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DESCRIPCION
Composicion inmundgena

La presente invencion se refiere al campo de las composiciones inmundgenas y de las vacunas estafilocdcicas, a su
elaboraciéon y al uso de dichas composiciones en medicina. Mas particularmente, se refiere a composiciones que
comprenden un dominio de unién a la inmunoglobulina derivado de la proteina A de S. aureus y un dominio de
inmunoglobulina derivado de la proteina Sbi. Se describen proteinas de fusidon que comprenden un dominio de unién
a la 1gG procedente de la proteina A y un dominio de unién a la IgG de la Sbi, asi como un polinucleétido que
codifica para dicha proteina.

La proteina A es una proteina bien estudiada asociada a la pared celular de S. aureus que se une a las regiones Fc
y Fab de la IgG de diversas especies. La proteina A consiste en cinco dominios consecutivos, todos con actividad de
union a la IgG, seguidos de una region que ancla la proteina a la pared celular (Lofdahl y col. 1983 Eur J Biochem
156; 637 - 643). Se ha investigado la proteina A como un componente para una vacuna para su uso en una vacuna
contra la mastitis (Carter y Kerr J. Diary Sci 2003 86; 1177 - 1186).

Mas recientemente se ha identificado la Sbi como una segunda proteina de uniéon a la IgG expresada por S. aureus
(Zhang y col. 1998, Microbiology 144; 985 - 991 y Zhang y col. 1999, 145; 177 - 183). La proteina Sbi consiste en
aproximadamente 436 aminoacidos y tiene una especificidad de unién a la inmunoglobulina similar a la de la
proteina A. La proteina Sbi contiene dos dominios de union a la IgG hacia el N terminal de la proteina, y un dominio
de unidn a la apolipoproteina H adicional hacia el C terminal de la Sbi (documento WO 99/24467).

Las infecciones por S. aureus se tratan con antibiéticos, siendo la penicilina el farmaco de eleccién, mientras que la
vancomicina se usa para las cepas clinicas resistentes a la meticilina. El porcentaje de cepas de estafilococos que
muestran una resistencia de amplio espectro los antibiéticos ha sido cada vez mas prevalente desde los afios 80
(Panlilo y col. 1992, Infect. Control. Hosp. Epidemiol. 13; 582), presentando una amenaza para la terapia
antimicrobiana eficaz. Ademas, la reciente aparicion de cepas de S. aureus resistentes a la vancomicina ha
provocado el miedo de que aparezcan cepas de S. aureus resistentes a la meticilina y se diseminen, para las cuales
no hay disponible ninguna terapia eficaz.

Se ha investigado una metodologia alternativa del uso de anticuerpos contra los antigenos estafilococicos en la
inmunoterapia pasiva. La terapia que implica la administracion de antisueros policlonales esta en investigacion
(documento WO 00/15238, documento WO 00/12132).

Los intentos de proteger contra una bacteriemia por S. aureus en un modelo de rata lactante mediante el uso de
varias dosis de un antisueros con la proteina estafilococica A no tuvieron éxito. Incluso los mayores niveles de
anticuerpo no redujeron significativamente la mortalidad, la bacteriemia ni la infeccidon metastasica en los pulmones
ni en el higado (Greenberg y col. Infection and Immunity 57; 1113 - 1118 1989).

Permanece la necesidad de desarrollar una vacuna que proteja contra la enfermedad estafilocdcica. La provision de
un procedimiento para el bloqueo de uno de los mecanismos de defensa estafilocdcicos mejoraria la probabilidad de
producir una composicion inmundgena eficaz activa o pasiva.

Consecuentemente, se proporciona una composicion inmundégena que comprende dos polipéptidos estafilocdcicos
diferentes aislados, comprendiendo cada uno un dominio de unién a la IgG, en la que los polipéptidos estafilocdcicos
aislados comprenden un polipéptido aislado de la proteina A procedente de S. aureus con una secuencia gue es
idéntica en al menos el 90 % a las SEC ID N° 12 - 40, v un polipéptido aislado de la Sbi procedente de S. aureus
que tiene una secuencia que es idéntica en al menos el 90 % alas SEC ID N°: 1 - 11.

La divulgacion también proporciona un polipéptido que comprende: una parte de la proteina A que tiene una
secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 90 % con una secuencia de aminoacidos
seleccionada de entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 12 - 40 y una parte de la Sbi que tiene una secuencia
de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 90 % con una secuencia de aminoacidos seleccionada de
entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 1 - 11.

Dicho polipéptido comprende los dominios de unién de la IgG de cada una de las proteinas de union a la I1gG
conocidas de S. aureus, y es una forma conveniente de introducir las secuencias de polipéptidos que permiten la
creacion de una respuesta inmunitaria contra ambas proteinas de union a la IgG.

En un aspecto mas de la invencion se proporciona un polinucledtido que comprende una region que codifica para la
proteina A que tiene una identidad de al menos el 90 % con una secuencia de polinucleétidos seleccionada de entre
el grupo que consiste en las SEC ID N° 54 - 72 y una region que codifica para la Sbi que tiene una identidad de al
menos el 90 % con una secuencia de polinuclestidos seleccionada de entre el grupo que consiste en las SEC ID N°
43 - 53.

En un aspecto mas de la invencion, se proporciona un procedimiento para la elaboraciéon de la vacuna de la
invencion que comprende la etapa de la adiciéon de un excipiente farmacéuticamente aceptable a una composicion
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que comprende un dominio de la IgG procedente de la proteina A y un dominio de la IgG procedente de la Sbi.

En un aspecto adicional de la invencion, se proporciona una composicién inmundgena de la invencién para su uso
en el tratamiento de la prevencién de una enfermedad estafilocécica.

En un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un uso de la composiciéon inmunégena de la invencion en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de una enfermedad estafilocécica.

En un aspecto adicional de la divulgacion, se proporciona un método para el tratamiento o la prevencion de una
enfermedad estafilococica que comprende la administracion de la composicion inmunégena de la invencion a un
paciente en necesidad de la misma.

Descripcion de las figuras

Figura 1 - Dibujo esquematico de la proteina de fusion de Proteina A-Sbi.

Figura 2 - PAGE al 4 - 20 % tefiido con azul de Coomassie que muestra la expresion de la proteina de fusién de
Proteina A-Sbi. Los carriles 1 y 6 contienen los marcadores de peso molecular, el carril 2 contiene la E. coli AR58
antes de la induccién, el carril 3 contiene la E. coli AR58 después de 4 horas de induccién, el carril 4 contiene la
E. coli AR58 transformada con el plasmido de la proteina A-Sbi antes de la induccion, el carril 5 contiene la E.
coli AR58 transformada con la proteina A-Sbi después de una induccién de 4 horas.

Figura 3 - PAGE al 4 - 20 % tefiido con azul de Coomassie que muestra la purificacion de la proteina de fusion
de Proteina A-Sbi. Los carriles 1 y 7 contienen los marcadores de peso molecular, el carril 2 contiene la fraccion
soluble antes de ser cargada en la columna Hi-Trap, el carril 3 contiene la fraccion soluble de un cultivo no
inducido, el carril 4 contiene 1 pg de la proteina purificada en la columna, el carril 5 contiene 0,5 pg de la proteina
purificada en la columna, el carril 6 contiene 0,25 ug de la proteina purificada en la columna.

