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DESCRIPCION
Anticuerpos o fragmentos de éstos dirigidos contra un epitopo del Staphylococcus aureus de IsaA o IsaB

Esta invencion se refiere a anticuerpos o fragmentos de éstos que son dirigidos contra un epitopo de
Staphylococcus aureus (= S. aureus), a un kit que contiene estos anticuerpos o fragmentos, a un uso de estos
anticuerpos o fragmentos, a una linea celular de hibridoma que produce estos anticuerpos y a un método de
tratamiento.

De FEMS Imunol. Med. Microbial. 2000 Oct.; 29(2), paginas 145 a 153 se conocen las estructuras
inmunodominantes que fueron expresadas in vivo durante una septicemia causada por Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina (SARM). Estas estructuras son la proteina de 29 kDa IsaA y la proteina de 17 kDa IsaB. Se
afirma que estas proteinas pueden servir como posibles blancos para el desarrollo de una terapia contra SARM
basada en anticuerpos.

Del resumen " Development of antibody-based therapy targeting immunodominant antigens of Staphylococcus
aureus", Ohlsen, K. et al., pagina 128 del libro de resimenes publicado para la 592 conferencia anual de la Deutsche
Gesellschaft fir Hygiene und Mikrobiologie e.V. en septiembre de 2007 y de Lorenz, U. et al., "Therapeutische
Effektivitdt von monoklonalen Antikdrpern gegen Staphylococcus aureus in einem Septicemia- und Abszess-
Mausmodell", Chirurgisches Forum 2008, Springer Berlin Heidelberg, 29 de mayo de 2008, edicion 17, pp. 225-226
se conoce la aplicacion de un primer anticuerpo monoclonal murino dirigido al antigeno inmunodominante IsaA en
dos modelos de infeccion animal. El estudio revelé que la aplicaciéon de MAB anti-IsaA reduce la carga de la
infeccion en ambos modelos de infeccion.

El objetivo de la presente invencion es proporcionar nuevos anticuerpos o fragmentos de éstos que sean adecuados
para un tratamiento de infecciones causadas por Staphylococcus aureus y para la deteccion de S. aureus. Ademas,
se debera proporcionar un kit que contenga estos anticuerpos o fragmentos de éstos, un uso de estos anticuerpos o
fragmentos, una linea celular de hibridoma que segregue estos anticuerpos o fragmentos y un método de
tratamiento.

Este objetivo es resuelto por el contenido de las reivindicaciones 1, 8, 15, 16, 17 y 19. Las realizaciones de la
invencion se dan a conocer en las reivindicaciones 2 a 7,9 a 14, 18 y 20 a 24.

De acuerdo con la invencidon se proporcionan anticuerpos o fragmentos de éstos, donde dichos anticuerpos o
fragmentos son dirigidos contra un epitopo del Staphylococcus aureus que es reconocido por otros anticuerpos
monoclonales que son segregados por la linea celular de hibridoma depositada en el "Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig, Alemania" (DSMZ) con el nimero
de registro DSM ACC2987, donde el epitopo contiene al menos una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al
menos 13 aminoacidos a una de las secuencias SEQ ID NO: 15,17 a 19, 21 a 26,32 a 34y 57

o]

donde cada uno de los anticuerpos tiene una cadena pesada con una primera region variable y una cadena ligera
con una segunda region variable,

donde la primera region variable contiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 90% idéntica a la
secuencia SEQ ID NO: 2 y donde la segunda region variable contiene una secuencia de aminoacidos que es al
menos 90% idéntica a la secuencia SEQ ID NO: 4. La linea celular de hibridoma depositada en el DSMZ con el
numero de registro DSM ACC2987 se denomina ademas "linea celular DSM ACC2987". Los otros anticuerpos
monoclonales que son segregados por la linea celular DSM ACC2987 son anticuerpos monoclonales de raton.

Los anticuerpos segun la invencién consisten en moléculas de inmunoglobulina completas, preferentemente IgM,
IgD, IgE, IgA o IgG, mas preferentemente IgG1, 1IgG2a, IgG2b, IgG3 o IgG4, mientras que los fragmentos consisten
en partes de dichas moléculas de inmunoglobulina, como fragmentos Fab o regiones V, VH o CDR. Ademas, los
anticuerpos consisten en anticuerpos modificados o alterados, como anticuerpos quiméricos y humanizados. Los
anticuerpos también consisten en anticuerpos monoclonales o policlonales modificados o alterados, asi como
anticuerpos generados por via recombinante o sintética, o sintetizados. Los fragmentos consisten en fragmentos de
los anticuerpos asi como en partes de éstos, por ejemplo, cadenas ligera y pesada separadas, Fab, Fab/c, Fv, Fab',
F(ab').. Los anticuerpos segun la invencién también incluyen derivados de anticuerpos como anticuerpos
bifuncionales y constructos de anticuerpos, como Fv monocatenarios (scFv), scFv biespecificos o anticuerpo-
proteinas de fusién. Todos los derivados de anticuerpos tienen la especificidad de unién de los anticuerpos de los
cuales derivan, es decir, son dirigidos contra un epitopo del Staphylococcus aureus que es reconocido por los otros
anticuerpos monoclonales segregados por la linea celular de hibridoma DSM ACC2987.

El epitopo que es reconocido por los otros anticuerpos monoclonales que son segregados por la linea celular DSM
ACC2987 esta ubicado en el antigeno inmunodominante IsaA del S. aureus. Los inventores de la presente invencion
encontraron que el epitopo reconocido por los anticuerpos de acuerdo con la invenciéon esta particularmente
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expuesto en el S. aureus. Los anticuerpos o fragmentos que son dirigidos contra este epitopo son adecuados para la
deteccion de S. aureus y para el tratamiento de una infeccion con S. aureus. Debido a la alta variabilidad del S.
aureus que causa diferentes magnitudes de expresién y mutaciones de los antigenos en diferentes cepas, cada
anticuerpo que reconoce un epitopo adicional no reconocido por otros anticuerpos es Util para la deteccién de S.
aureus, asi como para el tratamiento de una infeccién por S. aureus.

Los anticuerpos pueden ser anticuerpos monoclonales o policlonales. En particular los anticuerpos pueden ser los
otros anticuerpos monoclonales, es decir, los anticuerpos que son segregados por la linea celular de hibridoma,
DSM ACC2987. Estos anticuerpos son muy Utiles para la deteccion de S. aureus, asi como para el tratamiento de
una infeccion. Tienen muy altas afinidades y especificidades. La alta afinidad de los anticuerpos que son segregados
por la linea celular de hibridoma DSM ACC2987 por el epitopo reconocido por estos anticuerpos, se indica por un
bajo valor de Kp para la unién de dicho anticuerpo a dicho epitopo. Dependiendo del método de determinacion se
han determinado valores de Kp de < 18 pM y 1.7 nM para esta unién (véanse Figs. 6 y 7 y el texto correspondiente).

Los anticuerpos monoclonales o los anticuerpos que son segregados por la linea celular de hibridoma DSM
ACC2987 pueden ser anticuerpos del tipo IgG, en particular, el tipo IgG1 o IgG2b. Los fragmentos pueden ser
fragmentos Fab, fragmentos Fab/c, Fragmentos Fv, fragmentos Fab' fragmentos o fragmentos F(ab'),. Estos
fragmentos son particularmente Utiles para la deteccion de S. aureus porque la pared celular del S. aureus contiene
proteina A que se une inespecificamente a inmunoglobulinas a través de sus partes Fc.

