asp

195

Pro

Ala

Ile

Leu

Phe

275

Thr

Gly

100

Glu

Gln

Glu

Gln

Thr

180

Ala

Arg

Ala

Asp

Asn

260

Lys

Ala

Val

Ala

Ser

Thr

Asn

165

Glu

Ser

Met

Gly

Ser

245

Tyr

Ile

Lys

Ile

Thr

Ser

Thr

150

Ser

Ala

Asn

Arg

Thr

230

Gly

Gly

Thr

Val

Asp
310

Thr

Asn

135

Phe

Thr

Thr

Lys

Ala

215

Asp

Thr

Phe

Val

Pro

295

Ser

Thr

120

Thr

Asn

Asn

Pro

Asp

200

Phe

Ile

Thr

Ser

Pro

280

Pro

Asp

105

Thr

Asn

Asp

Ala

Ser

185

Val

Ser

Thr

Val

Val

265

Lys

Ile

Gly

Thr

Ala

Thr

Glu

170

Asn

Val

Leu

Asn

Tyr

250

Pro

Glu

Met

Asn

Asn

Glu

Asn

155

Asn

Asn

Asn

Ala

Gln

235

Pro

Asn

Leu

Ala

Val
315

Gln

Glu

140

Thr

Val

Glu

Gln

Ala

220

Leu

His

Ser

Asn

Gly

300

Ile

Ala

125

Leu

Val

Ser

Ser

Ala

205

Val

Thr

Gln

Ala

Leu

285

Asp

Tyr

110

Asn

Val

Ser

Thr

Ala

190

Val

Ala

Asn

Ala

Val

270

Asn

Gln

Thr

Thr

Asn

Ser

Thr

175

Pro

Asn

Ala

Val

Gly

255

Lys

Gly

Val

Phe

Pro

Gln

Val

160

Gln

Gln

Thr

Asp

Thr

240

Tyr

Gly

Val

Leu

Thr
320



Asp

Ala

Ala

Tyr

Asp

385

Asn

Lys

Ile

Phe

Thr

465

Asp

Pro

Asn

Phe

Tyr

Tyr

Thr

Glu

370

Gln

Pro

Pro

Lys

Val

450

Phe

Gln

Asn

Ser

Asn

Val

Ile

Gly

355

Lys

Ile

Ser

Asn

Val

435

Asn

Pro

Ile

Ser

Asn

515

Asn

Asn

Asp

340

Ile

Tyr

Asp

Gly

Thr

420

Tyr

Pro

Asn

Thr

Lys

500

Ile

Gly

Thr

325

Pro

Gly

Gly

Lys

Asp

405

Asp

Lys

Glu

Pro

Thr

485

Ile

Ser

Lys

Glu

Ser

Lys

Thr

390

Asn

Ser

Val

Asn

Asn

470

Pro

Asp

Trp

Gly

Asp

Asn

Thr

Phe

375

Asn

Val

Asn

Asp

Phe

455

Gln

Tyr

Leu

Arg

Ser

Asp

Val

Thr

360

Tyr

Asn

Ile

Ala

Asn

440

Glu

Tyr

Ile

Ala

Ser

520

Gly

Val

Lys

345

Ala

Asn

Thr

Ala

Leu

425

Ala

Asp

Lys

Val

Leu

505

Met

Asp

Lys

330

Lys

Asn

Leu

Tyr

Pro

410

Ile

Ala

Val

Val

Val

490

Arg

Ser

Gly

Ala

Thr

Lys

Ser

Arg

395

Val

Asp

Asp

Thr

Glu

475

Val

Ser

Trp

Ile

Thr

Gly

Thr

Ile

380

Gln

Leu

Gln

Leu

Asn

460

Phe

Asn

Thr

Asp

Asp

Leu

Asn

Val

365

Lys

Thr

Thr

Gln

Ser

445

Ser

Asn

Gly

Leu

Asn

525

Lys

Thr

Val

350

Leu

Gly

Ile

Gly

Asn

430

Glu

Val

Thr

His

Tyr

510

Glu

Pro

Met

335

Thr

Val

Thr

Tyr

Asn

415

Thr

Ser

Asn

Pro

Ile

495

Val

Val

Pro

Leu

Asp

Ile

Val

400

Leu

Ser

Tyr

Ile

Asp

480

Asp

Tyr

Ala

Val



Pro

545

Ser

Ser

Ser

Ser

Asn

625

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

705

Ser

Ser

530

Glu

Asp

Gly

Ala

Asp

610

Asp

Asp

Asp

Asp

Asp

690

Asp

Asp

Asp

Gln

Ser

Ser

Ser

595

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

675

Ser

Ser

Ser

Ser

Pro

Asp

Asp

580

Asp

Ala

Asp

Asp

Asp

660

Asp

Asp

Asp

Asp

Asp
740

Asp

Pro

565

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

645

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

725

Ser

Glu

550

Gly

Gly

Asp

Asp

Asp

630

Asp

Asp

Asp

Asp

Asp

710

Asp

Asp

535

Pro

Ser

Ser

Ser

Ser

615

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

695

Ser

Ser

Ser

Gly

Asp

Asp

Ala

600

Asp

Asp

Asp

Asp

Asp

680

Asp

Asp

Asp

Asp

Glu

Ser

Ser

585

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

665

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser
745

Ile

Gly

570

Thr

Asp

Ala

Asp

Asp

650

Asp

Asp

Asp

Asp

Asp

730

Asp

Glu

555

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

635

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

715

Ser

Ser

540

Pro

Asp

Asp

Asp

Asp

620

Asp

Asp

Asp

Asp

Asp

700

Asp

Asp

Asp

Ile

Ser

Ser

Ser

605

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

685

Ser

Ser

Ser

Ser

Pro

Asn

Gly

590

Ala

Asp

Asp

Asp

Asp

670

Asp

Asp

Asp

Asp

Asp
750

Glu

Ser

575

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

655

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

735

Ser

Asp

560

Asp

Asp

Asp

Asp

Asp

640

Asp

Asp

Asp

Asp

Asp

720

Asp

Asp



Ser

Ser

Ser

785

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

865

Thr

Pro

Leu

Asn

Asp

Asp

770

Asp

Asp

Asp

Asp

Ser

850

Gly

Asn

Asp

Leu

Lys
930

<210>
<211>
<212>
<213>

Ser Asp Ser
755

Ser Asp Ser

Ser Asp Ser

Ser Asp Ser
805

Ser Asp Ser
820

Ser Asp Ser
835

Ser Asp Ser

Ser Asn Asn

Ala Ser Asn
885

Thr Gly Ser
900

Ala Ser Ile
915

Asp Lys Lys

185
219
PRT

Staphylococcus aureus

Asp

Asp

Asp

790

Asp

Asp

Ala

Asp

Asn

870

Lys

Glu

Gly

Ser

Ser

775

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

855

Val

Asn

Asp

Ser

Asp

760

Asp

Asp

Glu

Asp

Asp

840

Glu

Val

Glu

Glu

Leu
920

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

825

Ser

Ser

Pro

Ala

Ala

905

Leu

Asp

Asp

Asp

Asp

810

Asp

Asp

Asp

Pro

Lys

890

Asn

Leu

Ser

Ser

Ser

795

Ser

Ser

Ser

Ser

Asn

875

Asp

Thr

Phe

Asp

Asp

780

Asp

Asp

Asp

Gly

Asn

860

Ser

Ser

Ser

Arg

Ser

765

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

845

Ser

Pro

Lys

Leu

Arg
925

Asp

Asp

Asp

Glu

Asp

830

Asp

Asp

Lys

Glu

Ile

910

Lys

Ser

Ser

Ser

Ser

815

Ser

Ser

Ser

Asn

Pro

895

Trp

Lys

Ala

Asp

Asp

800

Asp

Asp

Asp

Glu

Gly

880

Leu

Gly

Glu



<400>

185

Met Ile Glu

1

Phe

Leu

Gly

Trp

Ile

Lys

Leu

Ser

Gln

145

Lys

Cys

Ala

Asn

Gly

Ile

50

Asn

Ala

Ser

Gln

Gly

130

Pro

Ser

Leu

Asp

His

Asp

Glu

Gln

Leu

Leu

Gln

115

Gly

Arg

Arg

Ile

Asp
195

Ile

Leu

20

Asn

Lys

Arg

Phe

Cys

100

Leu

Asn

Ile

His

Ile

180

Ile

Asn

Thr

Ala

Gln

Glu

85

Lys

Asn

Lys

Leu

Asp

165

Leu

Lys

Asn

Met

Ala

Asn

Ile

70

His

Asn

Phe

Arg

Ile

150

Ile

Thr

Leu

Leu

Ser

Gly

Asp

Gln

Met

Pro

Asp

Lys

135

Leu

His

Thr

Ile

Ser

Phe

Lys

40

Gly

Asn

Thr

Ile

Asp

120

Ile

Asp

Gln

His

Gly
200

Lys

Asp

25

Ser

Thr

His

Val

Asn

105

Thr

Asn

Glu

Leu

His

185

Gln

Arg

10

Ser

Thr

Ile

Ile

Ala

90

Asp

Ser

Ile

Pro

Leu

170

Leu

Asp

Tyr

Asn

Leu

Asn

Gly

Glu

Thr

Ala

Leu

Thr

155

Asn

Asp

Pro

Arg

Arg

Leu

Tyr

Tyr

Asn

Thr

Lys

Val

140

Val

Ile

Glu

Phe

Asn

Leu

Arg

45

Phe

Val

Ile

Ile

Val

125

Gly

Gly

Met

Val

Tyr
205

Lys

Thr

30

Met

Gly

Pro

Lys

Asn

110

Ser

Leu

Ile

Lys

Glu

190

Gln

Gln

15

Val

Ile

Glu

Gln

Phe

95

Glu

Thr

Leu

Asp

Ser

175

Ala

His

Ile

Leu

Ala

Lys

Asp

Phe

Tyr

Leu

Gly

Leu

160

Lys

Leu

Val



Leu Glu Asp Lys Gln Trp Thr Tyr Thr Tyr Tyr

210

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Met Ala

1

Lys Met

Gly Glu

Leu Leu
50

Thr Leu
65

Asp Ile

Leu His

Gln Lys

Glu Ala
130

Ser Gly
145

Leu Pro

186
253
PRT

Staphylococcus aureus

186

Ile

Ala

Phe

35

Asn

Lys

Arg

Thr

Leu

115

Leu

Gly

Ser

Leu

Gln

20

Ile

Val

Gly

Lys

Leu

100

Asp

Asn

Gln

Ile

Glu

Glu

Ala

Leu

Lys

His

85

Thr

Lys

Ile

Arg

Ile
165

Val

Val

Ile

Ser

Lys

70

Asp

Val

Glu

Leu

Gln

150

Phe

215

Lys

Leu

Met

Ser

55

Leu

Ile

Lys

His

Asp

135

Arg

Ala

Gln

Arg

Gly

40

Ile

Glu

Gly

Glu

Met

120

Ile

Thr

Asp

Leu

Asp

25

Pro

Asp

Lys

Phe

Asn

105

Leu

Ser

Ser

Glu

Thr

10

Ile

Ser

Tyr

Leu

Ile

90

Ile

Asn

Asp

Ala

Pro
170

Lys

Asn

Gly

Ile

Ser

75

Phe

Met

Arg

Lys

Ala

155

Thr

Ile

Met

Ser

Ser

60

Asn

Gln

Leu

Tyr

Tyr

140

Arg

Gly

Tyr

Ser

Gly

45

Gln

Lys

Glu

Pro

Glu

125

Pro

Ala

Ala

Gly

Ile

30

Lys

Gly

Glu

Tyr

Leu

110

Lys

Ser

Phe

Leu

Thr

15

Glu

Thr

Ser

Leu

Asn

95

Thr

Val

Glu

Ile

Asp
175

Lys

Glu

Thr

Ile

Ser

80

Leu

Val

Ala

Leu

Thr

160

Ser



Lys

Phe

Tyr

Leu

225

Arg

Ser

Lys

Ala

210

Tyr

Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Thr Gln Asp
180

Ser Thr Ile
195

Asn Arg Val

Gln Gly Asp

Gln Ser Val
245

187
243
PRT

Staphylococcus aureus

187

Met Ile Leu Ser Tyr

1

Lys

Leu

Tyr

Ser

65

Trp

Ile

Thr

Phe

Lys

50

Leu

Arg

Ser

Thr Leu Ile
20

Thr Ser Ile
35

Glu Tyr Met

Leu Thr Phe

Gln Arg Leu
85

Lys Val Val
100

Leu

Ile

Val

Asp

230

Leu

Leu

Leu

Leu

Tyr

Pro

70

Met

Lys

Leu

Met

Met

215

Asp

Gly

Lys

Ser

Glu

Ser

55

Leu

Val

Thr

Lys

Val

200

Leu

Lys

Gly

Ile

Ile

Leu

40

Met

Asp

Thr

Met

Arg

185

Thr

Lys

His

Val

Glu

Leu

25

Pro

Thr

Ile

Pro

Leu
105

Leu

His

Asp

Thr

Asn
250

Phe

10

Phe

Glu

Val

Ile

Phe

90

Gln

Thr

Asp

Gly

Phe

235

Tyr

Lys

Pro

Asp

Tyr

Asn

75

Thr

Phe

Arg

Pro

Gln

220

Phe

Asp

Val

Val

Val

Ser

60

Glu

Phe

Ala

Met

Val

205

Ile

Lys

Leu

Ile

Ile

Lys

45

Leu

Lys

Thr

Ile

Asn

190

Ala

Phe

Glu

Met

Phe

30

Pro

Leu

Gln

Ser

Ala
110

Glu

Ala

Thr

Ile

Arg

15

Tyr

Lys

Ser

Asn

Tyr

95

Ile

Ala

Ser

Glu

Ile
240

Lys

Ile

Phe

Phe

Glu

80

Tyr

Leu



Val

Val

Leu

145

Thr

Gly

Ala

Ala

Tyr

225

Arg

Ile

Gln

130

Ile

Ser

Leu

His

Ser

210

Ala

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Phe

115

Trp

Thr

Ala

Trp

Val

195

Asn

Leu

Glu

188
276
PRT

Staphylococcus aureus

188

Met His Lys

1

Ala Phe Ile

Asn Ala Thr

Met

Leu

Phe

Leu

Phe

180

Leu

His

Gly

Val

Glu

Gly

Ala

165

Pro

Pro

His

Ser

Gly

Ser

Ile

150

Asn

Ile

Ser

Ile

Ile
230

His

Gly

135

Leu

Ile

Asn

Tyr

Asn

215

Ile

Phe

120

Ile

Phe

Val

Thr

His

200

Leu

Ala

Ile Phe Ser Lys Asn

5

Phe Val Val Ile Val

20

Lys Val Asn Leu Ser

Tyr

Phe

Ser

Thr

Phe

185

Leu

Ile

Val

Asn

Lys Gly

Leu Trp

Leu Leu

155

Ile Gly

170

Pro Asn

Arg Lys

Ser Phe

Tyr Cys
235

Val

Leu

140

Asn

Leu

Trp

Leu

Ala

220

Ile

Ala

125

Gly

Asp

Ala

Leu

Gly

205

Ile

Ser

Leu Ile Phe Phe

10

Leu Gln Phe Phe Val

25

Met

Ala

Ile

Val

Gln

190

Val

Ile

His

Val

Ser
30

Gln Thr Phe Glu Pro Ile

Ser

Ser

Gln

Leu

175

His

Asp

Leu

Phe

Phe
15

Ser

Ser

Ala

Leu

Lys

160

Val

Ile

Leu

Lys
240

Val

Glu

Trp



Leu

Ile

65

Ile

Lys

Leu

Gln

Met

145

Lys

Ile

Leu

Ser

Met

225

Ile

His

50

Ile

Ala

Lys

Ser

Pro

130

Asn

Pro

Leu

Met

Phe

210

Leu

Ala

35

Leu

Ile

Ile

Gly

Ile

115

Ser

Tyr

Tyr

Ile

Val

195

Ile

Gln

Pro

Leu

Gly

Val

Trp

100

Pro

Leu

Thr

Ile

Arg

180

Val

Gly

Gln

Ala

Gly

Ala

Val

85

Ile

Glu

Trp

Arg

Lys

165

His

Asp

Leu

Gly

Ser
245

Thr

Arg

70

Ile

Glu

Phe

Asn

Leu

150

Met

Leu

Phe

Gly

Arg

230

Val

Asp

55

Ser

Gly

Arg

Ile

Leu

135

Thr

Ala

Thr

Gly

Ala

215

Asp

Ile

40

Asp

Thr

Val

Leu

Ile

120

Val

Arg

Gln

Pro

Lys

200

Gln

Phe

Ala

Tyr

Leu

Thr

Val

105

Met

Ile

Ser

Leu

Lys

185

Ile

Pro

Ile

Ile

Gly

Phe

Leu

90

Leu

Ile

Ser

Ile

Phe

170

Ile

Ile

Pro

Ser

Thr
250

Arg

Val

75

Gly

Arg

Ala

Ile

Val

155

His

Ile

Leu

Thr

Ser

235

Ile

Asp

60

Thr

Leu

Phe

Leu

Thr

140

Asn

Val

Pro

Tyr

Pro

220

His

Leu

45

Leu

Val

Phe

Ile

Ala

125

Leu

Ser

Pro

Ala

Ile

205

Glu

Pro

Ile

Phe

Leu

Ala

Asp

110

Ser

Ile

Glu

Thr

Ile

190

Ser

Trp

Ile

Phe

Thr

Thr

Gly

95

Val

Phe

Lys

Met

Arg

175

Ile

Ser

Gly

Met

Asn
255

Arg

Leu

80

Tyr

Gly

Phe

Trp

Asn

160

Thr

Val

Leu

Ala

Leu

240

Leu



Thr Gly Asp Ala Leu Arg Asp Arg Leu Leu Lys Gln Arg Gly Glu Tyr

260

Asp Glu Ser His

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

275

189
136
PRT

Staphylococcus aureus

189

Met Asn Thr

1

Tyr

Lys

Pro

Asp

65

Arg

Cys

Leu

Gly

Thr

Tyr

Gly

50

Leu

Ile

Gly

Ser

Val
130

<210>
<211>

Asp

Ile

35

Ile

Gly

Ala

Asp

Leu

115

Cys

190

233

Asn

Lys

Asn

Ser

Ile

Cys

Thr

100

Pro

Glu

Asp

Arg

Ala

Phe

Ile

Thr

85

Lys

Gly

Ser

Ala

Lys

Lys

Asp

Glu

70

Asn

Val

Val

Cys

Ile

Asp

Tyr

Thr

55

Asn

His

Ile

Asn

Gln
135

Lys

Met

Ile

40

Ile

Thr

His

Asp

Ile

120

Asp

265

Ile

Leu

25

Gln

Tyr

Glu

His

Tyr

105

His

Leu

10

Asp

Gln

Arg

Leu

His

90

Cys

Lys

Lys

Ile

Val

Asn

Asp

75

His

Pro

His

Glu

Phe

Met

Leu

60

Gly

Phe

Ile

Lys

Asn

Val

Asp

His

Glu

Ile

Asp

Leu
125

270

Gly

Glu

30

Glu

Leu

Met

Cys

Gln

110

Glu

Leu

15

Glu

Asn

Phe

Lys

Glu

95

Ile

Val

Asp

Tyr

Lys

Phe

80

Lys

Lys

Tyr



<212>
<213>

<400>

PRT
Staphylococcus aureus

190

Met Thr His

1

Leu

Phe

Leu

Leu

65

Leu

Phe

Ser

Val

His

145

Val

Tyr

Asn

Met

Leu

Tyr

50

Leu

Phe

Lys

Phe

Tyr

130

Ile

Val

Asn

Glu

Ile

Leu

35

Phe

Ile

Val

Pro

Ile

115

Lys

Asp

Arg

Ile

Lys

Lys

Ile

20

Val

His

Ala

Phe

Lys

100

Lys

Trp

Leu

His

Asn

180

Ser

Tyr

Ala

Leu

Lys

Phe

Leu

85

Lys

Gln

Glu

Thr

Ile

165

Leu

Tyr

Ile

Asn

Leu

Ile

Thr

70

Leu

Val

Lys

Asp

Lys

150

Leu

His

Lys

Ser

Phe

Leu

Arg

55

Leu

Leu

Val

Trp

Val

135

Ala

Val

Val

Thr

Tyr

Gly

40

Gly

Leu

Leu

Ala

Phe

120

Gln

Ala

Lys

Ala

Glu

Gln

Tyr

25

Cys

Leu

Ser

Ile

Thr

105

Gly

Ile

Asn

Val

Ala

185

Asn

Met

10

Ile

Val

Leu

Asn

Val

90

Asp

Glu

Gln

Ile

Gln

170

Phe

Asn

Leu

Phe

Leu

Ala

Lys

75

Arg

Glu

Gln

His

Lys

155

Val

Tyr

Asn

Ile

Phe

Val

Phe

60

Tyr

Tyr

Val

Arg

Gly

140

Glu

Ile

Gly

Ile

Ile

Glu

Tyr

45

Trp

Thr

Leu

Met

Thr

125

Ile

Asn

Leu

Ser

His

Phe

Lys

30

Val

Ile

Ile

Ile

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Pro

Thr

190

Ile

Thr

15

Ile

Gly

Gly

Ile

His

95

Ser

Val

Asp

Thr

Val

175

Tyr

Glu

Ala

Gly

Tyr

Ala

Ile

80

Lys

Pro

Tyr

Leu

Ile

160

Asn

Val

Glu



195

200

205

Met Met Lys Pro Asp Asn Tyr Thr Val Asn Ile Tyr Val Ser Thr Phe

210

215

Ile Gly Asp Val Glu Val Ile Tyr Arg

225

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Met Leu

1

Ile Leu

Leu Tyr

Asn Ala

50

Met Pro

65

Gly Phe

Val Ile

Gln Asp

Leu Val
130

191
260
PRT

Staphylococcus aureus

191

Ile

Lys

Gly

35

Tyr

Gly

Val

Asp

Ile

115

Gly

Gln

Lys

Leu

Glu

Lys

Ser

Val

100

Asp

Met

Leu

Ile

Asn

Pro

Val

His

85

Val

Asp

Ser

230

Asp

Ser

Gly

Ala

Gly

70

Ser

Ile

Glu

Ala

Gln

Trp

Ala

Thr

55

Tyr

Leu

Ser

Ile

Lys
135

Ile

Gln

Gly

40

Ser

Ser

Leu

Gly

Arg

120

Ala

Gly

Ile

25

Lys

Gly

Ala

Glu

Ala

105

Asn

Gln

Arg

Ala

Thr

Thr

Glu

Lys

90

Phe

Glu

Gln

Met

Lys

Thr

Val

Thr

75

Phe

Lys

Ala

Tyr

220

Lys

Gly

Leu

Asn

60
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MEMORIA DESCRIPTIVA
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS
[0001] N.A.
DECLARACION REFERENTE A INVESTIGACION O DESARROLLO PATROCINADO
POR EL GOBIERNO FEDERAL
[0002] N.A.
CAMPO DE LA INVENCION
[0003] La presente invencion se refiere a constructos de vacuna y sus usos contra
infecciones causadas por Staphylococcus. Méas especificamente, la presente invencion se
refiere a constructos de vacuna que combinan antigenos y sus usos contra infecciones
causadas por Staphylococcus tales como infecciones intramamarias (1IM) en bovinos.
REFERENCIA A LISTADO DE SECUENCIAS
[0004] De acuerdo con 37 C.F.R. 1.821(c), se presenta conjuntamente con la presente
invenciéon un listado de secuencias como un archivo de texto ASCIl compatible
denominado LISTADO DE SECUENCIAS USP62411120_ST25, creado el 5 de octubre,
2017 y que tiene un tamario de 278 kilobytes. El contenido del archivo antes mencionado
queda incorporado a la presente a modo de referencia en su totalidad.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
[0005] Las mastitis bovina es la enfermedad mas frecuente y costosa para los
productores de leche y se considera que Staphylococcus aureus es la bacteria
transmisible que es con mayor frecuencia responsable del desarrollo de la enfermedad
(Sears et al., 2003). Las |IM causadas por estafilococos, las cuales pueden desencadenar
en una mastitis, son dificiles de tratar y las recaidas frecuentes son comunes (Sandholm
et al., 1990).
[0006] El desarrollo de vacunas para la prevencion y control de las IIM causadas por S.
aureus ha sido investigado extensamente si bien ninguna formulacién ha demostrado una
eficacia protectora hasta la fecha. Esto se debe probablemente a los objetivos
inadecuados de vacuna (Middleton, 2008; Middleton 2009), la elevada diversidad entre las
cepas capaces de provocar mastitis (Buzzola, 2007; Kerro-Dego, 2006; Middleton, 2008) o
la imposibilidad de producir una respuesta inmune apropiada (Bharathan, 2011; Ferens,

2000; Fowler, 2014; Proctor, 2012). Se entiende cada vez mas que la inmunidad



solamente basada en los anticuerpos inducidos por vacunas puede ser importante aunque
es sin embargo insuficiente para inducir proteccion contra S. aureus (Middleton 2008;
Middleton 2009). Parece ser que la inmunidad mediada por células (IMC) basada en
respuestas tipo Th1 y Th17 puede ser necesaria para completar la proteccion (Fowler,
2014; Lin, 2009; Proctor, 2012; Spellberg, 2012).

[0007] La susceptibilidad bacteriana a los antibiéticos in vitro es un pobre pronosticador
de la eficacia terapéutica en vacas cronicamente infectadas (Owens et al., 1997). Si bien
las infecciones que surgen luego del tratamiento de la mastitis pueden deberse a cepas
recientemente adquiridas, a menudo son el resultado de la persistencia del organismo
infeccioso original (Sandholm et al., 1990; Myllys et al., 1997). Por lo tanto, las terapias
existentes a menudo no pueden eliminar la infeccidn y seria sumamente conveniente
encontrar nuevos métodos para prevenir o tratar las |IM estafilocécicas.

[0008] Se ha observado una falta de eficacia de las vacunas y capacidad protectora para
las vacunas contra S. aureus comercialmente disponibles (Middleton, 2008). Por lo tanto,
seria sumamente conveniente utilizar antigenos de S. aureus altamente eficaces que se
sabe que son expresados durante IIM como componentes de la vacuna para la proteccion
contra la [IM y la mastitis.

[0009] La presente invencion busca cubrir estas y otras necesidades.

[0010] La presente descripcion se refiere a una cantidad de documentos, cuyo contenido
queda incorporado a la presente por referencia en su totalidad.

SINTESIS DE LA INVENCION

[0011] En un primer aspecto, la presente invencion proporciona polipéptidos de fusidn
que exhiben mayor inmunogenicidad y su uso como vacuna contra IIM causadas por
estafilococos.

[0012] Una caracteristica de |IM estafilococicas tales como IIM por S. aureus es la
capacidad de S. aureus de persistir dentro de las células huéspedes. En particular, las
variantes de colonias pequefias de S. aureus (VCP) no generan generalmente infecciones
invasivas y pueden ser internalizadas en células huéspedes. Por lo tanto, en un aspecto
adicional, la presente invencion proporciona cepas de S. aureus atenuadas vivas para
propoésitos de vacunas basadas en los aspectos fenotipicos de las VCP para proporcionar

una respuesta inmune contra dichas cepas y aumentar la eficacia protectora de las



vacunas.
[0013] En un aspecto, la presente invencion proporciona los siguientes puntos:

[0014] Punto 1: Un constructo de fusion de férmula (1): X-A-ligante-B-Z (I) donde: (1) A
and B son idénticos o diferentes y son independientemente: (a) un polipéptido que
comprende un polipéptido SACOL0029 segun lo expuesto en cualquiera de las secuencias
descritas en la FIG. 24 (SEC ID NOs: 5y 121 a 131), un polipéptido SACOL0264 (SEC ID
NO : 185), un polipéptido SACOL0442 segun lo expuesto en cualquiera de las secuencias
descritas en la FIG. 22D (SEC ID NOs: 29 y 82 a 92), un polipéptido SACOL0718 (SEC ID
NO : 186), un polipéptido SACOL0720 segun lo expuesto en cualquiera de las secuencias
descritas en FIGs. 23I-K (SEC ID NOs: 11y 109 a 120), un polipéptido SACOL1353 (SEC
ID NO : 187), un polipéptido SACOL1416 (SEC ID NO : 188), un polipéptido SACOL1611
(SEC ID NO: 189), un polipéptido SACOL1867 segun lo expuesto en cualquiera de las
secuencias descritas en FIG. 25D (SEC ID NOs: 152 a 164), un polipéptido SACOL1912
(SEC ID NO: 43), un polipéptido SACOL1944 (SEC ID NO: 190), un polipéptido
SACOL2144 (SEC ID NO: 191), un polipéptido SACOL2365 (SEC ID NO: 192), un
polipéptido SACOL2385 (SEC ID NO: 50) o un polipéptido SACOL2599 (SEC ID NO:
193), basado en la nomenclatura genética del genoma Staphylococcus aureus COL
(SACOL) expuesto en la Secuencia de Referencia en el NCBI [siglas en inglés
correspondientes a “Centro Nacional para Informacién Biotecnoldgica”] NC_002951.2; (b)
un polipéptido codificado por un gen de un mismo operon que un gen que codifica al
polipéptido de (a); (c) un polipéptido que comprende un fragmento inmunogénico de por lo
menos 13 aminoacidos consecutivos de (a) o (b); (d) un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos por lo menos 60% idéntica en su totalidad a la secuencia del
polipéptido de cualquiera de (a) a (c); o (e) un polipéptido que comprende una variante
inmunogénica que comprende por lo menos 13 aminoacidos consecutivos de cualquiera
de (a) a (c); (2) el ligante es una secuencia de amino&cidos de por lo menos un
aminoacido o esté ausente; (3) X estd ausente o es una secuencia de aminoacidos de por
lo menos un aminoacido; y (4) Z esta ausente o0 es una secuencia de aminoécidos de por
lo menos un aminoacido.

[0015] Punto 2: El constructo del punto 1, donde (1) (a) es un polipéptido que comprende

un polipéptido SACOL0029 segun lo expuesto en cualquiera de las secuencias descritas



enla FIG. 24 (SEC ID NOs: 5y 121 a 131), un polipéptido SACOL0442 segun lo expuesto
en cualquiera de las secuencias descritas en la FIG. 22D (SEC ID NOs: 29y 82 a 92), un
polipéptido SACOL0720 segun lo expuesto en cualquiera de las secuencias descritas en
las FIGs. 23I-K (SEC ID NOs: 11 y 109 a 120), o un polipéptido SACOL1867 segun lo
expuesto en cualquiera de las secuencias descritas en la FIG. 25D (SEC ID NOs: 152 a
164).

[0016] Punto 3: El constructo del punto 2, donde al menos uno de A y B es (a) un
polipéptido que comprende un polipéptido SACOL0029 segun lo expuesto en cualquiera
de las secuencias descritas en la FIG. 24 (SEC ID NOs: 5y 121 a 131); (b) un polipéptido
codificado por un gen de un mismo operdn que un gen que codifica al polipéptido de (a);
(c) un polipéptido que comprende un fragmento inmunogénico de por lo menos 13
aminoacidos consecutivos de (a) o (b); (d) un polipéptido que comprende una secuencia
de aminoacidos por lo menos 60% idéntica en su totalidad a la secuencia del polipéptido
de cualquiera de (a) a (c); o (e) un polipéptido que comprende una variante inmunogénica
que comprende por lo menos 13 aminoacidos consecutivos de cualquiera de (a) a (d); y el
otro de Ay B es (a’) un polipéptido que comprende un polipéptido SACOL1867 segun lo
expuesto en cualquiera de las secuencias descritas en la FIG. 25D (SEC ID NOs: 152 a
164); (b’) un polipéptido codificado por un gen de un mismo operén que un gen que
codifica al polipéptido de (@’); (¢’) un polipéptido que comprende un fragmento
inmunogénico de por lo menos 13 aminoacidos consecutivos de (a’) o (b"); (d') un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos por lo menos 60% idéntica en
su totalidad a la secuencia del polipéptido de cualquiera de (a’) a (¢’); o (€’) un polipéptido
que comprende una variante inmunogénica que comprende por lo menos 12 aminoécidos
consecutivos de cualquiera de (a’) a (d').

[0017] Punto 4: El constructo del punto 2, donde al menos uno de A y B es (a) un
polipéptido que comprende un polipéptido SACOL0442 segun lo expuesto en cualquiera
de las secuencias descritas en la FIG. 22D (SEC ID NOs: 29 y 82 a 92); (b) un polipéptido
codificado por un gen de un mismo operdn que un gen que codifica al polipéptido de (a);
(c) un polipéptido que comprende un fragmento inmunogénico de por lo menos 13
aminoacidos consecutivos de (a) o (b); (d) un polipéptido que comprende una secuencia

de aminoacidos por lo menos 60% idéntica en su totalidad a la secuencia del polipéptido



de cualquiera de (a) a (c); o (e) un polipéptido que comprende una variante inmunogénica
que comprende por lo menos 13 aminoacidos consecutivos de cualquiera de (a) a (d); y el
otro de Ay B es (a’) un polipéptido que comprende un polipéptido SACOL0720 segun lo
expuesto en cualquiera de las secuencias descritas en las FIGs. 23I-K (SEC ID NOs: 11y
109 a 120); (b’) un polipéptido codificado por un gen de un mismo operon que un gen que
codifica al polipéptido de (a’); (c’) un polipéptido que comprende un fragmento
inmunogénico de por lo menos 13 aminoacidos consecutivos de (a’) o (b’); (d') un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos por lo menos 60% idéntica en
su totalidad a la secuencia del polipéptido de cualquiera de (a’) a (¢’); o (€’) un polipéptido
que comprende una variante inmunogénica que comprende por lo menos 12 aminoécidos
consecutivos de cualquiera de (a’) a (d').

[0018] Punto 5: El constructo del punto 2, donde A y B son idénticos o diferentes y son
(@) un polipéptido que comprende un polipéptido SACOL0720 segun lo expuesto en
cualquiera de las secuencias descritas en las FIGs. 23|-K (SEC ID NOs: 11y 109 a 120);
(b) un polipéptido codificado por un gen de un mismo operén que un gen que codifica al
polipéptido de (a); (c) un polipéptido que comprende un fragmento inmunogénico de por lo
menos 13 aminoacidos consecutivos de (a) o (b); (d) un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos por lo menos 60% idéntica en su totalidad a la secuencia del
polipéptido de cualquiera de (a) a (c); o (e) un polipéptido que comprende una variante
inmunogénica que comprende por lo menos 13 aminoacidos consecutivos de cualquiera
de (a) a (d).

[0019] Punto 6: El constructo de acuerdo con cualquiera de los puntos 1-2 y 4, donde
dicho fragmento inmunogénico (d) comprende una o mas de las siguientes secuencias de
aminoéacidos: KDTINGKSNKSRNW (SEC ID NO: 34); y KDGGKYTLESHKELQ (SEC ID
NO: 1).

[0020] Punto 7: El constructo del punto 6, donde dicho fragmento inmunogénico (d)
comprende una o mas de las siguientes secuencias de aminoacidos :
STANSSSVQDKQLQKVEEVPNNSEKALVKKLYDRYSKDTINGKSNKSRNWVYSERPLNE

NQVRIHLEGTYTVAGRVYTPKRNITLNKEVVTLKELDHIIRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVIN

TKDGGKYTLESHKELQKDRENVKINTADIKNVTFKLVKSVNDIEQV (SEC ID NO: 30);
DKQLQKVEEVPNNSEKALVKKLYDRYSKDTINGKSNKSRNWVYSERPLNENQVRIHLEGT



YTVAGRVYTPKRNITLNKEVVTLKELDHIIRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTK (SEC ID
NO :32); y
DKQLQKVEEVPNNSEKALVKKLYDRYSKDTINGKSNKSRNWVYSERPLNENQVRIHLEGT
YTVAGRVYTPKRNITLNKEVVTLKELDHIIRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKDGGKYTLE
SHKELQKDRENVKINTADIKNVTFKLVKSVNDIEQV (SEC ID NO : 33).

[0021]Punto 8: El constructo de acuerdo con cualquiera de los puntos 1-2 y 4-5, donde
dicho fragmento inmunogénico (d) comprende una o mas de las siguientes secuencias de
aminoéacidos: QFGFDLKHKKDALA (SEC ID NO: 21); TIKDQQKANQLAS (SEC ID NO:
22); KDINKIYFMTDVDL (SEC ID NO: 23); y DVDLGGPTFVLND (SEC ID NO: 24).

[0022] Punto 9: El constructo del punto 8, donde dicho fragmento inmunogénico (d)
comprende una o mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:
RASLSSEIKYTAPHDVTIKDQQKANQLASELNNQKIPHFYNYKEVIHTKLYKDNLFDVKAKE
PYNVTITSDKYIPNTDLKRGQADLFVAEGSIKDLVKHKKHGKAIIGTKKHHVNIKLRKDINKIY
FMTDVDLGGPTFVLNDKDYQEIRKYTKAKHIVSQF GFDLKHKKDALALEKAKNKVDKSIET
RSEAISSISSLTG (SEC ID NO: 12);
ASLSSEIKYTAPHDVTIKDQQKANQLASELNNQKIPHFYNYKEVIHTKLYKDNLFDVKAKEP
YNVTITSDKYIPNTDLKRGQADLFVAEGSIKDLVKHKKHGKAIIGTKKHHVNIKLRKDINKIYF
MTDVDLGGPTFVLNDKDYQEIRKYTKAKHIVSQF GFDLKHKKDALALEKAKNKVDKSIETR
SEAISSISSLTG (SEC ID NO: 13);
ASLSSEIKYTAPHDVTIKDQQKANQLASELNNQKIPHFYNYKEVIHTKLYKDNLFDVKAKEP
YNVTITSDKYIPNTDLKRGQADLFVAEGSIKDLVKHKKHGKAIIGTKKHHVNIKLRKDINKIYF
MTDVDLGGPTFVLNDKDYQE (SEC ID NO: 14);
KDINKIYFMTDVDLGGPTFVLNDKDYQEIRKYTKAKHIVSQFGFDLKHKKDALA (SEC ID
NO: 15);  KDINKIYFMTDVDLGGPTFVLNDKD (SEC ID  NO:  16);
KDINKIYFMTDVDLGGPTFVLNDKDY (SEC ID NO : 17); KDINKIYFMTDVDLGGPTFVLND
(SEC ID NO : 19); SQFGFDLKHKKDALA (SEC ID NO: 18); y KHIVSQFGFDLKHKKDALA
(SEC ID NO: 20).