Figura 4 - Grafica que muestra un seguimiento de la mortalidad después de una exposicion a S. aureus 5
Reynolds (3 10E6) en ratones CD1. La linea marcada con triangulos muestra la supervivencia después de la
inmunizacion con células completas inactivadas de S. aureus 5 Reynolds coadyuvadas con AIPO4. La linea
marcada con rombos muestra la supervivencia después de la inmunizacién sélo con coadyuvante. La linea
marcada con cruces muestra la supervivencia después de la inoculacién con proteina A coadyuvada con AIPO4.
La linea marcada con cuadrados muestra la supervivencia después de la inoculacién con la proteina de fusién de
Proteina A-Sbi coadyuvada con AIPO4.

Figura 5 - Alineaciones de los aminoacidos de las proteinas proteina A y Sbi procedentes de diferentes cepas de
S. aureus.

Descripcién detallada

La presente solicitud desvela una composicion inmundgena que comprende al menos o exactamente dos, tres,
cuatro o cinco polipéptidos estafilocécicos diferentes, comprendiendo cada uno un dominio de unién a la IgG. Dicha
composicion inmundgena puede comprender adicionalmente antigenos adicionales que no comprenden un dominio
de union a la IgG.

Un polipéptido estafilocécico se define como un polipéptido que es expresado por una bacteria estafilocécica, por
ejemplo, S. aureus o S. epidermidis. El polipéptido estafilocécico deriva de una cepa estafilococica o es expresado
recombinantemente en un sistema de expresion diferente, por ejemplo en E. coli. El polipéptido estafilocdcico puede
ser una proteina completa o un fragmento de una proteina completa que contiene un dominio de unién a la IgG.

Por diferente se entiende que los polipéptidos estan codificados por genes individuales. En una forma de realizacion,
los diferentes polipéptidos estan presentes en forma de polipéptidos unidos no covalentemente (es decir, proteinas
individuales o libres). En una forma de realizacién, los diferentes polipéptidos estan presentes en forma de un
conjugado reticulado covalentemente. En una forma de realizacion, los diferentes polipéptidos estan presentes en
forma de al menos una proteina de fusion.

Un dominio de unién a la IgG es un dominio que es capaz de unirse a la IgG. La interaccion entre un antigeno y las
regiones de CDR de los dominios Fv que normalmente interactian con el antigeno contra el cual se crea el
anticuerpo, estan excluidos de esta definicion. Un dominio de union a la IgG normalmente interactia con el dominio
Fc o con regiones conservadas de los dominios Fab. Se ha analizado la unién del dominio individual de union a las
IgG de la proteina A a los dominios Fc y F(ab’), (Jansson y col. FEMS Immunology and Medical Microbiology 20; 69
- 78 1998). Opcionalmente, un dominio de union a la IgG es capaz de unirse a un anticuerpo o a un fragmento del
mismo (tal como Fc o Fab) con una afinidad de 0,1 - 1.000, de 1 - 500, de 1 - 100 o de 5 - 50 x 10-6 M-1 o de
aproximadamente 10 x 10-6 M-1.

Un dominio de unién a la IgG tiene normalmente una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos el 90
%, el 95 % o0 el 98 % ala de las SEC ID N°: 1, 2 0 12 - 21. Los fragmentos de las SEC ID N° 1, 2 0 12 - 21 que se
unen a la IgG y/o que son capaces de generar una respuesta inmunitaria contra la proteina A o la Sbi, también se
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consideran como proteinas de unién a la IgG de la divulgacion.
La composicion inmundgena de la invencion comprende un polipéptido de la proteina A procedente de S. aureus.

El polipéptido de la proteina A tiene una secuencia que es idéntica en al menos el 90 %, el 95 %, el 98 % o el 100 %
aladelas SEC ID N° 12 - 40.

En una forma de realizacién, el polipéptido de la proteina A esta codificado por un polinucleétido que tiene una
secuencia que es idéntica en al menos el 90 %, el 95 %, el 98 % o el 100 % a las SEC ID N°: 54 - 72.

La Proteina A es una proteina de 58 kDa que contiene aproximadamente o exactamente 524 aminoacidos (o
aproximadamente o exactamente 509 aminoacidos en la proteina madura). Comprende 5 dominios de union a las
IgG (E, D, A, By C) que estan ubicados hacia el N terminal de la proteina segin se muestra en la figura 1. Todos los
dominios de las IgG de la proteina A comparten una identidad del 91 - 100 % (computada con el programa
ClustalW).

En una forma de realizacion, el polipéptido de la proteina A o un fragmento del mismo comprende 1, 2, 3,4 0 5
dominios de unién a la IgG. Por ejemplo, la composicién inmunégena comprende los dominios de unién a la(s)
IgG(s), E; D; A;B; C;EyD;DyA; AyB;ByC;EyA;EyB;EyC;DyB;DyC; AyC;E,DyA;D,AyB; A,ByC;
E,D,AyB;D,A,ByC;0E,D,A By C. Las combinaciones que comprenden E y 1, 2, 3 0 4 dominios de union
adicionales a las IgG seleccionados de entre A, B, C y D estan presentes en una forma de realizaciéon. Estas
combinaciones de dominios de unidn a las IgG estan presentes en un Unico polipéptido o pueden estar presentes en
2, 3, 4 o 5 polipéptidos individuales. En una forma de realizacién, los dominios de la IgG tienen una secuencia de
aminoacidos que comprende la secuencia de las SEC ID N° 12 - 21. Cuando hay presentes multiples dominios de
union de la proteina A a las IgG, la secuencia puede ser la de las SEC ID N°: 22 - 32.

Alternativamente, la secuencia del polipéptido de la proteina A es la totalidad o un fragmento de las SEC ID N° 33 -
40, o parientes que comparten una identidad de al menos el 90 %, el 95 %, el 98 % el 99 % con la secuencia de las
SEC ID N°: 33 - 40 o el polipéptido codificado por las SEC ID N° 65 - 72 o variantes que comparten una identidad de
al menos el 90 %, el 95 %, el 98 % o el 99 % con las SEC ID N°: 65 - 72. Dicho fragmento comprende al menos 1, 2,
3, 4 0 5 dominios de unién a la IgG. Dicho fragmento contiene opcionalmente al menos 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150,
200, 250 o 300 aminoacidos.

La secuencia del dominio de unién de la proteina A a las IgG esta representada por las SEC ID N° 12 - 21 y el
dominio de union de la proteina A a las IgG tiene unas secuencias que son idénticas en al menos el 90 %, el 95 %,
el 98 % o el 100 % alas SEC ID N° 12 - 21.

En una forma de realizacién, los fragmentos de la proteina A consisten esencialmente en la secuencia de
aminoacidos de las SEC ID N° 12 - 32, o adicionalmente comprenden 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50 o 100
aminoacidos adicionales en cualquiera de los extremos N y C terminales de los ID. SEC. 12 - 32. En una forma de
realizacion, la secuencia adicional es la que se encuentra en la proteina A segun se establece en las SEC ID N° 33 -
40 o en la Figura 4.

Se contemplan variantes especificas del polipéptido de la invencion. En particular, el tercer aminoacido del dominio
de union de la proteina A a la IgG D puede ser K o N, el 24° aminoacido del dominio de unién de la proteina A a la
IgG D puede ser E 0 A, el 46° aminoacido del dominio de unién de la proteina A a la IgG A puede ser Ao S, el 53°
aminoacido del dominio de unién de la proteina A a la IgG A puede ser D o E, el 23° aminoacido del dominio de
union de la proteina A a la IgG B puede ser N o T, el 40° aminoacido del dominio de unién de la proteina A a la IgG
B puede ser Q o V, el 42° aminoacido del dominio de union de la proteina A a la IgG B puede ser A o K, el 43°
aminoacido del dominio de unién de la proteina A a la IgG B puede ser N o E y/o el 44° aminoacido del dominio de
union de la proteina A a la IgG B puede ser | o L.