Los anticuerpos pueden ser anticuerpos animales, es decir, anticuerpos producidos en un animal, especialmente
anticuerpos murinos, bovinos o de camélidos, anticuerpos humanos, anticuerpos producidos en una planta, un
huevo o un hongo, en particular un Saccharomyces, anticuerpos recombinados producidos en las células de una
linea celular, anticuerpos quiméricos o anticuerpos humanizados. Un anticuerpo humanizado puede ser un
anticuerpo monoclonal que contenga la porcién de uniéon de un anticuerpo monoclonal de ratén, por ejemplo el
anticuerpo monoclonal segregado por la linea celular de hibridoma DSM ACC2987 y la porcién que no se une de un
anticuerpo humano.

Cada uno de los anticuerpos puede tener una cadena pesada con una primera region variable y una cadena ligera
con una segunda region variable,

donde la primera region variable contiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 92.5% idéntica, en
particular al menos 95% idéntica, en particular al menos 97.5% idéntica, en particular 100% idéntica, a la secuencia
SEQ ID NO: 2 y donde la segunda region variable contiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 92.5%
idéntica, en particular al menos 95% idéntica, en particular al menos 97.5% idéntica, en particular 100% idéntica, a la
secuencia SEQ ID NO: 4.

La primera region variable y la segunda region variable segun se caracterizaron antes forman juntas un sitio de
union que tiene alta afinidad y especificidad por el epitopo.

Una posible secuencia de ADN que codifica la primera region variable segun SEQ ID NO: 2 es la secuencia SEQ ID
NO: 1. La SEQ ID NO: 1 es la secuencia que codifica la primera region variable de los anticuerpos segregados por la
linea celular DSM ACC2987. La segunda regioén variable segun SEQ ID NO: 4 puede ser codificada por la secuencia
SEQ ID NO: 3. SEQ ID NO: 3 es la secuencia que codifica la segunda region variable de los anticuerpos segregados
por la linea celular DSM ACC2987.

El epitopo ubicado en el antigeno inmunodominante IsaA de S. aureus, puede contener al menos una secuencia de
aminoacidos que sea idéntica en al menos 14, en particular en 15, aminoacidos a una de las secuencias SEQ ID
NO: 15,17 a 19, 21 a 26, 32 a 34 y 57 segun el listado de secuencias.

El mapeo de epitopos reveld que las secuencias SEQ ID NO: 15, 17 a 19, 21 a 26, 32 a 34 y 57 estan implicadas en
la unién de los anticuerpos o fragmentos de éstos al epitopo. El epitopo puede contener mas de una secuencia de
aminoacidos segun se especificod antes. El epitopo puede incluso estar formado por dos 0 mas secuencias ubicadas
separadas una de otra en la secuencia de aminoacidos de IsaA.

Los anticuerpos o fragmentos segun la invencién se pueden usar como un medicamento. Especialmente se pueden
utilizar como un medicamento para el tratamiento de un ser humano o un animal donde el ser humano o el animal
tiene una infeccion por S. aureus, especialmente S. aureus resistente a la meticilina o sensible a la meticilina, o corre
riesgo de contraer dicha infeccion. El ser humano o el animal puede tener una mastitis o una septicemia causada por
la infeccion. La mastitis puede ser una mastitis bovina. Si una vaca tiene mastitis bovina la leche producida por la
misma no puede ser utilizada y si la vaca se trata con antibidticos, como es habitual en este caso, la leche producida
por esta vaca debe ser desechada hasta la leche no contenga antibioticos. Esta desventaja del tratamiento habitual
puede ser evitada mediante el uso de anticuerpos o fragmentos segun la invencién como un medicamento para el
tratamiento de la mastitis bovina .
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El medicamento puede ser un medicamento que se prepare para el uso sistémico y/o la aplicacién local. Los
inventores se han dado cuenta de que el tratamiento de una infeccién grave por S. aureus con los anticuerpos o
fragmentos segun la invencion resulta en una reduccion significativa de las tasas de mortalidad y del nimero de S.
aureus en los 6rganos del ser humano o el animal tratado. Ademas, los inventores se han dado cuenta de que la
muerte por fagocitosis de la bacteria S. aureus por los leucocitos polimorfonucleares aumenta significativamente si
los anticuerpos segun la invencién estan unidos a la bacteria S. aureus en comparacion con la bacteria S. aureus sin
estos anticuerpos.

Los anticuerpos o fragmentos pueden estar presentes en una mezcla con otros anticuerpos o fragmentos de estos
otros anticuerpos donde esos otros anticuerpos son dirigidos contra al menos otro epitopo del Staphylococcus
aureus. Este otro epitopo puede estar ubicado en el antigeno en el que esta ubicado el epitopo, es decir, IsaA, o en
otro antigeno. El uso de una mezcla de ese tipo como medicamento, puede ser mas eficaz que el uso de un
medicamento que contenga solamente los anticuerpos o fragmentos segun la invencion. Esto puede deberse a la
alta variabilidad del S. aureus que causa diferentes magnitudes de expresion de los antigenos en diferentes cepas,
de modo que mas bacterias son reconocidas por la mezcla de anticuerpos o fragmentos que por los anticuerpos o
fragmentos solos.

Los anticuerpos o fragmentos pueden estar presentes en una mezcla con al menos un antibiético. En el ser humano
o animal a ser tratado con el medicamento puede haber presente S. aureus mutado ademas del S. aureus comun. El
S. aureus mutado puede tener IsaA mutado que no puede ser reconocido por los anticuerpos o fragmentos segun la
invencién. En este caso el antibiético puede ser eficaz contra el S. aureus mutado.

Los anticuerpos o fragmentos segun la invencién pueden estar presentes en una mezcla con plasma sanguineo de
un mamifero, especialmente con plasma sanguineo de un ser humano. Los inventores encontraron, que los
anticuerpos o fragmentos segun la invencion mezclados con plasma pueden ser mucho mas eficaces que los
anticuerpos o fragmentos segun la invencion contenidos en una solucion salina.

La invencién también se refiere a un kit que contiene anticuerpos o fragmentos segun la invencion para la deteccion
de S. aureus. Dicho kit se puede usar con fines diagnosticos.

La invencién se refiere ademas al uso de anticuerpos o fragmentos segun la invencion para la deteccion,
especialmente una deteccién altamente especifica, de S. aureus.

Por otra parte, la invencion se refiere a una linea celular de hibridoma que produce anticuerpos segun la invencion.
La linea celular de hibridoma puede ser la linea celular depositada en el DSMZ con el nimero de referencia DSM
ACC2987.

La invencidn se refiere ademas a un método de tratamiento de un ser humano o un animal en el que el ser humano
o el animal tiene una infeccidon por Staphylococcus aureus, especialmente Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina o sensible a la meticilina, o corre riesgo de contraer dicha infeccion, en el cual se administran anticuerpos
o fragmentos segun la invencion al ser humano o el animal. Los anticuerpos o fragmentos se administran en una
dosis que es suficiente para reducir la cantidad de S. aureus o causar una eliminacion del S. aureus en el ser
humano o el animal. Los anticuerpos o fragmentos se pueden mezclar con un portador adecuado.