[0023] Punto 10: El constructo de acuerdo con cualquiera de los puntos 1-3, donde dicho
fragmento inmunogénico (c’) comprende una o mas de las siguientes secuencias de
aminoacidos: PYNGVVSFKDATGF (SEC ID NO: 165); AHPNGDKGNGGIYK (SEC ID NO:
167); SISDYPGDEDISVM (SEC ID NO: 169); RGPKGFNFNENVQA (SEC ID NO: 172);



QFESTGTIKRIKDN (SEC ID NO: 175); y GNSGSPVLNSNNEYV (SEC ID NO: 178).

[0024] Punto 11: El constructo del punto 10, donde dicho fragmento inmunogénico (d)
comprende la siguiente secuencia de aminoacidos:
TQVKDTNIFPYNGVVSFKDATGFVIGKNTIITNKHVSKDYKVGDRITAHPNGDKGNGGIYKI
KSISDYPGDEDISVMNIEEQAVERGPKGFNFNENVQAFNFAKDAKVDDKIKVIGYPLPAQN
SFKQFESTGTIKRIKDNILNFDAYIEPGNSGSPVLNSNNEVIGVVYGGIGKIGSEYNGAVYF
TPQIKDFIQKHIEQ (SEC ID NO: 39).

[0025] Punto 12: El constructo de acuerdo con cualquiera de los puntos 1 a 11, donde el
ligante comprende por lo menos cuatro aminoacidos idénticos o diferentes seleccionados
del grupo que consiste en glicina, serina, alanina, aspartato, glutamato y lisina.

[0026] Punto 13: El constructo de acuerdo con cualquiera de los puntos 1 a 12, donde el
ligante comprende (GGGGS)n (SEC ID NO: 67), (ERKYK)n (SEC ID NO: 61); o (EAAAK)n
(SEC ID NO: 63), donde n=1 a 5.

[0027] Punto 14: El constructo de acuerdo con cualquiera de los puntos 1 a 13, donde
dicha X comprende una polihistidina de 6 a 10 aminoacidos.

[0028] Punto 15: El constructo de acuerdo con cualquiera de los puntos 1 a 13, donde
dicha X esta ausente.

[0029] Punto 16: El constructo de acuerdo con cualquiera de los puntos 1 a 15, donde
dicha Z esta ausente.

[0030] Punto 17: Una molécula de &cido nucleico aislada que codifica el constructo
definido en cualquiera de los puntos 1 a 16.

[0031] Punto 18: Un vector que comprende el &cido nucleico aislado definido en el punto
17.

[0032] Punto 19: Una célula huésped que comprende el vector definido en el punto 18.
[0033] Punto 20: La célula del punto 19, la cual es una forma atenuada viva de
Staphylococcus aureus.

[0034] Punto 21: La célula del punto 20, donde la forma atenuada viva de
Staphylococcus aureus tiene un fenotipo de variante de colonias pequefias (VCP)
estabilizado.

[0035] Punto 22: La célula del punto 21, donde la forma atenuada viva de

Staphylococcus aureus que tiene un fenotipo de VCP estabilizado es un AhemBAT720 S.



aureus.
[0036] Punto 23: Una composicion que comprende: (A) al menos uno de los constructos
definidos en cualquiera de los puntos 1 a 16; al menos uno de las moléculas de &cidos
nucleicos definidas en el punto 17; al menos uno de los vectores definidos en el punto 18;
0 al menos uno de las células definidas en cualquiera de los puntos 19 a 22; y (B) (i) el
polipéptido definido en cualquiera de los puntos 1 a 11; (ii) un Staphylococcus aureus
atenuado vivo; (iii) un excipiente farmacéuticamente aceptable; (iv) un adyuvante; o (v)
una combinacion de por lo menos dos de (i) a (iv).

[0037] Punto 24: La composicion del punto 23, donde la forma atenuada viva de
Staphylococcus aureus expresa: (a) un polipéptido que comprende un polipéptido
SACOL0029 segun lo expuesto en cualquiera de las secuencias descritas en la FIG. 24
(SEC ID NOs: 5y 121 a 131), un polipéptido SACOL0264 (SEC ID NO: 185), un
polipéptido SACOL0442 segun lo expuesto en cualquiera de las secuencias descritas en
la FIG. 22D (SEC ID NOs: 29 y 82 a 92), un polipéptido SACOL0718 (SEC ID NO : 186),
un polipéptido SACOL0720 segun lo expuesto en cualquiera de las secuencias descritas
en las FIGs. 23I-K (SEC ID NOs: 11y 109 a 120), un polipéptido SACOL1353 (SEC ID
NO : 187), un polipéptido SACOL1416 (SEC ID NO: 188), SACOL1611 (SEC ID NO:
189), un polipéptido SACOL1867 segun lo expuesto en cualquiera de las secuencias
descritas en la FIG. 25D (SEC ID NOs: 152 a 164), un polipéptido SACOL1912 (SEC ID
NO : 43), SACOL1944 (SEC ID NO : 190), un polipéptido SACOL2144 (SEC ID NO : 191),
un polipéptido SACOL2365 (SEC ID NO : 192), un polipéptido SACOL2385 (SEC ID NO :
50) o un polipéptido SACOL2599 (SEC ID NO : 193) basado en la nomenclatura genética
del genoma Staphylococcus aureus COL (SACOL) expuesto en la Secuencia de
Referencia de NCBI NC_002951.2; (b) un polipéptido codificado por un gen de un mismo
operdn que un gen que codifica al polipéptido de (a); (c) un polipéptido que comprende un
fragmento inmunogénico de por lo menos 13 aminoacidos consecutivos de (a) o (b); (d) un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos por lo menos 60% idéntica en
su totalidad a la secuencia del polipéptido de cualquiera de (a) a (c); o (e) un polipéptido
que comprende una variante inmunogénica que comprende por lo menos 13 aminoécidos
consecutivos de cualquiera de (a) a (c).

[0038] Punto 25: La composicion del punto 23 o 24, donde la forma atenuada viva de



Staphylococcus aureus tiene el fenotipo estabilizado de la variante de colonias pequefias
(VCP).

[0039] Punto 26: La composicion de cualquiera de los puntos 23 a 25, donde el
adyuvante comprende alumbre, un aceite (por ejemplo, aceite emulsionado, aceite
mineral), saponina (por ejemplo, Quil-A™), diguanosina-5-monofosfato ciclico (c-di-GMP),
polifosfasina, indolicidina, patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS, por sus
siglas en inglés) o una combinacion de por lo menos dos de ellos.

[0040] Punto 27: Un método para prevenir y/o tratar una infeccion intramamaria
estafiloccica (IIM) en un mamifero, comprendiendo dicho método administrar a dicho
mamifero una cantidad eficaz del constructo definido en cualquiera de los puntos 1 a 16;
de la molécula de &cido nucleico definida en el punto 17; del vector definido en el punto
18; de la célula definida en cualquiera de los puntos 19 a 22; o de la composicidn definida
en cualquiera de los puntos 23 a 26.

[0041] Punto 28: El método del punto 27, donde dicha |IM estafilocécica es causada por
una o mas cepas Staphylococcus aureus.

[0042] Punto 29: El método del punto 27 o 28, donde dicho mamifero es una vaca.

[0043] Punto 30: Un uso de una cantidad eficaz de (i) el constructo definido en cualquiera
de los puntos 1 a 16; (ii) la molécula de acido nucleico definida en el punto 17; (iii) el
vector definido en el punto 18; de la célula definida en cualquiera de los puntos 19 a 22;
(iv) la composicion definida en cualquiera de los puntos 23 a 26; o (v) una combinacién de
por lo menos dos de (i) a (iv), para prevenir y/o tratar una infeccion intramamaria
estafilococica (1IM) en un mamifero.

[0044] Punto 31: El uso del punto 30, donde dicha |IM estafilococica es causada por una
0 més cepas de Staphylococcus aureus.

[0045] Punto 32: El uso del punto 30 0 31, donde dicho mamifero es una vaca.

[0046] Punto 33: El constructo definido en cualquiera de los puntos 1 a 16; la molécula
de &cido nucleico definida en el punto 17; el vector definido en el punto 18; la célula
definida en cualquiera de los puntos 19 a 22; la composicién definida en cualquiera de los
puntos 23 a 26 0 una combinacion de por lo menos dos de ellos, para utilizar en la
prevencion ylo tratamiento de una infeccion intramamaria estafilococica (lIM) en un

mamifero.
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[0047] Punto 34: El constructo, molécula de &cido nucleico, vector, célula, composicion o
combinacion del punto 33, donde dicha IIM estafilocécica es causada por una 0 mas
cepas de Staphylococcus aureus.

[0048] Punto 35: El constructo, molécula de acido nucleico, vector, célula o composicion
del punto 33 o0 34, donde dicho mamifero es una vaca.

[0049] Punto 36: Un kit para prevenir y/o tratar una infeccidn intramamaria estafilocdcica
(IIM) en un mamifero que comprende: (A) (i) al menos uno de los constructos definidos en
cualquiera de los puntos 1 a 16; (i) al menos una de las moléculas de &cidos nucleicos
definidas en el punto 17; (iii) al menos uno de los vectores definidos en el punto 18; (iv) al
menos una de las células definidas en cualquiera de los puntos 19 a 22; o (v) una
combinacion de por lo menos dos de (i) a (iv), y (B) (i) el polipéptido definido en cualquiera
de los puntos 1 a 11; (ii) un Staphylococcus aureus vivo atenuado; (iii) un excipiente
farmacéuticamente aceptable; (iv) un adyuvante; (v) instrucciones para utilizar el kit para
prevenir y/o tratar una infeccién intramamaria estafiloccica (IIM) en un mamifero; o (vi)
una combinacion de por lo menos dos de (i) a (v).

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0050] En los dibujos adjuntos:

[0051] FIGs. 1A-D. muestra titulos de IgG total sérica (FIG. 1A), IgG1 (FIG. 1B), e
IgG2 (FIG. 1C) para las vacas vacunadas (9) y con placebo (10) para cada antigeno de la
vacuna, basicamente SACOL0029, SACOL0442, SACOL0720, SACOL1867, SACOL1912,
y SACOL2385, cuatro semanas después de la segunda inmunizacion (justo antes de la
infeccion experimental). En la FIG. 1D, la relaciéon IgG2/IgG1 es representada para las
vacas vacunadas. En las FIGs. 1A, B y C, los circulos abiertos (o) representan datos para
las vacas vacunadas, los cuadrados negros (m) representan los datos para las vacas que
recibieron placebo. Cada simbolo representa el titulo para una vaca. Las lineas
horizontales representan las medianas: las lineas discontinuas representan las medianas
para las vacas vacunadas mientras que las lineas continuas representan las medianas
para las vacas que recibieron placebo. En las FIGs. 1A, B y C, los titulos para las vacas
vacunadas son mas altos que los titulos para las vacas que recibieron placebo (P<
0.0001). En la FIG. 1D, los simbolos representan la relacién IgG2/lgG1 para cada vaca.

Las lineas horizontales representan las medianas. Las diferentes letras muestran



11

diferencias estadisticas. ***, P<0.001.

[0052] FIG. 2. muestra la proliferacion dependiente del antigeno de células CD4+
sanguineas de las vacas vacunadas (9) y de las vacas que recibieron placebo (10)
cuatro semanas después de la segunda inmunizacion para cada antigeno. Cada simbolo
representa el porcentaje de células CD4+ que han proliferado para cada vaca después
de una semana de incubacion con el control positivo (ConA) o cada antigeno,
basicamente SACOL0029, SACOL0442, SACOL0720, SACOL1867, SACOL1912, y
SACOL2385. Los circulos abiertos (o) representan los datos para las vacas vacunadas,
los cuadrados negros (m) representan los datos para las vacas que recibieron placebo.
Las lineas horizontales representan las medianas: las lineas discontinuas representan las
medianas para las vacas vacunadas mientras que las lineas continuas representan las
medianas para las vacas que recibieron placebo. Analisis estadistico: Procedimiento mixto
de SAS. El simbolo * muestra las diferencias estadisticas entre los grupos vacunados y
placebo para los antigenos SACOL0029, SACOL0442, SACOL0720 y SACOL1912 (¥,
P<0.05). Adicionalmente, la proliferacion de células CD8+ fue similar para las vacas
vacunadas y aquellas con placebo para todos los antigenos con la excepcion del
antigeno SACOL0720 para el cual se observd una proliferacion mas elevada de las
células CD8+ para las vacas vacunadas (datos no mostrados).

[0053] FIG. 3. muestra infecciones intramamarias de S. aureus experimentales en vacas
lecheras. Cuatro semanas y 4 dias después de la segunda inmunizacién, se realizaron
infusiones de 63 Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de S. aureus en 3 de los 4
cuartos de las vacas vacunadas (9) y las tratadas con placebo (10) en el ordefie
vespertino (dia 1, flecha en la Figura 3). Se tomaron muestras de leche asépticas en el
ordefie de la mafiana y se determinaron los Recuentos de Células Somaticas (RCS)
mediante Valacta (Ste-Anne-de-Bellevue, QC). Los circulos abiertos (o) y la linea
discontinua representan los datos para las vacas vacunadas, mientras que los cuadrados
negros (m) y la linea continua representan los datos para las vacas que recibieron
placebo. Cada circulo blanco representa la media de RCS para todos los cuartos
infectados de las vacas vacunadas (27) mientras que cada cuadrado representa la media
de RCS para todos los cuartos infectados de las vacas que recibieron placebo (30

cuartos). Durante el periodo de prueba, se descubrié que los recuentos de células
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somaticas en la leche eran significativamente inferiores para las vacas vacunadas que
para las vacas que recibieron placebo (***; P<0.001).

[0054] FIGs. 4A-C. FIG. 4A muestra la correlacion entre UFC y los RCS para cada vaca,
y la FIG. 4B muestra la correlacion entre el titulo de IgG1 sérico contra SACOL0442 y
RCS para cada vaca. Cada simbolo representa los datos para una vaca. En la FIG. 4A, la
misma representa el valor medio de RCS y UFC para los 3 cuartos infectados desde el
comienzo hasta el final de la infeccion. En la FIG. 4B, la misma representa el valor medio
de RCS para los 3 cuartos infectados desde el comienzo hasta el final de la infeccion y el
titulo de IgG1 en suero contra SACOL0442 cuatro semanas después de la segunda
inmunizacion y justo antes de la infeccion experimental. Los circulos abiertos representan
los datos para las vacas vacunadas y los cuadrados negros representan los datos para las
vacas que recibieron placebo. Existe una fuerte correlacion entre los RCS/ml 'y las UFC/ml
y una correlacidn negativa entre el RCS y el titulo de IgG1 contra SACOL0442. En la FIG.
4C, la correlacion entre RCS o UFC con relacién al titulo de 1gG2 de la leche contra
SACOL0029 se muestra para cada vaca diez dias después de la infeccion experimental (6
semanas después de la segunda inmunizacion). Cada simbolo representa los datos
para una vaca diez dias después de la infeccion experimental. Se tomaron muestras de
leche asépticas en el ordefie matutino y se determinaron los recuentos viables de S.
aureus mediante diluciones 1/10 y plaqueo en placas de agar triptico de soja (TSA, por
sus siglas en inglés) mientras que se determinaron los RCS mediante Valacta (Ste-Anne-
de-Bellevue, QC). Los datos de RCS y UFC para cada vaca son el valor medio de los
datos para los 3 cuartos infectados diez dias después de la infeccion experimental. Las
muestras de leche para la determinacion de los titulos de 19G2 de la leche son la mezcla
de un volumen equivalente de leche de los 4 cuartos de cada vaca 10 dias después de la
infeccion experimental (6 semanas después de la segunda inmunizacién). Los cuadrados
negros (m) representan los datos para las vacas que recibieron placebo, los circulos
abiertos (o) representan los datos para las vacas vacunadas.

[0055] FIG. 5. muestra los titulos de IgG totales en suero para las vacas vacunadas para
cada antigeno de una vacuna que comprende los antigenos fusionados SACOL0029 y
SACOL1867 (mostrados como SACOL0029-1867) y los antigenos SACOL0442 vy
SACOL0720. En el ELISA, los antigenos buscados fueron SACOL0029-1867,
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SACOL0029, SACOL1867, SACOL0442 y SACOL0720. Cada circulo blanco representa el
titulo cuatro semanas después de la segunda inmunizacion para cada una de las 11 vacas
mientras que cada rombo negro representa el titulo preinmune. Las lineas horizontales
representan las medianas: la linea plena para los sueros preinmunes, la linea de puntos
para las muestras tomadas cuatro semanas después de la inmunizacion. Los titulos para
las vacas vacunadas son mas altos que los titulos de los sueros preinmunes (**, P < 0.01;
*** P < 0.001 para los otros antigenos ensayados).

[0056] FIG. 6 muestra los titulos de IgG total en suero contra el antigeno SACOL1867 de
ratones inmunizados con la proteina de fusion (SACOL0029-1867; fusion), una
combinacion de las proteinas separadas (SACOL0029 + SACOL1867; combinacién), la
proteina SACOL0029 solamente (0029) o la proteina SACOL1867 solamente (1867), en
cantidades molares equivalentes. Los circulos abiertos (o) representan los datos para los
titulos previos a la inmunizacion, los cuadrados negros (m) representan los datos para los
titulos de la inmunizacién. Para los titulos previos a la inmunizacion, se mezclaron sueros
preinmunizacion equitativamente entre los 5 ratones de cada grupo de inmunizacion para
obtener un titulo del grupo preinmune, representado por un circulo blanco por cada grupo.
Para los titulos inmunes, cada simbolo cuadrado representa el titulo para un ratén. Las
lineas horizontales representan las medianas: las lineas negras representan las medianas
para los sueros inmunes mientras que las lineas discontinuas (y el circulo blanco)
representan las medianas para el grupo de sueros preinmunes. Los titulos para los
ratones vacunados en la fusién, combinacion y 1867 grupos son mas altos que los titulos
para los ratones preinmunes (P< 0.001), y se descubrié que los titulos de los ratones que
recibieron antigeno monovalente SACOL0029 solamente no eran diferentes
significativamente de los titulos del grupo preinmune contra SACOL1867. Se muestra la
importancia estadistica entre los titulos inmunes del grupo de fusion contra la combinacion
y los dos grupos de vacunas monovalentes (***: P< 0.001).

[0057] FIG. 7. La IgG total sérica (segun lo medido por O.D. 450 nm en el ensayo ELISA)
dirigida contra una secuencia del epitopo de células B KDGGKYTLESHKELQ (SEC ID
NO: 1) contenida en un fragmento de la secuencia de aminoacidos de SACOL0442
(GEHLPKGNIVINTKDGGKYTLESHKELQKDRENVKINTAD, SEC ID NO: 2), y obtenida

de ratones inmunizados con ya sea una fusién de péptidos codificados de SACOL0442 y
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SACOL0720 KDGGKYTLESHKELQEAAAKEAAAKKDINKIYFMTDVDLGGPTFVLND
(SEC ID NO: 3) (Grupo 1) o el péptido KDGGKYTLESHKELQ (SEC ID NO: 1) codificado
de SACOL0442 (Grupo 2). Cada grupo estaba compuesto por 4 animales (n =4) que
recibieron inyecciones dos veces con cantidades equimolares de la secuencia
KDGGKYTLESHKELQ (SEC ID NO: 1) (correspondiente a 100 pg de
KDGGKYTLESHKELQEAAAKEAAAKKDINKIYFMTDVDLGGPTFVLND (SEC ID NO: 3)
para el Grupo 1y 31,25 ug de KDGGKYTLESHKELQ (SEC ID NO: 1) para el Grupo 2) en
un intervalo de 2 semanas, y se prepararon los sueros de sangre recolectada una semana
después de la dltima inyeccion. El ensayo ELISA se llevd a cabo con muestras séricas
diluidas 100 000 veces y se utlizd un fragmento de SACOL0442
(GEHLPKGNIVINTKDGGKYTLESHKELQKDRENVKINTAD, (SEC ID NO: 2)) como el
antigeno objetivo que contiene el epitopo péptido KDGGKYTLESHKELQ (SEC ID NO: 1).
Se expresaron datos individuales como circulos en el grafico y las medianas mediante
barras. Se encontré que la diferencia entre grupos era estadisticamente significativa (P <
0.0286, ensayo de Kuskal-Wallis, GraphPad Prism™ 7.00).

[0058] FIGs. 8A-B. Delecion de hemB en cepas ATCC29213 y A720 de Staphylococcus
aureus. (FIG. 8A) El gen hemB en la cepa del tipo salvaje (WT, por sus siglas en inglés)
ATCC29213 y su mutante isogénico A720 se delecioné mediante recombinacién
homologa y se reemplazé con un casete ermA para crear las cepas mutantes AhemB 'y
A720AhemB, respectivamente. Las lineas gruesas y los numeros denotan las regiones
PCR-amplificadas ilustradas en B para las cepas parentales (1) y las cepas con delecion
de hemB (2). (FIG. 8B) Productos de PCR de la cepa WT y su mutante AhemB isogénico
(se obtuvieron resultados similares con las cepas A720 y A720AhemB).

[0059] FIGs. 9A-C. muestran la influencia de las mutaciones AhemB, A720, y
AhemBAT20 de S. aureus en la infectividad de células MAC-T. Se infectaron células
MAC-T con cada una de las cuatro cepas para 3h, luego se incubaron con lisostafina
durante 30 min adicionales (t=3h), 12h 0 24h y se lisaron para la medicion de las bacterias
intracelulares viables (UFC). (FIG. 9A) Recuperacion relativa del indculo inicial encontrado
dentro de las células en t 3h para A720, y (FIG. 9B) para mutantes AhemBA720. Los
resultados son normalizados de acuerdo con lo obtenido para ATCC 29213 (WT) o

AhemB, respectivamente, y se expresan como medias con SD (**, P < 0.01; ***, P <
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0.001; ensayo t no apareado). (FIG. 9C) Medias y SD de UFC intracelulares para WT y
mutantes en 12h (izquierda) y 24h (derecha). Se empled un ANOVA de dos vias y ensayo
de comparaciones multiples de Tukey (*: P < 0.05; ***: P < 0.001). Todos los valores
indican el valor medio de tres experimentos independientes, cada uno realizado por
triplicado.

[0060] FIG. 10. muestra la persistencia de S. aureus ATCC 29213 (WT) y las mutantes
isogénicas dentro de las células MAC-T con el transcurso del tiempo. Se infectaron células
MAC-T con cada una de las cuatro cepas durante 3h, luego se incubaron con lisostafina
durante 30 min. adicionales, 12h o 24h y se lisaron para la medicién de bacterias
intracelulares (UFC). Las UFC bacterianas intracelulares son expresadas como el
porcentaje del indculo inicial después de ser transformadas en valores logaritmicos base
10 (Log10 UFC/ml). Los valores indican el valor medio de tres experimentos
independientes por triplicado con desviaciones estandares.

[0061] FIG. 11. muestra la viabilidad de células MAC-T infectadas mediante S. aureus
ATCC 29213 (WT) y mutantes isogénicas. Se infectaron células MAC-T con cada una de
las cuatro cepas para 3h, luego se incubaron con lisostafina durante 12 h (A) o0 24 h (B).
Luego se llevaron a cabo ensayos de viabilidad MTT con un método descrito en Kubica et
al., 2008. Los resultados son reportados como porcentaje de viabilidad con relacion a las
células no infectadas y se expresan como la media con SD de tres experimentos
independientes realizados por triplicado. Se compara la importancia estadistica con
simbolo (®) con el WT (ANOVA de dos vias y el ensayo de multiples comparaciones de
Tukey: * 0 ®: P <0.05; **: P< 0.01; ***: P < 0.001; ®®®®: P < 0.0001).

[0062] FIG. 12. muestra IIM murinas con las cepas parental (WT) y AhemBAT720 (AA).
Los ratones fueron infectados segin lo descrito previamente y las glandulas se
recolectaron a la hora indicada (h) o dia (D) después de la infecciéon. Cada columna
representa el valor medio de los recuentos UFC bacterianos para un grupo de gléandulas, y
los rangos son indicados mediante barras. Se empled un minimo de seis glandulas por
grupo excepto por la cepa WT en D7 (2 glandulas: solamente un raton sobrevivio). La
mortalidad de los ratones en puntos de tiempo especificos es indicada mediante flechas.
El asterisco indica el aclaramiento de AhemBA720 de las glandulas (por debajo del limite
de deteccidn de 10 UFC/glandula).
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[0063] FIG. 13. Doble mutante (A720AhemB) estimula en flujo entrante de neutréfilos en
las glandulas mamarias hasta niveles similares en comparacion con WT en las primeras
24 horas luego de la infeccién. Los ratones fueron infectados segun lo descrito en
materiales y métodos, y un grupo control (PBS) de ratones recibié una inyeccién de PBS
estéril. Se recolectaron las glandulas en tiempos indicados, se homogenizaron y se
ensayaron cinéticamente para determinar la actividad de MPO segun lo descrito en la
seccion Materiales y Métodos. Cada punto representa Unidades de MPO para una
gléndula, lo cual se muestra como valores en bruto ajustados por gramo de gléandula. Los
valores medios son representados mediante lineas gruesas.

[0064] FIG. 14. Inflamacién visual de las glandulas mamarias R4 y L4 24 h después de
[IM de ratones con S. aureus ATCC 29213 (WT) y el doble mutante A720AhemB (AA). Se
infectaron los ratones segun lo descrito en la seccion Materiales y Métodos, y los ratones
del grupo control (PBS) recibieron una inyeccion de PBS estéril. Las fotografias muestran
glandulas que se recolectaron después de 24 h. En cada panel, se muestran las glandulas
R4 (izquierda) y L4 (derecha).

[0065] FIG. 15A. La infiltracion de neutrdfilos vuelve a los niveles normales después del
aclaramiento del doble mutante A720AhemB. Se infectaron los ratones segun lo descrito
en la seccion Materiales y Métodos, y un grupo control (PBS) de ratones recibié una
inyeccion de PBS estéril. Se recolectaron las glandulas en los tiempos indicados, se
homogenizaron y se ensayaron cinéticamente para determinar la actividad de MPO segun
lo descrito en la seccion Materiales y Métodos. Las columnas representan los valores
medios de Unidades MPO de un grupo de 6 glandulas (4 para el control PBS) ajustados
por gramo de glandula, y las barras de error ilustran la desviacion estdndar. Se muestra la
importancia estadistica entre los grupos del Dia 4 y 12 luego de la infeccién mediante el
simbolo (®). Se utilizaron el ANOVA de una via y los ensayos de comparaciones multiples
de Tukey (®P: P< 0.01; NS: No hay diferencia significativa entre los grupos).

[0066] FIGs. 15B-C. Inmunizacion de ratones con el mutante doble atenuado vivo
(A720AhemB) estimula una respuesta humoral fuerte contra aislados de la mastitis bovina
por S. aureus de los tipos spa encontrados comunmente. Los ratones fueron inmunizados
segun lo descrito previamente: se recolectaron los sueros antes de la inmunizacion por

cebado (Preinmune) y diez dias después de la inmunizacién de refuerzo (Inmune). FIG.
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15B. Los titulos de IgG suben con el aumento de las dosis de la cepa atenuada viva
A720GAhemB: cada punto representa el titulo de IgG total de un ratén contra un extracto
de células enteras A720GAhemB. Los valores medios son representados mediante lineas
gruesas para titulos Inmunes vy las lineas discontinuas para los titulos Preinmunes. Se
compararon los titulos con sus titulos preinmunes correspondientes (ANOVA de dos vias y
ensayo de multiples comparaciones de Tukey: ****: P < 0.0001). FIG. 15C. Inmunizacién
con el mutante vivo atenuado A720GAhemB confiere titulos de 1gG contra componentes
que son compartidos por cepas de mastitis de tipos spa encontrados comunmente. Cada
punto representa el titulo de IgG total de un raton contra el extracto de células enteras de
la cepa indicada. Los valores medios son representados por lineas gruesas para titulos
Inmunes y las lineas discontinuas para titulos Preinmunes. Se compararon todos los
titulos inmunes con su titulo preinmune correspondiente (P < 0.0001) y entre cepas
clinicas (ANOVA de dos vias y ensayo de multiples comparaciones de Sidak: NS: no hay
diferencia significativa).

[0067] FIG. 16. muestra los titulos de IgG sérica total contra la proteina de fusién
SACOL0029-1867 de ratones inmunizados con la mezcla proteica (compuesta por 5 g de
los antigenos SACOL0029, SACOL0442, SACOL0720, y la fusion SACOL0029-1867), 10°
UFC de la cepa viva atenuada A720AhemB sola 0 una combinacion de la mezcla proteica
y la cepa A720AhemB. Los circulos abiertos (o) representan los datos para los titulos
preinmunes, los cuadrados negros (m) representan los datos para los titulos inmunes.
Cada simbolo representa el titulo para un ratén. Las lineas horizontales representan las
medianas: las lineas negras representan las medianas para los sueros inmunes mientras
que las lineas discontinuas representan las medianas para los sueros preinmunes. Los
titulos para los ratones vacunados en el grupo de la mezcla proteica y el grupo de la
combinacion son mas altos que los titulos para los ratones preinmunes (P< 0.001). Se
muestra la importancia estadistica entre los titulos inmunes de combinacién contra los dos
otros grupos de ratones vacunados (**: P< 0.01).

[0068] FIG. 17. muestra los titulos de IgG sérica total contra SACOL0029 de ratones
inmunizados con la mezcla proteica (compuesta por 5 ug de los antigenos SACOL0029,
SACOL0442, SACOL0720, y la fusion SACOL0029-1867), 105 UFC de la cepa viva

atenuada A720AhemB sola o una combinacién de la mezcla proteica y la cepa
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A720AhemB. Los circulos abiertos (o) representan los datos para los titulos preinmunes,
los cuadrados negros (m) representan los datos para los titulos inmunes. Cada simbolo
representa el titulo de IgG total para un ratén. Las lineas horizontales representan las
medianas: las lineas negras representan las medianas para los sueros inmunes mientras
que las lineas discontinuas representan las medianas para los sueros preinmunes. Se
muestra la importancia estadistica entre los titulos inmunes y preinmunes de los tres
grupos de ratones (**: P< 0.01).

[0069] FIG. 18. muestra los titulos de IgG sérica total contra la proteina de superficie
estafilocécica CIfA para ratones inmunizados con la mezcla proteica SACOL0029,
SACOL0442, SACOL0720, y SACOL0029-1867, 10° UFC de la cepa viva atenuada
A720AhemB sola o una combinacion de la mezcla proteica y A720AhemB. Los circulos
abiertos (o) representan los datos para los titulos preinmunes, los cuadrados negros (m)
representan los datos para los titulos inmunes. Cada simbolo representa el titulo para un
raton. Las lineas horizontales representan las medianas: Las lineas negras representan
las medianas para los sueros inmunes mientras que las lineas discontinuas representan
las medianas para los sueros preinmunes. Se muestra la importancia estadistica entre los
titulos preinmunes y los titulos inmunes (*: P< 0.05).

[0070] FIG. 19. mas adelante muestra la relacién sérica de los titulos de lgG2a/lgG1
contra el polipéptido de fusion SACOL0029-1867 para ratones inmunizados con la mezcla
proteica, o la combinacion de la mezcla proteica y la cepa viva A720AhemB atenuada.
[0071] FIG. 20. muestra las relaciones séricas contra el antigeno SACOL0029. Los
cuadrados abiertos (o) representan los datos para los titulos preinmunes, los cuadrados
negros (m) representan los datos para los titulos inmunes. Cada simbolo representa la
relacion de los titulos para un ratén. Las lineas horizontales representan las medianas. Se
muestra la importancia estadistica entre el grupo de la mezcla proteica en comparacion
con las relaciones de los grupos de combinacion (*: P< 0.05; **: P< 0.01).

[0072] FIGs. 21A-J. I. Polinucledtidos SACOL0029 (secuencia de longitud completa SEC
ID NO: 4) y polipéptidos (secuencias de fragmento(s) y variante(s), de longitud completa
SEC ID NOs: 5 a 9). Se muestran epitopos seleccionados sombreados y/o en negrita; Il.
polinucledtidos SACOL0720 (secuencia de longitud completa SEC ID NO: 10) y

polipéptidos (secuencias de fragmentos y variante(s), de longitud completa SEC ID NOs:



19

11 a 27). Se muestran epitopos seleccionados sombreados; Illl. polinucleotidos
SACOL0442 (secuencia de longitud completa SEC ID NO: 28) y polipéptidos (secuencias
de fragmentos y variante(s), de longitud completa SEC ID NOs: 29 a 36 y 1). Se muestran
los epitopos seleccionados sombreados; IV. polinucledtidos SACOL1867 (secuencia de
longitud completa SEC ID NO: 37) y polipéptidos (secuencias de fragmento(s) y
variante(s), de longitud completa SEC ID NOs: 38 a 41). Se muestran los epitopos
seleccionados  sombreados. ElI dominio de transmembrana  pronosticado
(http://www.enzim.hu/hmmtop/html/submit.html) se muestra en negrita; V. polinucleétido
SACOL1912 (secuencia de longitud completa SEC ID NO: 42) y polipéptidos (secuencias
de longitud completa y variante(s) SEC ID NOs: 43 a 44). Se muestran los epitopos
seleccionados sombreados (véase por ejemplo, SEC ID NOs: 45-48); VI. polinucleétido
SACOL2385 (SEC ID NO: 49 de longitud completa) y polipéptidos (secuencias de longitud
completa y variante(s) SEC ID NOs: 50 a 51). Se muestran los epitopos seleccionados
sombreados (véase por ejemplo, SEC ID NOs: 52-53); VII. Fusiones: (i) secuencias de
polinucledtidos fusionados SACOL0029-1867 (SEC ID NOs: 54 y 56) y secuencias de
polipéptidos (SEC ID NOs: 55, 57-58). En las secuencias de polinucledtidos y polipéptidos,
la secuencia con subrayado doble, si la hay, es aquella de la polihistidina, la secuencia en
letra cursiva es la secuencia del fragmento SACOL0029, la secuencia subrayada unica es
la secuencia del ligante y la secuencia en letra negrita es la secuencia del fragmento
SACOL1867; (ii) secuencia de polipéptidos fusionados SACOL0720-720 (SEC ID NO: 27).
En la secuencia de polipéptidos, la secuencia con doble subrayado, si la hay, es aquella
de la polihistidina, las secuencia con letra cursiva son las secuencias de los fragmentos
SACOL0720 y la secuencia subrayada Unica es la secuencia del ligante; (iii) secuencia de
polipéptidos fusionados SACOL0442-720 (SEC ID NO: 3). En el polinucleétido vy
secuencias de polipéptidos, la secuencia con subrayado doble, si la hay, es aquella de la
polihistidina, la secuencia con letras cursivas es la secuencia del fragmento SACOL0442,
la secuencia subrayada Unica es la secuencia del ligante y la secuencia en letras negritas
es la secuencia del fragmento SACOL0720; y VIII. Secuencias de ligantes (SEC ID NOs:
59 a70).

[0073] FIGs. 22A-D I. Alineacion de multiples secuencias de polinucleétidos (SEC ID
NOs: 71-72, 28, 73 a 81) para SACOL0442 de longitud completa y ortélogos; II. Alineacion


http://www.enzim.hu/hmmtop/html/submit.html
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de multiples secuencias de polipéptidos (SEC ID NOs: 29 y 82 a 92) para SACOL0442 de
longitud completa, ortélogos y se presentan secuencias consenso derivadas de los
mismos. En estas secuencias, “*” denota que los residuos en esa columna son idénticos

en todas las secuencias de la alineacion, “.” denota que las sustituciones conservadas han
sido observadas, y “." denota que se han observado sustituciones semi-conservadas.
También se presentan secuencias consenso derivadas de estas alineaciones donde X es
cualquier aminoacido. En las secuencias de polipéptidos, se muestran los epitopos
seleccionados sombreados (véase por ejemplo, SEC ID NOs: 1, 34, 93-97).

[0074] FIGs. 23A-K I. Alineacion de multiples secuencias de polinucledtidos (SEC ID
NOs: 98 a 104, 10, y 105 a 108) para SACOL0720 de longitud completa y ortdlogos; Il. Se
presenta la alineacion de multiples secuencias de polipéptidos (SEC ID NOs: 11y 109 a
120) para SACOL0720 de longitud completa, ortologos, y secuencias consenso derivadas
de los mismos. En estas secuencias, “*” denota que los residuos en esa columna son

idénticos en todas las secuencias de la alineacion, “” denota se han observado
sustituciones conservadas, y “" denota que se han observado sustituciones
semiconservadas. También se presentan secuencias consenso derivadas de estas
alineaciones donde X es cualquier aminoacido. En las secuencia de polipéptidos, se
muestran los epitopos seleccionados sombreados (véase por ejemplo, SEC ID NOs: 22,
19y 21).

[0075] FIG. 24 Se presenta la alineacion de mdltiples secuencias polipeptidicas (SEC ID
NOs: 5y 121 a 131) para SACOL0029 de longitud completa, ortélogos y secuencias
consenso derivadas de las mismas. En estas secuencias, “*” denota que los residuos en
esa columna son idénticos en todas las secuencias de la alineacién, “.” denota que se han
observado sustituciones conservadas, y “.” denota que se han observado sustituciones
semiconservadas. Se presentan ademas secuencias consenso derivadas de estas
alineaciones donde X es cualquier aminoacido. En las secuencia de polipéptidos, se
muestran los epitopos seleccionados sombreados (véase por ejemplo, SEC ID NOs: 132-
139). Epitopo en letras negritas identificado por BCPred™. Epitopos sombreados
identificados mediante predicciones AAp.