En una forma de realizacion, se afiadié un residuo de M N terminal a la secuencia de las SEC ID N° 1 - 32.

La composicion inmundgena de la invencion comprender un polipéptido de la Sbi procedente de S. aureus o un
fragmento del mismo que contiene un dominio de unién a la IgG.

La Sbi es una proteina de aproximadamente 48 kDa, que contiene aproximadamente 436 aminoacidos. Hay
presentes dos dominios de unién a la IgG hacia el N terminal de la proteina, y la Sbi comprende adicionalmente un
dominio de unién a la apolipoproteina H (B2-GPI) seguido de un dominio rico en prolina (véase la Figura C).

En una forma de realizacion, el polipéptido de la Sbi tiene una secuencia que es idéntica en al menos el 90 %, el 95
%, el 98 % o el 100 % a las SEC ID N° 1 - 11 o un fragmento de la misma que contiene un dominio de unién a la
IgG (que contiene opcionalmente 2 dominios de unién a la IgG). Dicho fragmento contiene opcionalmente al menos
50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o 300 aminoacidos.

En una forma de realizacion, el polipéptido de la Sbi esta codificado por un polinucleétido que tiene una secuencia
que es idéntica en al menos el 90 %, el 95 %, el 98 % o el 100 % a las SEC ID N°: 43 - 53 o un fragmento de la
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misma que codifica para un dominio de unién a la IgG (que codifica opcionalmente para 2 dominios de union a la
IgG).

Por ejemplo, algunos fragmentos de la Sbi consisten o comprenden en el dominio de uniéon N terminal a la IgG, el
dominio de unién C-terminal a la IgG o ambos dominios de unién a la IgG. En una forma de realizacion, los
fragmentos tienen unas secuencias de aminoacidos que son idénticas en al menos el 90 %, el 95 %, el 98 % o el
100 % alas SEC ID N° 1 - 4.

En una forma de realizacion, los fragmentos de la Sbi consisten esencialmente en la secuencia de aminoacidos de
las SEC ID N° 1 - 4, pero adicionalmente comprenden 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50 o 100 aminoacidos adicionales
en cualquiera o ambos de los extremos N y C terminales de los ID. SEC. 1 - 4. En una forma de realizacion, la
secuencia es la de la proteina Sbi segun se establece en las SEC ID N° 5 - 11 y en la Figura 4.

Cuando hay presentes ambos dominios de unién a la IgG de la Sbi en una composiciéon inmundgena, pueden estar
presente en cadenas polipeptidicas individuales o en la misma cadena polipeptidica.

En una forma de realizacién, ambas proteinas A (o un fragmento de la misma que comprende un dominio de unién a
la IgG) y Sbi (o un fragmento de la misma que comprende un dominio de union a la IgG) estan presentes en la
composicion inmunogena. Estos antigenos pueden estar presentes como proteinas individuales en la composicion
inmunogena, o pueden estar unidos covalentemente entre si, por ejemplo, en forma de una proteina de fusion o
mediante el uso de un reactivo de reticulacién para unir los dos polipéptidos.

En una forma de realizacion, el polipéptido comprende parte de una proteina A y parte de una Sbi. Por ejemplo, la
parte de la proteina A tiene una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 90 %, el 95 %, el
98 % o el 100 % con una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en la SEC ID N° 12
- 40 o un fragmento inmundgeno de la misma que comprende al menos un dominio de unién a la IgG y una parte de
la Sbi que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 90 %, el 95 %, el 98 % o el
100 % con una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en la SEC ID N° 1 - 11 o un
fragmento inmundgeno de la misma que comprende al menos un dominio de union a la IgG.

En el contexto de una proteina de fusién o de un conjugado reticulado, puede incorporarse cualquiera de los
fragmentos o variantes de la proteina A o Sbi como se ha descrito anteriormente.

En una forma de realizacion, el polipéptido es una proteina de fusion que contiene la parte N terminal de la proteina
A hacia la parte de la Sbi. Alternativamente la proteina de fusion puede contener la parte N terminal de la Sbi hacia
la parte de la proteina A.

El polipéptido de la invencion opcionalmente comprende adicionalmente la(s) secuencia(s) de proteina(s)
estafilococica(s) adicional(es) opcionalmente seleccionada(s) de entre el grupo que consiste en la Ebh (documento
WO 02/59148), la proteina de unién a la elastina (EbpS documento WO 98/38312), la EFB (FIB) (documento WO
94/06830), la CIfA (US6008341), la CIfB (documento WO 99/27109), la SdrC (documento WO 99/27109), la SdrG
(documento WO 97/48727), la FnbA (incluyendo las variantes descritas en el documento WO 05/116064), la FbpA,
la IsaA/PisA (documento DE 199 17 098), la IsdA (documento WO 02/59148, documento WO 06/59247), la IsdB
(documento WO 02/059148, incluyendo las variantes descritas en el documento WO 05/09379 y en el documento
WO 05/09378), la IsdC (documento WO 06/59247), la HarA (documento WO 05/09378), la toxina alfa (Hla
US4615884), la toxina alfa H35R mutante, la proteina de union a la penicilina 4 (documento WO 06/33918), la SsaA
(documento WO 05/115113), la Aap (documento WO 05/86663), la RAP (documento WO 99/32133), la AhpC y sus
variantes (documento WO 06/78680), la SasA (documento WO 06/121664).

En una forma de realizacion, el polipéptido tiene una secuencia polipeptidica que es idéntica en al menos el 90 %, el
95 %, el 98 % o el 100 % a la secuencia de las SEC ID N°: 41 0 42 o 76 o un fragmento de la misma que comprende
un dominio de unién a la IgG, preferiblemente procedente de ambas proteinas A 'y Sbi.

En una forma de realizacién, el polipéptido es una proteina de fusién codificada por un polinucleétido que tiene una
secuencia que es idéntica en al menos el 90 %, el 95 %, el 98 % o el 100 % a las SEC ID N°: 73 - 75 o un fragmento
de la misma que comprende un dominio de union a la IgG, preferiblemente procedente de ambas proteinas A 'y Sbi.

El grupo de SEC. 1 contiene las SEC ID N° 43 - 75.
El grupo de SEC. 2 contiene las SEC ID N° 1 - 42y 76.
La presente invencién también proporciona:

(a) un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el
90 %, mas preferiblemente de al menos el 95 %, lo mas preferiblemente de al menos el 97, 98 0 99 % o una
identidad exacta con la de cualquiera de las secuencias del Grupo de SEC. 2;

(b) un polipéptido codificado por un polinucleétido aislado que comprende una secuencia de polinucleétidos que
tiene una identidad de al menos el 90 %, mas preferiblemente una identidad de al menos el 95 %, incluso mas
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preferiblemente de al menos el 97, el 98 o el 99 % o una identidad exacta con cualquier secuencia del Grupo de
SEC. 1 alo largo de la longitud completa de la secuencia seleccionada del Grupo de SEC. 1; o

(c) un polipéptido codificado por un polinucleétido aislado que comprende una secuencia de polinucleétidos que
codifica para un polipéptido que tiene preferiblemente una identidad de al menos el 90 %, mas preferiblemente
una identidad de al menos el 95 %, incluso mas preferiblemente de al menos el 97 - 99 % o una identidad exacta
con la secuencia de aminoacidos de cualquier secuencia del Grupo de SEC. 2.