El ser humano o el animal puede tener una mastitis o una septicemia causada por la infeccién. Los anticuerpos o
fragmentos pueden estar presentes en una mezcla con otros anticuerpos o fragmentos de estos otros anticuerpos
donde esos otros anticuerpos son dirigidos contra al menos otro epitopo del Staphylococcus aureus. Ademas, los
anticuerpos o fragmentos se pueden mezclar con plasma o sangre de un mamifero, especialmente un ser humano,
antes de ser administrados. Los anticuerpos o fragmentos se pueden administrar sistémicamente, en particular por
via intravenosa, nasal o sublingual. También se pueden administrar junto con al menos un antibiotico.

Realizaciones de la invencion.

Las figuras 1a, 1b y 1c muestran tinciones de inmunofluorescencia de la cepa de S. aureus MA12 (Fig. 1a),
de la cepa de S. aureus con IsaA inactiva MA12AisaA (Fig. 1b) y de la cepa de S. aureus con la proteina A
inactiva Cowan | Aspa::Tcr (Fig. 1c), con los anticuerpos segun la invencion.

La figura 2 muestra los datos de ELISA de la unién a IsaA de MAB-IsaA29 clon 215 de en comparacién con
MAB-UK-66.

La figura 3 muestra la supervivencia de los ratones después de la provocacion i.v. con la cepa de S. aureus
USA300 y el tratamiento i.v. con anticuerpos monoclonales segun la invencion o anticuerpos de control del
isotipo.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2537437 T3

La figura 4 muestra la recuperacion de S. aureus, cepa MA12 de un catéter venoso central y los 6rganos de
ratones tratados con S. aureus y anticuerpos monoclonales segun la invencion.

La figura 5 muestra la fagocitosis de S. aureus por los leucocitos polimorfonucleares en presencia y
ausencia de anticuerpos segun la invencion.

La figura 6 muestra la cinética de la uniéon de los anticuerpos monoclonales MAB-UK-66 a IsaA
inmovilizado.

La figura 7 muestra la cinética de la union de IsaA a anticuerpos monoclonales MAB-UK-66 inmovilizados.

Las figuras 1a - 1c muestran el resultado de tinciones con anticuerpos monoclonales dirigidos contra
epitopos de IsaA como anticuerpos primarios que fueron producidos por la linea celular de hibridoma DSM
ACC2987 y que son denominados como MAB-UK-66. Se usaron anticuerpos conjugados a FITC dirigidos
contra IgG de ratéon como anticuerpos secundarios.

Las figuras 1a y 1c muestran tinciones de inmunofluorescencia positiva de S. aureus, cepas MA12 y Cowan |
Aspa::Tc" mientras que la figura 1b no muestra tincion de inmunofluorescencia de S. aureus, cepa MA12AisaA. En
contraste con la bacteria S. aureus natural, las bacterias de la cepa de S. aureus Cowan Aspa::Tcr no producen
proteina A. La proteina A tiene una alta afinidad por la parte Fc de los anticuerpos. La presencia de proteina A en la
bacteria se traduciria en una fuerte union inespecifica de los anticuerpos primarios y secundarios a la bacteria. La
cepa Cowan | Aspa::Tcr se une a los anticuerpos primarios lo que indica la presencia de IsaA pero ninguna
reactividad cruzada del anticuerpo con la proteina A.

La figura 2 muestra el resultado de un enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) que se realizd para comparar la
unién de IsaA de un anticuerpo monoclonal conocido MAB-IsaA29 clon 215 con la deMAB-UK-66. MAB-IsaA29 clon
215 es el anticuerpo monoclonal descrito en los resimenes " Development of antibody-based therapy targeting
immunodominant antigens of Staphylococcus aureus", Ohlsen, K. et al., pagina 128 del libro de resimenes publicado
para la 592 conferencia anual de la Deutsche Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie e.V. en septiembre de 2007
y Lorenz, U. et al., "Therapeutische Effektivitat von monoklonalen Antikbrpern gegen Staphylococcus aureus in
einem Septicemia- und Abszess-Mausmodell", Chirurgisches Forum 2008, Springer Berlin Heidelberg, 29 de mayo
de 2008, edicion 17, pp. 225-226. El ELISA se realizé de la manera siguiente:

Después de recubrir durante la noche cada pocillo de una placa de microtitulacién con una muestra de 100 ul de
IsaA-proteina recombinante (rlsaA) a una concentracion de 0.5 pg/ml en solucién salina tamponada con fosfato
(PBS, pH 7.4) los pocillos se bloquearon con seroalbumina bovina al 1% durante 2 h. Los anticuerpos anti-lsaA
mencionados antes se diluyeron en una proporcion de 1 a 4000 y se agregaron a los pocillos. Después de incubar
durante 1 h se agreg6 anti-IgG de ratén en conejo conjugado a peroxidasa de rabano (DAKO, Glostrup, Dinamarca)
y se incubd durante 1 h. Después se agrego sustrato ABTS [2, 2'-azinobis(acido 3-etilbenztiazolinosulfonico)] (Sigma
Chemical Co., Deisenhofen, Alemania) y se incub6 durante 1 h. Se detecté absorbancia a 405 nm usando un lector
automatico de microplacas. Como se puede ver en la figura 1 la unién de MAB-UK-66 a risaA es mucho mas intensa
que la unién del anticuerpo conocido MAB-IsaA29 clon 215 a risaA.

La inmunoterapia anti-S. aureus eficaz deberia proteger a los ratones contra una provocacion letal de S. aureus.
Para investigar la eficacia in vivo de los anticuerpos segun la invencion se establecié un modelo de supervivencia a
septicemia por S. aureus en ratones, de la manera siguiente:

Ratones NMRI (Charles River, Sulzfeld, Alemania) emparejados por edad y género fueron provocados en el dia 0
por inyeccion intravenosa con 5 x 10° unidades formadoras de colonias (UFC) de S. aureus USA300 (ATCC N° BAA-
1556). Los ratones tratados por via intravenosa recibieron MAB-UK-66 o anticuerpo emparejado por isotipo como
control (régimen de doble dosis: 15 mg/kg en un volumen de 100 pl de PBS, pH 7.4 inmediatamente y 24 h después
de la provocacion bacteriana). Los animales fueron controlados durante 8 dias, y se registré la dosis letal. La
significacion de la proteccion se midié con la prueba de Log-Rank (logaritmo del rango)/Mantel-Cox: P = 0.022. El
resultado se muestra en la figura 3.