[0076] FIGs. 25A-D. |- Alineacion de multiples secuencias de polinucleétidos (SEC ID
NOs: 140 a 151) para SACOL1867 de longitud completa y ortélogos; II- Alineacién de
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multiples secuencias de polipéptidos (SEC ID NOs: 152 a 164) para SACOL1867 de
longitud completa, ortologos y secuencias consenso derivadas de las mismas. En estas
secuencias, “” denota que los residuos en esa columna son idénticos en todas las
secuencias de la alineacion, " denota que se han observado sustituciones conservadas, y
“” denota que se han observado sustituciones semiconservadas. Se presentan ademas
secuencias consenso derivadas de estas alineaciones donde X es cualquier aminoacido.
En las secuencia de polipéptidos, se muestran los epitopos seleccionados sombreados
(véase por ejemplo, SEC ID NOs: 165-180) y el final del dominio del péptido sefial y/o el
dominio transmembrana se encuentra marcado con una linea (separa el péptido sefal y/o
el dominio transmembrana de la forma secretada).

[0077] FIG. 26. | — secuencia polinucleotidica (SEC ID NO: 181) para SACOL1715 de
longitud completa (hemB); y Il-secuencia de aminoacidos (SEC ID NO: 182) para
SACOL1715 de longitud completa (hemB).

[0078] FIG. 27. | — secuencia polinucleotidica (SEC ID NO: 183) para CIfA de longitud
completa (NWMN_0756, newman); y ll-secuencia de aminoacidos (SEC ID NO: 184) para
CIfA de longitud completa.

DESCRIPCION DE REALIZACIONES ILUSTRATIVAS

[0079] La presente invencidon demostrd que una fusién de dos antigenos cred una
sinergia no esperada en la respuesta inmune.

[0080] Adicionalmente, la presente invencion también estabilizo el fenotipo VCP de un
Staphylococcus mediante hemB (delecion completa menoscabando de ese modo la
posibilidad de reversién a un fenotipo invasivo (Tuchscherr, 2011)) posibilitando su uso
como un sistema de administracion de vacuna. HemB codifica la proteina HemB/
mondémero, que se combina para crear la enzima porfobilindgeno sintasa o
aminolevulinato dehidratasa [EC 4.2.1.24]. Por afadidura, se obtuvo la atenuacién
adicional mediante la inactivacién de un antigeno de la presente invencion, basicamente
del gen SACOLO0720, el cual ha probado anteriormente que es importante para S. aureus
en la resistencia a péptidos catidnicos (Falord, 2012; Kawada-Matsuo, 2011; Meehl, 2007)
e in vivo durante IIM (Allard, 2013). Por lo tanto, esta cepa doble mutante atenuada que
expresa los constructos de la presente invencion se puede utilizar para la inmunizacion y

proteccion contra |IM.
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Definiciones Generales

[0081] Se presentan los encabezamientos, y otros identificadores, por ejemplo, (a), (b),
(i), (ii), etc., meramente para facilitar la lectura de la memoria descriptiva y de las
reivindicaciones. El uso de encabezamientos u otros identificadores en la memoria
descriptiva o en las reivindicaciones no requiere necesariamente de la realizacion de las
etapas o de los elementos en orden alfabético o numérico o en el orden en el cual se
presentan.

[0082] En la presente descripcion, se emplean ampliamente una cantidad de términos. A
fin de proporcionar una comprension clara y consistente de la memoria descriptiva y de las
reivindicaciones, incluyendo el alcance que se le dara a dichos términos, se proporcionan
las siguientes definiciones.

[0083] Eluso de la palabra “un” o “una” cuando se utiliza en conjunto con el término “que
comprende” en las reivindicaciones y/o en la memoria descriptiva puede significar “uno”
aunque es también consistente con el significado de “uno o mas”, “por lo menos uno’, y
‘uno 0 mas de uno”.

[0084] A lo largo de esta solicitud, el término “aproximadamente” se utiliza para indicar
que un valor incluye la desviacion estandar de error para el dispositivo 0 método que se
esta empleando para determinar el valor. En general, la terminologia “aproximadamente”
tiene el propdsito de designar una posible variacién de hasta 10%. Por consiguiente, una
variacion de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 y 10% de un valor se encuentra incluida en el término
‘aproximadamente”. A menos que se indique lo contrario, el uso del término
“‘aproximadamente” antes de un rango es aplicable a ambos extremos del rango.

[0085] En el contexto de esta memoria descriptiva y en las reivindicacién(es), las
palabras “que comprende” (y cualquier forma del verbo comprender, tales como
‘comprenden” y “comprende”), “que tiene” (y cualquier forma del verbo tener, tal como
‘tienen” y “tiene”), “que incluye” (y cualquier forma del verbo incluir, tales como “incluye” e
‘incluyen”) o “que contiene” (y cualquier forma del verbo contener, tales como “contiene” y
‘contienen”) son inclusivas o de final abierto y no excluyen etapas del método o elementos
adicionales, que no se han mencionado.

[0086] En el presente contexto, el término "consiste en" 0 "que consiste en " significa

incluyendo solamente los elementos, etapas o ingredientes mencionados especificamente
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en la realizacion reivindicada o reivindicacion en particular.

Polipéptidos, acidos nucleicos y sistemas de administracion

[0087] En el presente contexto, el término “vacuna” se refiere a cualquier compuesto /
agente (‘componente de la vacuna®), o combinaciones de los mismos, capaz de inducir/
provocar una respuesta inmune en un huésped y el cual permite tratar y/o prevenir una
infeccion y/o una enfermedad. Por lo tanto, los ejemplos no limitativos de dicho agente
incluyen proteinas, polipéptidos, fragmentos de proteina/ polipéptido, inmundgenos,
antigenos, epitopos peptidicos, epitopos, mezclas de proteinas, péptidos o epitopos asi
como también &cidos nucleicos, genes o porciones de genes (que codifican un polipéptido
o proteina de interés o un fragmento del mismo) agregados por separado o en una
secuencia contigua tal como en las vacunas de acidos nucleicos, y similares.

[0088] En un aspecto de la presente invencidn, se proporciona un constructo de fusion
de formula I:

[0089] X-A-ligante-B-Z (formula (1),

[0090] Donde Ay B son idénticos o diferentes y son cada uno independientemente un
polipéptido antigénico (es decir, natural, fragmento o variante del mismo) de la presente
invencion.

[0091] En una realizacién especifica, A y/o B es (a) un polipéptido que comprende un
polipéptido SACOL0029 segun lo expuesto en cualquiera de las secuencias descritas en
la FIG. 24 (SEC ID NOs: 5y 121 a 131), un polipéptido SACOL0264 (SEC ID NO : 185),
un polipéptido SACOL0442 segun lo expuesto en cualquiera de las secuencias descritas
en la FIG. 22D (SEC ID NOs: 29 y 82 a 92), un polipéptido SACOL0718 (SEC ID NO:
186), un polipéptido SACOL0720 segun lo expuesto en cualquiera de las secuencias
descritas en las FIGs. 23I-J (SEC ID NOs: 11 y 109 a 120), un polipéptido SACOL1353
(SEC ID NO : 187), un polipéptido SACOL1416 (SEC ID NO : 188), SACOL1611 (SEC ID
NO : 189), un polipéptido SACOL1867 segun lo expuesto en cualquiera de las secuencias
descritas en la FIG. 25D (SEC ID NOs: 152 a 164), un polipéptido SACOL1912 segun lo
expuesto en FIG. 21G-V (SEC ID NO: 43), SACOL1944 (SEC ID NO: 190), un
polipéptido SACOL2144 (SEC ID NO: 191), un polipéptido SACOL2365 (SEC ID NO:
192), un polipéptido SACOL2385 segun lo expuesto en VI en la FIG. 21H (SEC ID NO :
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50) o un polipéptido SACOL2599 (SEC ID NO: 193). En una realizacion especifica, el
polipéptido antes mencionado (a) es el fragmento secretado o extracelular del polipéptido
definido anteriormente. Los dominios de transmembrana pueden ser pronosticados
utilizando, por ejemplo, el software TMpred™ (ExPASY)
http://www.ch.embnet.org/software/ TMPRED_form.html,

http://www.psort.org/psortb/index.html  http://www.enzim.hu/hmmtop/html/submit.html y/o
SignlP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP). TMpred™ vy SignallP 4.1
pronosticaron el dominio extracelular para: SACOL0720: AA 310-508; SACOL0442 AA 36
a 203. Enzim pronostico un dominio de transmembrana SACOL1867 (1-40) de tal modo
que el dominio extracelular  era: AA  41-239 mientras que

http://www.psort.org/psortb/index.html  pronosticoé que SACOL1867 era una proteina

extracelular. Puesto que los dominios de transmembrana y/o de péptido sefial antes
mencionados son putativos, la presente invencion abarca los casos en los cuales los
antigenos presentados en la presente invencion (por ejemplo, SACOL1867) tienen 0 no un
dominio de transmembrana y/o péptido de sefial y abarca los correspondientes fragmentos
extracelulares. En una realizacion, el polipéptido mencionado anteriormente es un
polipéptido normalmente secretado o expresado en la superficie de las bacterias (por
ejemplo, Staphylococcus aureus).

[0092] Los numeros de acceso a la base de datos Genbank para genes S. aureus
enlistados en la presente invencion y sus polipéptidos antigénicos codificados abarcados
por la presente invencion se ilustran en la Tabla | que aparece a continuacion:

Tabla I: Numeros de acceso a la base de datos Genbank para los genes de S. aureus

asociados a IIM y polipéptidos codificados descritos en esta invencién

N° de ID de Gen de N° de proteina de
Nombre de genes
GenBank GenBank

YP_184940.1
SACOL0029 3236748

(SEC ID NO: 5)
SACOL0100 3236858 YP_185004.1
SACOL0101 3236840 YP_185005.1
SACOL0105 3236844 YP_185009.1
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SACOL0148 3236734 YP_185048.1
SACOL0154 3238707 YP_185054.1
SACOL0204 3236774 YP_185103.1
SACOL0205 3236775 YP_185104.1
YP_185159.1
SACOL0264 3236683 WP_000570071
(SEC ID NO: 185)
SACOL0442 3236485 YR 165332
(SEC ID NO: 29)
SACOL0461 3236475 YP_185351.1
SACOL0608 3236353 YP_185493.1
SACOL0660 3238251 YP_185544.1
SACOL0688 3236721 YP_185570.1
SACOL0690 3236723 YP_185572.1
SACOL0704 3236241 YP_185586.1
YP_185600.1
SACOL0718 3236599 WP_000985996
(SEC ID NO: 186)
SACOL0720 3236600 YP 186011
(SEC ID NO: 11)
SACOL0829 3238649 YP_185703.1
SACOL1054 3236163 YP_185919.1
SACOL1142 3236098 YP_186005.1
SACOL1145 3237661 YP_186008.1
SACOL1320 3236394 YP_186175.1
YP_186206.1
SACOL1353 3236077 WP_000603968
(SEC ID NO: 187)
SACOL1416 3236563 YP 1662681

WP_000548932
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(SEC ID NO: 188)

YP_186451.1

SACOL1611 3236575 WP_001095260
(SEC ID NO: 189)
SACOL1637 3238018 YP_186477.1
SACOL1680 3238476 YP_186520.1
SACOL1781 3236594 YP_186614.1
SACOL1812 3238705 YP_186645.1
SACOL1867 3236101 YP1806%.1
(SEC ID NO: 38)
SACOL1912 3236086 YR 180771
(SEC ID NO: 43)
YP_186769.1
SACOL1944 3237515 WP_000149064
(SEC ID NO: 190)
SACOL2092 3238693 YP_186907.1
YP_186957.1
SACOL2144 3237436 WP_000908177
(SEC ID NO: 191)
SACOL2169 3237416 YP_186981.1
SACOL2171 3237418 YP_186983.1
SACOL2321 3238070 YP_187128.1
SACOL2325 3238483 YP_187132.1
SACOL2342 3235997 YP_187148.1
YP_187170.1
SACOL2365 3238203 WP_000827000
(SEC ID NO: 192)
SACOL2379 3237628 YP_187183.1
SACOL2385 3238646 YR 1671831

(SEC ID NO: 50)
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YP_187390.1
SACOL2599 3237186 AAW38600
(SEC ID NO: 193)

[0093] Las secuencias consenso derivadas de las alineaciones de ciertos polipéptidos
enlistados con anterioridad son presentadas en las FIGs. 21-25. En una realizacion
especifica de estas secuencias consenso, cada X en las secuencias consenso (por
ejemplo, las secuencias consenso en las FIGs. 21-25) se define como siendo cualquier
aminoacido, o ausente cuando esta posicion esta ausente en uno o0 méas de los ortologos
presentados en la alineacion. En una realizacion especifica de estas secuencias
consenso, cada X en las secuencias consenso se define como siendo cualquier
aminodcido que constituye una sustitucion conservada o semiconservada de cualquiera de
los aminoacidos en la posicion correspondiente en los ortblogos presentados en la
alineacién, o esta ausente cuando esta posicion estd ausente en uno 0 mas de los
ortélogos presentados en la alineacion. En las FIGs. 21-25, se denotan las sustituciones

conservadoras mediante el simbolo “” y las sustituciones semiconservadoras se denotan
mediante el simbolo “.”. En otra realizacién, cada X se refiere a cualquier aminoacido que
pertenece a la misma clase que cualquiera de los residuos aminoacidos en la posicidn
correspondiente en los ortélogos presentados en la alineacion, o ausente cuando esta
posicion esta ausente en uno 0 mas de los ortélogos presentados en la alineacion. En otra
realizacion, cada X se refiere a cualquier aminoacido en la posicion correspondiente de los
ortélogos presentados en la alineacién, o ausente cuando esta posicion esta ausente en
uno 0 mas de los ort6logos presentados en la alineacion. En una realizacion especifica, A
ylo B es un polipéptido que satisface cualquiera de estas secuencias consenso 0 su
fragmento.

[0094] La mutacién de aminoacidos conservadores puede incluir la adicion, delecién o
sustitucion de un aminoacido; una sustitucion de aminoacidos conservadores se define en
la presente como la sustitucion de un residuo de aminoacido por otro residuo de
aminoécido con propiedades quimicas similares (por ejemplo, tamafio, carga o polaridad).
Ese tipo de sustitucidn de aminoacido conservador puede ser un aminoacido basico,

neutro, hidroéfobo o acido por otro del mismo grupo (véase por ejemplo, la Tabla Il que
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aparece mas adelante). Mediante el término "aminoacido béasico " se quiere hacer
referencia a aminoacidos hidréfilos que tienen un valor pK de cadena lateral de mas de 7,
los cuales generalmente tienen carga positiva a pH fisiolégico. Los aminoacidos basicos
incluyen histidina (His o H), arginina (Arg o R), y lisina (Lys o K). Mediante el término
"aminoacido neutro" (también "aminoacido polar"), se hace referencia a los aminoacidos
hidréfilos que tienen una cadena lateral que esta sin cargar a pH fisiologico, aunque tiene
por lo menos un enlace en el cual el par de electrones compartido en comun por dos
atomos se mantiene mas cercano por uno de los atomos. Los aminoacidos polares
incluyen serina (Ser o S), treonina (Thr o T), cisteina (Cys o C), tirosina (Tyr o Y),
asparagina (Asn o N), y glutamina (GIn o Q). El término "aminoacido hidréfobo" (también
denominado "aminoéacido no polar") tiene el propdsito de incluir aminoacidos que exhiben
una hidrofobicidad mayor a cero de acuerdo con la escala de hidrofobicidad consenso
normalizada de Eisenberg (1984). Los aminoacidos hidréfobos incluyen prolina (Pro o P),
isoleucina (He o 1), fenilalanina (Phe o F), valina (Val o V), leucina (Leu o L), triptéfano
(Trp 0 W), metionina (Met o M), alanina (Ala o A), y glicina (Gly o G). "Aminoacido &cido"
se refiere a aminoacidos hidréfilos que tienen un valor pK de cadena lateral inferior a 7, los
cuales generalmente tienen carga negativa a pH fisioldgico. Los aminoacidos acidos
incluyen glutamato (Glu o E), y aspartato (Asp o D).

[0095] Un aminoacido semiconservado reemplaza un residuo por ofro que tiene
conformacion estérica similar, aunque no comparte propiedades quimicas. Los ejemplos
de sustituciones semi-conservadoras incluirian la sustitucion de cisteina por alanina o
leucina; sustitucién de serina por asparagina; sustitucién de valina por treonina; o
sustitucion de prolina por alanina.

[0096] La Tabla Il que aparece a continuacién indica qué aminoacido pertenece a cada

clase de aminoacidos.

Clase Nombre de los aminoacidos
Alifatico Glicina, Alanina, Valina, Leucina, Isoleucina
Que contiene hidréxilo o Azufre Serina, Cisteina, Selenocisteina, Treonina,
/Selenio Metionina
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Ciclico Prolina

Aromatico Fenilalanina, Tirosina, Triptéfano

Basico Histidina, Lisina, Arginina

Acido y su Amida Aspartato, Glutamato, Asparagina, Glutamina

[0097] La similitud e identidad entre secuencias de aminoacidos o nucleotidos se puede
determinar comparando cada posicién en las secuencias alineadas. La alineacion éptima
de secuencias con motivos comparativos de la similitud y/o identidad puede llevarse a
cabo utilizando una variedad de algoritmos, por ejemplo utilizando un programa/ software
de alineacién de multiples secuencias bien conocido en la técnica tal como ClustalW™,
SAGA™ UGENE™ o T-coffee™. Los ejemplos de alineaciones de secuencias multiples
se describen en los ejemplos que aparecen mas adelante y se ilustran en las FIGs 21A a
25.

Operdn de gen

[0098] En otra realizacién, A y/o B es (b) un polipéptido codificado por un gen de un
mismo operon que un gen que codifica al polipéptido de (a) segun lo definido con
anterioridad en la presente invencién. Por ejemplo, SACOL0718 es un gen del mismo
operén que SACOL0720.

Fragmento

[0099] En otra realizacion, A y/o B es (¢) un polipéptido que comprende un fragmento
inmunogénico de por lo menos 13 aminoacidos consecutivos de (a) o (b) segun lo definido
con anterioridad en la presente invencion.

[00100] Un fragmento inmunogénico de una proteina/ polipéptido se define como parte de
una proteina/ polipéptido que es capaz de inducir / provocar una respuesta inmune en un
huésped. En una realizacién, el fragmento inmunogénico es capaz de activar la misma
clase de respuesta inmune, aunque no necesariamente en cantidad, que la proteina /
polipéptido. Un fragmento inmunogénico de una proteina/polipéptido comprende
preferentemente uno o mas epitopos de dicha proteina/polipéptido. Un epitopo de una
proteina/ polipéptido se define como un fragmento de dicha proteina / polipéptido de por lo

menos aproximadamente 4 o 5 amino&cidos de largo, capaz de producir un anticuerpo
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especifico y/o una célula inmune especifica (por ejemplo, una célula T o célula B) que
tiene un receptor capaz de unirse especificamente a dicho epitopo. Existen dos tipos
diferentes de epitopos: epitopos lineales y epitopos conformacionales. Un epitopo lineal
comprende un tramo de amino&cidos consecutivos. Un epitopo conformacional esta
formado, tipicamente, por diversos tramos de aminoacidos conservadores que estan
plegados en posicion y en forma conjunta forman un epitopo en una proteina plegada
apropiadamente. Un fragmento inmunogénico, en el presente contexto, se refiere a uno, o
ambos, de dichos tipos de epitopos. En una realizacién en la cual se emplean solamente
fragmentos inmunogénicos (es decir, no fusionados en un constructo polipeptidico mas
grande (por ejemplo, fusién con otro fragmento antigénico)), el fragmento inmunogénico
de una proteina/ polipéptido comprende por lo menos 16 residuos de aminoacidos. En una
realizacion adicional, el fragmento inmunogénico comprende por lo menos 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120,
130, 140, 150, o 160 aminoacidos consecutivos de la proteina/ polipéptido nativo. En una
realizacion especifica, el fragmento tiene por lo menos 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46 47, 48, 49, 50,
0o 50 o mas aminoacidos consecutivos de la proteina/ polipéptido nativo. En una
realizacion en la cual el por lo menos un fragmento inmunogénico forma parte de un
constructo polipeptidico mas grande (por ejemplo, fusién con otro polipéptido antigénico,
fragmento o variante del mismo), el fragmento inmunogénico comprende por lo menos 13
residuos de aminoacidos consecutivos del polipéptido. Sin estar limitados de ese modo,
los fragmentos abarcados por la presente invencion comprenden fragmentos
inmunogénicos de por lo menos 13 aminoacidos consecutivos de SACOL029 segun lo
mostrado en la FIG. 21 (y fragmentos correspondientes en ortdlogos de SACOL029 (por
ejemplo, segun lo ilustrado en la FIG. 24); de SACOL0442 como se muestra en la FIG. 21
(y fragmentos correspondientes en ortdlogos de SACOL0442 (por ejemplo, segun lo
ilustrado en la FIG. 22); de SACOL0720 como se muestra en la FIG. 21, (y fragmentos
correspondientes en ortélogos de SACOL0720 (por ejemplo, como se ilustra en la FIG.
23); y de SACOL1867 como se muestra en la FIG. 21 (y fragmentos correspondientes en

ortélogos de SACOL1867 (por ejemplo, lo ilustrado en la FIG. 25). En otra realizacién, los
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fragmentos abarcados por la presente invencion incluyen fragmentos inmunogénicos que
comprenden por lo menos un epitopo de proteinas/ polipéptidos antigénicos de la presente
invencion (polipéptido (a) definido con anterioridad). En otra realizacién, los fragmentos
abarcados por la presente invencidn incluyen fragmentos inmunogénicos que comprenden
por lo menos un epitopo como se ilustra (sombreado) en cualquiera de las proteinas/
polipéptidos antigénicos ilustrados en cualquiera de las FIGs. 21 a 25. Sin estar limitados
por ello, los epitopos en una secuencia pueden ser pronosticados con softwares tales
como BCPred™, AAP™ FBCPred™ y ABCPred™.

[00101] En una realizacion, el fragmento inmunogénico mencionado con anterioridad en la
presente invencidn comprende una secuencia que es conservada (es decir, idéntica) en
por lo menos dos cepas diferentes de Staphylococcus aureus. En realizaciones
adicionales, el fragmento inmunogénico mencionado con anterioridad en la presente
invencion comprende una secuencia que es conservada (es decir, idéntica) en por lo
menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 cepas diferentes de Staphylococcus aureus. En otra
realizacion, las cepas mencionadas con anterioridad de Staphylococcus aureus son COL,
RF122, NCTC 8325, JH1, JH9, Newman, Mu3, Mu50, USA300-FPR3757, N315, MW2 o
MSSA476. En una realizacién, las cepas mencionadas con anterioridad de
Staphylococcus aureus estan asociadas con la mastitis bovina (por ejemplo, RF122).
Variantes

[00102] En otra realizacion, el polipéptido mencionado con anterioridad, o un polipéptido
sustancialmente idéntico a dicho polipéptido, es expresado en por lo menos dos cepas
diferentes de Staphylococcus aureus. Sustancialmente idéntico en el presente contexto se
refiere a polipéptidos que tienen por lo menos 60% de identidad, en realizaciones por lo
menos 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99% de identidad en sus secuencias de aminoacidos. En realizaciones adicionales, los
polipéptidos tienen por lo menos 60%, 65%, 70%,71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 80%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% 0 99% de identidad en sus secuencias de aminoacidos con otros polipéptidos
con los cuales se comparan.

[00103] En otra realizacion, A y/o B es (d) un polipéptido que comprende una secuencia

de aminoacidos por lo menos 60% idéntica en su totalidad a la secuencia del polipéptido
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de cualquiera de (a) a (c) definida con anterioridad. En otras realizaciones, el aminoacido
es por lo menos 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% o0 99% idéntico a (a) (por ejemplo, en su longitud completa). En realizaciones
adicionales, el aminoacido es por lo menos 60%, 65%, 70%,71%, 72%, 73%, 74%, 75%,
80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntico a (a). Por ejemplo, los antigenos ort6logos
presentados en alineaciones de las FIGs. 21-25 no son idénticos aunque presentan una
cierta identidad con los antigenos o fragmentos con los cuales se comparan. Los
consensos presentados en estas FIGs abarcan ese tipo de porcentaje de identidades.

[00104] En otra realizacion, A y/o B es (e) un polipéptido que comprende una variante
inmunogénica que comprende por lo menos 13 aminoacidos consecutivos de cualquiera
de (a) a (d). Una variante inmunogénica de una proteina/ polipéptido se define como parte
de una proteina/ polipéptido que es capaz de inducir/ provocar una respuesta inmune en
un huésped. Como el experto en la técnica comprenderd, los agentes
(proteinas/polipéptidos, fragmentos de los mismos) que tienen modificaciones no naturales
(por ejemplo, variantes inmunogénicas) y los cuales son capaces de inducir una respuesta
inmunes especifica para el agente no modificado (por ejemplo, capaz de inducir la
produccién de anticuerpos capaces de reconocer al agente no modificado) estan también
dentro del alcance del término “componente de vacuna”. Por ejemplo, los componentes de
vacuna de la presente invencion pueden ser modificados para aumentar su actividad,
estabilidad y/o biodisponibilidad, y/o para reducir su toxicidad. Las sustituciones de
aminoacidos conservadores pueden realizarse, como por ejemplo reemplazo de un
aminodacido que comprende una cadena lateral acida por otro aminoacido que comprende
una cadena lateral acida, reemplazo de un aminoacido voluminoso por otro aminoacido
voluminoso, reemplazo de un aminoacido que comprende una cadena lateral basica por
otro amino&cido que comprende una cadena lateral basica, y similares. Un experto en la
técnica podra generar variantes de una proteina/ polipéptido. Esto se realiza, por ejemplo,
a través de screening (“seleccion”) de una genoteca de péptidos o mediante programas de
cambio de péptidos. Una variante inmunogénica de acuerdo con la invencién tiene
esencialmente las mismas propiedades inmunogénicas de dicha proteina en su clase, no

necesariamente en cantidad. Una variante inmunogénica de una proteina/ polipéptido de
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la invenciéon puede comprender, por ejemplo, una proteina de fusién y/o proteina
quimérica. Por ejemplo, la funcion biolégica de una proteina identificada en la presente
invenciéon que se pronostica que es una exotoxina, enterotoxina o superantigeno (por
ejemplo, SACOL0442) podria interferir potencialmente con el sistema inmune mamifero y
produccion de anticuerpos, y/o podria mostrar cierta toxicidad en el huésped. Si bien dicha
interferencia no fue observada cuando se emple6 el polipéptido SACOL0442 en
combinacion con por ejemplo SACOL0720 durante la inmunizacion, puede ser util
modificar la proteina o polipéptido empleado para la vacunacion de tal modo que se
reduzca la actividad biolégica de la exotoxina. A tal fin, es posible inactivar la exotoxina
con productos quimicos (por ejemplo, formaldehido). También es posible emplear técnicas
de biologia molecular para delecionar o mutar la o las regiones putativas involucradas en
la actividad de la exotoxina sin perder inmunogenicidad (Chang et al., 2008). Otro ejemplo
es la conjugacion o mezcla de componentes basados en aminoacidos con acidos
nucleicos (por ejemplo, genes o porciones de genes agregados por separado 0 en una
secuencia continua) hidratos de carbono tales como aquellos encontrados en capsulas o
biopeliculas de polisacaridos microbianos. Otros ejemplos de variantes incluyen antigenos
descritos en esta invencidn o sus fragmentos que comprenden en cualquiera de los dos de
sus extremos terminales N o C o insertados dentro de su secuencia de antigeno, un
oligopéptido util para la purificacion (por ejemplo, purificacién por afinidad) o util como un
espaciador o ligante. Los ejemplos de oligopéptidos utiles para la purificacion por afinidad
incluyen etiquetas de polihistidina (por ejemplo, 6-10 residuos de histidina que incluyen o
no etiquetas RGS (por ejemplo HHHHHH, RGSHHHHHH, o RGSHHHHHGS). A la
etiqueta his le puede seguir una secuencia de aminoacidos adecuada para facilitar una
remocion de la etiqueta polihistidina utilizando endopeptidasas. Los segmentos “X” y/o “Z”
segun lo mencionado en la formula (I) también pueden comprender ese tipo de
oligopéptido util para la purificacién y/o secuencia adecuada para facilitar la remocion de
ese tipo de oligopéptido util para la purificacién.

[00105] En realizaciones especificas, el fragmento inmunogénico comprende por lo menos
un epitopo del polipéptido (a). Sin estar por ello limitados, en ciertas realizaciones, el
fragmento inmunogénico comprende por lo menos un epitopo del polipéptido (a) segun lo

ilustrado (sombreado) en las secuencias presentadas en las FIGs. 21-25, En otras
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realizaciones especificas, las variantes son segun lo descrito en las FIGs. 21-25.

Ligante

[00106] La insercion de ligantes entre dominios de proteinas fusionadas puede aumentar
la bioactividad aumentando la distancia entre dominios aliviando las potenciales fuerzas
repulsivas entre diferentes segmentos (por ejemplo, fragmentos antigénicos) del
constructo que da como resultado un plegado proteico mejorado y/o restaurado. Se
pueden emplear diferentes secuencias de ligantes de polipéptidos y se sabe que tienen
propiedades distintas, tales como ligantes flexibles, rigidos o escindibles. La presente
invencion abarca el uso de cualquiera de los ligantes de ese tipo incluyendo cualquiera de
aquellos enlistados en Chen et. al, Adv Drug Deliv Rev. (2013), 65(10):1357-69 por
ejemplo. Los ejemplos de la presente invencion proporcionan ilustraciones de ligantes
especificos que se utilizaron (es decir, GGGGSGGGGSGGGGS (SEC ID NO: 60), ERKYK
(SEC ID NO: 61), y/lo EAAAKEAAAK (SEC ID NO: 62)), es decir, estructuras de ligantes
flexibles, ricas en aminoacidos hidréfilos pequefios que mantienen distancia entre los dos
dominios conectados y mejoran su plegado.

[00107] En otra realizacion especifica, el Fc comprende un dominio CH2, un dominio CH3
y una region bisagra. En otra realizacion especifica, el Fc es un dominio constante de una
inmunoglobulina seleccionada del grupo que consiste en IgG-1, IgG-2, 1gG-3, IgG-3 e IgG-
4. En otra realizacion especifica, el Fc es un dominio constante de una inmunoglobulina
lgG-1.

[00108] Pueden incluirse ligantes entre antigenos contiguos de la fusidn (por ejemplo, 1
ligante en fusién que comprende dos antigenos, 2 ligantes en fusiones que comprenden
tres antigenos, tres ligantes en fusiones que comprenden cuatro antigenos, etc.). En
fusiones en las cuales se utilizan dominios de proteinas grandes, el ligante puede ser mas
grande y puede comprender una region del fragmento cristalizable (Fc).

[00109] En una realizacion especifica, el ligante es una secuencia de aminoacidos de por
lo menos un aminodcido o estd ausente. En una realizacion especifica, el ligante
comprende por lo menos tres (por lo menos 4, 5, 6,7, 8, 9 o 10) aminoacidos
seleccionados del grupo que consiste en glicina, serina, alanina, aspartato, glutamato y
lisina. En una realizacién especifica, el ligante es (EAAAK)n (SEC ID NO: 63); (GGGGS)n
(SEC ID NO: 67); o (XPXPXP)n (SEC ID NO: 69) donde x es cualquier aminoacido; donde
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n es cualquiera de 1 a 5, mas especificamente 1, 2, 3, 4 0 5; EAAAKEAAAK (SEC ID NO:
62); EAAAKEAAAKEAAAK (SEC ID NO: 64); GGGGS (SEC ID NO: 67); GGGGSGGGGS
(SEC ID NO: 68); GGGGSGGGGSGGGGS (SEC ID NO: 60); XPXPXP (SEC ID NO: 69),
donde x es cualquier aminoacido; XPXPXPXPXPXP (SEC ID NO: 70), donde x es
cualquier aminoacido; ERKYK (SEC ID NO: 61); ERKYKERKYK (SEC ID NO: 65);
ERKYKERKYKERKYK (SEC ID NO: 66). En una realizacion mas especifica, el ligante es
GGGGSGGGGSGGGGS (SEC ID NO: 60), ERKYK (SEC ID NO: 61), o EAAAKEAAAK
(SEC ID NO: 62).

Extremos terminales N y C del constructo

[00110] X y Z son estan cada uno independientemente ausentes o son una secuencia de
aminodcidos de por lo menos un aminoacido. Sin estar limitados por ello, pueden ser uno
0 mas de aminoacidos que son resultado de la estrategia de clonacion, aminoacidos
utilizados para facilitar la purificacion del constructo (por ejemplo polihistidina),
aminoacidos adecuados para facilitar una remocion de la etiqueta de purificacion
utilizando endopeptidasas. En realizaciones especificas, donde el constructo de fusién
comprende tres 0 mas polipéptidos antigénicos, cualquiera de X y/o Z también puede
incluir la secuencia de un antigeno adicional (antigeno C, antigeno D, etc.) v,
opcionalmente aquella de por lo menos un ligante adicional. Ese tipo de realizaciones
donde X y/o Z comprenden uno o0 mas antigenos adicionales y opcionalmente ligantes,
podria ilustrarse mas especificamente como por ejemplo, formula (I1) o (Ill) de la siguiente
manera X-C-ligantes-A-ligante>-B-Z’ (Il) cuando la fusion comprende por lo menos 3
antigenos; o X’-C-ligantes-A-ligantez-B-ligantes-D-Z’ (IIl) cuando la fusién comprende por lo
menos 4 antigenos. En ambas formulas (I1) y (Ill) X, Z', ligantes, ligante, y, en su caso,
ligantes, son idénticos o diferentes y son independientemente definidos como lo son X, Zy
el ligante en la formula (1) definida en esta invencién.

[00111] Por consiguiente, en realizaciones especificas, el constructo de fusion
comprende 2, 3, 4 0 mas polipéptidos antigénicos (y, segun el caso, otros ligantes). En
una realizacién mas especifica, y meramente a titulo enunciativo, el constructo de fusion
puede ser SACOL0029_SACOL0442; SACOL0029_SACOL0720;
SACOL0029_SACOL1867; SACOL0029_SACOL0720_SACOL1867;
SACOL0029_SACOL1867_SACOL0442; SACOL0029_SACOL0720_SACOL0442;
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SACOL0442_SACOL0029_SACOL0720; SACOL0442_SACOL0029_SACOL1867;
SACOL0442_SACOL1867_SACOL0720; SACOL0720_SACOL0442_SACOL1867; o
SACOL0029_SACOL1867_SACOL0720_SACOL0442, o cualquiera de los constructos
antes mencionados donde los polipéptidos antigénicos estan en cualquier otro orden.
Combinacion

[00112] Los constructos de la presente invenciéon pueden emplearse como componente
inmunogénico unico de una composicion (por ejemplo, vacuna) de la presente invencidn o
en combinacién con uno o mas constructos de fusion adicionales, polipéptidos
inmunogénicos, fragmentos o variantes de los mismos y/o bacterias vivas atenuadas (por
ejemplo, S. aureus) (que expresan o no constructos de fusion yl/o polipéptido(s),
fragmento(s) o variante(s) de los mismos).

[00113] Uno o mas constructos de fusion pueden ser cualquier constructo de fusion
inmunogeénico que incluye un constructo de fusion adicional segun lo definido con
anterioridad en la presente invencién (véase por ejemplo, el Ejemplo 14).

[00114] El uno o mas polipéptido(s) inmunogénico(s), fragmento(s) o variante(s) de los
mismos para utilizar en composiciones de la presente invencion puede ser cualquier
polipéptido, fragmento o variante que contribuya con la inmunogenicidad de las
composiciones de la presente invencién como se define en la presente invencién. Sin
estar limitados por ello, dicho(s), polipéptido(s), fragmento(s) o variante(s) incluye(n) (a) un
polipéptido que comprende un polipéptido SACOL0029 segun lo expuesto en cualquiera
de las secuencias descritas en la FIG. 24 (SEC ID NOs: 5y 121 a 131), un polipéptido
SACOL0264 (SEC ID NO: 185), un polipéptido SACOL0442 segun lo expuesto en
cualquiera de las secuencias descritas en la FIG. 22D (SEC ID NOs: 29 y 82 a 92), un
polipéptido SACOL0718 (SEC ID NO: 186), un polipéptido SACOL0720 segun lo
expuesto en cualquiera de las secuencias descritas en las FIGs. 23I-K (SEC ID NOs: 11y
109 a 120), un polipéptido SACOL1353 (SEC ID NO: 187), un polipéptido SACOL1416
(SEC ID NO : 188), SACOL1611 (SEC ID NO : 189), un polipéptido SACOL1867 segun lo
expuesto en cualquiera de las secuencias descritas en la FIG. 25D (SEC ID NOs: 152 a
164), un polipéptido SACOL1912 (SEC ID NO : 43), un polipéptido SACOL1944 (SEC ID
NO : 190), un polipéptido SACOL2144 (SEC ID NO: 191), un polipéptido SACOL2365
(SEC ID NO: 192), un polipéptido SACOL2385 (SEC ID NO: 50) o un polipéptido
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SACOL2599 (SEC ID NO: 193); (b) un polipéptido codificado por un gen de un mismo
operdn que un gen que codifica al polipéptido de (a); (c) un polipéptido que comprende un
fragmento inmunogénico de por lo menos 13 aminoacidos consecutivos de (a) o (b); (d) un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoécidos por lo menos 60% idéntica en
su totalidad a la secuencia del polipéptido de cualquiera de (a) a (c); o (e) un polipéptido
que comprende una variante inmunogeénica que comprende por lo menos 13 aminoacidos
consecutivos de cualquiera de (a) a (c), segun lo definido con anterioridad en la presente
invencion. Sin estar limitados por ello, cualquiera de dichos polipéptido(s), fragmento(s) o
variante(s) abarca aquellos incluidos en composiciones (por ejemplo, vacunas #1 a # 8)
que se ejemplifican en los Ejemplos 1 a 14 y 21-26.

Bacterias vivas atenuadas

[00115] Las bacterias vivas atenuadas (por ejemplo S. aureus) para utilizar en las
composiciones de la presente invencion pueden ser independientes de los constructos de
fusion yl/o polipéptido(s), fragmento(s) o variante(s) de los mismos de la presente
invencion, o pueden ser el recipiente para (es decir, pueden expresar) dichos constructos
de fusién y/o polipéptido(s), fragmento(s) o variante(s) de los mismos de la presente
invencion.