La invencion también proporciona un fragmento inmundégeno de un polipéptido de la invencién, es decir, una porcion
contigua del polipéptido de la proteina A-Sbi que tiene la misma o sustancialmente la misma actividad inmundgena
que el polipéptido que comprende la correspondiente secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el Grupo de
SEC. 2; es decir, el fragmento (si fuera necesario cuando esta acoplado a un portador) es capaz de provocar una
respuesta inmunitaria que reconoce el polipéptido de la proteina A-Sbi. Dicho fragmento inmunégeno puede incluir,
por ejemplo, el polipéptido de la proteina A-Sbi que carece de una secuencia lider N terminal, y/o un dominio
transmembranal y/o un dominio de anclaje C terminal. En una forma de realizacion, el fragmento inmundgeno de la
proteina A-Sbi de acuerdo con la invencién comprende sustancialmente todo el dominio extracelular de un
polipéptido que tiene una identidad de al menos que el 85 %, preferiblemente una identidad de al menos el 90 %,
mas preferiblemente una identidad de al menos el 95 %, lo mas preferiblemente una identidad de al menos el 97, el
98 o el 99 %, con la de una secuencia seleccionada de entre el Grupo de SEC. 2 a lo largo de la longitud completa
de dicha secuencia.

Un fragmento es un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que es completamente igual que parte,
pero no toda, de cualquiera de las secuencias de aminoacidos de cualquier polipéptido de la invencion. Al igual que
con los polipéptidos de la proteina A-Sbi, los fragmentos pueden ser "independientes" o estar comprendidos en un
polipéptido mayor del cual forman una parte o una regién, lo mas preferiblemente en forma de una Unica region
continua en un unico polipéptido mayor.

En una forma de realizacion, algunos fragmentos, por ejemplo, los polipéptidos de truncamiento, tienen una porcion
de una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el Grupo de SEC. 2 o de entre variantes de los mismos,
tales como series continuas de residuos que incluyen una secuencia de aminoacidos amino y/o carboxilo terminal.
También son preferidas las formas de degradacion de los polipéptidos de la invencion producidas por o en una
célula hospedadora. Son adicionalmente preferidos los fragmentos caracterizados por atributos estructurales o
funcionales tales como los fragmentos que comprenden una hélice alfa y regiones formadoras de una hélice alfa,
una lamina beta y regiones formadoras de una lamina beta, un giro y regiones formadoras de un giro, una espiral y
regiones formadoras de una espiral, regiones hidréfilas, regiones hidréfobas, regiones anfipaticas alfa, regiones
anfipaticas beta, regiones flexibles, regiones formadoras de superficie, regiones de unién al sustrato y regiones con
un elevado indice antigénico.

En una forma de realizacién, los fragmentos incluyen un polipéptido aislado que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 15, 20, 30, 40, 50 o 100 aminoacidos contiguos procedentes de la secuencia de
aminoacidos seleccionada de entre el Grupo de SEC. 2 o un polipéptido aislado que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 15, 20, 30, 40, 50 o 100 aminoacidos contiguos truncados o delecionados
procedentes de la secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el Grupo de SEC. 2.

La presente invencion también incluye variantes de los polipéptidos mencionados anteriormente, esto es,
polipéptidos que varian de los referentes por sustituciones conservativas de aminoacidos, mediante las cuales un
residuo es sustituido por otro con unas caracteristicas similares. Algunas sustituciones tipicas son entre Ala, Val, Leu
e lle; entre Ser y Thr; entre los residuos acidos Asp y Glu; entre Asn y GIn; y entre los residuos basicos Lys y Arg; o
entre los residuos aromaticos Phe y Tyr.

Los polipéptidos de la presente invencién pueden ser preparados de cualquier forma adecuada. Dichos polipéptidos
incluyen polipéptidos naturales aislados, polipéptidos producidos recombinantemente, polipéptidos producidos
sintéticamente o polipéptidos producidos mediante una combinacién de estos procedimientos. Los medios para la
preparacion de dichos polipéptidos son bien comprendidos en la materia.

Polinucledtidos

La invencion desvela cualquier polinucleétido que codifica para uno cualquiera de los polipéptidos de la invencion
como se ha descrito anteriormente.

Una forma de realizacion adicional de la invencidn es un polinucledtido que comprende una region que codifica para
la proteina A que tiene una identidad de al menos el 90 %, el 95 %, el 98 %, el 99 % o el 100 % con una secuencia
de polinucledtidos seleccionada de entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 54 - 73 y una region que codifica
para la Sbi que tiene una identidad de al menos el 90 %, el 95 %, el 98 %, el 99 % o el 100 % con una secuencia de
polinucleétidos seleccionada de entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 43 - 53.

En el caso de las SEC ID N°: 47 - 53 y los 65 - 72, las secuencias son de la proteina Sbi o de la proteina A completa,
respectivamente. Los fragmentos de estas secuencias que codifican para al menos 1, 2, 3, 4 o 5 dominios de la IgG
pueden ser considerados como la proteina A o Shi que codifica para parte de los polinucleétidos de la invencion.
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Se contemplan variantes especificas del polinucleétido de la invencion. Por ejemplo, el fragmento contiene 1, 2, 3, 4
o 5 dominios de unién a la IgG segun se representa en la Figura X. En particular, el tercer codén del dominio de
union de la proteina A a la IgG D puede codificar para K o N, el 24° codén del dominio de union de la proteina A a la
IgG D puede codificar para E o A, el 46° codon del dominio de unién de la proteina A a la IgG A puede codificar para
A o S, el 53° coddén del dominio de union de la proteina A a la IgG A puede codificar para D o E, el 23° codon del
dominio de union de la proteina A a la IgG B puede codificar para N o T, el 40° codon del dominio de unién de la
proteina A a la IgG B puede codificar para Q o V, el 42° codén del dominio de unién de la proteina A a la IgG B
puede codificar para A o K, el 43° codon del dominio de union de la proteina A a la IgG B puede codificar para N o E
y/o el 44° coddn del dominio de unién de la proteina A a la IgG B puede codificar para | o L.

En una forma de realizacion de la divulgacion, el polinucleétido codifica para una proteina de fusién que comprende
una parte similar a la proteina A que tiene una identidad de al menos el 90 %, el 95 %, el 98 % o el 100 % con una
secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 12 - 21 y 32 - 40 o un
fragmento inmundégeno de la misma que comprende al menos 1, 2, 3, 4 o 5 dominios de unién a la IgG y una parte
similar a la Sbi que tiene una identidad de al menos el 90 %, el 95 %, el 98 % o el 100 % con una secuencia de
aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 1 - 11, o un fragmento inmundégeno de la
misma que comprende al menos un dominio de union a la IgG.

En una forma de realizacion el polinucleétido de la invencién tiene una secuencia de polinucleétidos que tiene una
identidad de al menos el 90 %, el 95 %, el 98 % o el 100 % con las SEC ID N° 73 o 74.

En una forma de realizacion preferida de la invencion el polinucledtido comprende una region que codifica para los
polipéptidos de la proteina A-Sbi que comprende las secuencias establecidas en el Grupo de SEC.1 que incluyen el
gen completo una variante o un fragmento del mismo.

Los polinucledtidos de la invencion no engloban un ADN gendmico completo de una especie de estafilococo, por
ejemplo, de S. aureus o de S. epidermidis.

Como un aspecto adicional de la divulgacién se proporcionan moléculas de acidos nucleicos aisladas que codifican
para, y/o que expresan, polipéptidos y polinucledtidos de la proteina A-Sbi, particularmente polipéptidos y
polinucledtidos de la proteina A-Sbi de S. aureus o de S. epidermidis, incluyendo, por ejemplo, ARN no procesados,
ARN de ribozimas, ARNm, ADNc, ADN B y Z. Algunas formas de realizacion adicionales de la invencién incluyen
polinucledtidos y polipéptidos utiles biolégicamente, diagndsticamente, profilacticamente, clinicamente o
terapéuticamente, y variantes de los mismos, y composiciones, preferiblemente composiciones inmundgenas, que
comprenden los mismos.