Para la investigacion adicional de la eficacia in vivo de los anticuerpos segun la invencién se establecié un modelo,
relacionado con catéter, de septicemia por S. aureus en ratones de la manera siguiente: se usaron en el
experimento ratones NMRI (Charles River Wiga Deutschland GmbH, 97633 Sulzfeld, Alemania) emparejados por
edad, género y peso. Los ratones se anestesiaron por via intraperitoneal con xilazina (8 mg/kg de peso
corporal)/ketamina (100 mg/kg de peso corporal) y se les practicé una incision cutanea horizontal minima en el lado
izquierdo del cuello afeitado. Empleando un microscopio (Carl Zeiss Jena GmbH, 07745 Jena, Alemania) operando
con un aumento de 10 - 16 x, se aisl6 la glandula submaxilar para exponer la bifurcacién de la vena facial anterior y
posterior. Se realizé una venotomia entre ligaduras flojas en la vena facial anterior aislada. Se introdujo un catéter de
polietileno estéril de una sola luz (diametro interno 0.28 mm x diametro externo 0.6 mm) a través de la incision y se
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hizo avanzar hacia la vena cava superior. Se ataron las ligaduras y el catéter se introdujo formuando un tunel por via
subcutanea y se exteriorizo a través de la incision de la linea media escapular. Se evalud la permeabilidad, el catéter
se llend con solucién de heparina, se sellé con un tapon y se dejo en el lugar durante todo el experimento.
Veinticuatro horas después de la C|rug|a los ratones se inocularon a través del catéter con 100 pl de una suspensién
de S. aureus, que contenia 1 x 10" ufc de bacteria S. aureus, cepa MA12. MA12 es una cepa mucosa aislada de
personal de enfermeria descrita en Ohlsen, K., Ziebuhr, W., Koller, K. P., Hell, W., Wichelhaus, T. A., y Hacker, J.
"Effects of subinhibitory concentrations of antibiotics on alpha-toxin (hla) gene expression of methicillin-sensitive and
methicillin-resistant Staphylococcus aureus isolates", Antimicrob. Agents Chemother. (1998), 42, paginas 2817 a
2823. Se permitié que la suspension bacteriana permaneciera dentro de la luz del catéter durante 15 minutos. El
contenido del catéter se enjuagd después en el raton con 0.2 ml de solucién salina al 0.9%. Los ratones tratados
recibieron los anticuerpos producidos por la linea celular de hibridoma DSM ACC2987 i.v. (régimen de doble dosis:
15 mg/kg en un volumen de 100 pl inmediatamente y 24 h después de la provocacion bacteriana) o solucién salina

v. (grupo control). Se evalu6 diariamente el peso corporal y el aspecto general durante el experimento. A los cinco
dias de la inoculacion los ratones fueron sacrificados mediante inhalacién de CO..

Se extrajeron asépticamente los érganos de los ratones sacrificados y se homogeneizaron en 2 ml de solucién
salina. Ademas, se confirmé la ubicacion del catéter en la vena cava superior y el catéter explantado se irrigd con 2
ml de solucién salina y se recogio el liquido de irrigacion. Se cultivaron diluciones seriadas de los homogeneizados
de los 6rganos y el liquido del catéter recogido en placas de agar sal y manitol rojo fenol durante al menos 48 h a 37
°C. Se calcularon las unidades formadoras de colonia como ufc/érgano o ufc/catéter. Los resultados se muestran en
la figura 4. Los datos muestran que el tratamiento con los anticuerpos segun la invencion resulté en una reduccion
significativa de la carga bacteriana de los 6rganos.

Para investigar el efecto de los anticuerpos segun la invencién sobre la fagocitosis, se aislaron neutréfilos humanos
usando Polymorphprep (Nycomed, Oslo, Noruega) segun las instrucciones del fabricante. Se incubaron 1x10” ufc de
S. aureus MA12 en 1 ml de solucion salina balanceada de Hank (HBSS) complementada con 0.1% (p/vol) de
gelatina (HBSS-gel) y 15% (vol/vol) de anticuerpos MAB-UK-66 purificados producidos por la linea celular de
hibridoma DSM ACC2987, o PBS (control) durante 30 minutos a 37 °C en un bafio de agua con baja agitacion. Se
incubaron volumenes iguales de 5 x 10° de S. aureus tratado con anticuerpo y PBS y 1 x 10° células PMN/ml HBSS-
gel en un volumen final de 1.5 ml a 37 °C con baja agitacion. A intervalos desde cero a 60 minutos se retird una
muestra de esta suspension, se centrifugd durante 4 minutos a 250 x g, y se determind el numero de bacterias en el
sobrenadante por recuento de ufc. La fagocitosis se expresa como la media de determinaciones por triplicado + DE
del numero porcentual de bacterias extracelulares. El analisis estadistico se realizé usando la prueba no paramétrica
U de Mann-Whitney. Para todas las comparaciones, un valor de P < 0.05 se consider6 estadisticamente significativo.
Los valores se expresaron como medias + DE. El resultado que se muestra en la figura 5 demuestra que el S.
aureus fue fagocitado por los leucocitos polimorfonucleares independientemente de la presencia de los anticuerpos
segun la invencién. Sin embargo, con los anticuerpos segun la invencién el proceso de fagocitosis se acelerd
significativamente en comparacion con los controles. Los anticuerpos actdan como una opsonina para la fagocitosis
de S. aureus por los leucocitos polimorfonucleares.

Para determinar la afinidad de los anticuerpos monoclonales MAB-UK-66 por IsaA se determiné la cinética de la
unién de estos anticuerpos a IsaA inmovilizado mediante medicién de resonancia de plasmones superficiales sin
marcador utilizando el sistema BIACORE® 2000 (GE Healthcare Europe GmbH, Munzinger Strasse 5, 79111
Freiburg, Alemania). Para la inmovilizacién del antigeno, se N-biotinilé IsaA por incubacion con concentraciones
equimolares de sulfo-NHS-LC-biotina (Thermo Fisher Scientific, p/a Perbio Science, Adenauerallee 113, 53113
Bonn, Alemania). En estas condiciones la mayoria de las moléculas se biotinilaron solamente en un unico sitio,
dejando a la mayoria de los epitopos reconocidos por los anticuerpos monoclonales MAB-UK-66 inafectados. La
inmovilizacién del antigeno en matrices de chips del biosensor CM5 recubiertas de estreptavidina se llevo a cabo
como se describe en Nickel, J., Kotzsch, A., Sebald, W., y Mueller, T. D. "A single residue of GDF-5 defines binding
specificity to BMP receptor IB" J. Mol. Biol. (2005), 349, paginas 933 a 947. La cantidad de antigeno inmovilizado
corresponde a aproximadamente 100 unidades de resonancia [UR] medida con el sistema BIACORE®2000.

Se realizaron analisis de interaccion usando tampén HBS150 (HEPES 10 mM pH7.4, NaCl 150 mM, EDTA 3.4 mM).
Se registraron sensorgramas a una velocidad de flujo de 10 pl/min a 25 °C. El tiempo de asociacién y disociacion se
fij6 en 10 min. Los chips se regeneraron después de cada ciclo con diferentes soluciones de regeneracion (A:
CH3;COOH 1 mM, NaCl 1 M, pH 3; B: MgCl» 4 M; C: CH3COOH 1 mM, NaCl 1 M, Urea 6 M, pH 3) durante 2 min. La
cinética de la unién de estos anticuerpos a IsaA inmovilizado se muestra en la figura 6.

Todas las afinidades de union aparentes se calcularon usando eI software Biaevaluation 2.2.4. Se calcularon las
afinidades de las interacciones kon (< 10° M's™) y koit (< 10? s™") ajustando los datos cinéticos de kon Y kot @ UN
modelo de unién de Langmuir 1:1. De esta manera se determiné la constante de disociacion Kp. La constante de
disociacion Kp indica la afinidad entre dos moléculas que interaccionan (como un anticuerpo y el antigeno
respectivo). Un valor bajo de Kp indica una alta afinidad en tanto un valor alto de Kp indica una baja afinidad. La
desviacion estandar de los valores de Kp determinado de esta manera es inferior a 50%. Las diferencias en las
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afinidades de union de mas de un factor de dos se consideran, por tanto, significativas.