[00116] Sin que sea una limitacién, segun se ilustra en esta invencion, las bacterias vivas
atenuadas Uutiles en el contexto de las combinaciones de la presente invencion incluyen
Staphylococcus (por ejemplo, aureus) bacterias que tienen por lo menos un gen que
contribuye con la virulencia (por ejemplo, A720) o que contribuye con la adecuacion en el
huésped (por ejemplo, un gen metabdlico) mutado o delecionado. Sin que sea una
limitacidn, un gen de ese tipo puede ser cualquiera de los genes identificados en Novick
2003, Novick 2008, o Maresso y Schneewind 2008.

[00117]En una realizacion adicional, las bacterias vivas atenuadas puede ser
adicionalmente atenuadas teniendo un fenotipo VCP estabilizado. En el presente contexto,
los términos “fenotipo de VCP” se refiere a bacterias que tienen un metabolismo oxidativo
disfuncional que causa un crecimiento lento, una alteracion en la expresion de factores de
virulencia, y una capacidad de ser internalizadas en células huéspedes. En el presente
contexto, el término «fenotipo VCP estabilizado » se emplea para denotar una cepa de

VCP que retiene al fenotipo VCP, es decir, que es incapaz de producir revertientes
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invasivos (es decir, una reversion al fenotipo de crecimiento normal). S. aureus de VCP
estabilizado de ese tipo puede ser producido mutando o suprimiendo cualquiera de los
genes (por ejemplo, AhemB) enlistados en la Tabla Ill que aparece mas adelante. Sin
limitacidn alguna, la presente invencion abarca el uso del S. aureus de VCP estabilizado
ejemplificado en los Ejemplos 15 a 25. Mutacién en el presente contexto incluye una
sustitucion, una delecién y/o una inserciéon de uno 0 mas nucleétidos que previene la
expresion del polipéptido codificado por un gen de la presente invencién o que previene la
expresion de un polipéptido funcional. en una realizacion preferida, la mutacion previene la
expresion del polipéptido. En otra realizacion especifica, las dos mutaciones en la misma
cepa viva atenuada o inactivada de S. aureus son una delecion o una insercion. Se espera
que una cepa mutada de S. aureus que tiene una mutacion en cualquier posicién de uno
de los genes de la presente invencidn que previene la expresion del polipéptido se pueda
utilizar como una vacuna viva atenuada de conformidad con la presente invencion. Las
vacunas vivas atenuadas, es decir, las vacunas que comprenden la bacteria de acuerdo
con la invencion en una forma viva atenuada, tienen la ventaja con respecto a las vacunas
inactivadas de que imitan mejor el modo natural de infeccion. Por afadidura, sus
capacidades de replicacion permiten la vacunacion con cantidades bajas de bacterias; su
numero aumentara automaticamente hasta que alcanza el nivel disparador del sistema
inmune. Desde ese momento en adelante, el sistema inmune sera disparado y finalmente
eliminara las bacterias. Una desventaja menor del uso de bacterias vivas atenuadas, sin
embargo, podria ser que, inherentemente, queda cierto nivel de virulencia. Esto puede que
no sea una desventaja real siempre y cuando el nivel de virulencia sea aceptable, es decir,
siempre y cuando la vacuna al menos reduzca los sintomas de la infeccion bacteriana (por
ejemplo, 1IM). Naturalmente, cuanto menor sea la virulencia remanente de la vacuna viva
atenuada, menos influencia tiene la vacunacién sobre el aumento de peso durante/

después de la vacunacion.

Tabla Ill: Numeros de acceso al Genbank para genes de S. aureus asociados con el
fenotipo de VCP (Kahl, 2014)
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Nombre del Gen

N° de ID del Gen en
GenBank

N° de Proteina de GenBank

hemB

3238571 (SACOL1715)

AAW36820.1
WP_000667126.1
Gl:446589780
EC:4.21.24

menB

3236546 (SACOL1052)

AAW36517.1
WP_000526687.1
Gl:446448832
EC:2.2.1.9

thyA

3238178 (SACOL1462)

AAW36663.1
WP_000667126.1
G1:446589780
EC:2.1.1.45

fusA

3236183 (SACOL0593)

AAW37703.1
GI:57285609

FuskE (gen: rplF)

3238328 (SACOL2224)

AAW37099.1
GI:57285005

relA (relA2)

3238211 (SACOL1689)

AAW36795.1
GI:57284701
EC:2.7.6.5

cspB

3238398 (SACOI2731)

AAW37379.1
G1:57285285

hemH

3236274 (SACOI1888)

AAW36901.1
G1:57284807
EC:4.99.1.1

ctaA

3237823 (SACOL1124)

AAW38004.1
G1:57285910

Acidos nucleicos

[00118] El &cido nucleico de la presente invencion comprende preferentemente una




40

secuencia nucleotidica que codifica una o mas proteinas/ polipéptidos sefialados
anteriormente (0 sus fragmentos) ligados operativamente a elementos reguladores
necesarios para la expresion genética, tales como un promotor, un codén de iniciacion, un
codon de terminacion, potenciadores, y una sefial de poliadenilacion. Los elementos
reguladores se seleccionan, preferentemente, para que sean operables en la especie a la
cual se deberan administrar. En realizaciones especificas, el acido nucleico es de acuerdo
con lo ilustrado en las FIGs. 21 a 25.

[00119] Dentro del contexto de la presente invencion, esta la administracion in vivo de un
acido nucleico de la invenciéon a un mamifero de tal modo que una o mas proteinas/
polipéptidos (o su fragmento) de interés es/son expresado(s) en el mamifero (por ejemplo,
vacuna de &cido nucleico, vacuna de ADN o ARN).

Sistemas de Administracion

[00120] El &cido nucleico de la presente vacuna puede ser ADN “desnudo” o se puede
incorporar operativamente en un vector. Los acidos nucleicos pueden ser administrados a
células in vivo utilizando métodos bien conocidos en la técnica tales como inyeccion
directa de ADN, absorcion de ADN mediada por el receptor, transfeccion mediada por
virus o transfeccién no viral y transfeccion basada en lipidos, dichos métodos en su
totalidad pueden involucrar el uso de vectores. Se ha utilizado la inyeccion directa para
introducir ADN desnudo en células in vivo (véase por ejemplo, Acsadi et al. (1991) Nature
332:815-818; Wolff et al. (1990) Science 247:1465-1468). Se puede utilizar un aparato de
administracion (por ejemplo, una "pistola de genes") para inyectar ADN en células in vivo.
Un aparato de ese tipo puede estar disponibles en el mercado (por ejemplo, de BioRad).
El ADN desnudo puede ser también introducido en células complejando el ADN con un
catién, tal como polilisina, el cual estd acoplado a un ligando para un receptor de
superficie celular (véase por ejemplo Wu, G. y Wu, C. H. (1988) J. Biol. Chem. 263: 14621;
Wilson et al. (1992) J. Biol. Chem. 267: 963-967; y la Pat. de los Estados Unidos de
América No. 5.166.320). La unién del complejo ADN-ligando al receptor puede facilitar la
absorcién del ADN por endocitosis mediada por el receptor. Puede utilizarse un complejo
ADN-ligando ligado a cépsides de adenovirus que alteran los endosomas, liberando de
ese modo material en el citoplasma, para evitar la degradacion del complejo por lisosomas

intracelulares (véase por ejemplo Curiel et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 8850;
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Cristiano et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:2122-2126).

[00121] Los vectores de administracion utiles incluyen microcapsulas biodegradables,
complejos inmunoestimuladores (ISCOMs, por sus siglas en inglés) o liposomas, y
vectores vivos atenuados genéticamente modificados tales como células, virus o
bacterias.

[00122] Los vectores liposdémicos son vesiculas unilamelares o multilamelares, que tienen
una porcion de membrana formada de material lipdfilo y una porcidn acuosa interior. La
porcion acuosa se utiliza en la presente invencién para contener al material
polinucleotidico para que sea administrado a la célula objetivo. En general, se prefiere que
los materiales formadores de liposomas tengan un grupo cationico, tal como un grupo
amonio cuaternario, y uno 0 mas grupos lipéfilos, tales como grupos alquilo saturados o
insaturados que tienen aproximadamente 6 hasta aproximadamente 30 atomos de
carbono. Un grupo de materiales adecuados es descrito en la Publicacion de Patente
Europea No. 0187702, y se describe adicionalmente en la Pat. de Estados Unidos de
América No. 6.228.844 a favor de Wolff et al., cuyas descripciones pertinentes quedan
incorporadas a modo de referencia. En la bibliografia técnica se describen muchos otros
compuestos lipidicos catidnicos formadores de liposomas adecuados. Véase, por ejemplo,
L. Stamatatos, et al., Biochemistry 27:3917 3925 (1988); y H. Eibl, et al., Biophysical
Chemistry 10:261 271 (1979). Alternativamente, se puede utilizar una microesfera tal
como una microesfera biodegradable de polilactido-coglicélido. Se encapsula un
constructo de acido nucleico o de forma de algin otro modo un complejo con el liposoma o
microesfera para la administracion del &cido nucleico a un tejido, como es conocido en la
técnica.

[00123] Los vectores virales preferidos incluyen Bacteriéfagos, virus Herpes, Adenovirus,
virus Polio, virus Vaccinia, retrovirus defectuosos, virus adeno-asociados (AAV) y Avipox.
Los métodos para la transformacion de un vector viral con un constructo de ADN exdgeno
son también bien conocidos en la técnica. Véase Sambrook y Russell, mas arriba.

[00124] Segun lo indicado con anterioridad en la presente invencion, el acido nucleico (por
ejemplo, ADN o ARN) puede ser incorporado en un huésped tal como una célula huésped
in vitro o ex vivo (por ejemplo, una célula inmune tal como una célula dendritica) o, segun

lo indicado con anterioridad, en un huésped microbiano atenuado (por ejemplo, S. aureus
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atenuado, VCP, efc., véase por ejemplo, los Ejemplos 25-26) mediante transfeccion o
transformacion, y la célula transfectada o transformada o microorganismo, el cual o la cual
expresa al polipéptido (por ejemplo fusién de mdltiples antigenos o fragmentos de los
mismos y/o antigenos unicos o sus fragmentos) de interés, puede ser administrado al
sujeto. Después de la administracién, la célula expresara la proteina o polipéptido de
interés (o su variante o fragmento) en el sujeto, lo cual, a su vez, conducira a la induccion
de una respuesta inmune dirigida contra la proteina, el polipéptido o su fragmento.

[00125] El uso de bacterias vivas atenuadas para inmunizar y/o administrar constructos
especificos 0 mezcla de antigenos de la presente invencion representa un método
interesante para mejorar las respuestas inmunes (Griffiths y Khader, 2014). Los
organismos vivos atenuados que imitan la infeccion natural estimulan el sistema inmune
en forma poderosa, activando respuestas inmunes amplias y fuertes que producen tanto
anticuerpos séricos como de la mucosa, y células T de la memoria y efectoras las cuales
actian de manera sinérgica para proteger contra la enfermedad (Detmer y Glenting, 2006;
Kollaritsch et al, 2000; Pasetti et al., 2011). Los ejemplos de vectores bacterianos vivos
atenuados adecuados incluyen S. aureus, Salmonella typhimurium, Salmonella typhi,
Shigella, Bacillus, Lactobacillus, Bacilo de Calmette-Guerin (BCG), Escherichia coli, Vibrio
cholerae, Campylobacter, o cualquier otro vector bacteriano adecuado, como se conoce
en la técnica. Los métodos para transformar vectores bacterianos vivos con un constructo
de ADN exdgeno son bien descritos en la técnica. Véase, por ejemplo, Joseph Sambrook
y David W. Russell, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 3ra Ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (2001). La presente invencion abarca el uso
de una composicidbn que comprende una bacteria viva atenuada (por ejemplo,
AhemBAT720 S. aureus que expresa el constructo de la presente invencion como el Unico
componente inmunogénico o en combinacion con ofras bacterias vivas atenuadas,
expresando cada uno otro polipéptido, fragmento o variante de la presente invencion (por
ejemplo, SACOL0442, SACOL0720 o sus fragmentos o variantes).

Composiciones

[00126] Los polipéptidos, acidos nucleicos y sistemas de administracion (por ejemplo,
células huéspedes que comprenden dichos &cidos nucleicos o vectores) descritos en esta

invencion se pueden formular para obtener composiciones. En el presente contexto, el
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término “farmacéuticamente aceptable” se refiere a componentes de vacuna (por ejemplo,
excipientes, portadores, adyuvantes) y composiciones que son fisiolégicamente tolerables
y no producen en general una reaccion adversa alérgica o similar, tal como malestar
gastrico, mareos y reacciones similares, cuando se administran a un sujeto.
Preferentemente, en el presente contexto, el término “farmacéuticamente aceptable”
significa aprobado por la agencia reguladora del gobierno federal o estatal o que figura en
la lista de la Farmacopea Estadounidense o en otra farmacopea generalmente reconocida
para utilizar en animales, y en seres humanos. El término “excipiente” se refiere a un
diluyente, portador, o vehiculo con el cual se pueden administrar los componentes de la
vacuna de la presente invencion. Se pueden emplear soluciones salinas acuosas o0 agua
estéril y soluciones de dextrosa y glicerol estériles como portadores, particularmente para
soluciones inyectables.

[00127]En una realizacion, el agente de la presente invencion se administra en
combinacion con un adyuvante o inmunoestimulante. El adyuvante o inmunoestimulante
adecuado que puede mejorar la eficacia de los componentes para inducir una respuesta
inmune incluye, entre otros, aceites (por ejemplo, aceites minerales, aceite emulsionado
tal como MONTANIDE™ o EMULSIGEN™-D), sales metalicas (por ejemplo, alumbre,
hidréxido de aluminio o fosfato de aluminio), péptidos catiénicos (Bowdish et al., 2005;
Hancock, et al., 2000) tal como indolicidina, un péptido cationico producido mediante las
células inmunes de la vaca (Falla et al., 1996), componentes microbianos naturales y
artificiales (por ejemplo, liposacaridos bacterianos, adyuvantes de Freund, muramil
dipéptido (MDP), diguanosina-5-monofosfato ciclico (c-di-GMP), patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPS) tales como polisacéridos superficiales, lipopolisacéridos,
glicanos, peptidoglicano o ADN microbiano (por ejemplo, CpG), componentes vegetales
tales como saponinas (por ejemplo, Quil-A™), y/o una 0 mas sustancias que tienen un
efecto portador (por ejemplo, bentonita, particulas de latex, liposomas, ISCOM™  ADN y
copolimeros de polifosfazina (PCPP)). La inmunizacién con nanoparticulas sintéticas
(tales como aquellas preparadas a partir de un polimero sintético biodegradable tal como
poli(acido D,L-lactico-glicélico)) que contiene antigenos mas ligandos que sefializan a
través de TLR para estimular citoquinas proinflamatorias es también posible (Kasturi et al,
2011).
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[00128] Los componentes de la vacuna de la invencion se pueden administrar en una
composicion farmacéutica. Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar en
forma de dosificacion unitaria. Se puede emplear cualquier via apropiada de
administracion, por ejemplo, administracion parenteral, subcutanea, intramuscular,
intramamaria, intracraneal, intraorbital, oftalmica, intraventricular, intracapsular,
intraarticular, intraespinal, intracisternal, intraperitoneal, intranasal, aerosol, o
administracion oral. Los ejemplos de vias especificas de administracion incluyen la
administracion  parenteral, por ejemplo, intravenosa, intradérmica, subcutanea,
intramamaria; oral (por ejemplo, inhalacion); transdérmica (topica); administracion de
transmucosa, y rectal.

[00129] Se puede emplear la practica farmacéutica convencional para proporcionar
formulaciones o composiciones adecuadas para administrar ese tipo de componentes de
vacuna con o sin adyuvantes a sujetos. Los métodos bien conocidos en la técnica para
preparar composiciones y formulaciones farmacéuticas se encuentran en, por ejemplo,
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, (20t ed.) ed. A. R. Gennaro A R,,
2000, Lippincott: Philadelphia. Las formulaciones para administracion parenteral pueden
contener, por ejemplo, excipientes, agua estéril o solucién salina, polialquilenglicoles tales
como polietilenglicol, migliol, aceites de origen vegetal, o naftalenos hidrogenados. Se
pueden utilizar polimero lactido biocompatible, biodegradable, copolimero lactido/ glicélido
0 copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno para controlar la liberacion de los
compuestos. Otros sistemas de administracion parenteral potencialmente Utiles para los
compuestos de la invencion incluyen particulas de copolimero de acetato etilenvinilo,
bombas osméticas, sistemas de infusion implantables, y liposomas. Las formulaciones
para inhalacion o inyeccion intramamaria pueden contener excipientes, por ejemplo,
lactosa, o pueden ser soluciones acuosas que contienen, por ejemplo, polioxietilen-9-lauril
éter, migliol, glicocolato y deoxicolato, o pueden ser soluciones oleosas (por ejemplo,
aceite de parafina) para la administracion en forma de gotas nasales, o como un gel.
[00130] Las formulaciones terapéuticas pueden estar en forma de soluciones liquida o
suspension; para la administracion oral, las formulaciones pueden estar en forma de
comprimidos o capsulas; y para formulaciones intranasales, en forma de polvos, gotas

nasales o aerosoles. Las soluciones o suspensiones utilizadas para aplicacion parenteral,
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intradérmica, intramamaria o subcutanea pueden incluir los siguientes componentes: un
diluyente estéril tal como agua para inyeccién, solucion salina, aceites fijos (por ejemplo,
aceite de parafina), polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol, migliol u otros solventes
sintéticos; agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o metilparabenos;
antioxidantes tales como &cido ascorbico o bisulfito sédico; agentes quelantes tal como
acido etilendiaminatetraacético; agentes reductores tal como ditiotreitol, buffers tales como
acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de tonicidad tal como cloruro sédico o
dextrosa. Se puede ajustar el pH con acidos o bases, tal como é&cido clorhidrico o
hidréxido sddico. Se puede encerrar la preparacion parenteral en ampollas, jeringas
descartables o frascos de multiples dosis fabricados de vidrio o plastico.

[00131] Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen
soluciones acuosas estériles (hidrosolubles) o dispersiones y polvos estériles para la
preparacion extemporénea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. Para la
administracion intravenosa o intramamaria, los portadores adecuados incluyen solucion
salina fisiologica, agua bacteriostatica, Cremophor™ ELTM (BASF, Parsippany, N.J.) o
solucién salina tamponada con fosfato (PBS, por sus siglas en inglés).

[00132] En general, las composiciones orales incluyen un diluyente inerte o un portador
comestible. Se pueden encerrar en capsulas de gelatina o se pueden comprimir para
obtener comprimidos o pienso. Para el proposito de la administracion de una vacuna oral,
se pueden incorporar los componentes activos con excipientes y se pueden utilizar en
forma de comprimidos, pastillas, capsulas o en forma de pienso. Los agentes de union
farmacéuticamente compatibles y/o materiales adyuvantes se pueden incluir como parte
de la composicion. Los comprimidos, pildoras, cépsulas, pastillas y formas de
administracion similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes, o
compuestos de naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma
tragacanto o gelatina; un excipiente tal como almidén o lactosa, un agente desintegrante
tal como &cido alginico, Primogel™, o almidén de maiz; un lubricante tal como estearato
de magnesio o Sterotes; un agente deslizante tal como diéxido de silicio coloidal; un
agente edulcorante tal como sacarosa o sacarina; o un agente saborizante tal como menta
peperina, salicilato de metilo, o sabor a naranja.

[00133] Para la administracion por inhalacion, los componentes de la vacuna son
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administrados en forma de un espray en aerosol de un envase presurizado o dispensador
el cual contiene un propulsor adecuado, por ejemplo, un gas tal como diéxido de carbono,
0 un nebulizador.

[00134] La administracion sistémica también puede ser por medio de transmucosa o por
via transdérmica. Para la administracion por via transmucosa o transdérmica, se emplean
en la formulacidn agentes de la penetracion apropiados para la permeacion de la barrera.
Los agentes de la penetracidn de ese tipo son generalmente conocidos en la técnica, e
incluyen, por ejemplo, para administracion por transmucosa, detergentes, sales biliares, y
derivados del acido fusidico. Se puede lograr la administracién por via de la transmucosa
a través del uso de pulverizaciones nasales o supositorios. Para la administracion
transdérmica, los compuestos activos se formulan para obtener unglentos, balsamos,
geles, o cremas como es generalmente conocido en la técnica.

[00135] Se pueden emplear también suspensiones liposomicas (incluyendo liposomas que
se dirigen a tipos celulares especificos) como portadores farmacéuticamente aceptables.
[00136]Las composiciones farmacéuticas también pueden contener agentes
conservantes, agentes solubilizantes, agentes estabilizantes, agentes humectantes,
emulsionantes, edulcorantes, colorantes, agentes aromaticos, sales para la variacion de la
presion osmética, buffers, agentes de recubrimiento o antioxidantes. También pueden
contener otros agentes terapéuticamente valiosos.

[00137] La administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea, intramamaria u oral es
una forma de uso preferida. Las dosificaciones en las cuales los componentes de la
presente invencién se administran en cantidades eficaces dependen de la naturaleza del
ingrediente activo especifico, el huésped y los requerimientos del sujeto y el modo de
aplicacion.

Objetivos microbianos

[00138] Se pueden utilizar polipéptidos, acidos nucleicos y sistemas de administracion de
la presente invencion como agentes antimicrobianos contra infecciones estafilococicas
incluyendo aquellos que causan infeccion intramamaria (IIM). En una realizacion preferida,
las infecciones estafilocdcicas son causadas por Staphylococcus aureus.

Métodos para inmunizar con polipéptidos, acidos nucleicos, vectores, células,

composiciones y sistemas de administracion
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[00139] La inmunizacion pasiva y activa se encuentra abarcada por los métodos, usos,
composiciones farmacéuticas y kits de la presente invencién.

[00140] La inmunizacion pasiva es la inyeccion de anticuerpos o antisuero, generada
previamente contra el patégeno (o los antigenos descritos en esta invencion), a fin de
proteger o curar a un animal receptor de una infeccién o infeccion futura. La proteccion se
desvanece con el transcurso de unas pocas semanas, tiempo durante el cual la
inmunizacién con polipéptidos, acidos nucleicos o sistemas de administracion (por
ejemplo, segun lo descrito anteriormente en esta invencidn) tendré tiempo para generar
una respuesta protectora duradera. Se puede generar suero para la inmunizacién pasiva
mediante inmunizacion de animales donantes utilizando los polipéptidos, acidos nucleicos
o sistemas de administracion, segun lo descrito en esta invencion. Este suero, el cual
contiene anticuerpos contra los antigenos, se puede utilizar inmediatamente o se puede
almacenar bajo condiciones apropiadas. Se puede utilizar para combatir infecciones
agudas (por ejemplo, IIM) o como profilactico (Tuchscherr et al., 2008). El uso de
anticuerpos 0 sueros en una inmunizacion pasiva se puede combinar con otros agentes
tales como un antibiético para aumentar la velocidad de curacion de una infeccién
actualmente en progreso o para aumentar la proteccion contra una infeccién inminente.
[00141] La inmunizacidn activa es la administracidn de los polipéptidos, acidos nucleicos o
sistemas de administracion segun lo descrito en esta invencion a un sujeto.

[00142] Los componentes identificados de conformidad con las ensefianzas de la presente
invencion tienen un valor profilactico y/o terapéutico ya que pueden utilizarse para inducir
una respuesta inmune para prevenir y/o combatir enfermedades o afecciones, y mas
particularmente enfermedades o afecciones relacionadas con infecciones microbianas.
[00143] Los términos “prevenir/prevencién” o “tratar/tratamiento” en el presente contexto,
se refieren a inducir la respuesta bioldgica deseada, es decir, un efecto profilactico y
terapéutico, respectivamente en un sujeto. De conformidad con la presente invencion, el
efecto terapéutico comprende uno 0 mas de una disminucion/ reduccién de la severidad,
intensidad y/o duracion de la infeccién microbiana (por ejemplo, infeccion estafilocdcica) o
de cualquier sintoma de la misma luego de la administraciéon del polipéptido, &cido
nucleico o sistema de administracion (agente/composicion de la presente invencién) de la

presente invencion cuando se compara con su severidad, intensidad y/o duracién en el
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sujeto con anterioridad al tratamiento o en comparacion con aquella/aquellas en un sujeto
control sin tratamiento que tiene la infeccion o cualquiera de sus sintomas. De
conformidad con la invencién, un efecto profilactico puede comprender un retraso en el
aparicion de la infeccién microbiana (por ejemplo, infeccién estafilococica) o cualquiera de
sus sintomas en un sujeto asintomatico que se encuentra en riesgo de experimentar la
infeccion microbiana (por ejemplo, infeccion estafilocdcica) o cualquiera de sus sintomas
en un tiempo futuro; o una disminucion/ reduccion de la severidad, intensidad y/o duracién
de una infeccién microbiana (por ejemplo, infeccion estafilococica) o de cualquiera de sus
sintomas que ocurre después de la administracion del agente/composicion de la presente
invencion, cuando se comparacion con el momento de su inicio o su severidad, intensidad
ylo duracién en un sujeto control sin tratamiento (es decir, sujeto asintomatico que se
encuentra en riesgo de experimentar la infeccidén microbiana (por ejemplo, bacteriana) (por
ejemplo, infeccién estafilococica) o cualquiera de sus sintomas); y/o una disminucion/
reduccion de la progresion de cualquier infeccién microbiana preexistente (por ejemplo,
infeccion estafilocécica) o cualquiera de sus sintomas en un sujeto luego de la
administracion del agente/ composicion de la presente invencién cuando se compara con
la progresién de la infeccion microbiana (por ejemplo, infeccion estafilococica) o cualquiera
de sus sintomas en un sujeto control sin tratamiento que tiene una infeccién microbiana
preexistente de ese tipo (por ejemplo, una infeccion estafilococica) o cualquiera de sus
sintomas. En el presente contexto, en un tratamiento terapéutico, el agente/composicion
de la presente invenciéon es administrado(a) después de la apariciéon de la infeccidn
microbiana (por ejemplo, infeccion estafilococica) o de cualquiera de sus sintomas. En el
presente contexto, en un tratamiento profilactico, el agente/composicién de la presente
invencion es administrado(a) antes de la aparicién de la infeccion microbiana (por ejemplo,
infeccion estafilocdcica) o de cualquiera de sus sintomas o después de la aparicion de la
misma aunque con anterioridad a su progresion.

[00144] En el presente contexto, “disminucidén” o “reducciéon” de la infeccion microbiana
(por ejemplo, infeccion estafilocdcica) o de cualquiera de sus sintomas se refiere a una
reduccion en un sintoma de por lo menos 10% en comparacién con un sujeto control (un
sujeto no tratado con el agente/composicién de la presente invencidn), en una realizacién

de por lo menos 20% inferior, en una realizacion adicional de por lo menos 30% inferior,
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en una realizacion adicional de por lo menos 40% inferior, en una realizacién adicional de
por lo menos 50% inferior, en una realizacién adicional de por lo menos 60% inferior, en
una realizacion adicional de por lo menos 70% inferior, en una realizacion adicional de por
lo menos 80% inferior, en una realizacién adicional de por lo menos 90% inferior, en una
realizacion adicional de 100% (inhibicion completa).

[00145] En el presente contexto, el término “sintoma” en referencia a una infeccion
estafilococica se refiere a cualquier sintoma de una infeccion estafilocécica tal como dolor,
inflamacion, fiebre, vomitos, diarrea, dolor muscular por fatiga, anorexia, deshidratacion,
presion arterial baja, celulitis, impétigo, sindrome de piel escaldada o forinculo. Mas
particularmente, en referencia a una IIM por estafilococos, un sintoma de [IM
estafilocécica se refiere, por ejemplo, a anormalidades visuales en la leche (por ejemplo,
tal como un aspecto aguachento, escamas, coagulos, mal olor, presencia de sangre),
enrojecimiento de la ubre, hinchazén de la ubre, sensibilidad en la ubre, temperatura rectal
elevada (>39.0°C), anorexia, disminucion de la movilidad y fatiga de la vaca. Un aumento
en los recuentos de células somaticas (RCS) de la leche es otra IIM estafilococica. Las
células somaticas de la leche incluyen glébulos blancos tales como leucocitos o neutrdfilos
asi como también células epiteliales. En general se acuerda que un RCS de >200.000/mL
puede representan un sintoma de IIM estafilococica o es indicativo de una [IM
estafilococica.

Dosificacion

[00146] Se puede determinar la toxicidad o eficacia de los componentes de la vacuna para
provocar una respuesta inmune mediante procedimientos convencionales en cultivos
celulares o en animales experimentales. Se puede medir la relacidn de la dosis entre los
efectos estimuladores del sistema inmunolégico y los efectos toxicos. Se prefieren los
componentes que exhiben grandes relaciones. Si bien pueden utilizarse componentes que
exhiben efectos colaterales toxicos, se debe tener cuidado de que se disefie un sistema
de administracién a fin de reducir al minimo el potencial dafio a las células y, de ese
modo, reducir los efectos colaterales.

[00147] Se pueden utilizar los datos obtenidos de los ensayos de cultivos celulares y de
los estudios en animales de laboratorio en la formulacion de un rango de dosificacién para

utilizar en animales grandes y en los seres humanos. La dosificacién de componentes de
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ese tipo se encuentra preferentemente dentro de un rango de concentraciones
administradas que incluyen eficacia con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion puede
variar dentro de este rango dependiendo de la forma de dosificacién empleada y de la ruta
de administracion utilizada.

[00148] Se puede administrar a un sujeto cualquier cantidad adecuada de la composicion
farmacéutica. Las dosificaciones dependeran de muchos factores. En general, la cantidad
de ingrediente activo contenido dentro de una sola dosis sera una cantidad que prevenga
de manera eficaz, o que trate la 1M sin inducir toxicidad significativa. El experto en la
técnica apreciara que ciertos factores pueden influir sobre la dosificacion requerida para
inducir eficazmente una respuesta inmune en un sujeto. Adicionalmente, la cantidad
terapéuticamente eficaz de los antigenos (por ejemplo, constructos de fusién) de la
presente invencién pueden requerir una serie de dosis. En general, se considera una
cantidad de aproximadamente 0,01 mg - 500 mg de antigenos incluyendo el constructo de
fusion por cada dosis. En una realizacién especifica, se considera una cantidad de
aproximadamente 0,1 mg — 1 mg de antigenos incluyendo el constructo de fusion por cada
dosis. En general, una, dos o tres dosis de la vacuna pueden favorecer el desarrollo
dptimo de inmunidad. El tiempo entre dos dosis puede ser tan corto como de tres o cuatro
semanas aunque se puede preferir separar la dosis de cebadura (dosis inicial) y la dosis
de refuerzo (segunda dosis) en cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez semanas antes de
estimular el sistema inmunoldgico con la inyeccion de refuerzo. Una inyeccion de refuerzo
posterior (una inyeccion “recall” o recuerdo) también puede ser dptima para proporcionar
una inmunidad sostenible. Esta inyeccion de refuerzo posterior podria ocurrir, por ejemplo,
cada medio afio (6 meses), anualmente, cada dos afos, cada tres o cada cinco afios.
[00149] “Muestra” o “muestra biolégica” se refiere a cualquier muestra sélida o liquida
aislada de un ser viviente. En una realizacién particular, se refiere a cualquier muestra
solida (por ejemplo, muestra de tejido) o liquida aislada de un mamifero, tal como leche,
un material de biopsia (por ejemplo, muestra de tejido sdlido), sangre (por ejemplo,
plasma, suero o sangre entera), saliva, liquido sinovial, orina, liquido amniético y liquido
cerebroespinal. Una muestra de ese tipo puede ser, por ejemplo, reciente, fija (por
ejemplo, fijada en formalina, alcohol o acetona), incrustada en parafina o congelada con

anterioridad al analisis del nivel de expresién del agente infeccioso.
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Pacientes

[00150] En el presente contexto, el término “sujeto” o “paciente” se refiere a un animal,
preferentemente un mamifero, tal como, entre otros, un ser humano, una vaca (por
ejemplo, vaquilla, multipara, primipara, ternera), cabra, oveja, oveja hembra adulta, asno,
caballo, cerdo, gallina, gato, perro, etc. el cual es el objeto de tratamiento, observacion o
experimento. En una realizacion especifica, se trata de una vaca (por ejemplo, que se
encuentra en riesgo de experimentar una infeccion estafilococica (por ejemplo, 1IM)).
[00151] En el presente contexto, los términos “sujeto que corre el riesgo de experimentar
una infeccién estafilococica (por ejemplo, infeccidn estafilococica (por ejemplo, 1IM) o
cualquiera de sus sintomas en un tiempo futuro” se refiere a un mamifero (por ejemplo,
una vaca (por ejemplo, vaquilla, multipara, primipara, ternera), cabra, oveja) que se utiliza
para la produccion de leche o carne.

[00152] En una realizacién, el mamifero antes mencionado es una vaca.

Método de deteccion

[00153] Los ejemplos de métodos para medir la cantidad/ nivel de proteinas/ polipéptidos
seleccionados incluyen, meramente a titulo enunciativo: Western blot, inmunoblot, ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés), radioinmunoensayo
(RIA, por sus siglas en inglés), inmunoprecipitacion, resonancia de plasmén superficial,
quimiluminiscencia, polarizacion fluorescente, fosforescencia, analisis
inmunohistoquimico, desorcién/ionizacion laser asistida por matriz y analizador de tiempo
de vuelo (MALDI-TOF, por sus siglas en inglés) espectrometria de masas, microcitometria,
microarreglo, microscopia, citometria de flujo, y ensayos basados en una propiedad de la
proteina que incluye, meramente a titulo enunciativo, unién al ADN, unién al ligando,
interaccion con otros socios proteicos o actividad enzimatica.

[00154] En una realizacion, la cantidad del polipéptido/ proteina dentro de los métodos de
la presente invencidn se detecta utilizando anticuerpos que estan dirigidos
especificamente contra el polipéptido/ proteina. El término "anticuerpo" en el presente
contexto abarca anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos
multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos), y fragmentos de anticuerpos,
siempre y cuando exhiban la actividad o especificidad biolégica deseada. "Fragmentos de

anticuerpos" comprenden una porcion de un anticuerpo de longitud completa,
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generalmente su region variable o de union al antigeno. Las interacciones entre
anticuerpos y un polipéptido objetivo se detectan mediante medios radiométricos,
colorimétricos, o fluorométricos. La deteccion de complejos antigeno- anticuerpo se puede
lograr mediante la adicién de un anticuerpo secundario que esta acoplado a una etiqueta
detectable, tal como, por ejemplo, una enzima, fluoréforo, o cromaéforo.

[00155] Los métodos para preparar anticuerpos son bien conocidos en la técnica. Se
pueden preparar anticuerpos policlonales mediante la inmunizacion de un sujeto adecuado
(por ejemplo, conejo, cabra, ratdn, u otro mamifero) con el polipéptido/ proteina de interés
o su fragmento como un inmundgeno. Un “fragmento”, “porcion” o “segmento” de
polipéptido/ proteina es un tramo de residuos de aminoacidos de por lo menos
aproximadamente 5, 7, 10, 14, 15, 20, 21 o mas aminoacidos del polipéptido sefialado con
anterioridad. El titulo de anticuerpo en el sujeto inmunizado se puede monitorear con el
transcurso del tiempo mediante técnicas convencionales, como ser con un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) utilizando polipéptido marcador exosémico
inmovilizado o un fragmento del mismo. En un tiempo apropiado después de la
inmunizacién, por ejemplo, cuando los titulos de anticuerpo estan mas altos, se pueden
obtener células productoras de anticuerpos del animal, generalmente un ratén, y se
pueden utilizar para preparar anticuerpos monoclonales mediante técnicas
convencionales, tales como la técnica del hibridoma descrita originalmente por Kohler y
Milstein (1975) Nature 256: 495-497, la técnica de hibridoma de células B humanas
(Kozbor et al. (1983) Immunol. Today 4: 72), la técnica del hibridoma de EBV (Cole et al.
(1985) en Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, ed. Reisfeld y Sell (Alan R. Liss,
Inc., Nueva York, NY), pp. 77-96) o técnicas de trioma. La tecnologia para la produccion
de hibridomas es bien conocida (véase generalmente Coligan et al., eds. (1994) Current
Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, NY).

[00156] Alternativamente, para preparar hibridomas secretores de anticuerpos
monoclonales, se puede identificar y aislar un anticuerpo monoclonal mediante el
screening de una genoteca de inmunoglobulinas combinatoria recombinante (por ejemplo,
una genoteca de exhibicién en fagos de anticuerpos) con un polipéptido o un fragmento
del mismo para aislar de ese modo miembros de la genoteca de inmunoglobulinas que se

unen al polipéptido. Los kits para generar y seleccionar genotecas de exhibicion en fagos
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estan disponibles en el mercado (por ejemplo, el sistema Pharmacia Recombinant Phage
Antibody System™ Catalogo No. 27-9400-01; y el kit Stratagene SurfZAP™ Phage
Display Kit, Catalogo No. 240612).

[00157] Por afiadidura, se pueden obtener anticuerpos dirigidos contra uno 0 mas de los
polipéptidos/proteinas descritos en esta invencién de fuentes comerciales.

[00158] El uso de anticuerpos inmovilizados especificos para los polipéptidos/proteinas es
también contemplado por la presente invencion y es bien conocido por un experto en la
técnica. Los anticuerpos podrian ser inmovilizados sobre diversos soportes sdlidos, tales
como particulas de matriz magnéticas o cromatograficas, la superficie de un lugar de
ensayo (tal como pocillos de microtitulo), pedazos de un material de sustrato sélido (tal
como plastico, nildn, papel) y soportes similares. Se puede preparar una tira de ensayo
mediante el recubrimiento del anticuerpo o una pluralidad de anticuerpos en un arreglo
sobre soporte solido. Luego, esta tira podria ser sumergida en la muestra de ensayo y
luego procesada rapidamente por medio de lavados y etapas de deteccion para generar
una sefial medible, tal como una mancha de color.