Otro aspecto de la divulgacion se refiere a polinucledtidos aislados que codifican para los polipéptidos de la proteina
A-Sbi que tienen una secuencia de aminoacidos deducida del Grupo de SEC. 2 y a polinucleétidos estrechamente
relacionados con los mismos, y a variantes de los mismos.

Una forma de realizacion de la divulgacion se refiere a polipéptidos de la proteina A-Sbi procedentes de S. aureus o
de S. epidermidis que comprenden o que consisten en una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el
Grupo de SEC. 2 o una variante de los mismos.

Mediante el uso de la informacion proporcionada en el presente documento, tal como una secuencia de
polinucleétidos establecida en el Grupo de SEC. 1, puede obtenerse un polinucleétido de la invencion que codifica
para el polipéptido de la proteina A-Sbi mediante el uso de procedimientos habituales de clonacién y cribado, tales
como los usados para la clonacién y la secuenciacion de fragmentos de ADN cromosémico procedente de bacterias
mediante el uso de S. aureus como material de partida, seguidos de la obtencion de un clon completo. Por ejemplo,
para la obtencion de una secuencia de polinucleétidos de la invencién, tal como una secuencia de polinucleétidos
proporcionada en el Grupo de SEC. 1, normalmente se sondea una genoteca de clones de ADN cromosdémico de
una cepa estafilococica diferente en E. coli o en algun otro hospedador adecuado, con un oligonucleétido
radiomarcado, preferiblemente de 17-mer o mas largo, derivado de una secuencia parcial. Los clones portadores del
ADN idéntico al de la sonda pueden distinguirse mediante el uso de unas condiciones de hibridacién rigurosas.
Mediante la secuenciacion de los clones individuales identificados mediante la hibridacién con unos cebadores de
secuenciacion disefiados a partir del polipéptido o de la secuencia de polinucleétidos original, es posible extender a
continuacion la secuencia de polinucleétidos en ambas direcciones para determinar una secuencia génica completa.
Convenientemente, dicha secuenciacion se lleva a cabo, por ejemplo, mediante el uso de ADN bicatenario
desnaturalizado preparado a partir de un clon de plasmido. Algunas técnicas adecuadas se describen en Maniatis,
T., Fritsch, E. F. y Sambrook y col., MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL, 22 Ed.; Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York (1989) (véase, en particular Screening By Hybridization
1.90 y Sequencing Denatured Double-Stranded DNA Templates 13.70). También puede llevarse a cabo una
secuenciacion directa del ADN gendmico para obtener una secuencia génica completa.

Ademas, cada secuencia de ADN establecida en el Grupo de SEC. 1 contiene un marco abierto de lectura que
codifica para una proteina que tiene aproximadamente el nimero de residuos de aminoacidos establecido en el
Grupo de SEC. 2, con un peso molecular deducido que puede ser calculado mediante el uso de los valores de pesos
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moleculares de los residuos de aminoacidos bien conocidos por los expertos en la materia.

Los polinucledtidos del Grupo de SEC. 1, entre el codon de inicio y el codén de terminacion, codifican
respectivamente para los polipéptidos del Grupo de SEC. 2. El nimero del nucleétido del codén de inicio y el primer
nucledtido del codén de detencion estan recogidos en la tabla 3 para cada polinucleétido del Grupo de SEC. 1.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un polinucleétido aislado que comprende o que consiste
en:

(a) una secuencia de polinucleétidos que tiene una identidad de al menos el 90 %, mas preferiblemente una
identidad de al menos el 95 %, incluso mas preferiblemente de al menos el 97, el 98 o el 99 % o una identidad
exacta con cualquier secuencia del Grupo de SEC. 1 a lo largo de la longitud completa de la secuencia de
polinucleétidos del Grupo de SEC. 1; o

(b) una secuencia de polinucleétidos que codifica para un polipéptido que tiene una identidad de al menos el 90
%, mas preferiblemente una identidad de al menos el 95 %, incluso mas preferiblemente de al menos el 97, el 98
o el 99 % o exacta al 100 % con cualquier secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el Grupo de SEC. 2,
a lo largo de la longitud completa de la secuencia de aminoacidos del Grupo de SEC. 2.

Un polinucleétido que codifica para un polipéptido de la presente invencion, incluyendo homologos y ortdlogos
procedentes de especies distintas a S. aureus, puede obtenerse mediante un procedimiento que comprende las
etapas de cribado de una biblioteca apropiada en unas condiciones de hibridacién rigurosas (por ejemplo, mediante
el uso de una temperatura en el intervalo de 45 - 65 °C y de una concentracion de SDS de entre el 0,1 - 1 %) con
una sonda marcada o detectable que consiste en, o que comprende, cualquier secuencia seleccionada de entre el
Grupo de SEC. 1 o un fragmento de la misma; y aislar un gen completo y/o los clones gendmicos que contienen
dicha secuencia de polinucleétidos.

La divulgacion proporciona una secuencia de polinucleétidos idéntica, a lo largo de su longitud total, a una secuencia
codificante (marco abierto de lectura) establecida en el Grupo de SEC. 1. La divulgacion también proporciona una
secuencia codificante para un polipéptido maduro o para un fragmento del mismo, por si misma, asi como una
secuencia codificante para un polipéptido maduro o para un fragmento en marco de lectura con otra secuencia
codificante, tal como una secuencia que codifica para una secuencia lider o secretora, una secuencia de una pre, o
una pro o una preproproteina. El polinucleétido de la invenciéon también puede contener al menos una secuencia no
codificante que incluye, por ejemplo, pero no se limita a, al menos una secuencia no codificante 5’ y 3’, tal como las
secuencias transcritas pero no traducidas, sefiales de terminacion (tales como sefiales de terminacion dependientes
de rho e independientes de rho), sitios de unién a ribosomas, secuencias de Kozak, secuencias que estabilizan el
ARNm, intrones y sefiales de poliadenilacion. La secuencia de polinucledtidos también puede comprender una
secuencia codificante adicional que codifica para aminoacidos adicionales. Por ejemplo, puede codificarse una
secuencia marcadora que facilita la purificacion del polipéptido fusionado. En ciertas formas de realizacion de la
divulgacion, la secuencia marcadora es un péptido de hexahistidina, segun se proporciona en el vector pQE
(Qiagen, Inc.) y se describe en Gentz y col., Proc. Natl. Acad. Sci., EE.UU. 86: 821 - 824 (1989), o una etiqueta
peptidica de HA (Wilson y col., Cell 37: 767 (1984), ambos de los cuales pueden ser utiles en la purificacion de la
secuencia del polipéptido fusionado con ellos. Los polinucledtidos de la divulgacion también incluyen, pero no se
limitan a, polinucledtidos que comprenden un gen estructural y sus secuencias naturalmente asociadas que
controlan la expresion del gen.

El término "polinucledtido que codifica para un polipéptido" segin se usa en el presente documento engloba
polinucledtidos que incluyen una secuencia que codifica para un polipéptido de la invencién, particularmente un
polipéptido bacteriano, y mas particularmente un polipéptido de S. aureus, que tiene una secuencia de aminoacidos
establecida en cualquiera de las secuencias del Grupo de SEC. 2. El término también incluye polinucleétidos que
incluyen una unica region continua o regiones discontinuas que codifican para el polipéptido (por ejemplo,
polinucleétidos interrumpidos con un fago integrado, una secuencia de insercion integrada, una secuencia de vector
integrada, una secuencia de transposon integrada, o debido a una edicién del ARN o a una reorganizacion del ADN
gendmico) junto con regiones adicionales, que también pueden contener secuencias codificantes y/o no codificantes.