En las condiciones de medida descritas antes, los anticuerpos MAB-UK-66 interaccionan con los antigenos de 29
kDa IsaA de manera irreversible debido a las velocidades de disociaciéon lentas no evaluables. Dado que la
evaluacion de la constante de velocidad cinética esta limitada a 10 s la velocidad de disociacion observada debe
ser menor que este valor. Fijando la velocidad de disociacion en 10° 5" se pudo determinar que la velocidad de
asociacion era de 5.6 10° M's™ lo que resulta en un valor para la constante de disociacién de1.8 10™ M. Por lo
tanto, el valor de Kp para esta interaccién es < 1.8 10" M. Es de destacar, que el anticuerpo no pudo ser eliminado
de la superficie del chip después de la interaccién con el antigeno usando todas las soluciones de regeneracion
descritas antes. Esto indica una interaccion muy fuerte y altamente especifica.

Para confirmar la alta afinidad del anticuerpo monoclonal MAB-UK-66 por IsaA se determiné la cinética de la union
de IsaA a anticuerpos inmovilizados mediante resonancia de plasmones superficiales sin marcador utilizando el
sistema BIACORE® 2000 (GE Healthcare Europe GmbH, Munzinger Strasse 5, 79111 Freiburg, Alemania). Se
realizé la inmovilizacion reversible del anticuerpo MAB-UK-66 empleando un anticuerpo anti-Fc de ratén acoplado
covalentemente en alta densidad (18700 unidades de resonancia UR) a una superficie de sensor CM5 segun las
instrucciones del fabricante (Mouse Antibody Capture Kit, GE Healthcare). La cantidad promedio de anticuerpo MAB-
UK-66 capturado sobre la superficie del anti-Fc de ratén corresponde a aproximadamente 640 UR. Se usé un blanco
de superficie anti-Fc de ratdon como superficie de control para monitorear uniones inespecificas y realizar la
sustraccion de referencia. Se realizaron analisis de interaccién usando tampon HBS-EP (HEPES 10 mM pH 7.4,
NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, Tween 20 0.005%). Se registraron sensorgramas a una velocidad de flujo de 30 pl/min a
25 °C. Los tiempos de asociacion y disociacion se fijaron en 3 y 15 min, respectivamente. Las superficies de captura
anti-Fc se regeneraron después de cada ciclo usando pulsos cortos de glicina 10 mM pH 1.7. La cinética de la unién
de IsaA a anticuerpos monoclonales MAB-UK-66 inmovilizados se muestra en la figura 7.

Se calcularon las afinidades y las constantes de velocidad para la asociacion (kon) y la disociacion (ko) usando el
software BlAevaluation 4.0.1 ajustando los sensorgramas obtenidos a un modelo de union de Langmuir 1:1. De esta
manera se determiné una constante de disociaciéon Kp de 1.7 nM en dos mediciones independientes. Se determind
que las constantes de velocidad para la asociacion y la disociacion de la interaccion entre MAB-UK-66 e IsaA eran
1.8 10° M-15-1 (Kon) y 2.9 10 s-1 (o), respectivamente.

En las condiciones de medicién descritas antes, el anticuerpo MAB-UK-66 interacciona con el antigeno de 29 kDa
IsaA con una alta afinidad y velocidad de disociacion lenta lo que confirma una interaccion fuerte y altamente
especifica como ya se determiné mediante la unién de los anticuerpos MAB-UK-66 a IsaA inmovilizado.

Para caracterizar el epitopo de IsaA que es reconocido por los anticuerpos o fragmentos segun la invencion se
realiz6 un mapeo de epitopos. Para esto se sintetizaron oligopéptidos de 15 aminoacidos de longitud. La secuencia
de cada uno de los oligonucleétidos es idéntica a una secuencia de 15 aminoacidos de IsaA. Cada oligonucledtido
tiene una superposicion de 11 aminoacidos con el oligonucleétido que representa una parte subsiguiente de la
secuencia total. Las secuencias de los oligonucledtidos son las secuencias SEQ ID NO: 9 a 64 del listado de
secuencias.

Cada oligonucleotido se inmovilizé en un pequefio punto sobre un portaobjetos de vidrio. Se examind la union de los
anticuerpos monoclonales segregados por la linea celular de hibridoma DSM ACC2987 y de los anticuerpos de
control a estos puntos luego de la incubacion con estos anticuerpos mediante uniéon de anticuerpos secundarios
marcados con fluorescencia y deteccion de las intensidades de fluorescencia. Los resultados se muestran en la tabla
siguiente:

SEC. ID. N°: |Unién de anticuerpos segregados por la linea celular DSM |Union de anticuerpos de control

ACC2987

9 273,3 70
10 2277 159,7
11 101,3 -11
12 679,7 -22
13 5748 366,7
14 3190 -35
15 11718,3 107
16 1951 117
17 17670,7 48
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SEC. ID.N° |Unién de anticuerpos segregados por la linea celular DSM |Unién de anticuerpos de control
ACC2987
18 253277 -118,7
19 319463 83,7
20 1053 11057
21 33205 1182,3
22 214817 26,3
23 63890,7 366,7
24 9359,3 79,3
25 49296 61,7
26 51825 2613
27 441,7 81
28 3173,3 77,3
29 24863 85,7
30 1665,3 -7
31 2935 -20
32 59456 98,3
33 55515 0.7
34 29452,3 98,7
35 505,7 1110,3
36 2745 14,3
37 139 -27.3
38 975,3 97,7
39 491,3 1109,3
40 6010 -27
41 421 29,3
42 578,7 35,7
43 370,7 44,3
44 485,7 114,3
45 235 4,3
46 587 -24,3
47 252 14,7
48 11683 397,7
49 399,3 40
50 192 49,7
51 139,3 58
52 284,7 -60
53 577,3 70,3
54 1569,7 51,7
55 1033,3 36
56 959 17,3
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SEC. ID. Ne:

ACC2987
57 16756
58 1317,7
59 1404,3
60 3067,3
61 479
62 551,3
63 645,3
64 379

Como se puede observar en la tabla anterior las secuencias SEQ ID NO: 15, 17 a 19, 21 a 26, 32 a 34 y 57 estan
implicadas en la union al epitopo de los anticuerpos segregados por linea celular DSM ACC2987.