[00159] El analisis de una pluralidad (2 o mas) de polipéptidos/ proteinas se puede llevar a
cabo por separado o de manera simultanea con una muestra de ensayo. Se pueden
combinar diversos polipéptidos/ proteinas en un ensayo para el procesamiento eficaz de
multiples muestras.

[00160] El analisis de polipéptidos/ proteinas podria llevarse a cabo en diversos formatos
fisicos también. Por ejemplo, podrian utilizarse placas de microtitulacion o automatizacion
para facilitar el procesamiento de grandes cantidades de muestras de ensayo.
Alternativamente, se podrian desarrollar formatos de una sola muestra para facilitar el
tratamiento inmediato y el diagnéstico en su debido tiempo. Los formatos fisicos
particularmente Utiles comprenden superficies que tienen una pluralidad de sitios discretos
y accesibles para la deteccion de una pluralidad de analitos diferentes. Los formatos de
ese tipo incluyen microarreglos proteicos, o “chips de proteinas" (véase, por ejemplo, Ng y
llag, J. Cell Mol. Med. 6: 329-340, 2002) y dispositivos capilares.

[00161]En una realizacion, se determina el nivel de expresion mencionado con
anterioridad midiendo el nivel de expresién de un ARNm transcripto de dichos uno o mas

genes.
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[00162] Los métodos para determinar los niveles de &cido nucleico (ARNm) son conocidos
en la técnica, e incluyen por ejemplo reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
transcriptasa inversa-PCR (RT-PCR), SAGE, PCR cuantitativa (q-PCR), Southern blot,
Northern blot, analisis de secuencias, analisis de microarreglos, deteccién de un gen
reportero, u otras plataformas de hibridacién de ADN/ARN. Para la expresién del ARN, los
métodos preferidos incluyen, entre otros: extraccion de ARNm celular y Northern blotting
utilizando sondas etiquetadas que se hibridan a transcriptos que codifican la totalidad o
parte de uno o mas de los acidos nucleicos que codifican la proteina/ polipéptido de esta
invencion; amplificacién de ARNm expresado de uno o0 mas de los acidos nucleicos que
codifican las proteinas/ polipéptidos de esta invencion utilizando cebadores especificos,
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), PCR cuantitativa (q-PCR), y transcriptasa
inversa- reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), seguido por la deteccion
cuantitativa del producto mediante cualquiera de diversos medios; extraccion de ARN total
de la muestra bioldgica, el cual luego se etiqueta y se utiliza para sondear ADNc u
oligonuclettidos que codifican la totalidad o parte de los acidos nucleicos que codifican las
proteinas/ polipéptidos de esta invencién, en arreglos sobre cualquiera de diversas
superficies.

Kits

[00163] La presente invencidn abarca ademas kits que comprenden los componentes de
la presente invencion. Por ejemplo, el kit puede comprender uno 0 mas componentes. Los
componentes se pueden envasar en un envase adecuado y dispositivo para la
administracion. El kit puede comprender ademas instrucciones para utilizar el kit.

[00164] La presente invencion proporciona ademas un kit o envase que comprende
reactivos Utiles para administrar uno 0 mas constructos, polipéptidos, acidos nucleicos,
vectores, huéspedes, composiciones de la presente invencién, o una combinacion de por
lo menos dos de los mismos, a un sujeto que lo necesita para tratar y/o prevenir |[IM
estafilocdcica. Un kit de ese tipo puede comprender ademas, por ejemplo, instrucciones
para la prevencion y/o tratamiento de IIM estafiloccicas, envases, reactivos Utiles para
llevar a cabo los métodos. El kit puede incluir ademas, en caso necesario, agentes para
reducir la interferencia de fondo en un ensayo, agentes para aumentar la sefal, software y

algoritmos para combinar e interpolar valores marcadores para producir una prediccion de
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resultado clinico de interés, aparato para conducir un ensayo, curvas de calibracion y
gréficos, curvas y gréficos de estandarizacién y similares.

MODO(S) PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION

[00165] La presente invencion es ilustrada en forma mas detallada mediante los siguientes
ejemplos no limitativos.

EJEMPLO 1: Materiales y Métodos para Vacunas que incluyen SACOL0029,
SACOL0442, SACOL0720, SACOL1867, SACOL1912 y SACOL2385 (Vacuna #1)
[00166] Produccion de los antigenos. Se seleccionaron seis antigenos con expresion muy
elevada durante la infeccién intramamaria bovina con S. aureus para la inclusion en una
primera vacuna bovina (Vacuna #1).Estos antigenos son: SACOL0029 (No. de acceso al
GenBank: YP_184940.1) (SEC ID NO: 5), SACOL0442 (YP_185332.1) (SEC ID NO: 29),
SACOL0720 (YP_185601.1) (SEC ID NO: 11), SACOL1867 (No. de acceso al GenBank:
YP_186695.1) (SEC ID NO: 38), SACOL1912 (No. de acceso al GenBank: YP_186737.1)
(SEC ID NO: 43) y SACOL2385 (No. de acceso al GenBank: YP_187189.1) (SEC ID NO:
50). Las proteinas recombinantes con marca de His de SACOL0029, SACOL1867,
SACOL1912 y SACOL2385 fueron disefiadas y producidas por GenScript, Inc.
(Piscataway, NJ). Las proteinas recombinantes con marca de His de SACOL0442 y
SACOL0720 fueron disefiadas y producidas utilizando la tecnologia de expresion QIA
(plasmido pQE30) de Qiagen Inc. (Mississauga, ON, Canada), de acuerdo con las
recomendaciones de los fabricantes. Ver en la FIG. 21 | a VI las secuencias marcadas con
his de los antigenos. Los Ejemplos 2-5 y las FIGs. 1-4 se relacionan con esta Vacuna #1.
[00167] Inmunizacion de vacas lecheras. Diecinueve vacas Holstein multiparas sanas en
la fase de mitad de lactancia fueron alojadas en un establo con nivel de bioseguridad Il en
el Dairy y Swine Research y Development Centre of Agriculture y Agri-Food Canada
(Centro de Investigacion y Desarrollo de Agricultura y Agroalimentacion y Productos
lacteos y Porcinos de Canadd) (Sherbrooke, QC). Se divididé a las vacas, de manera
aleatoria, en dos grupos: un grupo (10 vacas) recibié solucion salina (grupo con placebo);
el otro grupo (9 vacas) recibi6 la Vacuna #1 (grupo vacunado). La vacuna estaba
compuesta por 300 ug de cada uno de los seis antigenos (SACOL0029, SACOL0720,

SACOL1867, SACOL1912, y SACOL2385) combinado con EmulsigenTM-D (MVP
Technologies, Omaha, NE), CpG ODN 2007 (TCGTCGTTGTCGTTTTGTCGTT (SEC ID
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NO: 194), un patrén molecular asociado a los patégenos (PAMP, por sus siglas en inglés),
VIDO, Saskatoon, SW) y el péptido catiénico indolicidina (ILPWKWPWWPWRR (SEC ID
NO: 195), utilizado para inducir la respuesta inmune de la vaca (Chemprep Inc., Miami,
FL). Se realizaron dos inmunizaciones con 10 semanas de separacion, por via subcutanea
en el cuello. No se observaron efectos adversos. Se extrajo sangre de la vena caudal y se
tomaron muestras de leche antes de la primera inmunizacién (sueros preinmunes) y
luego cada dos semanas, para la deteccion de IgG total, IgG1 e 1gG2. Se extrajeron
volumenes mas grandes de sangre de la vena yugular (se extrajeron 150 ml antes de la
primera inmunizacién y 14 semanas después de la primera inmunizacion (es decir, 4
semanas después de la segunda inmunizacion) para el aislamiento de las células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) y anélisis de las respuestas inmunes
celulares.

[00168] Deteccion de IgG total, IgG1 y IgG2 mediante ELISA. Se llevo a cabo la deteccion
de IgG total, 1gG1 e 1gG2 contra cada uno de los antigenos en suero y leche de la

manera antes descripta, con algunas modificaciones (Ster et al., Vet. Immunol.

Immunopathol. (2010), 136: 311-318). Nunc MaxiSorp™ Se revistieron placas de 96
pocillos (Thermo Fisher Scientific Inc., Rochester, NY) con el antigeno de ensayo (5 pg/ml
diluido en buffer de carbonato/bicarbonato, Sigma Aldrich, Oakville, ON) y se las incub6 de
un dia para otro a 37°C. Seguidamente se saturaron las placas con la PBS que contenia
gelatina al 0,5% (BD, Franklin Lakes, NJ) durante 1 h a 37°C. Se cargaron cien microlitros

de diluciones dobles en serie de los sueros en PBS con contenido de gelatina al 0,5% y
Tween™ 20 al 0,1% en las placas y se los incubd por espacio de 1 h a

37°C. Se lavaron las placas tres veces con PBS que contenia 0,1% de Tween™ 20. Se
agregaron a la placa cien microlitros del anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa de
rabano (HRP). Los anticuerpos secundarios utilizados eran IgG anti-bovina de cabra
(Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA), una IgG1 anti-bovina de
oveja (AbD Serotec, Raleigh, NC) o una IgG2 anti-bovina de oveja (AbD Serotec), diluidos
1/50,000 1/20,000 y 1/20,000 respectivamente, en PBS con contenido de 0,5% de

gelatina y 0,1% de Tween™ 20. Al cabo de 1 h de incubacion a 37°C seguida por 3

lavados, se detectd la actividad de peroxidasa con el reactivo 3,3',5,5'- tetrametilbencidina
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(TMB) (KPL Inc., Gaithersburg, MD) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.
[00169] La deteccién de IgG total, 1gG1 e IgG2 en la leche se llevo a cabo usando el
mismo procedimiento con pocas modificaciones. Se diluyeron muestras de leche en PBS

que contenia 0,5% de gelatina. Se diluy6 la IgG2 anti-bovina de oveja 1/10.000 en PBS
con contenido de 0,5% de gelatina y 0,1% de TweenTM 20.

[00170] Evaluacion de la respuesta inmune celular. Se aislaron PBMCs de sangre de la
vena yugular y se las marc6 con diacetato de carboxifluoresceina, succinimidil éster
(CFDA-SE; Molecular Probes Inc., Eugene, OR) de la manera antes descripta (Loiselle et
al., J. Dairy. Sci. (2009), 92:1900-1912). Al final del procedimiento de marcado con CFDA-
SE, se suspendieron las PBMC en medio RPMI que contenia 5% de FBS y 1X
antibiotico/antimicotico (A5955, Sigma Chemical Aldrich). Se estimularon las PBMC

(5><106 células por pocillo) con el mitdgeno concanavalina A (ConA; control positivo;
Sigma Aldrich) en una concentracion final de 1 pg/ml, o cada antigeno (5 pg por pocillo) y
se las incub6 por espacio de 7 dias a 37°C. como control negativo, las PBMC fueron
incubadas sin mitégeno alguno. Las estimulaciones se realizaron por duplicado (Ster et al.,
2010).

[00171] Se evalud la proliferaciéon de células CD4+ y CD8+ tras la incubacion con los
diferentes mitdgenos. Se centrifugaron las células a 300 x g durante 5 min, se las

suspendié en PBS con un contenido de 0,5% de BSA. A continuacién se agregaron las

CD8 acopladas con Alexa Fluor™ 647 (diluida 1/20, AbD serotec) y la CD4 anti-
bovina de ratdon acopladas con rPE (diluido 1/20, AbD serotec). Después de 20
min de incubacion sobre hielo, se lavaron las células tres veces con PBS que contenia
0,5% de BSA. Seguidamente se suspendieron las células en PBS con formaldehido al
0,5%. Se determinaron los porcentajes de las poblaciones proliferativas por citometria de
flujo en un citémetro de flujo BD FACS Canto Il utilizando el software BD FACS Diva.

[00172] S. aureus Experimental en IIM en vacas lecheras. Con anterioridad a su uso en
[IM experimental, se determin la relacion entre la absorbancia de los cultivos bacterianos
(A600 nm) y las UFC. El dia del desafio, se transfirié un volumen de un cultivo de un dia
p ara otro de S. aureus en caldo de Mueller Hinton (MHB; BD) a 200 ml de MHB frescas
para obtener una A600 nm de 0,1 y seguidamente se lo cultivd a 35°C hasta que la
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A600 nm alcanzé un valor correspondiente a 10® UFC/mL en la fase exponencial de
desarrollo. La cepa que se ha de utilizar en esta infeccion experimental (CLJ08-3) habia
sido caracterizada anteriormente en el laboratorio del co—inventor (Allard et al., Vet.
Microbiol. (2013) 162: 761- 770). Para las infusiones intramamarias, se diluyeron las
bacterias como rutina en PBS estéril (Sigma Aldrich) para obtener aproximadamente 50
UFC en 3 ml. En este experimento, se cultivd el inéculo en TSA y se encontrd que
contenia 63 UFC en 3 ml.

[00173] Las determinaciones de recuento de células somaticas (RCS) y el analisis
bacteriano de muestras asépticas de leche de los cuartos se llevaron a cabo antes de la
[IM experimental para garantizar que todas las vacas estuvieran libres de IIM. La infusion
experimental de cuartos mamarios con bacterias se realiz6 en tres de los cuatro cuartos
(elegidos al azar) de cada vaca después del ordefie de la noche de acuerdo con un
procedimiento que ya habia sido descripto (Petitclerc et al., J. Dairy. Sci. (2007), 90: 2778-
2787) con pocas modificaciones. En breves términos, antes de la inoculacién, se limpian
los pezones con gasa embebida en etanol al 70%. Se deja que los pezones sequen al aire
antes de la infusion intramamaria de 3 ml de suspension bacteriana (con un contenido de
63 UFC) en tres de los cuarto cuartos. Inmediatamente después de la infusion, se
masajearon todos los cuartos minuciosamente y se sumergieron los pezones en un
desinfectante de tetas basado en yoddforos. Durante todo el procedimiento se utilizaron
guantes descartables que fueron desinfectados antes de proceder al siguiente animal.
Todos los cuartos infundidos con S. aureus se infectaron y todas las vacas exhibieron
signos clinicos (inflamacién y/o mal aspecto de la leche) de mastitis en algin momento
durante los pocos primeros dias posteriores a la infusion de S. aureus.

[00174] Evaluacién de los recuentos de S. aureus viables después de las infecciones
experimentales. Se tomaron muestras asépticas de leche antes del ordefie matinal tres
veces por semana durante las 3 primeras semanas posteriores a la infeccién experimental
y luego dos veces por semana durante las 2 semanas restantes. Una vez descartados los
primeros chorros de leche y desinfectados los pezones con etanol al 70%, se recogi6 de
manera aséptica una muestra de leche de 10 ml en un frasco estéril de 50 ml por cada
cuarto individual. Las muestras de leche fueron diluidas en serie y se cultivaron 100 ul de

cada dilucién tanto en placas de agar triptico de soja (Becton Dickinson) como de sal de
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manitol (Becton Dickinson) para las determinaciones de UFC e identificacién de S. aureus.
A continuacién, las placas fueron incubadas por espacio de 24 h a 35°C antes de contar
las colonias. Se utilizaron las diluciones que exhibieron entre 30 y 300 colonias para
calcular la concentracion bacteriana. Se cultivo cada dilucién por duplicado.

[00175] Evaluacion de los recuentos de células somaticas. A la misma frecuencia que en
el caso de las muestras asépticas de leche, se recogié leche utilizando unidades de
ordefie por glandula mamaria individual en el ordefie de la mafiana y se la pes6 para la
determinacion de la produccion de leche por glandula mamaria. También se tomé una
muestra no aséptica de 50 ml de cada unidad de ordefie de glandula mamaria para la
determinacion del RCS por un laboratorio comercial (Valacta Inc., Ste-Anne-de-Bellevue,
QC, Canadd). Se lavaron exhaustivamente las unidades de ordefie y se las desinfect6 con
un detergente germicida con base de yodo (K.O. Dyne®, GEA Farm Technologies,
Westmoreland, NY) entre sus usos en cada vaca. Todos los demas materiales en contacto
con la leche fueron desinfectados con etanol al 70%.

[00176] Andlisis estadistico. Se llevaron a cabo analisis estadisticos de los datos de la
infeccion experimental utilizando el procedimiento MIXED de SAS (SAS Institute Inc.,
Cary, NC) en forma de mediciones repetidas. Para el analisis de RCS y UFC, se
transformaron los datos por log10 antes del analisis. Se realizd el analisis estadistico de
los titulos de anticuerpo y de la correlacién entre UFC y RCS utilizando GraphPad Prism™
v6.05.

[00177] Declaracion de ética. Todos los experimentos con animales fueron aprobados por
el comité institucional local de proteccion animal de Agricultura y Agroalimentacion de
Canada y se llevaron a cabo de conformidad con los lineamientos del Consejo
Canadiense de Proteccidn de los Animales (Canadian Council on Animal Care).
EJEMPLO 2: Titulos totales de IgG1 en suero después de la vacunacién - Vacuna #1
[00178] Se prepararon y administraron a vacas sanas antigenos recombinantes marcados
con His para SACOL0029 (No. de acceso al GenBank: YP_184940.1) (SEC ID NO: 5),
SACOL0442 (SEC ID NO: 29), SACOL0720 (SEC ID NO: 11), SACOL1867 (No. de
acceso al GenBank: YP_186695.1) (SEC ID NO: 38), SACOL1912 (No. de acceso al
GenBank: YP_186737.1) (SEC ID NO: 43), y SACOL2385 (No. de acceso al GenBank:
YP_187189.1) (SEC ID NO: 50), de acuerdo con lo descripto en el Ejemplo 1 (Produccién
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de los antigenos e Inmunizacion de Vacas lecheras). Nueve vacas lecheras recibieron la
vacuna y 10 vacas recibieron solucion salina (placebo). Se detectaron los titulos séricos
totales de IgG, 19gG1 e IgG2 de acuerdo con lo descripto en el Ejemplo 1 (Deteccion de IgG
total, IgG1 y IgG2 por ELISA).

[00179] Como se esperaba, y como se expone en las FIGs 1B-C, la inmunizacion indujo
una produccion incrementada de 1gG1 y 19gG2 en suero antigeno-especifico
correspondiente al grupo vacunado en comparacion con el grupo con placebo. Como nota
interesante, la relacion 19G2/IgG1 fue 1 en el caso de SACOL0442 (ver la FIG. 1D), lo que
es una indicacion de una respuesta inmune equilibrada Th1/Th2 a este antigeno. En el
caso de los antigenos SACOL0029, SACOL0720, SACOL1912 y SACOL2385, la relacion
IgG2/lgG1 es significativamente méas baja que la relacion correspondiente a SACOL0442,
lo que indico que estos antigenos indujeron mayormente una respuesta al anticuerpo IgG1
a través de la via Th2.

EJEMPLO 3: Proliferacion dependiente del antigeno de células sanguineas CD4+ y
CD8+ después de la vacunacioén- Vacuna #1

[00180] Se evaluo la proliferacién dependiente del antigeno de células sanguineas CD4+y
CD8+ de las vacas vacunadas (9) y las vacas con placebo (10) de acuerdo con lo
descripto en el Ejemplo 1 (Evaluacion de la respuesta inmune celular) cuatro semanas
después de la segunda inmunizacion (inmediatamente antes de la infeccién experimental)
por cada antigeno. Los resultados correspondientes a las células CD4+ estan expuestas
en la FIG. 2, en la cual cada simbolo representa el porcentaje de células CD4+ que han
proliferado por cada vaca al cabo de una semana de incubacion con el control positivo
(ConA) o cada antigeno. Los circulos blancos (o) representan los datos correspondientes
a las vacas vacunadas, los cuadrados negros (m) representan los datos correspondientes
a las vacas con placebo. Las lineas horizontales representan las medianas: las lineas de
guiones representan las medianas correspondientes a las vacas vacunadas, en tanto que
las lineas plenas representan las medianas correspondientes a las vacas con placebo.
[00181] El simbolo * indica las diferencias estadisticas entre los grupos vacunados y con
placebo con respecto a los antigenos SACOL0029, SACOL0442, SACOL0720 vy
SACOL1912 (*, P<0,05).

[00182] Ademas, la proliferacion de células CD8+ fue similar en el caso de las vacas
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vacunadas y las que recibieron placebo con respecto a todos los antigenos, a excepcion
del antigeno SACOL0720, ya que se observd una mayor proliferacion de las células CD8+
en el caso de las vacas vacunadas (no se exponen datos). La induccion de células CD8+
también parecié ser importante para la resolucién de la infeccion (Riollet et al., 2001;
Burton y Erskine, 2003). La vacuna pudo estimular tanto la respuesta inmune celular
(CD8+) como humoral (CD4+). La Vacuna #1 con sus diferentes antigenos da lugar a una
respuesta inmune balanceada.

EJEMPLO 4: Efecto protector de la vacuna evaluado siguiendo la evoluciéon de los
recuentos de células somaticas (RCS) - Vacuna #1

[00183] Se llevd a cabo la infeccion experimental de IIM por S. aureus en vacas lecheras
y se la evalud de acuerdo con lo descripto en el Ejemplo 1 (IIM Experimental por S. aureus
en vacas lecheras, Evaluacion de los recuentos viables de S. aureus después de las
infecciones experimentales, Evaluacion de los recuentos de células somaticas y Analisis
estadistico). Cuatro semanas y 4 dias después de la segunda inmunizacion, se infundieron
63 UFC de S. aureus en 3 de los 4 cuartos de las vacas vacunadas (9) y las que
recibieron placebo (10) durante el ordefie nocturno (dia 1, flecha de la FIG. 3). Se
tomaron muestras asépticas de leche en el ordefie matutino y se determind el RCS
por Valacta (Ste-Anne-de-Bellevue, QC). Los resultados estan expuestos en la FIG. 3, en
la cual los circulos blancos (o) y la linea de guiones representan los datos
correspondientes a las vacas vacunadas, en tanto que los cuadrados negros (m) y la linea
continua representan los datos correspondientes a las vacas con placebo. Cada circulo
blanco representa la media de los RCS correspondientes a todos los cuartos infectados de
las vacas vacunadas (27) en tanto que cada cuadrado representa la media de los RCS
correspondientes a todos los cuartos infectados de las vacas con placebo (30 cuartos).
[00184] Durante el periodo de desafio, se encontr6 que el RCS en la leche era
significativamente mas bajo en las vacas vacunadas que en el caso de las vacas con
placebo (***; P<0.001), lo que indica menos inflamacién y un mejor control de la
infeccion en las vacas vacunadas.

EJEMPLO 5: Correlacion entre los RCS o los recuentos viables de S. aureus (UFC)
con respecto a los titulos de IgG en el suero o leche contra antigenos especificos -
Vacuna #1
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[00185] Como se ilustra en las FIGs. 4A-B, los RCS se correlacionaron positivamente con
las UFC de S. aureus del periodo de desafio (FIG. 4A, r=0,82, P<0,0001) y se
correlacionaron negativamente con el titulo sérico de IgG1 contra t SACOL0442 medido
antes de la infeccién (FIG. 4B, r=-0,49, P<0,05). De esta manera, la vacuna habia
reducido este criterio de inflamacion inducido por el desafio. Se realizé un analisis similar
con las muestras recogidas el dia 10. Se observaron las mismas correlaciones obtenidas
anteriormente, aunque este punto de tiempo en particular los RCS y las UFC de S. aureus
también se correlacionaron con el titulo de 1gG2 en la leche contra SACOL0029 (Fig. 4C,
r=-0,48, P<0,05 y r=-0,58, P<0,05, respectivamente). Estos resultados demuestran que
hay mas de un antigeno implicado en la respuesta inmune contra la infeccién.

EJEMPLO 6: Materiales y Métodos para Vacuna que incluyen SACOL0442,
SACOL0720, y una fusion entre SACOL1867 y SACOL0029 - Vacuna #2

[00186] Produccion de los antigenos. Se seleccionaron cuatro antigenos que se expresan
profusamente durante la infeccion intramamaria bovina por S. aureus para la inclusién en
la Vacuna #2. Los antigenos son polipéptidos codificados por: SACOL0029 (No. de
acceso al GenBank: YP_184940.1) (SEC ID NO: 5), SACOL1867 (No. de acceso al
GenBank: YP_186695.1) (SEC ID NO: 38), SACOL0442 (SEC ID NO: 29) y SACOL0720
(SEC ID NO: 11). Se incluyeron los antigenos SACOL0029 y SACOL1867 en forma de
fusion. Las proteinas recombinantes marcadas con his de SACOL0720 y SACOL0029-
1867 fueron disefiadas y producidas por GenScript, Inc. (Piscataway, NJ). Se disefio y
produjo una proteina recombinante marcada con his de SACOL0442 utilizando la
tecnologia de expresion QIA (plasmido pQE30) de Qiagen Inc. (Mississauga, ON,
Canada), de acuerdo con las recomendaciones de los fabricantes. (ver las FIGs. 21D-E y
[, y items I, [Il'y VII con respecto a las secuencias marcadas con his de SACOL0720,
SACOL0442, y SACOL0029-1867). También se produjo ademas la proteina superficial
CIfA (SEC ID NO: 184), utilizando el vector de expresion de QIA mediante la clonacién del
gen clfA de S. aureus ATCC 25904. Esta ultima proteina recombinante no fue parte de la
composicion de la vacuna, sino que se la utilizd en los ensayos ELISA para determinar los
titulos de 1gG en los sueros contra las demas proteinas de S. aureus tales como CIfA.
[00187]La vacuna estaba compuesta por 300 pg de cada uno de los 3 antigenos
(SACOL0442 y SACOL0720 de acuerdo con lo definido en el Ejemplo 1 y la fusién
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SACO0L0029-1867) y con Emulsigen™-D (MVP Technologies, Omaha, NE), CpG ODN
2007 (es decir TCGTCGTTGTCGTTTTGTCGTT (SEC ID NO: 194) (IDT, Coralville, IA)) e
indolicidina (ILPWKWPWWPWRR (SEC ID NO: 195, GenScript, Piscataway, NJ,
Chemprep Inc., Miami, FL) (Vacuna #2).

[00188] Inmunizacion de vacas lecheras. Se albergaron once vacas Holstein multiparas
sanas en la etapa media de lactancia en un establo de nivel Il de bioseguridad en el Dairy
y Swine Research y Development Centre of Agriculture y Agri-Food Canada (Sherbrooke,
QC). Las vacas recibieron la Vacuna #2 (grupo vacunado). Se llevaron a cabo dos
inmunizaciones con 10 semanas de separacion entre si, por via subcutanea en el cuello.
No se observaron efectos adversos. Se extrajo sangre de la vena caudal y se recogieron
muestras de leche antes de la primera inmunizacion (sueros preinmunes) y luego cada
semana para la deteccion de IgG total.

[00189] Deteccion de IgG total por ELISA. La deteccion de IgG total contra cada uno de
los antigenos en suero se llevd a cabo de la manera antes descripta, con algunas
modificaciones (Ster et al., Vet. Immunol. Immunopathol. (2010), 136: 311-318). Se

revistieron placas Nunc MaxiSorpT'\’| de 96 pocillos (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Rochester, NY) con el antigeno de ensayo (5 pjg/ml diluidos en buafer de
carbonato/bicarbonato, Sigma Aldrich, Oakville, ON) y se las incub6 de un dia para otro a
37°C. Seguidamente se saturaron las placas con el PBS que contenia 0,5% de gelatina
(BD, Franklin Lakes, NJ) durante 1 h a 37°C. Se cargaron cien microlitros de diluciones

dobles en serie de los sueros en PBS que contenia 0,5% de gelatina y 0,1% de
Tween™ 20 en las placas y se las incub6 por espacio de 1 h a 37°C. Se lavaron las

placas tres veces con PBS que contenia 0,1% de Tween™ 20. Se agregaron a la placa
cien microlitros del anticuerpo secundario conjuntado a peroxidasa de rabano (HRP). Los
anticuerpos  secundarios utilizados eran IgG anti-bovina de cabra (Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA) diluida 1/1000.000 en PBS que

contenia 0,5% de gelatina y 0,1% de Tween™ 20. Al cabo de 1 h de incubacion a 37°C
seguido por 3 lavados, se detect6 la actividad de peroxidasa con el reactivo 3,3',5,5'-
tetrametilbencidina (TMB) (KPL Inc., Gaithersburg, MD) de acuerdo con las

recomendaciones del fabricante.
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EJEMPLO 7: La fusion de los antigenos induce altos titulos de anticuerpos - Vacuna
#2

[00190] La FIG. 5 expone los titulos de IgG total correspondientes a las vacas vacunadas
por cada antigeno de la vacuna (incluyendo los antigenos fusionados SACOL0029 y
SACOL1867 (rotulados SACOL0029-1867 en la FIG. 5). Cada circulo blanco representa el
titulo cuatro semanas después de la segunda inmunizacion por cada vaca
(inmediatamente antes de la infeccidn experimental) en tanto que cada rombo negro
representa el titulo preinmune. Las lineas horizontales representan las medianas: la linea
plena representa los sueros preinmunes, la linea de guiones las muestras tomadas cuatro
semanas después de la inmunizacién. Los titulos correspondientes a las vacas
vacunadas son més elevados que los titulos de los sueros preinmunes (**, P < 0,01; ***,
P < 0,001 en el caso de los otros antigenos analizados).

[00191]La FIG. 5 demuestra, por consiguiente, que la vacuna compuesta por tres
antigenos separados, incluyendo un péptido de fusion, induce una fuerte respuesta
inmune en las vacas. Mas aun, la FIG. 5 demuestra, sorprendentemente, que los
antigenos fusionados SACOL0029 y SACOL1867 (fusion SACOL0029-SACOL1867)
elevaron los titulos de anticuerpos que estuvieron por encima de los elevados por cada
antigeno solo (Comparese la FIG. 1A con la FIG. 5) y que esos antigenos fusionados
otorgan un beneficio adicional a la vacuna.

[00192] Mas especificamente, cuando se los administré en forma individual en una
vacuna, los titulos de las vacas inmunes contra SACOL0029 y SACOL1867 llegaron a
3200 y 51200, respectivamente (FIG. 1A), en tanto que cuando se administraron los
antigenos en forma de fusion, los titulos de las vacas inmunes llegaron a 12800 y 409600,
respectivamente (FIG. 5), demostrando que la fusién genera una sinergia inesperada en la
respuesta inmune.

EJEMPLO 8: Materiales y Métodos para una vacuna que comprende SACOL0029,
SACOL1867 y una fusion entre SACOL1867 y SACOL0029 - Vacuna #3

[00193] Produccion de los antigenos. Se seleccionaron tres antigenos derivados de dos
genes que se expresan abundantemente durante la infeccion intramamaria por S. aureus
para la inclusion en una vacuna. Estos antigenos son: SACOL0029 (No. de acceso al
GenBank: YP_184940.1) (SEC ID NO: 5), SACOL1867 (No. de acceso al GenBank:
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YP_186695.1) (SEC ID NO: 38) y una fusién entre SACOL1867 y SACOL0029 (No. de
acceso al GenBank: YP_184940.1) (SEC ID NO: 5). Las proteinas recombinantes
marcadas con his de SACOL0029, SACOL1867 y SACOL0029-1867 fueron disefiadas y
producidas por GenScript, Inc. (Piscataway, NJ). (remitirse a las FIGs. 21A, F y |, items |,
IV y VII para ver las secuencias marcadas con his de SACOL0029, SACOL1867 y
SACOL0029-1867).

[00194] Inmunizacion de ratones. Se evaluaron las propiedades inmunogénicas de las
proteinas recombinantes de S. aureus codificadas por los genes SACOL0029,
SACOL1867 y una fusion de SACOL0029 y SACOL1867 en ratones. Se compararon
cuatro grupos de ratones que recibieron la cantidad equimolar exacta de proteinas, ya sea
en forma monovalente (SACOL0029 o SACOL1867) o en forma multivalente (la fusion
SACOL0029-1867 o SACOL0029 junto con SACOL1867 en combinacion).

[00195] En pocas palabras, se calculd el peso molecular tedrico de cada secuencia de
aminoacidos correspondiente a la totalidad de la fusion o a la porcion de SACOL0029 o
SACOL1867 de la fusion utilizando el portal de recursos Bioinformaticos ExXPASy™
(http://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_tool).

[00196] Se administraron cinco microgramos de la fusién a un grupo de ratones. Se
determind que la cantidad molar correspondiente de 5 ug de la fusion SACOL0029-1867
era 168,55 pmol, en lo que respecta a su peso molecular tedrico. Se administré una
cantidad de 1,15 pg y 3,69 ug de SACOL0029 y SACOL1867, respectivamente, en dos
grupos de ratones a fin de producir 168,55 pmol de cada antigeno, respectivamente. El
ultimo grupo de ratones recibié la combinacion de los dos antigenos individuales (168.55
pmol de cada uno).

[00197] Para la preparacion de las dosis para inmunizacion, se mezclaron individualmente
los polipéptidos SACOL0029, SACOL1867 y los de fusion SACOL0029-1867 y se los
suspendié en PBS para obtener la cantidad equimolar final de cada dosis antigénica en un
volumen de 100 pl. Se dividieron aleatoriamente veinte ratones hembra CD-1 en 4 grupos:
el grupo A (5 ratones) recibié 5 g de la proteina de fusion SACOL0029-1867 (Fusion); el
grupo B (5 ratones) recibio 1,15 pg de SACOL0029 y 3,69 pg de SACOL1867
(Combinacion); el grupo C (5 ratones) recibié 1,15 pug de SACOL0029 (0029) y el grupo
D recibi6 3,69 ug de SACOL1867 (1867). Los ratones CD-1 fueron inmunizados mediante
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dos inyecciones subcutaneas en el cuello con un intervalo de dos semanas. No se
observaron efectos secundarios adversos durante la totalidad del periodo de inmunizacion
experimental. Se extrajeron muestras de sangre justo antes de la primera inyeccion
preparatoria (sueros preinmunes) y diez dias después de la inmunizacién de refuerzo
(sueros inmunes). Se dejo que las alicuotas de sangre coagularan a temperatura ambiente
durante una hora, se las centrifugd a 10,000 g durante 10 min a 4°C. Se cosecharon los
sueros y se los mantuvo a -20°C hasta el posterior analisis.

[00198] Deteccion de IgG total por ELISA. Se realiz6 la deteccion de IgG total en suero
contra las proteinas recombinantes SACOL0029 y SACOL1867 de la manera antes
descripta con algunas modificaciones (Ster et al., Vet. Immunol. Immunopathol. (2010),
136: 311-318). Se revistieron placas de 96 pocillos Nunc MaxiSorp™ (Thermo Fisher
Scientific Inc., Rochester, NY) con 75 pl de cada uno de los antigenos de ensayo (6,67
Mg/ml diluidos en in bufer de carbonato/bicarbonato, Sigma Aldrich, Oakville, ON) y se las
incubé de un dia para otro a temperatura ambiente. A continuacion, se saturaron las
placas con PBS que contenia 5% de leche descremada en polvo por espacio de 1 h a
37°C. Se cargaron en las placas cien microlitros de diluciones cuadruples en serie de los
sueros en PBS con contenido de 3% de leche y 0, 025% de Tween™ 20 y se las incub6
durante 1 h a 37°C. Las placas fueron lavadas tres veces con PBS con contenido de
0,05% de Tween™ 20. Seguidamente se agregaron a la placa cien microlitros de
anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa de rabano (HRP). El anticuerpo secundario
utilizado fue IgG anti-ratdén de cabra (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West
Grove, PA), diluida 1/5000 en PBS con contenido de 3% de leche y 0, 025% de Tween™
20. Al cabo de 1 h de incubacion a 37°C seguida por 3 lavados, se detect6 la actividad de
peroxidasa con la adicion de cien microlitros del reactivo 3,3',5,5'-tetrametilbencidina
(TMB) (KPL Inc., Gaithersburg, MD), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.
[00199] Analisis estadistico. El andlisis estadistico de los titulos de anticuerpos y la
correlacion se llevo a cabo utilizando GraphPad Prism™ v6.05.

EJEMPLO 9: La fusidn de antigenos induce titulos de anticuerpos significativamente
superiores en comparacion con los antigenos monovalentes o una combinacion de
antigenos - Vacuna #3

[00200] La FIG. 6 ilustra que un antigeno (SACOL1867) incluido en un polipéptido de



67

fusion (es decir, la proteina de fusién SACOL0029-1867) puede inducir una respuesta
inmune potente y de anticuerpos especificos contra ese antigeno especifico (SACOL1867)
y, lo que es mas importante, que esta respuesta puede ser significativamente superior a la
obtenida con una forma monovalente de este antigeno (SACOL1867 administrado solo) o
con una combinacién multivalente de polipéptidos individuales que son parte de la fusion
(combinacion de SACOL1867 mas SACOL0029). Por consiguiente, ademas de la ventaja
de generar una respuesta inmune contra multiples dianas polipeptidicas, esos antigenos
fusionados también ofrecen el beneficio adicional de mejorar considerablemente los titulos
de anticuerpos contra esas dianas.

EJEMPLO 10: Materiales y Métodos para vacunas que incluyen uno o mas
fragmentos de SACOL0720 y/o uno o mas fragmentos de SACOL442 - vacunas #4-6
[00201] Produccion de los antigenos. Se seleccionaron péptidos y fragmentos de
aminoacidos de 15 a 50 aminoacidos de longitud derivados de las secuencias de
SACOL0442 y/lo SACOL0720 basandose en la presencia de epitopos de células B.
También se disefiaron fusiones de epitopos péptidos en las cuales un ligante de
aminoacidos (por ejemplo, EAAAKEAAAK (SEC ID NO: 62) o ERKYK (SEC ID NO: 61) o
KDYERKYKKHIVS (SEC ID NO: 196)) unia los diversos epitopos. Los péptidos y
fragmentos de aminoacidos fueron sintetizados por Biomatik, Inc. (Cambridge, ON). Tras
su recepcién, se suspendieron los péptidos liofilizados y los fragmentos de aminoacidos
en agua estéril a una concentracién de 5 mg/ml y se los almacené a -80 °C hasta el dia en
que se los uso.