La divulgacion se refiere adicionalmente a variantes de los polinucledtidos descritos en el presente documento que
codifican para variantes de unos polipéptidos que tienen una secuencia de aminoacidos deducida de cualquiera de
las secuencias del Grupo de SEC. 2. Pueden usarse fragmentos de los polinucleétidos para, por ejemplo, sintetizar
los polinucledtidos de la invencion completos.

Algunas formas de realizacion adicionales particularmente preferidas son polinucledtidos que codifican para
variantes de la proteina A-Sbi, que tienen la secuencia de aminoacidos de los polipéptidos de la proteina A-Sbi de
cualquier secuencia del Grupo de SEC. 2 en las que varios, unos pocos, entre 5y 10, entre 1y 5, desde 1 hasta 3,
2, 1 o ningun residuo de aminoacido se ha sustituido, modificado, delecionado y/o afiadido, en cualquier
combinacion. De entre éstas son especialmente preferidas las sustituciones, adiciones y deleciones silenciosas, que
no alteran las propiedades ni las actividades de los polipéptidos de la proteina A-Sbi.
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Algunas formas de realizacion adicionales preferidas son polinucleétidos que son idénticos en al menos el 85 % a lo
largo de su longitud completa a los polinucledtidos que codifican para los polipéptidos de la proteina A-Sbi que
tienen una secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las secuencias del Grupo de SEC. 2, y los
polinucleétidos que son complementarios de dichos polinucleétidos. Alternativamente, los mas preferidos son los
polinucledtidos que comprenden una region que es idéntica en al menos el 90 % a lo largo de su longitud completa a
los polinucleétidos que codifican para los polipéptidos de la proteina A-Sbi y a los polinucleétidos complementarios
de los mismos. A este respecto, son particularmente preferidos los polinucleétidos idénticos en al menos el 95 % a lo
largo de su longitud completa a los mismos. Adicionalmente, aquellos con al menos el 97 % son muy preferidos
entre aquellos con al menos el 95 %, y entre éstos, aquellos con al menos el 98 % y al menos el 99 % son
particularmente muy preferidos, siendo los mas preferidos aquellos con al menos el 99 %.

Las formas de realizaciéon preferidas son polinucledtidos que codifican para polipéptidos que conservan
sustancialmente la misma funcidon o actividad biolégica que los polipéptidos maduros codificados por unas
secuencias de ADN seleccionadas de entre el Grupo de SEC. 1.

De acuerdo con ciertas formas de realizacion preferidas de esta divulgacion se proporcionan polinucledtidos que
hibridan, particularmente en condiciones rigurosas, con las secuencias de polinucledétidos de la proteina A-Sbi, tales
como los polinucleétidos del Grupo de SEC. 1.

La divulgacion se refiere adicionalmente a polinucleétidos que hibridan con las secuencias de polinucleotidos
proporcionadas en el presente documento. A este respecto, la divulgacion se refiere especialmente a los
polinucledtidos que hibridan en unas condiciones rigurosas con los polinucleétidos descritos en el presente
documento. Segun se usa en el presente documento, los términos "condiciones rigurosas" y "condiciones de
hibridacién rigurosas" significan que la hibridacion sélo se produce si hay una identidad de al menos el 95 % y
preferiblemente de al menos el 97 % entre las secuencias. Un ejemplo especifico de unas condiciones de
hibridacioén rigurosas es una incubacion de una noche a 42 °C en una solucion que comprende: formamida al 50 %,
5x de SSC (NaCl 150 mM, citrato trisédico 15 mM), fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6), 5x de solucién de Denhardt,
sulfato de dextrano al 10 % y 20 microgramos/ml de ADN de esperma de salmoén recortado desnaturalizado, seguido
del lavado del soporte de hibridacion con 0,1x de SSC a aproximadamente 65 °C. Las condiciones de hibridacion y
de lavado son bien conocidas y estan ejemplificada en Sambrook, y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
segunda edicién, Cold Spring Harbor, N.Y., (1989), particularmente en el capitulo 11 del mismo. La solucion de
hibridaciéon también puede usarse con las secuencias de polinucleétidos proporcionadas por la divulgacion.

La divulgacion también proporciona un polinucledtido que consiste en, o que comprende, una secuencia de
polinucledtidos obtenida mediante el cribado de una biblioteca apropiada que contiene el gen completo para una
secuencia de polinucleétidos establecida en cualquiera de las secuencias del Grupo de SEC. 1 en unas condiciones
de hibridacion rigurosas con una sonda que tiene la secuencia de dicha secuencia de polinucledtidos establecida en
las correspondientes secuencias del Grupo de SEC. 1 o un fragmento de la misma; y el aislamiento de dicha
secuencia de polinucledtidos. Algunos fragmentos Utiles para la obtenciéon de dicho polinucleétido incluyen, por
ejemplo, sondas y cebadores completamente descritos en cualquier parte del presente documento.

Como se ha analizado en cualquier parte del presente documento con respecto a los ensayos de polinucleétidos de
la divulgacion, por ejemplo, los polinucleétidos de la divulgacion, pueden usarse como una sonda de hibridacion para
ARN, ADNc y ADN genoémico, para aislar ADNc completos y clones genémicos que codifican para la proteina A-Sbi
y para aislar ADNc y clones gendémicos de otros genes que tienen una elevada identidad, particularmente una
elevada identidad de secuencia, con las secuencias de la proteina A-Sbi. Dichas sondas comprenderan
generalmente al menos 15 residuos de nucleétidos o pares de bases. Preferiblemente, dichas sondas tendran al
menos 30 residuos de nucledtidos o pares de bases, y pueden tener al menos 50 residuos de nucleotidos o pares de
bases. Las sondas particularmente preferidas tendran al menos 20 residuos de nucledtidos o pares de bases, y
tendran menos de 30 residuos de nucleétidos o pares de bases.

Una region codificante de los genes de la proteina A-Sbi puede ser aislada mediante un cribado mediante el uso de
unas secuencias de ADN proporcionadas en el Grupo de SEC. 1 para sintetizar una sonda oligonucleotidica.
Después se usa un oligonucleétido marcado que tiene una secuencia complementaria de la de un gen de la
divulgacioén para cribar una genoteca de ADNc, de ADN genémico o de ARNm, para determinar con qué miembros
de la genoteca hibrida la sonda.

Existen varios procedimientos disponibles y son bien conocidos por los expertos en la materia para la obtencion de
ADN completos, o de ADN cortos extendidos, por ejemplo, aquellos basados en el método de amplificacion rapida
de los extremos del ADNc (RACE) (véase, por ejemplo, Frohman, y col., PNAS EE.UU. 85: 8998 - 9002, 1988).
Unas modificaciones recientes en la técnica, ejemplificadas por la tecnologia Marathon™ (Clontech Laboratories
Inc.), por ejemplo, han simplificado significativamente la busqueda de ADNc mas largos. En la tecnologia
Marathon™, se ha preparado ADNc a partir del ARNm extraido de un tejido elegido y una secuencia 'adaptadora’
ligada a cada extremo. Después se lleva a cabo una amplificacion de los acidos nucleicos (PCR) para amplificar el
extremo 5 "ausente" del ADN mediante el uso de una combinacion de cebadores oligonucleotidicos especificos del
gen y especificos del adaptador. Después se repite la reaccion de PCR mediante el uso de cebadores "anidados”, es
decir, cebadores disefiados para hibridar dentro del producto amplificado (normalmente un cebador especifico del
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adaptador que hibrida 3’ adicionales en la secuencia adaptadora, y un cebador especifico del gen que hibrida 5
adicionales en la secuencia génica seleccionada). Los productos de esta reaccion pueden ser analizados entonces
mediante la secuenciacion del ADN y construirse un ADN completo mediante la union del producto directamente al
ADN existente para dar una secuencia completa, o llevando a cabo una PCR completa por separado mediante el
uso de la nueva informacién de la secuencia para el disefio del cebador 5'.