LISTADO DE SECUENCIAS

ES 2537437 T3

<110> Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg

<120> ANTIBODIES OR FRAGMENTS THEREOF DIRECTED AGAINST A STAPHYLOCOCCUS AUREUS

EPITOPE

<130> 506664EH

<160> 64

<170> PatentIn version 3.3

<210>1
< 211> 360
< 212> DNA

< 213> Mus musculus

<400> 1

atggecgatg tecaagettgt

aaactectect
vagacteeag
tactateceag
ctgtacetge
cgggggggtt
<210>2

<211>120
<212>PRT

gttcagecte
agaagagget
acactgtgaa
aaatgagcag

actacgecect

< 213> Mus musculus

<400> 2

ggaatctggg
tggatteact
ggagttggte
gggecgatte
tetgaagtet

tgactactqgg

ggaggcttag
ttcagtaact
geagacatta
acéatctcc;
gaggacacag

ggccaagéga

tgaagcttgg
attacatgtc
atggtaatgyg
gagacaatgc
ccttgtatta

ccacggtcac

312,7
46,3
132,3
18,7
30,3
6,3
57,7
42

agggtcectyg
ttgggttege
taggtageace
caagaacace
ctgtgtaaga
cgtectegagt

Unién de anticuerpos segregados por la linea celular DSM |Unién de anticuerpos de control

60
120
180
240
300

360
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Met Ala Asp Val Lys Leu Val Glu

Gly Gly Ser Leu Lys Leu Ser Cys

20

Asn Tyr Tyr Met Ser Trp Val Arg

35

40

Leu Val Ala Asp Ile Asn Gly Asn

50

55

Thr Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile
70

Leu Tyr Leu Gln Met Ser ‘Ser Leu

85

Tyr Cys Val Arg Arg Gly Gly Tyr

100

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 :

<210> 3
<211> 340
< 212> DNA

< 213> Mus musculus

<400> 3
gatgtggtga

atctcttgea

tacctgeaga
tetggggtec
agcagagtgg
tggacgtteg
<210> 4

<211>113
<212>PRT

tgacecagac
gatctagtea
agccaggeca
cagacaggtt
aggctgagga

gtggagggac

< 213> Mus musculus

<400> 4

120

cccgetetee
gagccttagtg
gtctccaaag
cagtggcagt
tctgggagtt

caagctggag

Ser Gly Gly
10

Ser Ala Ser
25

Gln Thr Pro

Gly Gly Ser

Ser Arg Asp
75

Lys Ser Glu

Tyr Ala Leu
105

ctgcetgtea
cacattaatg
ctcectgatet
ggatcaggga
tatttctget

ctgaaacggg

10

Gly Leu Val Lys Leu

15

Gly Phe Thr Phe Ser

30

Glu Lys Arg Leu Glu

45

Thr Tyr Tyr Pro Asp

€0

Asn Ala Lys Asn Thr

Asp Thr Ala Leu Tyr

95

Asp Tyr Trp Gly Gln
110

gtettggaga
gaaacaccta
acagagtttce
cagatttcac

ctcaaagtac

tcaagectce
tttacattgyg
caaccgatet
ﬁctcaagatc

acatgtteceg

60

120

180

240

300

340
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Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu

Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln
25

20

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln

35

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

50

Asp Arg Phe Ser Gly Ser
70

65

40

55

Arg Val Ser Asn Arg

Gly Ser Gly Thr Asp

75

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr

85

80

Thr His val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr
105

Arg
<210>5
<211> 354
< 212> DNA

100

< 213> Mus musculus

<400> 5
gaggtgcaacg

tectgeaagg
cetggacaqqg
aaccagaagt
atggagetea
gggacggaaa
<210>6

<211>118
<212>PRT

tgcagecagte
cttetggeta
gtetggaatg
tcaaggacag
gcagectgace

tttggtttge

< 213> Mus musculus

<220>

< 221> MISC_FEATURE
< 222> (58)..(60)
< 223> Xaa Xaa Xaa can be Lys Met Phe or Thr Ser Tyr or Thr Thr Tyr

<220>

< 221> MISC_FEATURE
< 222> (66)..(66)
< 223> Xaa can be Asp or Gly

<220>

< 221> MISC_FEATURE
< 222> (67)..(67)
< 223> Xaa can be Arg or Lys

<400> 6

tgggactgtg
cacctttace
gattggeget
ggccaaactg
aaatgaggac

ttactggggce

ctggcaagge
acctactgga
atttatcetg
attgecagteca
tctécggtct

caagggacca

11

Pro Val Ser

Ser Leu Val
30

Lys Pro Gly
45

Phe Ser Gly
60

Phe Thr Leu
Phe Cys Ser

Lys Leu Glu
110

ctggggctte
tgcéctgggt
gaaatagtga
cgtccaccag
attactgtac

cggtcaccgt

Leu Gly
15

His Ile

Gln Ser

Val Pro

Lys Ile
80

Gln Ser
95

Leu Lys

agtgaagaty
aaaacagagg
taaaatgtte
cactgecctac
aagaggaact

cteg

60

120

180

240

300

354
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Leu Gln Gln Ser Gly Thr Val Leu

10

Met Ser Cye Lys Ala Ser Gly Tyr
25

Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln

Tyr Pro Gly Asn Ser Asp Xaa Xaa

55

Lys Xaa Xaa Ala Lys Leu Ile Ala Val Thr Ser

65

70

75

Met Glu Leu Ser Ser Leu Thr Asn Glu Asp Ser

Thr Arg Gly Thr Gly Thr Glu Ile

100

Thr Thr Val Thr Val Ser

115
<210>7
<211> 338
< 212> DNA

< 213> Mus musculus

<400>7
agtgceacaga

gteagtetea
gaaccagatg
cccaazaggt
gagtectgaag
ggctegggga
<210>8

<211>112
<212>PRT

ttttgetgac
cttgtaggge
gaactattaa
tcagtggeag
attttgtaga

ccaagetgga

< 213> Mus musculus

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (5)..(6)

< 223> Xaa Xaa can be Leu Leu or GIn Met

<220>

< 221> MISC_FEATURE
< 222> (33)..(33)
< 223> Xaa can be Thr or Ser

<220>

< 221> MISC_FEATURE
< 222> (40)..(40)
< 223> Xaa can be Arg or GIn

<220>

< 221> MISC_FEATURE
< 222> (91)..(91)
< 223> Xaa can be Val or Leu

<220>

< 221> MISC_FEATURE
< 222> (94)..(94)

ceaateteca
aagtcaggac
acgectgate
taggtetggg
ctattactgt

getgaaacyy

Trp Phe Ala
105

tectecttat
attggtacta
tacgccacat
tcagattatt
gtccaatatg

geggeege

12

Ala Arg Pro

Thr Phe Thr
30

Gly Leu Glu

Xaa Asn Gln

&0

Thr Ser Thr

Ala Val Tyr

Gly Ala

Thr Tyr

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr Cys
95

Tyr Trp Gly Gln Gly
110

ctgectetet
gettaaactg
ccagtttaga
ctctecaccat

tecagttctee

gggagaaaga
getteagagyg
ttctggtgte
cagcagectt

attcacgtte

60

120

180

240

300

338
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< 223> Xaa can be Val or Ala
<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (108)..(108)

< 223> Xaa can be Leu or lle

<400> 8
Ser Ala Gln Ile Xaa Xaa Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala

1 S 10 135

Leu Gly Glu Arg Val Ser Leu Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile
20 25 30

Xaa Ser leu Asn Trp Leu Gln Xaa Glu Pro Asp Gly Thr Ile Lys
35 49 45

Leu Ile Tyr Ala Thr Ser Ser Leu Asp Ser Gly Val Pro Lys Arxg
50 55 60

Sar Gly Ser Arg Ser Gly Ser Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser
65 70 75