[00202] Inmunizacién de ratones. Se utilizaron péptidos y fragmentos de aminoacidos
como antigenos para la inmunizacién de ratones. Para la preparacion de las dosis para la
inmunizacion, se mezcld y suspendi6 cada péptido y fragmento de amino&cido o una
combinacion de estos en PBS con contenido de 20 % del adyuvante en emulsion de aceite
en agua EMULSIGEN®-D para obtener una dosis final de 100 ug de polipéptido por dosis,
a menos que se indique especificamente lo contrario. Se dividieron los ratones hembra
CD-1 en forma aleatoria en diferentes grupos de 3 a 4 animales. Los ratones fueron
inmunizados mediante dos inyecciones subcutaneas en el cuello con un intervalo de dos
semanas. No se observaron efectos secundarios adversos durante la totalidad del periodo

experimental. Se extrajeron muestras de sangre inmediatamente antes de la primera
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inyeccion preparatoria (sueros preinmunes) y diez dias después de la inmunizacion de
refuerzo (sueros inmunes). Se dejé que las alicuotas de sangre coagularan a temperatura
ambiente durante una hora, y luego se las centrifug6 a 10.000 g durante 10 min a 4°C. Se
cosecharon los sueros y se los mantuvo a -20°C hasta el posterior analisis.

[00203] Deteccion de IgG total por ELISA. La deteccion de IgG total en suero, contra
secuencias de aminoacidos especificas encontradas en los antigenos utilizados para la
inmunizacion de los ratones se llevo a cabo de la manera antes descripta, con algunas
modificaciones (Ster et al., Vet. Immunol. Immunopathol. (2010), 136: 311-318). Se
revistieron placas de 96 pocillos Nunc MaxiSorp™ (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Rochester, NY) con 100 pl de cada una de las secuencias de aminoacidos objetivo diluida
a una concentracion final de 5 pg/ml en bufer de carbonato/bicarbonato (Sigma Aldrich,
Oakville, ON) y se las incubd de un dia para otro a temperatura ambiente. A continuacion,
se saturaron las placas con PBS con contenido de 5% de leche descremada en polvo por
espacio de 1 ha 37°C. Se cargaron en las placas cien microlitros de diluciones cuadruples
0 dobles en serie de los sueros en PBS con contenido de 1% de leche y 0,025% de
Tween™ 20 y se las incub6 durante 1 h a 37°C. A continuacién, se lavaron las placas tres
veces con PBS con contenido de 0,05% de Tween™ 20. Luego se agregaron a las placas
cien microlitros del anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa de rabano (HRP). El
anticuerpo secundario utilizado era IgG anti-ratén de cabra (Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc., West Grove, PA), diluida 1/5000 en PBS con contenido de 1% de leche
y 0,025% de Tween™ 20. Al cabo de 1 h de incubacion a 37°C seguida por 3 lavados con
PBS Tween™ 20 y un lavado final con PBS, se detecto la actividad de peroxidasa con el
reactivo 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) (KPL Inc., Gaithersburg, MD) de acuerdo con
las recomendaciones del fabricante.

[00204] Andlisis estadistico. El analisis estadistico de los titulos de anticuerpos y de las
densidades opticas se llevo a cabo utilizando GraphPad Prism™ v6.05.

EJEMPLO 11: Respuesta inmune contra una fusion de péptidos que incluye
epitopos codificados a partir de las secuencias SACOL0442 y SACOL0720 - Vacuna
#4

[00205] Se utilizo6 una fusion de epitopos peptidicos codificados de SACOL0442 y

SACOL0720 para vacunar ratones (n = 4). La secuencia de la fusion de péptidos era
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KDGGKYTLESHKELQEAAAKEAAAKKDINKIYFMTDVDLGGPTFVLND (SEC ID NO: 3)
(Vacuna #4), donde el ligante aparece en letra cursiva y los diferentes epitopos estan
identificados en caracteres en negrita. Los epitopos eran KDGGKYTLESHKELQ (SEC ID
NO: 1) codificado a partir de SACOL0442, KDINKIYFMTDVDL (SEC ID NO: 23) codificado
a partir de SACOL0720, y DVDLGGPTFVLND (SEC ID NO: 24) también codificado de
SACOL0720. Los anticuerpos IgG de los sueros obtenidos de los animales pudieron
unirse a fragmentos de aminoécidos que comprendian epitopos de células B de
SACOL0442 (es decir KDGGKYTLESHKELQ (SEC ID NO: 1)) y/o de SACOL0720 (es
decir QFGFDLKHKKDALA (SEC ID NO: 21); KDINKIYFMTDVDL (SEC ID NO: 23),
DVDLGGPTFVLND (SEC ID NO: 24)) en los ensayos ELISA con titulos de anticuerpos de
1/6400 o mas. La fusion de péptidos utilizada para la inmunizacién y los fragmentos de
aminoacidos o polipéptidos empleados como dianas de los anticuerpos en los ensayos
ELISA estan expuestos a continuacion, en la Tabla Ill. En esta tabla, los epitopos estan en
negritas y la secuencia ligante aparece en cursiva.

Tabla lll- Vacuna polipeptidica y dianas de respuesta a los anticuerpos

Fusion de péptidos utilizada para la vacunacion

KDGGKYTLESHKELQEAAAKEAAAKKDINKIYFMTDVDLGGPTFVLND (SEC ID NO: 3)

Péptidos y polipéptidos diana unidos por IgG de ratones vacunados en un ensayo ELISA

KDGGKYTLESHKELQEAAAKEAAAKKDINKIYFMTDVDLGGPTFVLND (SEC ID NO: 3) (fusién
de péptidos);

GEHLPKGNIVINTKDGGKYTLESHKELQKDRENVKINTAD (SEC ID NO: 2) (fragmento
codificado por SACOL0442);
KDINKIYFMTDVDLGGPTFVLNDKDYERKYKKHIVSQFGFDLKHKKDALA (SEC ID NO: 27)
(variante que comprende fragmentos codificados por SACOL0720)

SACOL0442 (SEC ID NO: 55) (es decir la version de polihistidina expuesta en FIG. 21E, item
)

SACOL0720 (SEC ID NO: 25) (es decir la version de polihistidina expuesta en FIG. 21D, item
1);
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[00206] Todas las dianas de los anticuerpos antes expuestas se unieron, en un ensayo
ELISA, ala IgG de ratones vacunados con el antigeno de fusion expuesto.

[00207] Esto demuestra que se puede emplear una fusién de epitopos peptidicos
codificados tanto por SACOL0442 como por SACOL0720 para inmunizar y provocar una
respuesta inmune en un mamifero. La respuesta inmune obtenida incluye la produccion de
anticuerpos que reconocen SACOL0442 o SACOL0720, fragmentos de aminoacidos o
variantes codificados a partir de SACOL0442 o de SACOL0720.

EJEMPLO 12: Una fusion de multiples epitopos empleados como antigeno en las
inmunizaciones potencia significativamente la respuesta inmune contra un epitopo
individual - Vacuna #4

[00208] Se utilizé una fusion de epitopos peptidicos codificada a partir de SACOL0442 y
SACOL0720 para vacunar ratones (n = 4). La secuencia de la fusién de péptidos era
KDGGKYTLESHKELQEAAAKEAAAKKDINKIYFMTDVDLGGPTFVLND (SEC ID NO: 3),
en la cual el ligante aparece en letra cursiva y los diferentes epitopos estan identificados
en caracteres en negrita. Los epitopos eran KDGGKYTLESHKELQ (SEC ID NO: 1)
codificado a partir de SACOL0442, KDINKIYFMTDVDL (SEC ID NO: 23) codificado a
partir de SACOL0720 y DVDLGGPTFVLND (SEC ID NO: 24) también codificado por
SACOL0720. Otro grupo de ratones (n = 4) fue inmunizado con el epitopo peptidico
individual KDGGKYTLESHKELQ (SEC ID NO: 1), codificado a partir de SACOL0442.
[00209] Se recogieron sueros de los animales y se los analizd para determinar la
presencia de anticuerpos IgG dirigidos a un fragmento de aminoacidos codificado de
SACOL0442 (GEHLPKGNIVINTKDGGKYTLESHKELQKDRENVKINTAD) (SEC ID NO:
2), que contiene el epitopo peptidico KDGGKYTLESHKELQ (SEC ID NO: 1).

[00210] Como se ilustra en la FIG. 7, la inmunizacion con la fusiéon de tres epitopos
peptidicos (uno codificado a partir de SACOL0442 y dos codificados a partir de
SACOL0720) aumentd significativamente la produccion de anticuerpos contra un
fragmento  de  aminoécidos  codificado a  partr de  SACOL0442
(GEHLPKGNIVINTKDGGKYTLESHKELQKDRENVKINTAD) (SEC ID NO: 2), que
contiene el epitopo peptidico KDGGKYTLESHKELQ (SEC ID NO: 1), en comparacién con
el nivel de anticuerpos obtenido cuando so6lo se utiliza el epitopo peptidico
KDGGKYTLESHKELQ (SEC ID NO: 1) como antigeno para la inmunizacién.
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EJEMPLO 13: Respuesta inmune contra un fragmento de polipéptido de 50
aminoacidos codificado por una variante de SACOL0720 -Vacuna #5

[00211] Se vacund un grupo de ratones (n = 3) con un fragmento de péptido de 50
aminoacidos (KDINKIYFMTDVDLGGPTFVLNDKDYERKYKKHIVSQFGFDLKHKKDALA
(SEC ID NO: 27)) (Vacuna #5) que contenia epitopos de células B (caracteres en negrita)
codificado a partir de la secuencia SACOL0720, mas especificamente los epitopos
KDINKIYFMTDVDL (SEC ID NO: 23), DVDLGGPTFVLND (SEC ID NO: 24) y
QFGFDLKHKKDALA  (SEC  ID NO: 21). La secuencia total de
KDINKIYFMTDVDLGGPTFVLNDKDYERKYKKHIVSQFGFDLKHKKDALA (SEC ID NO:
27) varia con respecto a la secuencia nativa de SACOL0720 en cuatro aminoacidos en la
region que liga los epitopos DVDLGGPTFVLND (SEC ID NO: 24) y QFGFDLKHKKDALA
(SEC ID NO: 21). Por consiguiente, se puede considerar que la vacuna #5 es un
fragmento variante de SACOL0720 o una fusién de epitopos de SACOL0720, que estéan
espaciados por el ligante ERKYK (SEC ID NO: 61).

[00212] Se analizaron los sueros para determinar la presencia de anticuerpos IgG
dirigidos a un fragmento de la proteina nativa codificada por SACOL0720 (SEC ID NO: 25)
(es decir la version de polihistidina expuesta en la FIG. 21D, item II). Ambos ratones
vacunados con el fragmento peptidico que correspondia a la secuencia de aminoacidos
variante (o fusion SACOL0720-720) produjeron anticuerpos que reconocieron los epitopos
de la secuencia de aminoacidos original en un ensayo ELISA con titulos de 1/6400 o mas.
[00213] Esto demuestra que un fragmento de aminoacidos que comprende los epitopos
codificados a partir de la secuencia SACOL0720 puede provocar una respuesta inmune en
un mamifero. Esto también demuestra que una variante de la secuencia nativa tiene la
capacidad de estimular el sistema inmune contra la secuencia fragmentaria original que
contiene epitopos de células B.

EJEMPLO 14 : Respuesta inmune contra una combinacion de fusiones (fusiéon de
péptidos 0442-0720 y fusién de polipéptidos 0029-1867) - Vacuna #6

[00214] Se combind una fusidn de epitopos peptidicos codificados a partir de SACOL0442
y SACOLO0720 (ver la secuencia en la FIG. 21, item VII- fusiones) con una fusién de
polipéptidos que contenia secuencias de SACOL0029 y SACOL1867 (ver la secuencia en

la FIG. 211, item VI fusiones) y se la utilizd para vacunar ratones (Vacuna #6).
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[00215] Para la preparacion de las dosis para la inmunizacion, se mezclé la fusion de
péptidos 0442-0720 y la fusién de polipéptidos 1867-0029 y se suspendio la mezcla en
PBS con contenido de 20 % del adyuvante, emulsién de aceite en agua EMULSIGEN®-D
para obtener una dosis final de 100 ug y 5 pg por dosis de la fusion peptidica (0442-0720)
y la fusién polipeptidica (0029-1867), respectivamente. Se inmunizaron ratones CD-1
hembra (n = 3) mediante tres inyecciones subcutaneas en el cuello. Las primeras dos
inyecciones se realizaron con un intervalo de una semana y la tercera inyeccion 3
semanas después de la segunda. No se observaron efectos secundarios adversos durante
la totalidad del periodo experimental. Se extrajeron muestras de sangre inmediatamente
antes de la primera inyeccidn preparatoria (sueros preinmunes) y catorce dias después de
la ultima inmunizacién de refuerzo (sueros inmunes). Se dejo que las alicuotas de sangre
coagularan a temperatura ambiente durante una hora, y luego se las centrifugé a 10.000 g
durante 10 min a 4°C. Se cosecharon los sueros y se los mantuvo a -20°C hasta el
posterior analisis.
[00216] Los anticuerpos IgG de los sueros cosechados de los animales pudieron unirse a
los fragmentos de aminoacidos que comprendian epitopos de SACOL0442 o SACOL0720
o al polipéptido SACOL0029 o SACOL1867 en ensayos ELISA con titulos de anticuerpos
de 1/6400 o mas. La fusion de péptidos y polipéptidos utilizada para la inmunizacién y los
polipéptidos o fragmentos de aminoacidos usados como dianas de los anticuerpos en
ensayos ELISA estan expuestos en la siguiente Tabla IV.
Tabla IV- Vacuna de fusion polipeptidica mixta y dianas de respuesta al anticuerpo
Se utilizé una mezcla de la fusion de péptidos 0442-0720 y la fusion de polipéptidos 0029-1867 para la
vacunacion (Vacuna #6)

Los epitopos estan en negrita y la secuencia ligante aparece en cursiva

0442-0720: KDGGKYTLESHKELQEAAAKEAAAKKDINKIYFMTDVDLGGPTFVLND (SEC ID NO: 3)
0029-1867: SACOL0029-GGGGSGGGGSGGGGS-SACOL1867 (SEC ID NO: 55)

Péptidos y polipéptidos unidos por la IgG de ratones vacunados en un ensayo ELISA

GEHLPKGNIVINTKDGGKYTLESHKELQKDRENVKINTAD (fragmento codificado por SACOL0442) (SEC
ID NO: 2) (ver la secuencia en la FIG. 211, item VII- fusiones);
KDINKIYFMTDVDLGGPTFVLNDKDYERKYKKHIVSQFGFDLKHKKDALA (fragmento codificado por
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SACOL0720) (SEC ID NO: 27) (ver la secuencia en la FIG. 211, ftem VII- fusiones);
SACOL1867 (SEC ID NO: 40) (ver la secuencia marcada con his en la FIG. 21F, item IV);
SACOL0029 (SEC ID NO: 8) (ver la secuencia marcada con his en la FIG. 21A, item I);

[00217] Esto demuestra que se puede utilizar una combinacion de fusiones (por ej., la
fusion peptidica 0442-0720 mezclada con la fusion polipeptidica 0029-1867) para
inmunizar y provocar una respuesta inmune en un mamifero. La respuesta inmune
obtenida incluye la produccion de anticuerpos que reconocen las secuencias de
aminoacidos codificadas a partir de SACOL0442 o SACOL0720 o SACOL0029 o
SACOL1867.

EJEMPLO 15: Materiales y Métodos para una mutante viva atenuada

[00218] Cepas bacterianas y condiciones de cultivo. Las cepas empleadas en los
Ejemplos 15-25 estan enumeradas en la Tabla V. S. aureus ATCC 29213 y su mutante
isogénica A720 fueron descriptas anteriormente (Allard et al. 2013). Excepto si se expresa
lo contrario, se cultivaron cepas de S. aureus en caldo triptico de soja (TSB) y agar (TSA)
(BD, ON, Canada), y las Escherichia coli DH5a fueron cultivadas en medio LB y LBA (BD).
Cuando resultd necesario, se agreg6 a las placas de agar ampicilina (100ug/ml) (Sigma,
Oakville, Ontario, Canada), cloranfenicol (20 pg/ml) (ICN Biomedicals, Irving, CA) y
eritromicina (10 pg/ml) (Sigma). Para los analisis inmunologicos, se seleccionaron cuatro
aislados diferentes de mastitis bovina correspondientes a algunos de los tipos
predominantes de S. aureus spa encontrados en los rebafios lecheros canadienses y de
otras partes del mundo (Veh et al., 2015; Mitra et al., 2013). Se aislé la cepa SHY97-3906
(spa t529) de un caso de mastitis bovina clinica que tuvo lugar durante el periodo de
lactancia, y originalmente se aislo CLJ08-3 (spa t359) de una vaca con mastitis persistente
en el periodo de secado (Allard et al., 2013). Se obtuvieron las cepas Sa3151 (spa t13401)
y Sa3181 (spa t267) de la Canadian Bovine Mastitis y Milk Quality Research Network
(CBMMQRN) Mastitis Pathogen Culture Collection (Coleccién de Cultivos de Patégenos
de Mastitis de la Red de Investigaciones sobre Mastitis Bovina y Calidad de la Leche
Canadiense (CBMMQRN) (Université de Montréal, Faculté de médecine vétérinaire, St-
Hyacinthe, QC, Canada), y se las aisl6 de casos de infecciones intramamarias subclinicas.

Tabla V- Cepas y plasmidos usados en los Ejemplos 15-25
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Cepao
Detalles relevantes Fuente o referencia
plasmido
Cepas
S. aureus
RN4220 Derivada de 8325-4, aceptora de ADN extrafio,  Kreiswirth et al.
r- (1983)
ATCC29213  Tipo Salvaje, SACOL0720 (vraG) positiva, American Type
fenotipo normal Culture Collection
AT20 SACOL0720 (vraG) mutante isogénica por Allard et al. (2013)
insercion de transposones de ATCC29213
AhemB hemB::EMr; mutante isogénica de ATCC29213,  Descripta en la
fenotipo VCP presente
AT20AhemB  hemB::EMr, mutante isogénica de A720, fenotipo Descripta en la
VCP presente
E. coli
SHY97-3906 aislada de un caso
(spa t529) de mastitis bovina
clinica
CLJ08-3 (spa aislada de una vaca
t359) con mastitis

Sa3151 (spa
t13401)

Sa3181 (spa
t267)

persistente en la
fase de secado
CBMMQRN)
Coleccion de
Cultivos de
Patdgenos de
Mastitis
CBMMQRN)
Coleccion de

Cultivos de
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Patogenos de

Mastitis

DH5a lacZDM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 Invitrogen (ON,
relA1 Canada)

Plasmidos

pBT2 Vector transportador, sensible a la temperatura, ~ Brlickner (1997)
AprCmr

PBT-E Derivada de pBT2, insertada en el cassette Descriptaen la
ErmA presente

pBT-EhemB Derivada de pBT2, para la delecion de hemB; Descriptaenla

Ap CmEmr presente

[00219] Condiciones de cultivo celular. Se utilizd un linaje de células epiteliales mamarias
bovinas establecida (BMEC), MAC-T (Huynh et al., 1991), como modelo de infeccion en
cultivo celular. Se cultivaron las células MAC-T de la manera habitual y se las mantuvo en
medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) que contenia 10% de suero fetal bovino
inactivado por calor (FBS), suplementado con 5ug/ml de insulina (Roche Diagnostics Inc.,
Laval, Canada) y 1ug/ml de hidrocortisona (Sigma), y se lo incub6 a 37°C en una
incubadora humectada con 5% de CO>. Los reactivos para el cultivo celular fueron
adquiridos a Wisent (St-Bruno, QC, Canada).

[00220] Manipulaciones de ADN. Se siguieron las recomendaciones de los fabricantes de
kits para el aislamiento de ADN gendmico (Sigma), el aislamiento de ADN plasmidico
(Qiagen, ON, Canada), la extraccién de fragmentos de ADN de geles de agarosa (Qiagen)
y la purificacién de productos de la PCR y de fragmentos de ADN digeridos (Qiagen). Se
utilizé un tratamiento adicional de 1 h con lisostafina (Sigma) a razon de 200 ug/ml para
obtener una lisis eficiente de células de S. aureus en aislamientos de ADN gendmico y
plasmidico. Se disefiaron cebadores (IDT® Integrated DNA Technologies; Coraville, lowa,
USA) para agregar sitios de restriccion al comienzo y final de los productos amplificados.
Las PCRs se llevaron a cabo utilizando la DNA Polimerasa Taq (NEB, Pickering, ON,
Canada) para la PCR de rutina o la ADN Polimerasa de alta fidelidad Q5 (NEB) para la

clonacién, y se optimizaron los tiempos de ciclado para cada par de cebadores. Se
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generaron constructos plasmidicos utilizando DH5a. E. coli (Invitrogen, Burlington, ON,
Canada), enzimas de restriccion (NEB), y la DNA ligasa T4 (NEB). Los constructos
plasmidicos fueron convalidados por los patrones de digestion por restriccion y la
secuenciacion de ADN antes de la electroporacién en S. aureus RN4220 (Kreiswirth et al.,
1983) y en las cepas huésped finales. Los plasmidos utilizados en los Ejemplos 15-25
estan enumerados en la anterior Tabla V.

[00221] Generacion de las cepas vivas atenuadas de S. aureus A720 y AhemB. Se
construyé una mutante isogénica hemB de la cepa 29213 de la ATCC, en la cual se
detecto el gen hemB 'y se lo reemplazé por mediante la insercion de un cassette de emrA
por recombinacion homologa. Se genero la mutante de S. aureus ATCC 29213 para el gen
SACOL0720 (A720) utilizando el Sistema de Silenciamiento Génico TargeTron™ (con el
Vector pNL9164 TargeTron™ (Sigma—Aldrich Canada Ltd.) (Chen et al., 2007) para la
alteracion de los genes bacterianos mediante la insercion de intrones del grupo I
(fragmento de un tamafio de aprox. 2Kb que ya se ha descripto (Allard et al., 2013) entre
los nucledtidos 803 y 804 de S. aureus ATCC29213. Se siguieron los protocolos vy
recomendaciones del fabricante.

[00222] Generacion de AhemBAT20. Para obtener una segunda mutacion en el gen hemB
a fin de obtener un fenotipo VCP en el trasfondo genético mutante A720, se utilizé otra
estrategia: se utilizo pBT2-hemB:emrA termosensible (pBT-E:hemB) en una estrategia ya
descripta (Mitchell et al., 2008), con algunas modificaciones. En pocas palabras, se
construyé el plasmido pBT-E mediante la insercion de un cassette ermA entre los sitios
Xbal y Sall del vector transportador termosensible pBT2 (Brtickner, 1997). Se amplificaron
las regiones flanqueantes de fragmentos de ADN del gen hemB (SACOL1715) de S.
aureus ATCC 29213 y se los clon6 a ambos lados del cassette ermA en el plasmido pBT-
E. A continuacion, se transfirio el plasmido para la propagacion a S. aureus RN4220 (res-).
Después de la lisis bacteriana con lisostafina (200 ug/ml durante 1 h a temperatura
ambiente), se aisld el ADN plasmidico para transformar ATCC 29213 y A720 por
electroporacion. Para la integracion del plasmido y la generacion de mutantes, en primer
lugar se cultivaron las bacterias de un dia para otro a 30°C con 10 pg/ml de eritromicina y
una suplementacion de 1 pg/ml de hemina (Sigma-Aldrich, ON, Canadé). Seguidamente
se diluyeron las bacterias 1:1000 y se las cultivé de un dia para otro a 42°C con 2,5 ug/ml
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de eritromicina y 1 ug/ml de hemina. Se repiti6 este paso dos veces. Por Ultimo, se
diluyeron las bacterias 1:1000 y se las cultivd de un dia para otro a 42°C sin antibiéticos.
Se seleccionaron mutantes con el gen hemB inactivado por ser resistente a la eritromicina
y sensible al cloranfenicol, junto con un fenotipo SCV que se puede complementar (es
decir, la reversion al fenotipo de cultivo normal) mediante un suplemento de 5 ug/ml de
hemina en placas de agar. La delecion de hemB en las cepas ATCC 29213 (es decir,
AhemB) y AT20 (es decir, AhemBA720) fue confirmada por PCR (véanse las FIGs. 8A 'y
B).

[00223] Suplementacion con hemina en el cultivo en caldo. Para evaluar la capacidad de
la hemina para restablecer la cinética de desarrollo 6ptima de S. aureus AhemB vy la doble
mutante A720AhemB, se diluyeron cultivos bacterianos de un dia para otro a una Agoo nm
de aproximadamente 0,1 en tubos de cultivo que contenian BHI fresco suplementado con
hemina agregada en diversas concentraciones. Se monitored la Asoonm de los cultivos en
diferentes puntos de tiempo durante el periodo de incubacién a 35°C (225 rpm).

[00224] Infeccion por S. aureus de células epiteliales mamarias bovinas (BMECs). Se
utilizaron BMECs MAC-T para la caracterizacion de la infectividad intracelular y la
persistencia de ATCC 29213 (WT (tipo salvaje)) y sus mutantes isogénicas. Cuarenta y
ocho horas antes de la infeccion, se sembraron 1x105/ml de células MAC-T en placas de
24 pocillos tratadas (Corning) para obtener 30 % de confluencia. Se cultivaron monocapas
hasta la confluencia bajo 10% de CO2 a 37°C. Seis horas antes de la infeccién, se lavaron
las monocapas con DMEM y se las incubd con medio de invasién (IM) medio de cultivo sin
antibiéticos con contenido de FBS termo inactivado al 1%). Se diluyeron cultivos
bacterianos realizados de un dia para otro 1:20 en TSB fresco y se los cultivé hasta la fase
de desarrollo medio—logaritmica, luego se los lavé con PBS y se los diluy6 en IM a una
multiplicidad de infeccién de 10. La invasién se realizd incubando monocapas con
bacterias por espacio de 3 h. A continuacién se lavaron las monocapas con DMEM vy se
las incubd con IM que contenia 20 pg/ml de lisostafina para matar las bacterias
extracelulares. El uso de lisostafina para matar las S. aureus normales y SCV ya habia
sido convalidado en ensayos de invasion celular (Moisan et al., 2006 y Tuchscherr et al,
2011). Se dejé actuar el tratamiento durante 30 30 min para determinar las UFCs a las 3h

de infeccién, o durante 12 0 24 h mas. Seguidamente, después de un exhaustivo lavado
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con Solucién Salina con Buffer de Fosfato (DPBS), se desprendieron las monocapas con
tripsinizacion y se las sometié a lisis con Triton X-100 al 0,05% y se agregd PBS para
obtener una concentracion final de 1X. Se diluy6 el lisado en serie y se lo cultivd en TSA
para la determinacion de UFCs.

[00225] Ensayos de viabilidad y actividad metabdlica de las BMECs. Para determinar el
dafio citotoxico infligido por S. aureus ATCC 29213 (WT) y sus mutantes isogénicas a las
celulas MAC-T, se llevd a cabo el ensayo de actividad metabdlica celular MTT que mide la
reduccion de bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazolio (MTT) para formar
un producto de formazan insoluble en las células viables. El ensayo siguio el método de
Kubica et al. (Kubica et al, 2008) con algunas modificaciones. En pocas palabras, se
obtuvo la infeccion por S. aureus de las células de acuerdo con lo descripto con respecto
al ensayo de persistencia, aunque en lugar de lisis después de 12 h 0 24 h, se incubaron
las células con 100 ul del reactivo MTT (5 mg/ml) (Sigma) en DPBS por espacio de 2 h a
37 °C. Después de esto, se agregd una solucion solvente acida de SDS al 16 % y PMF al
40 %, pH 4,7, para lisar las células y solubilizar los cristales de formazan de un dia para
otro. Se leyeron las muestras utilizando un lector de microplacas Epoch (Biotek
Instruments Inc.) a una longitud de onda de 570 nm. Todos los ensayos se llevaron a cabo
por triplicado y pocillos control con células no infectadas (control de alta viabilidad) o se
incluyeron células infectadas WT sometidas a lisis (control basico con bacterias, tratadas
con % triton X-100 al 0,05 durante 10 min antes de la adicion de MTT) en cada placa. Se
calculé el nivel de actividad metabdlica utilizando la siguiente formula:

[00226] (absorbancia de la muestra — control basico) / control elevado) x100.

[00227] Virulencia en el modelo de mastitis de raton. El modelo de infeccién de mastitis de
raton se basa en el descripto anteriormente (Brouillette, 2005; Brouillette, 2004). Todos los
experimentos realizados con ratones fueron aprobados por el comité de ética sobre
experimentacion con animales de la Faculté des sciences of the Université de Sherbrooke
y se llevaron a cabo de acuerdo con los lineamientos del Consejo Canadiense sobre
Proteccién Animal (Canadian Council on Animal Care). En pocas palabras, una hora
después de la separacion de los vastagos de 12-14 dias de edad, los ratones CD-1 en
etapa de lactancia (Charles River Laboratories) fueron anestesiadas con ketamina y

xilazina a razén de 87 y 13 mg/kg de peso corporal, respectivamente, y las glandulas
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mamarias fueron inoculadas bajo un binocular. Se expusieron los ductos mamarios
mediante un pequefio corte en los extremos proximales de los pezones y se inyect6 una
suspension bacteriana de 100 ul que contenia 102 UFCs en salina con bufer de fosfato sin
endotoxinas (PBS, Sigma) a través del canal del pezdn utilizando una aguja roma de
calibre 32. Se inocularon dos glandulas (cuarta de la derecha [R4] y cuarta de la izquierda
[L4] de cabeza a rabo) por cada animal. Se cosecharon las glandulas mamarias de
manera aseptica en los momentos estipulados, se las pesd y evalud visualmente para
comprobar la inflamacion. Se evalué la carga bacteriana después de la homogeneizacion
mecanica de los tejidos en PBS, las diluciones en serie y el cultivo en agar para la
determinacion de UFC. En un segundo experimento, se conservaron glandulas
homogeneizadas para la extraccion de proteinas para ensayos enzimaticos de actividad
de mieloperoxidasa (MPO).

[00228] Extraccion de proteinas de las glandulas mamarias. Se realizo la extraccion total
de proteinas de las glandulas mamarias mediante un método optimizado que ya habia
sido descripto (Pulli et al., 2013), con algunas modificaciones. Se homogeneizaron los
tejidos mamarios en un bufer que contenia una concentracion final de fosfato de potasio
de 50 mM, pH 6,0, y bromuro de hexadecil trimetilamonio (CTAB) 50 mM (Sigma). A
continuacion, las muestras fueron sometidas a ultrasonido, congeladas en nitrdgeno
liquido y descongeladas y centrifugadas a 2000 g durante 15 min a 4°C. Por ultimo, se
separd la capa grasa por aspiracién y se guardaron los sobrenadantes para una
centrifugacién final de 15 min a 15.000 g, para descartar todo desecho celular. Se
distribuyeron los sobrenadantes en alicuotas y se los mantuvo a -80 ° C hasta su uso para
los ensayos enzimaticos o determinacion de concentracion de proteina medida por el kit
de Analisis de Proteinas del método de &cido bicinconinico (BCA) (Thermo-Scientific).
[00229] Ensayo de actividad de MPO. Se midi6 el reclutamiento de neutréfilos en los
tejidos mamarios mediante la cuantificacion de la actividad de la enzima MPO por el
método de la o-dianisidina-H20., modificado para microplacas (Bradley, RD. y Rothstein,
GPPC., 1982). En una microplaca de 96 pocillos, se incubaron 10 ul de sobrenadantes de
la extraccion de tejidos con una solucion de clorhidrato de o—dianisidina (0,167 mg/ml)
(Sigma) y 0,0005% de H20: (Sigma) en bufer de fosfato 50 mM CTAB 50 mM, pH 6,0. Se

midi6 cinéticamente la actividad de MPO a intervalos de 15 s durante un periodo de 5 min
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en un lector de microplacas Epoch a 460 nm. Se considera una unidad de MPO como la
cantidad de enzima que degrada 1 pmol de H202/min a 25°C, suponiendo un coeficiente
de absorcién de 11.3 mM-" cm-! a 460 nm en el caso de la o—dianisidina (Zhang et al.,
2004). Los resultados se expresan en términos de unidades de MPO por g de glandula.
[00230] Inmunizaciones de ratones con la mutante atenuada viva A720AhemB. Se
evaluaron las propiedades inmunogénicas de la cepa atenuada A720AhemB administrada
en forma de vacuna viva en ratones. En estudios preliminares, los ratones toleraron bien
las inyecciones intramusculares y subcutaneas (SC) de la cepa atenuada. Se
seleccionaron las dosis de 108, 107 y 108 UFCs y la via SC para los experimentos
subsiguientes. Para la preparacion del inéculo bacteriana, se lavaron colonias de
A720AMhemB de S. aureus previamente cultivadas en placas de BHIA dos veces en PBS
helado y se las suspendi6 en PBS con contenido de 15% de glicerol, luego se las dividid
en alicuotas y se las mantuvo a -80 °C hasta su eventual uso. Se comprobaron los
recuentos bacterianos viables en la preparacion de indculo mediante dilucion en serie y
cultivo en placas de BHIA. Los ratones CD-1 fueron divididos de manera aleatoria en 3
grupos: el grupo 1 (n=3) recibi6 una dosis de 106 UFCs; el grupo 2 (n=3), 107 UFCs y el
grupo 3 (n=3), 108 UFCs. Los ratones fueron inmunizados mediante dos inyecciones
subcutaneas de bacterias en PBS (100 pl), en el cuello, con un intervalo de dos semanas.
Se extrajeron muestras de sangre inmediatamente antes de la inyeccién preparatoria
(sueros preinmunes) y diez dias después de la inmunizaciéon de refuerzo (sueros
inmunes). Se dej6 que las alicuotas de sangre coagularan a temperatura ambiente
durante una hora y luego se las centrifugé a 10,000 g durante 10 min a 4 °C. Se
colectaron los sueros y se los mantuvo a -20 °C hasta el posterior andlisis.

[00231] Preparacion de extractos celulares de S. aureus. La preparacion de extractos de
células enteras de S. aureus se llevd a cabo de la manera descripta anteriormente con
algunas modificaciones (Asli et al., 2016). En pocas palabras, se diluyeron cultivos
bacterianos de un dia para otro 1/1000 en caldo fresco BHI, y luego se los incub6 a 35 °C
(225 rpm) hasta alcanzar una A600nm de ~ 0,8. Se centrifugaron las células bacterianas y
se lavaron los pellets dos veces en PBS helado y se las suspendi6 con la adicién de 5 ml
de PBS por ml de pellet. En primer lugar se trataron las suspensiones bacterianas con
lisostafina (Sigma) (100 pg/ml de pellet) por espacio de 1 h a 37°C, y luego se agregaron
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a la suspension 3 ug de coctel de inhibidores de la proteasa (Sigma), 8 ug de RNAsa A
(Sigma) y 8 ug de DNAsa (Qiagen) por ml de pellet. Después de 30 min a temperatura
ambiente, se produjo mecanicamente la ruptura de las células mediante 3 a 4 pasadas en
por un disruptor celular SLM Aminco™ French Pressure, y luego se las centrifugd a
12.000 x g y 4 °C durante 10 min para separar las células que no se rompieron. Se
recogié el sobrenadante y se determiné la concentracion total de proteinas de la manera
antes descripta con el Kit de Anélisis de Proteinas BCA.

[00232] Deteccion de IgG total de raton por ELISA. Se realizo la deteccion de IgG total en
suero contra la cepa de la vacunacién A720AhemB y cada uno de los aislados de IMI
bovina para demostrar y medir la respuesta humoral sistémica generada por la
inmunizacion de los ratones. Para los antigenos diana, se revistieron placas de 96 pocillos
Nunc MaxiSorp™ (Thermo Fisher Scientific Inc., Rochester, NY) con 100 pl de cada uno
de los extractos de células enteras de S. aureus (10 pg/ml diluidos en bufer de
carbonato/bicarbonato, Sigma), y se los incub6 de un dia para otro a temperatura
ambiente. A continuacion, se saturaron las placas con PBS con contenido de 5% de leche
descremada en polvo durante 1 h a 37°C, a lo que sigui6 un segundo paso de bloqueo
con la adicion de suero porcino al 5% para impedir las interacciones no especificas de la
proteina A de S. aureus. Se cargaron cien microlitros de diluciones dobles en serie de los
sueros en bufer de dilucion (PBS con 2% de leche, 5% de suero porcino y 0,025% de
Tween™ 20) en las placas y se las incub6 durante 1 h a 37°C. A continuacion, las placas
fueron lavadas tres veces con PBS con contenido de 0,05% de Tween™ 20 y se las carg6
con 100 pl de IgG anti-raton de cabra conjugada a peroxidasa de rabano (HRP) (Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA) diluida 1/5000 en el bufer de
dilucion. Al cabo de 1 h de incubacién a 37°C seguida por 3 lavados, se detectd la
actividad de peroxidasa con el reactivo 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) (KPL Inc.,
Gaithersburg, MD) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

[00233] Andlisis estadistico. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con el software
GraphPad Prism™ (v.6.02). Se transformaron las UFCs intracelulares bacterianas y las
UFCs bacterianas/g de glandula (IIM en ratones) en valores logaritmicos con base 10
antes de utilizarlas para los analisis estadisticos. Las pruebas estadisticas empleadas

para el analisis de cada experimento y la significancia estan especificadas en las leyendas
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de las figuras.

EJEMPLO 16: Construccion de cepa S. aureus ATCC 29213 A720, AhemB y
AT20AhemB

[00234] Los organismos vivos atenuados que imitan la infeccién natural estimulan el
sistema inmune en forma poderosa, provocando respuestas inmunes amplias y fuertes
que producen anticuerpos tanto séricos como de la mucosa, y células T efectoras y de la
memoria las cuales actuan sinérgicamente para proteger contra enfermedades (Detmer,
2006; Kollaritsch, 2000; Pasetti, 2011).

[00235] Se demostrd que una mutacion en el gen SACOL0720 altera la virulencia de S.
aureus en las infecciones [IM experimentales en la vaca (Allard et al., 2013).

[00236] Se prepararon cepas atenuadas vivas adicionales para utilizar en la vacuna sobre
la base de los aspectos fenotipicos de VCP de S. aureus. Las VCP no generan
generalmente infecciones invasivas (es decir, atenuacién adicional) y se pueden
internalizar en células huéspedes vy, por lo tanto, estimularan la respuesta inmunoldgica
mediada por células ademas de la respuesta inmunolégica humoral.