Los polinucledtidos y los polipéptidos de la divulgacion pueden ser empleados, por ejemplo, como reactivos y
materiales de investigacion para el descubrimiento de tratamientos y el diagnostico de enfermedades,
particularmente de enfermedades humanas, como se analiza adicionalmente en el presente documento en relacién
con los ensayos de polinucleétidos.

Los polinucleétidos de la invencion que son oligonucledtidos derivados de una secuencia del Grupo de SEC. 1
pueden usarse en los procedimientos del presente documento segun se ha descrito, pero preferiblemente para una
PCR, para la determinacion de si los polinucleétidos identificados en el presente documento son o no son transcritos
totalmente o en parte en las bacterias de un tejido infectado. Se reconoce que dichas secuencias también tendran
utilidad en el diagndstico de la fase de una infeccion y del tipo de infeccién que ha producido el patégeno.

La divulgacion también proporciona polinucledtidos que codifican para un polipéptido que es una proteina madura
mas aminoacidos amino o carboxilo terminales adicionales, o aminoacidos interiores del polipéptido maduro (cuando
la forma madura tiene mas de una cadena polipeptidica, por ejemplo). Dichas secuencias pueden jugar un papel en
el procesado de una proteina a partir de un precursor en una forma madura, pueden permitir el transporte de la
proteina, pueden prolongar o acortar la semivida de la proteina o pueden facilitar la manipulaciéon de una proteina en
un ensayo o en su produccion, entre otras cosas. Como generalmente es el caso in vivo, los aminoacidos
adicionales pueden ser procesados lejos de la proteina madura por las enzimas celulares.

Para todos y cada uno de los polinucleétidos de la divulgacion se proporciona un polinucleétido complementario. Se
prefiere que estos polinucledtidos complementarios sean totalmente complementarios de cada polinucleétido del que
son complementarios.

Una proteina precursora, que tiene una forma madura del polipéptido fusionado con una o mas prosecuencias,
puede ser una forma inactiva del polipéptido. Cuando se eliminan las prosecuencias, generalmente dichos
precursores inactivos se activan. Antes de la activacion pueden eliminarse algunas o todas las prosecuencias.
Generalmente, dichos precursores se denominan proproteinas.

Ademas de las representaciones habituales de los nucleétidos A, G, C, T/ U, también puede usarse el término "N"
para la descripcion de algunos de los polinucleotidos de la divulgacion. "N" significa que puede aparecer cualquiera
de los cuatro nucleotidos del ADN o ARN en dicha posicién indicada de la secuencia del ADN o del ARN, excepto si
se prefiere que N no sea un acido nucleico que cuando se toma junto con posiciones de nucledtidos adyacentes,
cuando son leidos en el marco de lectura correcto, tendrian el efecto de generar un codén de terminacion prematuro
en dicho marco de lectura.

En resumen, un polinucledtido de la divulgacion puede codificar para una proteina madura, para una proteina
madura mas una secuencia lider (que puede denominarse preproteina), para un precursor de una proteina madura
que tiene una o mas prosecuencias que no son las secuencias lider de una preproteina, o para una preproproteina,
que es un precursor de una proproteina, que tiene una secuencia lider y una o mas prosecuencias, que
generalmente son eliminadas durante las etapas de procesado que producen las formas activa y madura del
polipéptido.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, se proporciona el uso de un polinucleétido de la invencion con fines
terapéuticos o profilacticos, en particular una inmunizacion genética.

El uso de un polinucledtido de la invencion en una inmunizacion genética empleara preferiblemente un
procedimiento de administracion adecuado, tal como la inyeccion directa del ADN del plasmido en los musculos
(Wolff y col., Hum Mol Genet (1992) 1: 363, Manthorpe y col., Hum. Gene Ther. (1983) 4: 419), la administracion del
ADN complejado con portadores proteicos especificos (Wu y col., J Biol Chem. (1989) 264: 16985), la precipitacion
conjunta del ADN con fosfato de calcio (Benvenisty & Reshef, PNAS EE.UU., (1986) 83: 9551), la encapsulacion del
ADN en diversas formas de liposomas (Kaneda y col., Science (1989) 243: 375), el bombardeo con particulas (Tang
y col., Nature (1992) 356:152, Eisenbraun y col., DNA Cell Biol (1993) 12: 791) y una infeccion in vivo mediante el
uso de vectores retroviricos clonados (Seeger y col., PNAS EE.UU. (1984) 81: 5849).

Vectores, células hospedadoras, sistemas de expresion

La divulgacion también se refiere a vectores que comprenden un polinucleétido o polinucleétidos de la divulgacion, a
células hospedadoras que son modificadas genéticamente con los vectores de la divulgacion y a la produccion de
los polipéptidos de la divulgaciéon mediante técnicas recombinantes. También pueden emplearse sistemas de
traduccién exentos de células para la produccién de dichas proteinas mediante el uso de los ARN derivados de los
constructos de ADN de la invencion.
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Los polipéptidos recombinantes de la presente invencion pueden ser preparados mediante procedimientos bien
conocidos por los expertos en la materia a partir de células hospedadoras modificadas genéticamente que
comprenden sistemas de expresion. Consecuentemente, en un aspecto adicional, la presente divulgacion se refiere
a sistemas de expresion que comprenden un polinucleétido o polinucleétidos de la presente invencién, a células
hospedadoras que son modificadas genéticamente con dichos sistemas de expresion y a la produccion de los
polipéptidos de la invencion mediante técnicas recombinantes.

Para la produccién recombinante de los polipéptidos de la invencion, las células hospedadoras pueden ser
modificadas genéticamente para que incorporen los sistemas de expresion o porciones de los mismos, o los
polinucleétidos de la invencion. La introduccion de un polinucleétido en una célula hospedadora puede llevarse a
cabo mediante los procedimientos descritos en cualquier manual de laboratorio habitual, tal como en Davis, y col.,
BASIC METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY, (1986) y Sambrook, y col., MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL, 22 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989), tales como
transfeccion con fosfato de calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transfeccién, microinyeccion,
transfeccion mediada por lipidos catidnicos, electroporacion, conjugacion, transduccion, carga de raspaduras,
introduccion balistica e infeccion.

Algunos ejemplos representativos de hospedadores apropiados incluyen células bacterianas, tales como células de
estreptococos, de estafilococos, de enterococos, de E. coli, de streptomyces, de cianobacterias, de Bacillus subtilis,
de Neisseria meningitidis, de Haemophilus influenzae y de Moraxella catarrhalis; células fungicas, tales como células
de levadura, de Kluveromyces, de Saccharomyces, de Pichia, de un basidiomiceto, de Candida albicans y de
Aspergillus; células de insecto tales como células de Drosophila S2 y de Spodoptera Sf9; células animales tales
como células CHO, COS, HelLa, C127, 3T3, BHK, 293, CV-1 y de melanoma de Bowes; y células vegetales, tales
como células de una gimnosperma o de una angiosperma.