Glu Ser Glu Asp Phe Val Asp Tyr Tyr Cys Xaa Gln Tyr Xaa Ser

Ser

Gly

Arg

Phe

Leu

80

Ser

Ala

85 90 95
Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Xaa Lys Arg Ala
100 105 | 110
<210>9
<211>15
<212>PRT
< 213> Staphylococcus aureus
<400> 9
Met Lya Lys Thr Ile Met Ala Ser Ser Leu Ala Val Ala Leu Gly
1 S 10 15
<210>10
<211>15
<212>PRT
< 213> Staphylococcus aureus
<400> 10
Ile Met Ala Ser Ser lLeu Ala Val Ala Leu Gly Val Thr Gly Tyr
1 5 10 i5
<210> 11
<211>15
<212>PRT
< 213> Staphylococcus aureus
<400> 11
Ser Leu Ala Val Ala Leu Gly Val Thr Gly Tyr Ala Ala Gly Thr
1 5 10 15
<210> 12
<211>15
<212>PRT
< 213> Staphylococcus aureus
<400> 12
Ala Leu Gly Val Thr Gly Tyr Ala Ala Gly Thr Gly His Gln Ala
1 5 10 15
<210> 13
<211>15
<212>PRT
< 213> Staphylococcus aureus
<400> 13

13
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Thr Gly Tyr Ala Ala Gly
1 5 '
<210> 14

<211>15

<212> PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 14

Ala Gly Thr Gly His Gln
1 5

<210> 15

<211>15

<212> PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 15

His Gln Ala His Ala Ala
1 5

<210> 16

<211>15

< 212> PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 16

Ala Ala Glu Val Asn Val
1 5

<210> 17

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 17

Asn Val Asp Gln Ala His
1 5

<210> 18

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 18

Thr Gly His

Ala His Ala

Glu Val Asn

Asp Gln Ala

Leu Val Asgp

ES 2537437 T3

Gln Ala His Ala Ala Glu
10 15

Ala Glu val Asn val Asp
10 15

Val Asp Gla Ala His Leu
10 15

His Leu Val Asp Leu Ala
10 15

Leu Ala His Asn His Gln
10 . 15

Ala His Leu Val Asp Leu Ala His Asn His Gln Asp Gln Leu Asn

i 5

<210> 19

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 19

Asp Leu Ala His Asn His
1 5

<210> 20

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 20

Asn His Gln Asp Gln Leu
1 5

<210> 21

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 21

Gln Leu Asn Ala Ala Pro
1 5

<210> 22

<211>15

< 212> PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 22

Ala Pro Ile Lys Asp Gly
1 5

Gln Asp Gln

Asn Ala Ala

Ile Lys Asp

Ala Tyr Asp

10 15

Leu Asn Ala aAla Pro Ile
10 15

Pro Ile Lys Asp Gly Ala
10 15

Gly Ala Tyr Asp Ile His
10 15

Ile His Phe Val Lys Asp
10 15
14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<210> 23

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 23

Asp Gly Ala Tyr Asp Ile
1 5

<210> 24

<211>15

<212> PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 24

Asp Ile His Phe Val Ly
1 5 .
<210> 25

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 25

Val Lys Asp Gly Phe Gln
1 )

<210> 26

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 26

Phe Gln Tyr Asn Phe Thr
1 5

<210> 27

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 27

Phe Thr Ser Asn Gly Thr
1 5

<210> 28

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 28

Gly Thr Thr Trp Ser Trp
1 5

<210> 29

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 29

Ser Trp Ser Tyr Glu Ala
1 5

<210> 30

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 30

Glu Ala Ala Asn Gly Gln
1 5

<210> 31

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 31

Gly Gln Thr ala Gly Phe
1 5

<210> 32

<211>15

ES 2537437 T3

His Phe Val Lys Asp Gly Phe Gln Tyr
10 : 15

Asp Gly Phe Gln Tyr Asn Phe Thr Ser
10 15

Tyr Asn Phe Thr Ser Asn Gly Thr Thr
10 15

Ser Asn Gly Thr Thr Trp Ser Trp Ser
10 15

Thr Trp Ser Trp Ser Tyr Glu Ala Ala
10 15

Ser Tyr Glu Ala Ala Asn Gly Gln Thr
10 15

Ala Asn Gly Gln Thr Ala Gly Phe Ser
10 15

Thr Ala Gly Phe Ser Asn Val Ala Gly
10 15

Ser Asn Val Ala Gly Ala Asp Tyr Thr
10 15

15
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<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus

<400> 32

Gly Phe Ser Asn Val Ala

1 3

<210> 33

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus

<400> 33

val Ala Gly Ala Asp Tyr
5

1

<210> 34

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 34

Asp Tyr Thr Thr Ser Tyr
i 5

<210> 35

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 35

Ser Tyr Asn Gln Gly Ser
1 5

<210> 36

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 36

Gly Ser Asp Val Gln Ser
1 5

<210> 37

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 37

Gln Ser Val Ser Tyr Asn
1 5

<210> 38

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 38

Tyr Asn Ala Gln Ser Ser
1 5

<210> 39

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 39

Ser Ser Asn Ser Asn Val
1 5

<210> 40

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 40

Asn Val Glu Ala Val Ser
1 5

<210> 41

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus

ES 2537437 T3

Gly Ala Asp Tyr Thr Thr Ser Tyr Asn

10 . 15

Thr Thr Ser Tyr Asn Gln Gly Ser Asp

10 15

Asn Gln Gly Ser Asp Val Gln Ser Val

10 15

Asp Val Gln Ser Val Ser Tyr Asn Ala

10 15

Val Ser Tyr Asn Ala Gin Ser Ser Asn

10 15

Ala Gln Ser Ser Asn Ser Asn Val Glu

10 15

Asn Ser Asn Val Glu Ala Val Ser Ala

10 15

Glu Ala Val Ser Ala Pre Thr Tyr His

10 15

Ala Pro Thr Tyr His Asn Tyr Ser Thr

10 15
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<400> 41

Val Ser Ala Pro Thr Tyr His Asn Tyr Ser Thr Ser Thr Thr Ser
1 5 10 15
<210> 42

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus

<400> 42

Thr Tyr His Asn Tyr Ser Thr Ser Thr Thr Ser Ser Ser Val Arg
1 5 10 15
<210> 43

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus

<400> 43

Tyx Ser Thr Ser Thr Thr Ser Ser Ser Val Arg Leu Ser Asn Gly
1 5 10 18
<210> 44

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus

<400> 44

Thr Thr Ser Ser Ser Val Arg Leu Ser Asn Gly Asn Thr Ala Gly
1 5 10 - 18
<210> 45

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus

<400> 45

Ser Val Arg Leu Ser Asn Gly Asn Thr Ala Gly Ala Thr Gly Ser
1 5 10 15
<210> 46

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus

<400> 46

Ser Asn Gly Asn Thr Ala Gly Ala Thr Gly Ser Ser Ala Ala GlIn
1 5 10 ‘ 15
<210> 47

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus

<400> 47

Thr Ala Gly Ala Thr Gly Ser Ser Ala Ala Gln Ile Met Ala Gln
1 5 10 15
<210> 48

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus

<400> 48

Thr Gly Ser Ser Ala Ala Gln Ile Met Ala Gln Arg Thr Gly Val
1 5 10 15
<210> 49

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus

<400> 49

Ala Ala Gln Ile Met Ala Gln Arg Thr Gly Val Ser Ala Ser Thr
1 5 10 15
<210> 50

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus

<400> 50
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Met Ala Gln Arg Thr Gly
1 5