[00237] En primer lugar, se cred una VCP de S. aureus estable a través de la delecién del
gen hemB (AhemB) (véase el Ejemplo 15, Generation of live attenuated S. aureus strain
A720 and AhemB). Luego se logré la atenuacion adicional de esta VCP mediante la
inactivacion del gen SACOL0720 (A720) (véase el Ejemplo 15, Generation of
AhemBAT20).

[00238] Después de la infeccion de células epiteliales mamarias bovinas MAC-T, el doble
mutante (A720AhemB) mostré significativamente una internalizacion y destruccion celular
inferiores en comparacion con lo observado con AhemB 'y A720, respectivamente.
EJEMPLO 17: Cepa S. aureus AhemBAT20 es atenuada en células MAC-T

[00239] Luego se compard la infectividad de ATCC 29213 (WT), las cepas A720, AhemB
y AhemBAT720 en ensayos de persistencia intracelulares utilizando células MAC-T.
Mediante la comparacion de las tres cepas mutantes con su progenitor del tipo salvaje
isogénico, se observaron distintos efectos de mutaciones en genes hemB y SACOL0720.

Una incubacion corta de 3 horas de las bacterias con monocapas celulares seguida por la
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adicion de lisostafina para eliminar las bacterias extracelulares demostro altos niveles de
internalizacion en células MAC-T tanto para las cepas WT como para AhemB, en funcién
de la recuperacion de bacterias intracelulares viables (UFC) (FIGs. 9A y B). Sin embargo,
el mutante A720 Unico mostrd una internalizaciéon menos significativa (P < 0.01) en
comparacion con su cepa WT (del tipo salvaje) parenteral (FIG. 9A). La reduccién en la
internalizacién observada en A720 era aun mas pronunciada cuando se compara el doble
mutante AhemBA720 con AhemB, con diez veces de reduccion de la recuperacion del
indculo en este ensayo de internalizaciéon de 3 h (P < 0.001, FIG. 9B). Esta reduccién
inicial de la carga bacteriana internalizada era aun evidente 12 y 24 h pos-invasion (Pl)
para la cepa doble mutante AhemBAT720 (FIG. 9C), segun lo ilustrado por la reduccién de
1-log'® de UFC/ml en ambos puntos de tiempo en comparacion con lo observado para
AhemB (P < 0.001). La diferencia en las cargas bacterianas intracelulares iniciales entre
las cepas mutante A720 y WT (FIG. 9A) desaparecié gradualmente con tiempos mas
largos de incubacion (FIG. 9C), ya que ambas cepas no persistieron bien en células MAC-
T (FIG. 10). Por el contrario, las UFC intracelulares recuperadas para la cepa AhemB
Unica eran significativamente superiores en comparacion con lo que se recuperd para las
tres otras cepas a 24 h PI (FIG. 9C, P < 0.001 contra todo). En general y segun lo
esperado para el fenotipo de VCP, la cepa AhemB mostré una persistencia intracelular
superior que cualquier otra cepa con el transcurso del tiempo (FIG. 10). Estos resultados
sugieren que la mutacién A720 reduce principalmente el proceso de internalizacion en
células MAC-T. Los resultados demuestran adicionalmente que el mutante AhemBA720
es aun capaz de internalizacion y persistencia en BMECs aunque en un grado mucho mas
bajo que lo observado con el mutante Unico AhemB.

[00240] Las VCP AhemBA720 y AhemB causan una disrupcion baja de BMEC. Segun lo
informado con anterioridad en esta invencion, las cepas de VCP AhemB y AhemBA720
mostraron una persistencia mayor con el transcurso del tiempo en células MAC-T, segun
lo ilustrado por su viabilidad sostenida a 12 y 24 h Pl en comparacion con las cepas WT y
AT20 (FIGs. 9C y 10). El porcentaje del indculo recuperado de las células permanecio casi
igual de 0 a 24 h después de la adicién de lisostafina, tanto para los mutantes hemB
dobles como simples, con un ligero aumento a 12 h, lo cual indica el crecimiento

intracelular (FIG. 10). Ambas cepas comenzaron a disminuir a una velocidad lenta
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después de este tiempo de infeccidén. Sin embargo, la reduccién aparente de UFC
intracelulares para las cepas WT y A720 era concomitante con la observacién visual del
dafio en aumento a las monocapas celulares con el transcurso del tiempo, en
comparacion con lo observado con cepas de los fenotipos de VCP.

[00241] Se evalué ademas la viabilidad de las células MAC-T después de la infeccion por
cada una de las cuatro cepas estudiadas. se evalud la viabilidad de las células MAC-T
mediante el método MTT (Kubica et al., 2008). Los resultados muestran que ambas cepas
de VCP (AhemB 'y AhemBAT20) causaron una eliminacion de MAC-T significativamente
menor en este ensayo en contraste con las cepas WT y A720. Cuando se compara con
AhemB, la cepa WT casi redujo a la mitad la viabilidad de células a 12 h (FIG. 11A: WT:
25.4 %; AhemB: 48.4%). Esta diferencia era todavia evidente a 24 h (FIG. 11B: 16.3% vs.
34.5 %, respectivamente), aun si la carga bacteriana era 10 veces superior para la cepa
mutante AhemB (FIG. 9C). Las células MAC-T fueron mas dafiadas por AhemB que por el
doble mutante A720AhemB aunque la diferencia fue solamente significativa a 24 h (P <
0.01). Cuando se compara directamente con la cepa WT, el doble mutante A720AhemB
sostuvo la viabilidad de las células epiteliales 2,3 veces mas a 12 h (FIG. 11A) y 2,7 veces
mas a 24 h (FIG. 11B) (12 y 24 h: P < 0.0001). Por lo tanto, la mayor persistencia
intracelular de ambas cepas de VCP en comparacién con las cepas WT y A720 con el
transcurso del tiempo (FIG. 10) fue atribuida probablemente a una toxicidad més baja de
las VCP a células MAC-T (FIG. 11). En su conjunto, los resultados de los ensayos de
infeccion de BMEC proporcionaron evidencia de un efecto aditivo de ambas mutaciones
AhemBy AT20 para la atenuacion de la cepa WT.

EJEMPLO 18: Cepa S. aureus AhemBAT720 es atenuada en un modelo de IIM de
raton

[00242] Para evaluar la atenuaciéon de AhemBAT720 en un modelo in vivo de infeccién, se
evalud la virulencia del mutante doble y se comparé con la cepa WT en un modelo de 1IM
murino (Brouillette y Malouin, 2005). Para ambas cepas, la fase exponencial de infeccion
tuvo lugar principalmente dentro de las primeras 12 h posinfeccion, mientras que la carga
bacteriana maxima se alcanzd a 24 h para el mutante doble y 48 h (dia 2 [D2]) para la
cepa WT (FIG. 12). A las 24 h, el mutante doble mostré una reduccién de 1.9 log'® en
UFC/g media de glandula en comparacion con WT (P < 0.05). También después de 24 h,
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la carga bacteriana del mutante mostrd una disminucidn constante hasta que se alcanzé
un aclaramiento bacteriano completo en el dia 12 (mostrado por el asterisco en la FIG.
12). En contraste, la cepa tipo salvaje WT parental provoco severas infecciones invasivas
en comparacion con el mutante, matando a 3 de 9 ratones remanentes en el dia2y 2 de 3
ratones en el dia 7 (FIG. 12; flechas) antes de que pudieran recolectarse las glandulas
para esos grupos. Los ratones sobrevivientes a la infeccion con WT mantuvieron
recuentos viables elevados (9 log'® UFC/g de glandula) en el dia 7, una diferencia
aproximada de 5 log'? en la carga bacteriana en comparacion con el mutante doble. Estos
resultados demuestran claramente una capacidad marcadamente reducida de la cepa
AhemBAT20 para multiplicarse y sobrevivir en la glandula mamaria. Por lo tanto, el
mutante doble AhemBA720 es fuertemente atenuado en un modelo de infeccion
intramamaria (lIM) de raton y es aclarado eficazmente de las glandulas mamarias.

[00243] La cepa atenuada AhemBAT20 parece ser ideal para propésitos de vacunacion y
para la administracion intracelular de antigenos. De hecho, la internalizacion baja y
temporaria de AhemBA720 deberia ayudar a la estimulacion de la inmunidad mediada por
células, un componente de la respuesta inmune que es importante para la defensa contra
S. aureus (Fowler y Proctor, 2014).

EJEMPLO 19: Respuesta inflamatoria a cepas A720AhemB y WT luego de IIM

[00244] Para monitorear la respuesta inflamatoria (respuesta inmune) de los ratones a
infecciones con cepas WT y mutantes, se evalud la infiltracion de neutréfilos en las
gléandulas mediante la actividad enzimatica de MPO de extractos de proteina total de
homogenados de glandula. La actividad de MPO en muestras biolégicas ha sido
previamente fuertemente correlacionada con el numero absoluto de neutréfilos (Xia,
1997), y es por lo tanto un marcador adecuado. Durante las primeras horas después de la
infeccion, el reclutamiento de neutrdfilos sigui6 perfiles similares para el mutante doble y
las glandulas infectadas con WT (FIG. 13), coincidiendo la intensificacién exponencial de
la infiltracion de neutréfilos aparente desde 12 h hasta 24 h posinfeccion con el
crecimiento bacteriano aunque con un cierto retraso. Se ha demostrado previamente que
los numeros absolutos de células polimorfonucleares en relacién con la carga bacteriana
en glandulas mamarias no siempre alcanza el valor maximo al mismo tiempo (Brouillette,

2005). No pudo observarse ninguna diferencia significativa en la actividad de MPO a 6, 12
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y 24 h entre las glandulas infectadas por cepas mutantes y tipo salvaje (FIG. 13). Sin
embargo, esta equivalencia en la infiltracion de neutréfilos aparente no se correlacionaba
con la observacion visual de la inflamacién a 24 h, en cuyo momento la infeccién con WT
generd un enrojecimiento extenso de las glandulas infectadas en comparacién con el
mutante doble (fotografias de la FIG. 14). Por el contrario, las glandulas infectadas con
mutantes no fueron visualmente alteradas a nivel macroscopico en comparacion con los
controles con PBS. La disparidad entre la evaluacion visual de la inflamacion y los
resultados de la infiltracion de neutréfilos pudo ser atribuida a las diferencias en las cargas
bacterianas (FIGs. 9A-C) y la actividad citotoxica de la cepa del tipo salvaje (FIG. 11), y
pudo ser coherente con la capacidad altamente invasiva y diseminante de la cepa
mediante la expresion de toxinas y enzimas. Por consiguiente, estos resultados indican
que el reclutamiento de neutrdfilos en las glandulas infectadas por la cepa mutante era
equivalente a lo observado con la cepa del tipo salvaje WT y que esto era suficiente para
permitir una disminucion subsiguiente y aclaramiento de las cargas bacterianas del
mutante.

[00245] Finalmente, para confirmar la seguridad de las cepas, y para evaluar que esta
respuesta inflamatoria no fuese consecuente a una cepa reactogénica inadmisible, se
monitore6 la actividad de MPO en glandulas infectadas con A720AhemB 4 y 12 dias
después de la infeccion. Luego, se comparé el nivel de actividad con los niveles obtenidos
con ratones inyectados con PBS. Segun lo ilustrado en la FIG. 15, la presencia de
neutréfilos aparente en glandulas infectadas con mutantes era aun elevada 4 dias
después de la infeccion, oscilando la actividad de MPO entre 8 y 21 Unidades/g de
gléandula. Ademas, la involucion glandular, el proceso mediante el cual la glandula lactante
regresa a un estado casi previo al embarazo morfolégicamente, es asociada cominmente
con el reclutamiento neutrofilico que posibilita la fagocitosis de células apoptéticas durante
el remodelado de tejido (Stein, 2007). En los dias siguientes a la infeccion en este modelo,
las glandulas de los ratones ya se encuentran en ese estado normal de modificacion,
segun lo indicado por su répido encogimiento. Sin embargo, los niveles de MPO en
glédndulas infectadas con mutante pasaron por una declinacién sustancial entre el dia 4 y
12, (P = 0.01). Los niveles de MPO fueron luego considerados como estando nuevamente

en un nivel normal en el dia 12 sin mostrar una diferencia significativa a lo obtenido con
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los ratones a los que se le ha inyectado PBS. La respuesta inflamatoria de las glandulas
infectadas con A720AhemB vuelve a los niveles normales con el aclaramiento bacteriano
(FIG. 15).

EJEMPLO 20: Inmunizacién con A720GAhemB genera una respuesta humoral fuerte
contra diversos aislados de infeccidon intramamaria bovina de S. aureus.

[00246] Para confirmar que la inmunizacion con la cepa A720AhemB viva pudiera de
hecho generar una respuesta inmune fuerte adecuada para su uso como una vacuna viva
putativa contra las infecciones intramamarias causadas por S. aureus, los ratones fueron
inmunizados con diferentes dosis de la vacuna viva y se ensayaron IgG totales séricas
para determinar la unidén a extractos de células enteras de una variedad de aislados
bovinos de S. aureus. En primer lugar, las dosis de 106, 107 y 108 UFC, administradas por
via subcutanea en el cuello, no activaron efecto adverso alguno tal como la modificacién
del comportamiento de los ratones o signos de inflamacién o necrosis en el sitio de la
inmunizacién a lo largo de todo el periodo de inmunizacion. Por afadidura, la
inmunizacién utilizando cantidades en aumento del mutante doble vivo ATCC 29213
A720AhemB proporcion6 titulos en aumento de anticuerpos de IgG sistémicos contra un
extracto de células enteras de sus propios antigenos (FIG. 15B). Los titulos de los sueros
inmunes eran significativamente superiores a aquellos de los sueros preinmunes, lo cual
demuestra especificidad de la produccion de anticuerpos contra antigenos de S. aureus
presentes en la vacuna viva. Mas importantemente, la inmunizacion con el empleo de
cantidades en aumento de A720AhemB también proporcion6 una suba consecuente de
los titulos de anticuerpos contra diversas cepas de S. aureus aisladas de mastitis bovina,
incluyendo cepas de los tipos spa mayores encontrados en Canada y en otras partes del
mundo (FIG. 15C). Estos resultados muestran claramente que (i) la inmunizacion con el
mutante doble puede provocar una respuesta inmune, y que (i) el trasfondo de la cepa
(ATCC 29213) comparten caracteristicas en comun suficientes con las cepas de mastitis
bovina de tal modo que la respuesta de los anticuerpos también reconoce fuertemente
cepas de tipos spa mayores.

[00247]La inmunizacion de ratones utilizando inyecciones subcutédneas de la cepa
A720AhemB viva activo una respuesta humoral fuerte segun lo juzgado por los elevados

titulos de IgG total medida contra un extracto de células bacterianas enteras. Ademas, la
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cepa de la vacunan A720AhemB tenia caracteristicas comunes suficientes con cepas de
mastitis bovina de tal modo que la respuesta a los anticuerpos también reconocio
fuertemente cepas de una variedad de tipos spa asociados a la mastitis comun.

[00248] Si bien esto demostrd que la base del mutante doble (ATCC 29213) comparte
muchas caracteristicas comunes con las cepas de mastitis bovina, un mutante doble de
ese tipo puede ser creado en cualquier base genética deseada si uno lo desea,
notablemente en cualquier cepa que fue aislada de mastitis bovina, tal como, entre otras,
la cepa de S. aureus RF122.

[00249] Estos resultados muestran que una cepa de VCP que tiene ciertas capacidades
intracelulares residuales puede posibilitar el reclutamiento de células inmunes sin
establecer una infeccion severa. Una cepa de VCP de ese tipo puede actuar como una
vacuna atenuada viva que estimula adecuadamente la respuesta inmune para combatir
patdgenos con capacidades intracelulares.

EJEMPLO 21: Material y métodos - SACOL0442, SACOL0720, SACOL0029 y una
fusion entre SACOL1867 y SACOL0029 + bacterias vivas atenuadas (vacuna #7)
[00250] Produccion de los antigenos. Se llevo a cabo la produccion de antigenos segun lo
descrito en el Ejemplo 6, en la seccion produccion de los antigenos excepto por la
presencia adicional del antigeno SACOL0029. Proteinas recombinantes etiquetadas con
His de SACOL0029 fueron construidas por ingenieria genética y fueron producidas por
GenScript, Inc. (Piscataway, NJ). (véase FIGs. 21A, punto |, secuencia his-etiquetada).
[00251] Generacion de cepa de S. aureus A720AhemB atenuada viva. Se realizd la
generacion de la cepa de S. aureus atenuada viva segun lo descrito en el Ejemplo 15
(Generacion de AhemBAT20).

[00252] Inmunizaciéon de ratones. Se evaluaron en ratones las propiedades
inmunogénicas de proteinas de S. aureus recombinantes codificadas por los genes
SACOL0442, SACOL0720, SACOL0029 y una fusion de genes SACOL0029 y
SACOL1867 en combinacion, o no, con la cepa bacteriana atenuada viva S. aureus
A720AhemB. Los ratones toleraron bien una dosis de 103, 105, 106, 107 y 108 UFC
mediante inyecciones subcutaneas en el cuello e inyecciones intramusculares en el
cuarto. Se seleccionaron la dosis de 105 y la via subcutanea para los siguientes

experimentos.



89

[00253] Para la preparacion de inoculo bacteriano, se lavaron dos veces colonias de S.
aureus A720AhemB previamente cultivadas en placas BHIA en PBS enfriada con hielo y
resuspendida en PBS que contiene 15% glicerol, luego se separaron en alicuotas y se
mantuvieron a -80°C hasta el uso posterior. Para obtener la dosis final de inmunizacién de
ratones, correspondiente a 10 UFC de bacterias atenuadas, se evalud la concentracion
bacteriana de inoculo congelado mediante plaqueo con dilucién seriada sobre BHIA y
luego se diluyé hasta una concentracion final de 10° UFC/ml en PBS en el dia de la
inmunizacion.

[00254] Para la preparacion de dosis de proteina, se mezclaron SACOL0029,
SACOL0442, SACOL0720, y el polipéptido de fusion SACOL0029-1867 y se suspendieron
en PBS para obtener una dosis final de 5 ug de cada uno. Se dividieron aleatoriamente
ratones hembra CD-1 en 3 grupos: el grupo 1 (5 ratones) recibié una dosis de proteina
mixta (Mezcla proteica); el grupo 2 (5 ratones) recibié una dosis de bacteria atenuada
(A720AhemB) (A720AhemB); el grupo 3 (6 ratones) recibidé una combinacién de proteinas
mixtas y bacterias atenuadas (combinacion). Se inmunizaron ratones hembra CD-1
mediante dos inyecciones subcutaneas en el cuello con una separacion de dos semanas.
Se diluyeron las dosis de proteinas y cepas bacterianas en PBS segun lo descrito
previamente y se administraron en un volumen final de 100 pl para cada grupo de ratones.
No se observé efecto colateral adverso alguno durante la totalidad del periodo de
inmunizacion experimental. Se extrajeron muestras de sangre justo antes de la primera
inyeccion de cebadura (sueros preinmunes) y diez dias después de la inmunizacién de
refuerzo (sueros inmunes). Las alicuotas de sangre se dejaron coagular a temperatura
ambiente durante una hora, se centrifugaron a 10.000 g durante 10 min a 4°C. Se
recolectaron los sueros y se mantuvieron a -20°C hasta el posterior analisis.

[00255] Deteccion de IgG, IgG1 e IgG2 total mediante ELISA. La deteccidn de IgG, IgG1 e
IgG2 total en suero contra cada uno de los antigenos utilizados previamente para la
inmunizacién se llevé a cabo segun lo descrito con anterioridad con algunas
modificaciones (Ster et al., Vet. Immunol. Immunopathol. (2010), 136: 311-318).
Adicionalmente, se llevd a cabo la deteccion de IgG contra proteina superficial
estafilocécica CIfA para demostrar las ventajas complementarias del uso de una cepa viva

para aumentar y equilibrar la respuesta inmune contra S. aureus. Se recubrieron placas de
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96 pocillos Nunc MaxiSorp™ (Thermo Fisher Scientific Inc., Rochester, NY) con 75 pl de
cada uno de los antigenos del ensayo (6,67 pg/mL diluidos en buffer de
carbonato/bicarbonato, Sigma Aldrich, Oakville, ON) y se incubaron durante toda la noche
a temperatura ambiente. Luego, se saturaron las placas con PBS que contenia 5% de
leche en polvo descremada durante 1 h a 37°C. Se cargaron cien microlitros de diluciones
seriadas al 4 de los sueros en PBS que contenia 3% de leche y 0,025% de Tween™ 20
en las placas y se incubaron durante 1 h a 37°C. Se lavaron las placas tres veces con
PBS que contenia 0,05% de Tween™ 20. Luego se agregaron a la placa cien microlitros
de anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa de rabano picante (HRP, por sus siglas
en inglés). Los anticuerpos secundarios empleados eran una IgG de cabra anti-ratén,
lgG2a e 1gG1 (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA), diluidas
1/5000 respectivamente en PBS que contenia 3% de leche y 0,025% de Tween™ 20.
Después de 1 h de incubacion a 37°C seguida por 3 lavados, se detectd actividad de
peroxidasa con reactivo 3,3',5,5"-tetrametilbencidina (TMB) (KPL Inc., Gaithersburg, MD)
de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

[00256] Analisis estadistico. Se realizd un analisis estadistico de los titulos de anticuerpos
y de la correlacién utilizando GraphPad Prism™ v6.05.

EJEMPLO 22: La fusion de antigenos y la combinacion con una cepa de S. aureus
atenuada viva inducen titulos de anticuerpos elevados en ratones - vacuna #7
[00257] Se producen los antigenos y la cepa de S. aureus A720AhemB viva atenuada
segun lo descrito en el Ejemplo 21. Los ratones son inmunizados y las IgGs detectadas
segun lo descrito en el Ejemplo 21.

[00258] Los resultados en la FIG. 16 muestran que la inmunizacién con la fusion
SACOL0029-1867 ya sea cuando se coadministrd con otros antigenos o con una cepa
atenuada viva induce respuestas a los anticuerpos elevadas y especificas en ratones.
EJEMPLO 23: La cepa de S. aureus atenuada viva mejora significativamente la
respuesta inmune a los anticuerpos contra algunos antigenos especificos — vacuna
#7

[00259] Los antigenos y la cepa de S. aureus A720AhemB viva atenuada son producidos
segun lo descrito en el Ejemplo 21. Los ratones son inmunizados y las IgGs detectadas

segun lo descrito en el Ejemplo 21.
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[00260] Los resultados en la FIG. 17 muestran que la inmunizacién con la cepa viva
atenuada A720AhemB aumenta de manera significativa la produccion de anticuerpos IgG
especificos contra el antigeno SACOL0029, en comparaciéon con lo obtenido con
anticuerpos IgG de ratones inmunizados con la mezcla de proteinas solamente.
EJEMPLO 24: La cepa atenuada viva de S. aureus induce titulos de anticuerpos
significativos contra proteinas de superficie adicionales de S. aureus - vacuna #7
[00261] Los antigenos y la cepa de S. aureus atenuada viva A720AhemB son producidos
segun lo descrito en el Ejemplo 21. Los ratones son inmunizados y las IgGs detectadas
segun lo descrito en el Ejemplo 21.

[00262] Los resultados en la FIG. 18 muestran que la inmunizaciéon con la cepa viva
atenuada A720AhemB (por si sola o cuando es administrada en conjunto con antigenos
polipeptidicos) aumenta significativamente la produccion de anticuerpos especificos contra
la proteina de superficie estafilocécica CIfA, en comparacion con lo logrado con la mezcla
proteica por si sola compuesta por SACOL0029, SACOL0442, SACOL0720, y
SACOL0029-1867.

EJEMPLO 25: La cepa de S. aureus viva atenuada equilibra significativamente la
respuesta inmune mediada por Th1/Th2 - vacuna #7

[00263] Los antigenos y la cepa de S. aureus atenuada viva A720AhemB son producidos
segun lo descrito en el Ejemplo 21.

[00264] Se detectaron isotipos de IgG2a e IgG1 séricos contra la proteina de fusion
SACOL0029-1867 en sueros de ratones vacunados segun lo descrito previamente y se
determind la relacion de los titulos de IgG2a a IgG1 de cada ratén. El isotipo IgG2a esta
asociado con la respuesta inmune mediada por Th1 en ratones, mientras que 1gG1 es un
marcador para la respuesta mediada por Th2. Segun lo descrito en el Ejemplo 5, la
induccion de la produccidn de 1gG2 en vacas y el grado de los titulos de IgG2 en la leche
se correlaciona significativamente con la proteccién de las vacas contra una prueba con S.
aureus, segun lo juzgado por los niveles de las células somaticas correspondientes (RCS)
0 por los recuentos bacterianos (UFC) en la leche de las vacas (FIG. 4C).

[00265] Los resultados mostrados en las FIGs. 19 y 20 demuestran que la cepa viva
atenuada A720AhemB incluida en la vacuna combinada para la inmunizacion
(A720AhemB S. aureus administrada con SACOL0029, SACOL0442, SACOL0720, vy
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SACOL0029-1867) induce una relacion significativamente superior de anticuerpos
IgG2a/lgG1 contra las proteinas de fusion SACOL0029-1867 y SACOL0029 que lo que se
pudo observar con la inmunizacién mediada por la mezcla de proteinas (SACOL0029,
SACOL0442, SACOL0720, y SACOL0029-1867), dando como resultado una respuesta
Th1/Th2 significativamente mas equilibrada.

[00266] Los ejemplos 21 a 25 que anteceden muestran que incluso si se obtuvo una
respuesta fuerte por los anticuerpos mediante la inmunizacion con diferentes antigenos
(incluyendo por ejemplo, la fusion SACOL0029-1867) en una composicion de mezcla de
proteinas, la inmunizacion de ratones con una combinacion de estos antigenos con una
cepa atenuada viva mejoré significativamente las respuestas inmunes contra S. aureus,
induciendo titulos mas altos de anticuerpos contra algunos antigenos especificos (por
ejemplo, SACOL0029), mediante la produccion de anticuerpos contra otras proteinas
estafilocécicas (por ejemplo, CIfA), y logrando una relacion IgG2a/lgG1 més equilibrada,
un buen marcador de una respuesta mas fuerte tipo Th1, contra los antigenos
administrados en conjunto con la cepa viva.

EJEMPLO 26: Expresion de proteinas recombinantes en la cepa S. aureus
AhemBAT20 - Vacunas #8, 9, 10 etc.

[00267] Genes SACOL0442, SACOL0720, SACOL0029, y/o SACOL1867 asi como
también la fusiéon (por ejemplo, tamafio de 50 AA o mas) de los genes (o de los
fragmentos de los mismos) SACOL0029 y SACOL1867 (SACOL0029-SACOL1867),
fusiones de fragmentos (por ejemplo, epitopos) de SACOL720 y/o de SACOL0442 (fusion
720-720) (fusion 442-720) o cualquier otra fusion de genes o fragmentos de los mismos
por ejemplo, SACOL0029-SACOL0442, SACOL0029-SACOL0720, SACOL0029-
SACOL0720-SACOL0442, SACOL0029-SACOL0720-SACOL 1867, SACOL0029-
SACOL1867-SACOL0442 SACOL0442-SACOL0029-SACOL0720, SACOL0442-
SACOL0029-SACOL0720, SACOL0442-SACOL1867-SACOL0720, SACOL0720-
SACOL0442-SACOL1867, SACOL04029-SACOL1867-SACOL0720-SACOL0442, son
clonados en el plasmido pCN36 (Charpentier et al., 2004) bajo un promotor constitutivo
(PblaZz del plasmido pCN40) (Charpentier et al., 2004) y expresados en la cepa
AhemBAT20 de S. aureus. Se pronostica que ciertos antigenos de proteina propuestos en

esta invencidbn son una exotoxina, enterotoxina o superantigeno (por ejemplo,
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SACOL0442) o proteinas utiles para la proteccion contra las defensas del huésped (por
ejemplo, SACOL0720) y podrian interferir potencialmente con el sistema inmune del
mamifero y la produccion de anticuerpos, y/o muestran cierta toxicidad en el huésped. Si
bien no se ha observado ese tipo de interferencia con la composicién de la vacuna y las
formulaciones descritas en esta invencion, puede ser (til para modificar la proteina o
polipéptido expresado en la cepa AhemBA720 de S. aureus de tal modo que los genes
clonados no complementen su virulencia. A tal fin, es posible utilizar técnicas de biologia
molecular para suprimir o mutar la o las regiones putativas involucradas en ese tipo de
actividad proteica sin perder inmunogenicidad (Chang et al., 2008). Este es el método
utilizado por los solicitantes para preparar los antigenos de las composiciones de las
vacunas de la presente invencion.

[00268] La expresion de productos proteicos recombinantes individuales por cada una de
las cepas AhemBA720 de S. aureus que porta uno de los vectores de expresion
construidos se valida mediante andlisis LC-MS/MS. Brevemente, se centrifugaron cepas
cultivadas en BHI con 15 pg/ml de tetraciclina hasta la fase logaritmica media y se
inactivaron los pellets con etanol. Se mantuvieron las muestras a -20°C hasta la lisis
celular y los procedimientos de digestion con tripsina. Se incuban las muestras con
lisostafina y tripsina a 37°C, seguido por la disrupcién celular mediante homogenizacion
mecanica utilizando perlas de vidrio y un homogenizador celular Beadbeater. Luego, se
centrifugan los lisados durante 25 min a 13 000 rpm a 4 °C a fin de eliminar los residuos
celulares, antes de seguir con la digestion proteica con tripsina, se llevaron a cabo la
reduccion y alquilacién mediante procedimientos convencionales antes de la inyeccion de
muestra para la deteccion de proteina utilizando el método MRM de LC-MS/MS.

[00269] Alternativamente, también se confirma la expresién de proteinas recombinantes
mediante Western blots de los lisados bacterianos.

EJEMPLO 27: Inmunizacion de ratones con cepas atenuadas que expresan
antigenos - Vacunas #8, etc.

[00270] Se vacunan ratones hembra CD-1 mediante dos inyecciones subcutaneas con
dos semanas de diferencia. Cada una de las cepas AhemBA720 de S. aureus que porta 0
no uno de los vectores de expresion construidos, se diluye en solucidén salina y se

administra en un volumen final de 100 ul por dosis. El grupo 1 recibe una cepa doble
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mutante sola; el grupo 2 recibe una cepa doble mutante que expresa la fusién
SACOL0029-1867; el grupo 3 recibe una cepa doble mutante que expresa la fusién
SACOL0029-0442; el grupo 4 recibe una cepa doble mutante que expresa la fusién
SACOL0029-0720; el grupo 5 recibe una mezcla de cepas de doble mutante, una expresa
la fusion SACOL0029-1867 y la otra expresa la fusion SACOL0029-0442; el grupo 6 recibe
una mezcla de cepas de doble mutante, una expresa la fusion SACOL0029-1867 y la otra
expresa la fusion SACOL0029-0720; y el grupo 7 recibe una mezcla de cepas de doble
mutante. Se extraen muestras de sangre justo antes de la primera inyeccion y doce dias
después de la segunda. Se deja transcurrir un tiempo para que las muestras coagulen a
temperatura ambiente durante una hora, luego se centrifugan a 2 000 g durante 10 min a
4°C. Se recolectan los sobrenadantes (sueros) y se mantienen a -20°C hasta el posterior
andlisis. Los ratones son sacrificados por eutanasia en el dia 27 y se recolecta la sangre
mediante puncion cardiaca. Se recuperan los sueros inmunes, se distribuyen en alicuotas
y se almacenan como para los sueros preinmunes.

[00271]Se evalla la respuesta inmune a la vacunacion mediante ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) para determinar la presencia de anticuerpos
IgG policlonales séricos dirigidos hacia células enteras de S. aureus (cepa Wood) o
proteinas recombinantes especificas. Se utiliza IgG-HRP anti-ratén (HRP: peroxidasa de
rabano picante) como un anticuerpo secundario para detectar la produccién colorimétrica
de la oxidacion del sustrato 3,3',5,5-tetrametilbencidina (TMB) mediante actividad de

peroxidasa utilizando un espectrofotdmetro.
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REIVINDICACIONES
1. Un constructo de fusion de formula (1):
X-A-ligante-B-Z (1)

enlacual:

(1) Ay B son idénticos o diferentes y son independientemente:

(a)

(b)

()

(d)

un polipéptido que comprende un polipéptido SACOL0029 segun lo
expuesto en cualquiera de las secuencias descritas en FIG. 24 (SEC
ID NOs: 5y 121 a 131), un polipéptido SACOL0264 (SEC ID NO:
185), un polipéptido SACOL0442 segun lo expuesto en cualquiera de
las secuencias descritas en FIG. 22D (SEC ID NOs: 29y 82 a 92), un
polipéptido SACOL0718 (SEC ID NO: 186), un polipéptido
SACOL0720 segun lo expuesto en cualquiera de las secuencias
descritas en FIGs. 23I-K (SEC ID NOs: 11 y 109 a 120), un
polipéptido SACOL1353 (SEC ID NO: 187), un polipéptido
SACOL1416 (SEC ID NO : 188), un polipéptido SACOL1611 (SEC ID
NO: 189), un polipéptido SACOL1867 segun lo expuesto en
cualquiera de las secuencias descritas en FIG. 25D (SEC ID NOs:
152 a 164), un polipéptido SACOL1912 (SEC ID NO: 43), un
polipéptido SACOL1944 (SEC ID NO: 190), un polipéptido
SACOL2144 (SEC ID NO : 191), un polipéptido SACOL2365 (SEC ID
NO: 192), un polipéptido SACOL2385 (SEC ID NO: 50) o un
polipéptido SACOL2599 (SEC ID NO: 193), sobre la base de la
nomenclatura genética del genoma COL (SACOL) de Staphylococcus
aureus expuesto en la Secuencia de Referencia de NCBI
NC_002951.2;

un polipéptido codificado por un gen de un mismo operén que un gen
que codifica al polipéptido de (a);

un polipéptido que comprende un fragmento inmunogénico de por lo
menos 13 amino&cidos consecutivos de (a) o (b);

un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos por lo

menos 60% idéntica en su totalidad a la secuencia del polipéptido de
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cualquiera de (a) a (c); 0
(e) un polipéptido que comprende una variante inmunogénica que
comprende por lo menos 13 aminoacidos consecutivos de cualquiera
de (a) a (c);
(2) el ligante es una secuencia de aminoacidos de por lo menos un aminoacido o
esta ausente;
(3) X estd ausente 0 es una secuencia de aminoacidos de por lo menos un
aminoacido; y
(4) Z esta ausente 0 es una secuencia de aminoacidos de por lo menos un
aminoacido.

2. El constructo de acuerdo con la reivindicaciéon 1, caracterizado porque (1) (a) es un
polipéptido que comprende un polipéptido SACOL0029 segun lo expuesto en
cualquiera de las secuencias descritas en FIG. 24 (SEC ID NOs: 5 y 121 a 131), un
polipéptido SACOL0442 segun lo expuesto en cualquiera de las secuencias descritas
en FIG. 22D (SEC ID NOs: 29 y 82 a 92), un polipéptido SACOL0720 segun lo
expuesto en cualquiera de las secuencias descritas en FIGs. 23I-K (SEC ID NOs: 11y
109 a 120), o un polipéptido SACOL1867 segun lo expuesto en cualquiera de las
secuencias descritas en FIG. 25D (SEC ID NOs: 152 a 164).

3. El constructo de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado porque al menos uno de
A y B es (a) un polipéptido que comprende un polipéptido SACOL0029 segun lo
expuesto en cualquiera de las secuencias descritas en FIG. 24 (SEC ID NOs: 5y 121 a
131); (b) un polipéptido codificado por un gen de un mismo operén que un gen que
codifica al polipéptido de (a); (c) un polipéptido que comprende un fragmento
inmunogénico de por lo menos 13 aminoacidos consecutivos de (a) o (b); (d) un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos por lo menos 60% idéntica
en su totalidad a la secuencia del polipéptido de cualquiera de (a) a (c); o (e) un
polipéptido que comprende una variante inmunogénica que comprende por lo menos
13 aminoé&cidos consecutivos de cualquiera de (a) a (c); y el otro de Ay B es (@) un
polipéptido que comprende un polipéptido SACOL1867 segun lo expuesto en
cualquiera de las secuencias descritas en FIG. 25D (SEC ID NOs: 152 a 164); (b’) un

polipéptido codificado por un gen de un mismo operdn que un gen que codifica al
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polipéptido de (a’); (¢') un polipéptido que comprende un fragmento inmunogénico de
por lo menos 13 aminoacidos consecutivos de (a’) o (b’); (d') un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos por lo menos 60% idéntica en su totalidad a
la secuencia del polipéptido de cualquiera de (a’) a (c); o (¢’) un polipéptido que
comprende una variante inmunogeénica que comprende por lo menos 12 aminoacidos
consecutivos de cualquiera de (a’) a (C).

. El constructo de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado porque al menos uno de
A y B es (a) un polipéptido que comprende un polipéptido SACOL0442 segun lo
expuesto en cualquiera de las secuencias descritas en FIG. 22D (SEC ID NOs: 29 y 82
a 92); (b) un polipéptido codificado por un gen de un mismo operdn que un gen que
codifica al polipéptido de (a); (c) un polipéptido que comprende un fragmento
inmunogénico de por lo menos 13 aminoacidos consecutivos de (a) o (b); (d) un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos por lo menos 60% idéntica
en su totalidad a la secuencia del polipéptido de cualquiera de (a) a (c); o (e) un
polipéptido que comprende una variante inmunogénica que comprende por lo menos
13 aminoéacidos consecutivos de cualquiera de (a) a (d); y el otro de Ay B es (@) un
polipéptido que comprende un polipéptido SACOL0720 segun lo expuesto en
cualquiera de las secuencias descritas en FIGs. 23I-K (SEC ID NOs: 11y 109 a 120);
(b") un polipéptido codificado por un gen de un mismo operdn que un gen que codifica
al polipéptido de (a’); (') un polipéptido que comprende un fragmento inmunogénico de
por lo menos 13 aminoacidos consecutivos de (a’) o (b’); (d') un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos por lo menos 60% idéntica en su totalidad a
la secuencia del polipéptido de cualquiera de (a’) a (¢); o (¢’) un polipéptido que
comprende una variante inmunogénica que comprende por lo menos 12 aminoécidos
consecutivos de cualquiera de (a’) a (d').