<210> 51

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 51

Thr Gly Val Ser Ala Ser
1 5

<210> 52

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 52

Ala Ser Thr Trp Ala Ala
1 5

<210> 53

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 53

Ala Ala Ile Ile Ala Arg

1 5

<210> 54

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 54

ES 2537437 T3

Val Ser Ala Ser Thr Trp Ala Ala Ile

10 15

Thr Trp Ala Ala Ile Ile Ala Arg Glu

10 5

Ile Ile Ala Arg Glu Ser Asn Gly Gln

10 15

Glu Ser Asn Gly Gln Val Asn Ala Tyr

10 15

Ala Arg Glu Ser Asn Gly Gln Val Asn Ala Tyr Asn Pro Ser Gly

1 5

<210> 55

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 55

Asn Gly Gln Val Asn Ala
1 5

<210> 56

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 56

Asn Ala Tyr Asn Pro Ser
1 5

<210> 57

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 57

Pro Ser Gly Ala Ser Gly
1 5

<210> 58

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 58

Ser Gly Leu Phe Gln Thr
1 5

<210> 59

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus
<400> 59

10 15

Tyr Asn Pro Ser Gly Ala Ser Gly Leu

10 15

Gly Ala Ser Gly Leu Phe Gln Thr Met

10 15

Leu Phe Gln Thr Met Pro Gly Trp Gly

10 15

Met Pro Gly Trp Gly Pro Thr Asn Thr

10 15
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Gln Thr Met Pro Gly Trp Gly Pro Thr Asn Thr Val Asp Gln Gln

1 5 10 15
<210> 60

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus

<400> 60

Gly Trp Gly Pro Thr Asn Thr Val Asp Gln Gln Ile Asn Ala Ala
1 5 10 15
<210> 61

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus

<400> 61

Thr Asn Thr Val Asp Gln Gln Ile Asn Ala Ala Val Lys Ala Tyr
1 5 10 is
<210> 62

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus

<400> 62

Asp Gln Gln Ile Asn Ala Ala Val Lys Ala Tyr Lys Ala Gln Gly
1 5 "10 - 15
<210> 63

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus

<400> 63

Asn Ala Ala Val Lys Ala Tyr Lys Ala Gln Gly Leu Gly Ala Trp
1 5 10 15
<210> 64

<211>15

<212>PRT

< 213> Staphylococcus aureus

<400> 64

Ala Val Lys Ala Tyr Lys Ala Gln Gly Leu Gly Ala Trp Gly Phe
1 . 5 10 15
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REIVINDICACIONES

1. Los anticuerpos o fragmentos de éstos que son dirigidos contra un epitopo de Staphylococcus aureus que es
reconocido por otros anticuerpos monoclonales que son segregados por la linea celular de hibridoma depositada en
el DSMZ con el numero de registro DSM ACC2987,

donde el epitopo contiene al menos una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos 13 aminoacidos a
una de las secuencias SEQ ID NO: 15,17 a 19,21 a26,32a 34y 57

o]

donde cada uno de los anticuerpos tiene una cadena pesada con una primera region variable y una cadena ligera
con una segunda region variable,

donde la primera region variable contiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 90% idéntica a la
secuencia SEQ ID NO: 2 y donde la segunda region variable contiene una secuencia de aminoacidos que es al
menos 90% idéntica a la secuencia SEQ ID NO: 4.

2. Los anticuerpos o fragmentos como los reivindicados en la reivindicacion 1, donde los anticuerpos son
anticuerpos monoclonales, especialmente los otros anticuerpos monoclonales.

3. Los anticuerpos como los reivindicados en la reivindicacién 2, donde los anticuerpos monoclonales o los otros
anticuerpos monoclonales son anticuerpos del tipo IgG, en particular del tipo IgG1 o del tipo IgG2b.

4. Los fragmentos reivindicados en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde los fragmentos son
fragmentos Fab, fragmentos Fab/c, fragmentos Fv, fragmentos Fab' o fragmentos F(ab'),.

5. Los anticuerpos o fragmentos como los reivindicados en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde
los anticuerpos son anticuerpos animales, especialmente especialmente anticuerpos murinos, bovino, o camélidos,
anticuerpos humanos, anticuerpos producidos en una planta, un huevo o un hongo, en particular un Saccharomyces,
anticuerpos recombinados producidos en las células de una linea celular, anticuerpos quiméricos o anticuerpos
humanizados.

6. Los anticuerpos o fragmentos como los reivindicados en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde
cada uno de los anticuerpos tiene una cadena pesada con una primera region variable y una cadena ligera con una
segunda region variable,

donde la primera region variable contiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 92.5% idéntica, en
particular al menos 95% idéntica, en particular al menos 97.5% idéntica, en particular 100% idéntica, a la secuencia
SEQ ID NO: 2 y donde la segunda region variable contiene una secuencia de aminoacidos que es al menos 92.5%
idéntica, en particular al menos 95% idéntica, en particular al menos 97.5% idéntica, en particular 100% idéntica, a la
secuencia SEQ ID NO: 4.

7. Los anticuerpos o fragmentos como los reivindicados en cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el
epitopo contiene al menos una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos 14 aminoacidos, en particular
15 aminoacidos, a una de las secuencias SEQ ID NO: 15,17 a 19, 21 a 26, 32 a 34 y 57

8. Los anticuerpos a fragmentos como los reivindicados en cualquiera de las reivindicaciones precedentes para
utilizar como un medicamento.

9. Los anticuerpos o fragmentos como los reivindicados en la reivindicacién 8, donde el medicamento es un
medicamento destinado al tratamiento de un ser humano o de un animal donde el ser humano o el animal tiene una
infeccion por Staphylococcus aureus, especialmente Staphylococcus aureus resistente a la meticilina o sensible a la
meticilina, o corre riesgo de contraer dicha infeccion.

10. Los anticuerpos o fragmentos como los reivindicados en la reivindicacion 9, donde el ser humano o el animal
tiene una mastitis o una septicemia causada por la infeccion.

11. Los anticuerpos o fragmentos como los reivindicados en cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, donde los
anticuerpos o fragmentos estan presentes en una mezcla con otros anticuerpos o fragmentos de esos otros
anticuerpos, donde esos otros anticuerpos estan dirigidos contra el menos otro epitopo del Staphylococcus aureus.

12. Los anticuerpos o fragmentos como los reivindicados en cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, donde los
anticuerpos o fragmentos estan presentes en una mezcla con al menos un antibiotico.

13. Los anticuerpos o fragmentos como los reivindicados en cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, donde los

anticuerpos o fragmentos estan presentes en una mezcla con plasma sanguineo de un mamifero, especialmente de
un ser humano.

20



10

ES 2537437 T3

14. Los anticuerpos o fragmentos como los reivindicados en cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13, donde el
medicamento es un medicamento para administracion sistémica y/o aplicacion local.

15. Un kit que contiene anticuerpos o fragmentos como los reivindicados en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,
para la deteccion de Staphylococcus aureus.

16. El uso de anticuerpos o fragmentos como los reivindicados en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para la
deteccion de Staphylococcus aureus.

17. Una linea celular de hibridoma que produce anticuerpos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

18. La linea celular de hibridoma como la reivindicada en la reivindicacion 17, donde dicha linea celular de hibridoma
es la linea celular depositada en el DSMZ con el niumero de registro DSM ACC2987.
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Fig. 1 b
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