. El constructo de acuerdo con la reivindicacién 2, caracterizado porque A y B son
idénticos o diferentes y son (a) un polipéptido que comprende un polipéptido
SACOL0720 segun lo expuesto en cualquiera de las secuencias descritas en FIGs.
231-K (SEC ID NOs: 11 y 109 a 120); (b) un polipéptido codificado por un gen de un
mismo operdn que un gen que codifica al polipéptido de (a); (c) un polipéptido que

comprende un fragmento inmunogénico de por lo menos 13 aminoacidos consecutivos
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de (a) o (b); (d) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos por lo
menos 60% idéntica en su totalidad a la secuencia del polipéptido de cualquiera de (a)
a (c); o (e) un polipéptido que comprende una variante inmunogénica que comprende
por lo menos 13 aminoacidos consecutivos de cualquiera de (a) a (d).

. El constructo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2 y 4, caracterizado
porque dicho fragmento inmunogénico (d) comprende una o mas de las siguientes
secuencias de aminoacidos: KDTINGKSNKSRNW (SEC ID NO: 34); vy
KDGGKYTLESHKELQ (SEC ID NO: 1).

. El constructo de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizado porque dicho fragmento
inmunogénico (d) comprende una o mas de las siguientes secuencias de aminoacidos :
STANSSSVQDKQLQKVEEVPNNSEKALVKKLYDRYSKDTINGKSNKSRNWVYSERPL
NENQVRIHLEGTYTVAGRVYTPKRNITLNKEVVTLKELDHIIRFAHISYGLYMGEHLPKG
NIVINTKDGGKYTLESHKELQKDRENVKINTADIKNVTFKLVKSVNDIEQV (SEC ID NO:
30);
DKQLQKVEEVPNNSEKALVKKLYDRYSKDTINGKSNKSRNWVYSERPLNENQVRIHLE
GTYTVAGRVYTPKRNITLNKEVVTLKELDHIIRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTK (SEC
ID NO :32); y
DKQLQKVEEVPNNSEKALVKKLYDRYSKDTINGKSNKSRNWVYSERPLNENQVRIHLE
GTYTVAGRVYTPKRNITLNKEVVTLKELDHIIRFAHISYGLYMGEHLPKGNIVINTKDGG
KYTLESHKELQKDRENVKINTADIKNVTFKLVKSVNDIEQV (SEC ID NO : 33).

. ElI constructo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2 y 4-5,
caracterizado porque dicho fragmento inmunogénico (d) comprende una o mas de las
siguientes secuencias de aminoacidos: QFGFDLKHKKDALA (SEC ID NO: 21);
TIKDQQKANQLAS (SEC ID NO: 22); KDINKIYFMTDVDL (SEC ID NO: 23); y
DVDLGGPTFVLND (SEC ID NO: 24).

. El constructo de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizado porque dicho fragmento
inmunogénico (d) comprende una o mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:
RASLSSEIKYTAPHDVTIKDQQKANQLASELNNQKIPHFYNYKEVIHTKLYKDNLFDVKA
KEPYNVTITSDKYIPNTDLKRGQADLFVAEGSIKDLVKHKKHGKAIIGTKKHHVNIKLRK
DINKIYFMTDVDLGGPTFVLNDKDYQEIRKYTKAKHIVSQF GFDLKHKKDALALEKAKN
KVDKSIETRSEAISSISSLTG (SEC ID NO: 12);
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ASLSSEIKYTAPHDVTIKDQQKANQLASELNNQKIPHFYNYKEVIHTKLYKDNLFDVKAK
EPYNVTITSDKYIPNTDLKRGQADLFVAEGSIKDLVKHKKHGKAIIGTKKHHVNIKLRKDI
NKIYFMTDVDLGGPTFVLNDKDYQEIRKYTKAKHIVSQF GFDLKHKKDALALEKAKNKV
DKSIETRSEAISSISSLTG (SEC ID NO: 13);
ASLSSEIKYTAPHDVTIKDQQKANQLASELNNQKIPHFYNYKEVIHTKLYKDNLFDVKAK
EPYNVTITSDKYIPNTDLKRGQADLFVAEGSIKDLVKHKKHGKAIIGTKKHHVNIKLRKDI
NKIYFMTDVDLGGPTFVLNDKDYQE (SEC ID NO: 14);
KDINKIYFMTDVDLGGPTFVLNDKDYQEIRKYTKAKHIVSQFGFDLKHKKDALA  (SEC
ID NO: 15); KDINKIYFMTDVDLGGPTFVLNDKDY (SEC ID NO: 17);
KDINKIYFMTDVDLGGPTFVLNDKD (SEC ID NO: 16);
KDINKIYFMTDVDLGGPTFVLND (SEC ID NO : 19); KHIVSQFGFDLKHKKDALA (SEC
ID NO: 20) y SQFGFDLKHKKDALA (SEC ID NO: 18).

10.El constructo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, caracterizado

porque dicho fragmento inmunogénico (c’) comprende una o mas de las siguientes
secuencias de aminoacidos: PYNGVVSFKDATGF (SEC ID NO: 165);
AHPNGDKGNGGIYK (SEC ID NO: 167); SISDYPGDEDISVM (SEC ID NO: 169);
RGPKGFNFNENVQA (SEC ID NO: 172); QFESTGTIKRIKDN (SEC ID NO: 175); y
GNSGSPVLNSNNEV (SEC ID NO: 178).

11.El constructo de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizado porque dicho

fragmento inmunogénico (d) comprende la siguiente secuencia de aminoacidos:
TQVKDTNIFPYNGVVSFKDATGFVIGKNTIITNKHVSKDYKVGDRITAHPNGDKGNGG!
YKIKSISDYPGDEDISVMNIEEQAVERGPKGFNFNENVQAFNFAKDAKVDDKIKVIGYPL
PAQNSFKQFESTGTIKRIKDNILNFDAYIEPGNSGSPVLNSNNEVIGVVYGGIGKIGSEY
NGAVYFTPQIKDFIQKHIEQ (SEC ID NO: 39).

12.El constructo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado

porque el ligante comprende por lo menos cuatro aminoacidos idénticos o diferentes
seleccionados del grupo que consiste en glicina, serina, alanina, aspartato, glutamato y

lisina.

13.El constructo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado

porque el ligante comprende (GGGGS)n (SEC ID NO: 67), (ERKYK)n (SEC ID NO: 61);
o (EAAAK)n (SEC ID NO: 63), donde n=1 a 5.
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14.El constructo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, caracterizado
porque dicha X comprende una polihistidina de 6 a 10 aminoacidos.
15.El constructo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, caracterizado
porque dicha X esta ausente.
16.El constructo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, caracterizado
porque dicha Z esta ausente.
17.Una molécula de acido nucleico aislada caracterizada porque codifica el constructo
definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16.
18.Un vector caracterizado porque comprende el &cido nucleico aislado definido en la
reivindicacion 17.
19.Una célula huésped caracterizada porque comprende el vector definido en la
reivindicacién 18.
20.La célula de acuerdo con la reivindicacion 19, caracterizada porque es una forma viva
atenuada de Staphylococcus aureus.
21.La célula de acuerdo con la reivindicacion 20, caracterizada porque la forma atenuada
viva de Staphylococcus aureus tiene un fenotipo de variante de colonias pequefias
(VCP) estabilizado.
22.La célula de acuerdo con la reivindicacion 21, caracterizada porque la forma atenuada
viva de Staphylococcus aureus que tiene un fenotipo VCP estabilizado es AhemBA720
S. aureus.
23.Una composicién caracterizada porque comprende:
(A) al menos uno de los constructos definidos en cualquiera de las reivindicaciones 1 a
16; al menos una de las moléculas de &cidos nucleicos definidas en la
reivindicacion 17; al menos uno de los vectores definidos en la reivindicacién 18; o

al menos una de las células definidas en cualquiera de las reivindicaciones 19 a 22;

y

(B) (i)
i

un polipéptido definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11;
(i) un Staphylococcus aureus vivo atenuado;
(iii) un excipiente farmacéuticamente aceptable;
(iv) un adyuvante; o

(

v) una combinacion de por lo menos dos de (i) a (iv).
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24.La composicion de acuerdo con la reivindicaciéon 23, caracterizada porque la forma

atenuada viva de Staphylococcus aureus expresa:

(a)

(e)

un polipéptido que comprende un polipéptido SACOL0029 segun lo expuesto en
cualquiera de las secuencias descritas en FIG. 24 (SEC ID NOs: 5y 121 a 131),
un polipéptido SACOL0264 (SEC ID NO: 185), un polipéptido SACOL0442
segun lo expuesto en cualquiera de las secuencias descritas en FIG. 22D (SEC
ID NOs: 29 y 82 a 92), un polipéptido SACOL0718 (SEC ID NO: 186), un
polipéptido SACOL0720 segun lo expuesto en cualquiera de las secuencias
descritas en FIGs. 23|-J (SEC ID NOs: 11 y 109 a 120), un polipéptido
SACOL1353 (SEC ID NO : 187), un polipéptido SACOL1416 (SEC ID NO : 188),
SACOL1611 (SEC ID NO : 189), un polipéptido SACOL1867 segun lo expuesto
en cualquiera de las secuencias descritas en FIG. 25D (SEC ID NOs: 152 a
164), un polipéptido SACOL1912 (SEC ID NO : 43), SACOL1944 (SEC ID NO :
190), un polipéptido SACOL2144 (SEC ID NO : 191), un polipéptido SACOL2365
(SEC ID NO: 192), un polipéptido SACOL2385 (SEC ID NO: 50) o un
polipéptido SACOL2599 (SEC ID NO: 193) sobre la base de la nomenclatura
genética del genoma COL (SACOL) de Staphylococcus aureus expuesto en la
Secuencia de Referencia en el NCBI NC_002951.2;

un polipéptido codificado por un gen de un mismo operdn que un gen que
codifica al polipéptido de (a);

un polipéptido que comprende un fragmento inmunogénico de por lo menos 13
aminoacidos consecutivos de (a) o (b);

un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos por lo menos 60%
idéntica en su totalidad a la secuencia del polipéptido de cualquiera de (a) a (c);
0

un polipéptido que comprende una variante inmunogénica que comprende por lo

menos 13 aminoacidos consecutivos de cualquiera de (a) a (c).

25.La composicion de acuerdo con la reivindicacion 23 o 24, caracterizada porque la

forma atenuada viva de Staphylococcus aureus tiene un fenotipo de variante de

colonias pequefias (VCP) estabilizado.

26.La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 23 a 25,
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caracterizada porque el adyuvante comprende alumbre, un aceite, saponina,
diguanosina-5'-monofosfato ciclico (c-di-GMP), polifosfasina, indolicidina, patrones
moleculares asociados a patdégenos (PAMPS), liposoma o una combinacién de por lo
menos dos de los mismos.

27.Un método para prevenir y/o tratar una infeccion intramamaria estafilococica (IIM) en
un mamifero, caracterizado porque comprende administrar a dicho mamifero una
cantidad eficaz del constructo definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16; de
la molécula de acido nucleico definida en la reivindicacidn 17; del vector definido en la
reivindicacién 18; de la célula definida en cualquiera de las reivindicaciones 19 a 22; o
de la composicién definida en cualquiera de las reivindicaciones 23 a 26.

28.El método de acuerdo con la reivindicacion 27, caracterizado porque dicha |IM
estafilocdcica es causada por una o mas cepas de Staphylococcus aureus.

29.El método de acuerdo con la reivindicacién 27 o 28, caracterizado porque dicho
mamifero es una vaca.

30.El uso de una cantidad eficaz de (i) el constructo definido en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 16; (i) la molécula de acido nucleico definida en la reivindicacién
17; (iii) el vector definido en la reivindicacion 18; de la célula definida en cualquiera de
las reivindicaciones 19 a 22; (iv) la composicién definida en cualquiera de las
reivindicaciones 23 a 26; o (v) una combinacién de por lo menos dos de (i) a (iv), para
prevenir y/o tratar una infeccion intramamaria estafilocécica (lIM) en un mamifero.

31.El uso de acuerdo con la reivindicacion 30, caracterizado porque dicha [IM
estafilocdcica es causada por una o mas cepas de Staphylococcus aureus.

32.El uso de acuerdo con la reivindicacion 30 o 31, caracterizado porque dicho mamifero
es una vaca.

33.El constructo definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16; la molécula de
acido nucleico definida en la reivindicacion 17; el vector definido en la reivindicacion 18;
la célula definida en cualquiera de las reivindicaciones 19 a 22; la composicién definida
en cualquiera de las reivindicaciones 23 a 26 0 una combinacién de por lo menos dos
de los mismos, para utilizar en la prevencion y/o tratamiento de una infeccién
intramamaria estafilococica (IIM) en un mamifero.

34.El constructo, molécula de &cido nucleico, vector, célula, composicién o combinacion
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de acuerdo con la reivindicacion 33, caracterizado porque dicha |IM estafilocécica es
causada por una o mas cepas de Staphylococcus aureus.
35.El constructo, molécula de acido nucleico, vector, célula o composicion de acuerdo con
la reivindicacion 33 o 34, caracterizado porque dicho mamifero es una vaca.
36.Un kit para prevenir y/o tratar una infeccién intramamaria estafilocécica (1IM) en un
mamifero caracterizado porque comprende:
(A) (i) al menos uno de los constructos definidos en cualquiera de las reivindicaciones 1
a 16; (ii) al menos una de las moléculas de &cidos nucleicos definidas en la
reivindicacion 17; (iii) al menos uno de los vectores definidos en la reivindicacion 18;
(iv) al menos una de las células definidas en cualquiera de las reivindicaciones 19 a
22; 0 (v) una combinacion de por lo menos dos de (i) a (iv), y
(B) (i) el polipéptido definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11;
(i) un Staphylococcus aureus vivo atenuado;
(iii) un excipiente farmacéuticamente aceptable;
(iv) un adyuvante;
(v) instrucciones para utilizar el kit para prevenir y/o tratar una infeccién
intramamaria estafilococica (IIM) en un mamifero; o

(vi) una combinacion de por lo menos dos de (i) a (v).
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RESUMEN

Se proporciona un constructo de fusién de formula (1): X-A-ligante-B-Z (1)
donde : (1) A'y B son idénticos o diferentes y son independientemente: (a) un polipéptido
que comprende un polipéptido SACOL0029 segun lo expuesto en cualquiera de las
secuencias descritas en FIG. 24 (SEC ID NOs: 5y 121 a 131), un polipéptido SACOL0264
(SEC ID NO: 185), un polipéptido SACOL0442 segun lo expuesto en cualquiera de las
secuencias descritas en FIG. 22D (SEC ID NOs: 29y 82 a 92), un polipéptido SACOL0718
(SEC ID NO: 186), un polipéptido SACOL0720 segun lo expuesto en cualquiera de las
secuencias descritas en FIGs. 23|-J (SEC ID NOs: 11 y 109 a 120), un polipéptido
SACOL1353 (SEC ID NO: 187), un polipéptido SACOL1416 (SEC ID NO: 188), un
polipéptido SACOL1611 (SEC ID NO: 189), un polipéptido SACOL1867 segun lo
expuesto en cualquiera de las secuencias descritas en FIG. 25D (SEC ID NOs: 152 a
164), un polipéptido SACOL1912 (SEC ID NO : 43), un polipéptido SACOL1944 (SEC ID
NO : 190), un polipéptido SACOL2144 (SEC ID NO: 191), un polipéptido SACOL2365
(SEC ID NO: 192), un polipéptido SACOL2385 (SEC ID NO: 50) o un polipéptido
SACOL2599 (SEC ID NO: 193), sobre la base de la nomenclatura genética del genoma
COL (SACOL) de Staphylococcus aureus expuesto en la Secuencia de Referencia en el
NCBI NC_002951.2; (b) un polipéptido codificado por un gen de un mismo operdn que un
gen que codifica al polipéptido de (a); (c) un polipéptido que comprende un fragmento
inmunogénico de por lo menos 13 aminoacidos consecutivos de (a) o (b); (d) un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos por lo menos 60% idéntica en
su totalidad a la secuencia del polipéptido de cualquiera de (a) a (c); o (e) un polipéptido
que comprende una variante inmunogénica que comprende por lo menos 13 aminoacidos
consecutivos de cualquiera de (a) a (c); (2) el ligante es una secuencia de aminoacidos de
por lo menos un aminoacido o esta ausente; (3) X estd ausente o es una secuencia de
aminoacidos de por lo menos un aminoacido; y (4) Z esta ausente o0 es una secuencia de
aminoacidos de por lo menos un aminoacido. Se proporcionan ademas composiciones y

kits que comprenden la fusion y usos de estas fusiones, composiciones y kits.



PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER see Form PCT/ISA/220
JG-14870-16 ACTION as well as, where applicable, item 5 below
International application No. International filing date (day/month/year) (Earliest)Priority date (day/month/year)
PCT/CA2017/051253 20 October 2017 (20-10-2017) 21 October 2016 (21-10-2016)
Applicant

SOCPRA SCIENCES ET GENIES S E.C.

This international search report has been prepared by this International Searching Authority and is transmitted to the applicant according to
Article 18. A copy is being transmitted to the International Bureau.

This international search report consists of a total of 7 sheets.

' It is also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of the report

4. With regard to the language, the international search was carried out on the basis of:

w|  the international application in the language in which it was filed.

7 atranslation of the international application into which is the language of
a translation furnished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1(b)).
b. [T] This international search report has been established taking into account the rectification of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43.6bis(a)).

¢ W] Withregard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, see Box No. I.

2. v Certain claims were found unsearchable (seec Box No. II).

3. v  Unity of invention is lacking (see Box No. III).

4. With regard to the title,

w| the text is approved as submitted by the applicant.

77 the text has been established by this Authority to read as follows:

5. With regard to the abstract,

w| the text is approved as submitted by the applicant.

77 the text has been established, according to Rule 38.2, by this Authority as it appears in Box No. IV. The applicant may,
within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority.

6. With regard to the drawings,
a.  the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No. 16

[77 assuggested by the applicant.

v as selected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure.

[T as selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention.

b. ] none of the figures is to be published with the abstract.

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (January 2015) Page 1 of 7




International application No.

PCT/CA2017/051253

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Box No. I Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.c of the first sheet)

1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international search was carried out
on the basis of a sequence listing:

a ¥ forming part of the international application as filed:

2. [ In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished, the required statements that
the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application
as filed, as appropriate, were furnished.

3. Additional comments:

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (January 2015) Page 2 of 7



International application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/CA2017/051253

Box No. IT Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of the first sheet)

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. ¥ Claim Nos.: 1-36 (partially)

meaningful international search can be carried out, specifically:

See extra sheet

3 [ Claim Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an extent that no

Box No. III Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:
See extra sheet for a description of the groups.

fees.

claims for which fees were paid, specifically claim Nos.:

invention first mentioned in the claims; it is covered by claim Nos.:

a protest fee.

paid within the time limit specified in the invitation.

"] No protest accompanied the payment of additional search fees.

1. ] As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable claims.

2. || As all searchable claims could be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite payment of additional

3. [7] Asonly some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers only those

4. 77 No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is restricted to the

Remark on Protest [ The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the payment of

[*7 The additional search fees were accompanied by the applicant's protest but the applicable protest fee was not

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (January 2015)

Page 3 of 7



International application No.

PCT/CA2017/051253

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
IPC: CO7K 14/31 (2006.01), AG6IK 39/085 (2006.01), AG6IP 31/04 (2006.01), A61P 37/04 (2006.01),

CO7K 19/00 (2006.01), CI2N 1/21 (2006.01)  (more IPCs on the last page)

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)
Keywords used across the whole IPC

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic database(s) consulted during the international search (name of database(s) and, where practicable, search terms used)

Databases: Genomequest

Keywords: Search of SEQ ID NO:55 in Genomequest

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™ Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

Y CA2758490 (BAGNOLIetal.) 21 October 2010 (21-10-2010) 1-3, 10-13, 15-21 and 23-36
*see the polypeptide set forth in SEQ ID NO :117*

Y CA2792956 (MALOUIN etal.) 22 September 2011 (22-09-2011) 1-3, 10-13, 15-21 and 23-36
*see the polypeptide set forth in SEQ ID NO :78*

I'"] Further documents are listed in the continuation of Box C. W  See patent family annex.
* |Special categories of cited documents: “T” |later document published after the international filing date or priority

“A” |document defining the general state of the art which is not considered date and not in conflict with the application but cited to understand
to be of particular relevance the principle or theory underlying the invention

“E” |earlier application or patent but published on or after the international “X” |document of particular relevance; the claimed invention cannot be
filing date considered novel or cannot be considered to involve an inventive

“L” |document which may throw doubts on priority claim(s) or which is step when the document is taken alone
cited to establish the publication date of another citation or other “Y” |document of particular relevance; the claimed invention cannot be
special reason (as specified) considered to involve an inventive step when the document is

“0” |document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other means combined with one or more other such documents, such combination

being obvious to a person skilled in the art

“P” |document published prior to the international filing date but later than “&” |document member of the same patent family

the priority date claimed

Date of the actual completion of the international search Date of mailing of the international search report

15 December 2017 (15-12-2017) 21 December 2017 (21-12-2017)

Name and mailing address of the ISA/CA Authorized officer

Canadian Intellectual Property Office

Place du Portage I, C114 - 1st Floor, Box PCT Stephanie Etchells (819) 639-7796
50 Victoria Street

Gatineau, Quebec K1A 0C9
Facsimile No.: 819-953-2476

Form PCT/ISA/210 (second sheet ) (January 2015) Page 4 of 7




INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

Information on patent family members PCT /C A2017, /05 1253
Patent Document Publication Patent Family Publication
Cited in Search Report Date Member(s) Date
CA2758490A1 21 October 2010 (21-10-2010) CA2758490A1 21 October 2010 (21-10-2010)

AU2010238255A1 03 November 2011 (03-11-2011)
AU2010238255B2 16 October 2014 (16-10-2014)

CN102647999A 22 August 2012 (22-08-2012)
C0O6440592A2 15 May 2012 (15-05-2012)
CY1117230T1 05 April 2017 (05-04-2017)
DK2510947T3 21 March 2016 (21-03-2016)
EP2419129A2 22 February 2012 (22-02-2012)
EP2510947A1 17 October 2012 (17-10-2012)
EP2510947B1 10 February 2016 (10-02-2016)
ES2565377T3 04 April 2016 (04-04-2016)
HRP20160276T1 08 April 2016 (08-04-2016)
HUE028803T2 30 January 2017 (30-01-2017)
1L215593D0 29 December 2011 (29-12-2011)
JP2012523246A 04 October 2012 (04-10-2012)
JP5830009B2 09 December 2015 (09-12-2015)

JP2016020390A 04 February 2016 (04-02-2016)
JP2017193574A 26 October 2017 (26-10-2017)
KR20120034612A 12 April 2012 (12-04-2012)
MX2011010735A 25 January 2012 (25-01-2012)

NZ595689A 28 March 2014 (28-03-2014)
NZ612315A 31 October 2014 (31-10-2014)
PH12015500092A1 02 December 2015 (02-12-2015)
PL2510947T3 30 September 2016 (30-09-2016)
RU2011146016A 20 May 2013 (20-05-2013)
RU2508126C2 27 February 2014 (27-02-2014)
RU2013154779A 20 June 2015 (20-06-2015)
SG175092A1 28 November 2011 (28-11-2011)
S$G10201404076TA 30 October 2014 (30-10-2014)
S12510947T1 31 May 2016 (31-05-2016)

SMT201600117B 01 July 2016 (01-07-2016)
US2012093850A1 19 April 2012 (19-04-2012)

Us8632783B2 21 January 2014 (21-01-2014)
US2012107340A1 03 May 2012 (03-05-2012)
us8679505B2 25 March 2014 (25-03-2014)
US2014178425A1 26 June 2014 (26-06-2014)
Us9205142B2 08 December 2015 (08-12-2015)
US2016158335A1 09 June 2016 (09-06-2016)
Us9642904B2 09 May 2017 (09-05-2017)

US2017340720A1 30 November 2017 (30-11-2017)
WO2010119343A2 21 October 2010 (21-10-2010)
WO2010119343A3 07 April 2011 (07-04-2011)
WO2010119343A8 26 April 2012 (26-04-2012)

ZA201302878B 23 December 2013 (23-12-2013)
CA2792956A1 22 September 2011 (22-09-2011) CA2792956A1 22 September 2011 (22-09-2011)
EP2547361A1 23 January 2013 (23-01-2013)
EP2547361A4 19 March 2014 (19-03-2014)
US2013064845A1 14 March 2013 (14-03-2013)
Us8889150B2 18 November 2014 (18-11-2014)
US2015132335A1 14 May 2015 (14-05-2015)
Us9566322B2 14 February 2017 (14-02-2017)

US2017095548A1 06 April 2017 (06-04-2017)
WO2011113160A1 22 September 2011 (22-09-2011)

Form PCT/ISA/210 (patent family annex ) (January 2015) Page 5 of 7



International application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/CA2017/051253

Continuation of: Box No. 11

The International Searching Authority has not carried out a search for claim 1, under PCT Article 17(2)(b). The description, claims,
and/or drawings fail to comply with the prescribed requirements to such an extent that a meaningful search could not be carried out.
Claim 1 so lacks clarity and/or support that a meaningful search over the whole of the claimed scope is impossible. Consequently, the
search has been established for the parts of the application which appear to be clear and supported. The polypeptide of greatest interest,
based on the instant description and the examples section, was determined to be the polypeptide set forth in SEQ ID NO:55 and
therefore the search was limited to said polypeptide.

Continuation of: Box No. ITI
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sequence as set forth in SEQ ID NO:56 and all vectors, host cells, compositions, kits and uses thereof; and

Group C - Claims 1-36 (partially) are directed to a multitude of fusion constructs, their corresponding nucleic acid molecules, vectors,

host cells, kits, compositions and use thereof. Group C can be subdivided into a multitude of different groups of invention, each based

on a different fusion construct or group of related fusion constructs.

An a priori analysis has concluded that peptide epitopes from Staphylococcus aureus (NCBI reference Sequence NC_002951.2) are
known in the art (see CA2758490). Additionally using said peptide epitopes in a fusion protein comprising a linker between said
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WRITTEN OPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/CA2017/051253
Box No 1l Basis of this opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of’

I a translation of the international application into which is the language of a translation

b ™ form of an Annex C/ST.25 text file.

¢. [-] furnished subsequent to the international filing date for the purposes of international search only:

4.T"] In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished, the required statements that
the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application
as filed, as appropriate, were furnished.

5. Additional comments:

Form PCT/ISA/237 (Box No I) (January 2015)) Page 2 of 9



WRITTEN OPINION OF THE International apphcatlon No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/CA2017/051253

Box No. ITT Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be industrially applicable]
have not been examined in respect of’

¥ the said international application, or the said claim Nos. 1-36 (partially) relate to the following

subject matter which does not require an international search (specify):
The International Searching Authority has not carried out a search for claims 1-36 (partially), under Article 17(2)(b) of the PCT. The description,
claims, and/or drawings fail to comply with the prescribed requirements to such an extent that a meaningful search could not be carried out. Claim
1 so lacks clarity and/or support that a meaningful search over the whole of the claimed scope is impossible. Consequently, the search has been
established for the parts of the application which appear to be clear and supported. The polypeptide of greatest interest, based on the instant
description and examples section , was determined to be the polypeptide set forth in SEQ ID NO:55 and therefore the search was limited to said
polypeptide.

are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify):

I the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported
by the description that no meaningful opinion could be formed (specify):

Searching Authority in the form and manner acceptable to it; or the sequence listing furnished did not comply with the standard
provided for in Annex C of the Administrative Instructions.

[ furnish a sequence listing on paper or in the form of an image file complying with the standard provided for in Annex C of the

Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching Authority in the form and manner
acceptable to it; or the sequence listing furnished did not comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative
Instructions.

Form PCT/ISA/237 (Box No. III) (January 2015) Page 3 of 9



WRITTEN OPINION OF THE International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/CA2017/051253

Box No. IV Lack of unity of invention

additional fees.

3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 is

The claims are directed to a plurality of inventive concepts as follows:

Group A - Claims 1-3, 10-13 and 15-36 (partially) are directed to the peptide set forth in SEQ ID NO:55, its corresponding nucleic acid]
sequence as set forth in SEQ ID NO:54 and all vectors, host cells, compositions, kits and uses thereof;

Group B - Claims 1-3 and 10-36 (partially) are directed to the polypeptide set forth in SEQ ID NO:57, its corresponding nucleic acid

sequence as set forth in SEQ ID NO:56 and all vectors, host cells, compositions, kits and uses thereof; and

Group C - Claims 1-36 (partially) are directed to a multitude of fusion constructs, their corresponding nucleic acid molecules, vectors,

host cells, kits, compositions and use thereof. Group C can be subdivided into a multitude of different groups of invention, each based on

a different fusion construct or group of related fusion constructs.

An a priori analysis has concluded that peptide epitopes from Staphylococcus aureus (NCBI reference Sequence NC_002951.2) are
known in the art (see CA2758490). Additionally using said peptide epitopes in a fusion protein comprising a linker between said peptide
epitopes is also known (see CA2758490), and therefore there in no common inventive concept linking the claims together. The claims
must be limited to one inventive concept as set out in PCT Rule 13. As claim 1 makes reference to an infinite number of polypeptides,
each and every polypeptide representing a possible inventive concept the examiner has chosen to limit the search to the polypeptide set
forth in SEQ ID NO:55 as this was the peptide of greatest interest in the instant description and examples section of the instant
specification. The examiner has not chosen to examine the first fusion protein mentioned since it was not made nor was its amino acid
sequence disclosed.

The claims must be limited to one inventive concept as set out in PCT Rule 13.

4. Consequently, this opinion has been established in respect of the following parts of the international application:
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/CA2017/051253

Box No. V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Claims 1-3, 10-13 and 15-36 (partially) YES
Claims NONE NO

Inventive step (IS) Claims 22(partially) YES
Claims 1-3, 10-13, 15-21 and 23-36 (partially) NO

Industrial applicability (IA) Claims 1-3, 10-13 and 15-36 (partially) YES
Claims NONE NO

2. Citations and explanations:

Reference is made to the following documents:

D1 CA2758490 (BAGNOLIetal.) 21 October 2010 (21-10-2010),
D2 CA2792956 (MALOUIN etal.) 22 September 2011 (22-09-2011),

\
Group A Claims 1-3, 10-13 and 15-36 (partially)
Novelty

Claims 1-3, 10-13 and 15-36 (partially) are novel and therefore comply with PCT Article 33(2). Document D1 is considered to represent the
closest prior art. Document D1 discloses a polypeptide as set forth in SEQ ID NO:117 which has 76.12% sequence identity with the polypeptide
set forth in SEQ ID NO:55 of the instant application.. However, none of the cited documents discloses the polypeptide set forth in SEQ ID NO:55
or its corresponding nucleic acid sequence as set forth in SEQ ID NO:54. Claims 1-3, 10-13 and 15-36 (partially) are therefore novel.

Continued in Supplemental Box.

Form PCT/ISA/237 (Box No. V) (January 2015) Page 5 of 9



WRITTEN OPINION OF THE International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/CA2017/051253

Box No. VII Certain defects in the international application

The following defects in the form or contents of the international application have been noted:

There are two errors in the instant application. In paragraph 00214 of the instant application the phrase “(see sequence in FIG.211, Item VII
fusions)” appears which leads to the conclusion that SEQ ID NO:55 is found in Figure 211 when in fact it is found in Figure 21H, Item VII.
Additionally in paragraph 00216, specifically table IV the table subheading states that the epitopes are in bold and the linker sequence is
italicized. This leads to confusion as the epitopes in SACOL0029 are not in bold nor are all the epitopes found in SACOL1867.

In claim 10, reference is made to the immunogenic fragment (c’) of claim 1-3, however, there is no (¢’) in claims 1-3.

In claim 11 reference is made to the immunogenic fragment (d) however this leads to confusion when claim 11 depends on claim 1 as claim 1
reference character (d) does not relate to an immunogenic fragment.

In claim 30 there is a clerical error. The fourth element is not numbered. The phrase “(iii) the vector defined in claim 18; of the cell defined in
any one of claims 19 to 22” should read “(iii) the vector defined in claim 18; (iv) the cell defined in any one of claims 19 to 22”. Moreover,
elements “(iv)” and “(v)” should be renumbered as “(v)” and “(vi)” respectively. Finally the last element {renumbered as (vi) instead of (v)}
which is directed to a “combination of at least two of (i) to (iv)” should read “combination of at least two of (i) to (v)”.
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Box No. VIII.  Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully
supported by the description, are made:

Claims 27-36 (partially) do not comply with PCT Article 6. These claims are not fully supported by the description. Specifically, There is no
substantive support for the fusion construct set forth in SEQ ID NO:55 or its corresponding nucleic acid sequences set forth in SEQ ID NO:54 to
prevent or treat a Staphylococcus intramammary infection on its own the instant description always uses said fusion construct in combination
with two other known epitopes or a live attenuated form of Staphylococcus aureus as shown in Figure 16 of the instant description.

Claims 1-3 and 24 do not comply with PCT Rule 6.2(a) PCT. Reference is made to the drawings for completeness and clarity, rather than
claiming the subject matter in explicit terms.

Claims 23 and 36 (partially) do not comply with PCT Article 6. Elements (B) (i) and (B) (ii) of these claims are already included in the list of
elements defined in element (A). For example, the list of elements in part (A) comprise “at least one of the constructs defined in any one of
claims 1 to 16, however, the constructs already contain element (B)(i)which is “a polypeptide defined in any one of claims 1 to 11”. Does the
applicant mean that the composition of claim 23 or the kit of claim 36 contains two identical polypeptides, one as part of a fusion construct and
one in a free form? Similarly; part (A) comprises “at least one of the cells defined in any one of claims 19 to 22”7, however, claim 20 is
specifically directed to a live attenuated form of Staphylococcus aureus, which is exactly the element defined in (B)(ii). Does the applicant mean
there are two different live attenuated S. aureus in the composition of claim 23 or the kit of claim 36?
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Supplemental Box

In case the space in any of the preceding boxes is not sufficient.

Continuation of: Box No.V

Inventive Step
Claims 1-3 and 10-13, 15-21 and 23-36 (partially) do not involve an inventive step and therefore do not comply with PCT Article 33(3).

Claim 1 (partially) is directed to the polypeptide set forth in SEQ ID NO:55. This polypeptide fits the general formula X-A-linker-B-Z of claim 1,
wherein X is absent, A is the polypeptide set forth in SEQ ID NO:7 of the instant application, the linker sequence is represented by (GGGGS);, B
is represented by the polypeptide set forth in SEQ ID NO:39 and Z is absent. Document D1 discloses a polypeptide set forth in SEQ ID NO:117
which comprises the polypeptide epitope set forth in SEQ ID NO:39 of the instant application with 100% sequence identity. Moreover the
polypeptide set forth in SEQ ID NO:117 of D1 has 76.12% identity with the polypeptide set forth in SEQ ID NO:55 of the instant application.
Additionally D1 discloses the use of said polypeptide epitope as set forth in SEQ ID NO:117 in a fusion polypeptides comprising the formula
NH,-A-{X-L},-B-COOH wherein for each » instances of {X-L} the linker may be present or absent (see page 87 of D1 and original claim 10 of
D1) Thus the formula NH»-A-X;-1.;-X,-B-COOH is disclosed as is the formula NH,-X;-1-X,-COOH (see page 87 lines 18 and 19 of D1).
Further, D1 discloses suitable linkers comprising multiple GSGGGG sequences (see page 87, lines 24-28 of D1). Finally D1 discloses that the
N-terminal portion of the polypeptide set forth in SEQ ID NO:117 which does not contain the amino acid sequence that is 100% identical to the
polypeptide set forth in SEQ ID NO:39 of the instant application, can be removed.

Document D2 discloses a polypeptide set forth in SEQ ID NO:78 which has 100% sequence identity with the polypeptide epitope set forth in SEQ
ID NOS:5 and 7 of the instant application. D2 also discloses using alum in a vaccine preparation (see page 19 paragraph 0080 of D2).
Additionally D2 discloses a A720 S. aureus strain from ATCC29213 in Figure 10B of D2.

It would have required no inventive effort on the part of one skilled in the art to use the known staphylococcus aureus epitopes set forth in SEQ ID
NOS:7 and 39 in the formula of D1 to arrive at the polypeptide set forth in SEQ ID NO:55. Additionally it would have been obvious to use said
polypeptide in a composition, an isolated nucleic acid molecule, a vector, a host cell, a kit, a method for preventing or treating a Staphylococcal
intramammary infection in a cow and related uses. It would have been obvious to a person skilled in the art to arrive at the matter defined in claims
1-3, 10-13, 15-21 and 23-36 (partially) by combining the teachings of documents D1 and D2. Documents D1 and D2 therefore show that claims
1-3, 10-13, 15-21 and 23-36 (partially) do not involve an inventive step.

Claim 22 involves an inventive step and therefore complies with PCT Article 33(3). The live attenuated form of Staphylococcus aureus having
a stabilized SCV phenotype is a AhemBA720 S. aureus comprising the vector comprising the DNA encoding the polypeptide set forth as set
forth in SEQ ID NO:55 would not have been obvious to a person skilled in the art from the cited documents, when taken individually or in any
combination. Claim 22 therefore involves an inventive step.

Industrial Applicability

The subject matter of claims 1-3, 10-13 and 15-36 (partially) is considered to be industrially applicable and thus complies with the requirements
of PCT Article 33(4).

Claims 27-29 relate to a subject matter considered to be a method of medical treatment. Of note, some jurisdictions, such as Canada, do not
recognize the patentability of claims to methods of medical treatment; they may, however, permit claims directed to a product, particularly
substances or compositions, as well as claims directed to the contemplated medical use of said product.
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Continuation of: Coversheet (International Patent Classification)
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