Puede usarse una gran variedad de sistemas de expresion para la produccion de los polipéptidos de la invencion.
Dichos vectores incluyen, entre otros, vectores de origen cromosémico, episémico y virico, por ejemplo, vectores
derivados de plasmidos bacterianos, de bacteriéfagos, de transposones, de episomas de levadura, de elementos de
insercion, de elementos cromosémicos de levadura, de virus tales como baculovirus, papova virus, tales como SV40,
virus de la variolovacuna, adenovirus, virus de la viruela aviar, virus de la seudorrabia, picornavirus, retrovirus y
alfavirus y vectores derivados de combinaciones de los mismos, tales como los obtenidos a partir de plasmidos y de
elementos genéticos de bacteriéfagos, tales como cosmidos y fagémidos. Los constructos de los sistemas de
expresion pueden contener regiones de control que regulen y que produzcan la expresion. Generalmente, a este
respecto puede usarse cualquier sistema o vector adecuado para mantener, propagar o expresar los polinucleétidos
y/o para expresar un polipéptido en un hospedador para su expresion. La secuencia de ADN apropiada puede ser
insertada en el sistema de expresién mediante cualquiera de una diversidad de técnicas bien conocidas y rutinarias,
tales como, por ejemplo, las establecidas en Sambrook y col., MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL,
(supra).

En los sistemas de expresion recombinante en eucariotas, para la secrecion de una proteina traducida en la luz del
reticulo endoplasmico, en el espacio periplasmico o en el entorno extracelular, pueden ser incorporadas las sefales
de secrecion apropiadas en el polipéptido expresado. Estas sefiales pueden ser endégenas del polipéptido o pueden
ser sefiales heterologas.

Los polipéptidos de la presente invencion pueden ser recuperados y purificados a partir de los cultivos de células
recombinantes mediante procedimientos bien conocidos que incluyen una precipitacion con sulfato de amonio o con
etanol, una extraccion acida, una cromatografia de intercambio anionico o catiénico, una cromatografia de
fosfocelulosa, una cromatografia de interacciones hidréfobas, una cromatografia de afinidad, una cromatografia de
hidroxilapatito y una cromatografia de lectina. Mas preferiblemente, para la purificacion se emplea una cromatografia
de afinidad con iones metalicos (IMAC). Pueden emplearse técnicas bien conocidas para el replegado de las
proteinas para la regeneracion de la conformaciéon activa cuando el polipéptido es desnaturalizado durante la
sintesis intracelular, el aislamiento y la purificacion.

El sistema de expresion también puede ser un microorganismo vivo recombinante, tal como un virus o una bacteria.
El gen de interés puede ser insertado en el genoma de un virus o de una bacteria recombinante viva. La inoculacion
y la infeccion in vivo con este vector vivo daran lugar a la expresion in vivo del antigeno y a la inducciéon de
respuestas inmunitarias. Algunos virus y bacterias usados con este fin son, por ejemplo: poxvirus (por ejemplo, virus
de la variolovacuna, de la viruela aviar, de la viruela del canario), alfavirus (virus Sindbis, virus del bosque Semliki,
virus de la encefalitis equina de Venezuela), adenovirus, virus adenoasociados, picornavirus (poliovirus, rinovirus),
virus herpes (virus de la varicela zoster, etc), Listeria, Salmonella, Shigella, BCG, estreptococos. Estos virus y
bacterias pueden ser virulentos o estar atenuados de diversas formas, con objeto de obtener vacunas de
organismos vivos. Dichas vacunas de organismos vivos también forman parte de la invencion.

Composiciones inmunégenas que comprenden antigenos adicionales
Las composiciones inmundgenas de la invenciéon estan opcionalmente combinadas con antigenos adicionales. La

neutralizacion de las proteinas estafilocécicas de union a la IgG puede permitir la generacidon de una respuesta
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inmunitaria mejorada frente a antigenos adicionales.

En una forma de realizacion, la composicion inmunégena de la invencién comprende un antigeno estafilocécico
adicional. En una forma de realizacion, el antigeno estafilocdcico adicional deriva de S. aureus o de S. epidermidis.
Algunos ejemplos de antigenos adicionales incluyen polisacaridos estafilocdcicos tales como el polisacarido capsular
de S. aureus de tipo 5, S el polisacarido capsular de S. aureus de tipo 8, la PNAG que opcionalmente esta acetilada
en menos del 50 %, del 40 %, del 30 %, del 20 % o del 10 %.

La mayoria de las cepas de S. aureus que causan infecciones en el ser humano contienen polisacaridos de Tipo 5 o
de Tipo 8. Aproximadamente el 60 % de las cepas humanas son del Tipo 8 y aproximadamente el 30 % son del Tipo
5. Las estructuras de los antigenos polisacaridos capsulares de Tipo 5 y de Tipo 8 se describen en Moreau y col.
Carbohydrate Res. 201; 285 (1990) y en Fournier y col. Infect. Immun. 45; 87 (1984). Ambas tienen FucNAcp en sus
unidades repetitivas, asi como ManNAcA que pueden usarse para la introduccién de un grupo sulfhidrilo. Las
estructuras se notificaron como:

De Tipo 5
—4)-3-D-ManNAcA(30Ac)-(1 — 4)-a-L-FucNAc(1 — 3)-3-D-FucNAc-(1 —

De Tipo 8
—3)-B-D-ManNAcA(40Ac)-(1 — 3)-a-L-FucNAc(1 — 3)-p-D-FucNAc-(1 —

Recientemente (Jones Carbohidrato Research 340, 1097 - 1106 (2005)) una espectroscopia de RMN revisé las
estructuras como:

De Tipo 5
—4)-B-D-ManNAcA-(1 — 4)-a-L-FucNAc(30Ac)-(1 — 3)-B-D-FucNAc-(1 —

De Tipo 8
—3)-B-D-ManNAcA(40Ac)-(1 — 3)-a-L-FucNAc(1 — 3)-a-D-FucNAc(1 —

Los polisacaridos pueden ser extraidos a partir de la cepa apropiada de S. aureus mediante el uso de un
procedimiento bien conocido por el artesano experto, por ejemplo, segun se describe en el documento US6294177.
Por ejemplo, el ATCC 12902 es una cepa S. aureus de Tipo 5y el ATCC 12605 es una cepa S. aureus de Tipo 8.

En una forma de realizacién estan presentes ambos polisacaridos capsulares de Tipo 5 y de Tipo 8 en la
composicion inmunégena de la invencion. La composicion inmundgena de la invencion contiene alternativamente
cualquier polisacarido de tipo 5 o de tipo 8.

Los polisacaridos tienen el tamafio natural, o alternativamente pueden ser dimensionados, por ejemplo, mediante
una microfluidificacién, una irradiacién con ultrasonidos o mediante un tratamiento quimico. La invenciéon también
cubre los oligosacaridos derivados de los polisacaridos de tipo 5y 8 de S. aureus.

Los polisacaridos de tipo 5 y 8 incluidos en la composicion inmundgena de la invencién estan preferiblemente
conjugados con una proteina portadora, como se describe a continuacion, o alternativamente, no estan conjugados.

Las composiciones inmunodgenas de la invencion contienen alternativamente cualquier polisacarido de tipo 5 o de
tipo 8.

La PNAG es una adhesina de polisacarido y esta formada por un polimero de glucosamina unida por 3-(1 — 6)
sustituido con constituyentes de N-acetilo y de O-succinilo. Este polisacarido esta presente tanto en S. aureus como
en S. epidermidis (Joyce y col. 2003, Carbohydrate Research 338; 903; Maira-Litran y col. 2002, Infect. Imun. 70;
4433).

La PIA (o PNAG) puede tener diferentes tamafios que varian desde mas de 400 kDa hasta entre 75 y 400 kDa hasta
entre 10 y 75 kDa para los oligosacaridos formados por hasta 30 unidades repetitivas (de glucosamina unida por (B-
(1 — 6) sustituida con constituyentes de N-acetilo y de O-succinilo). En una composicién inmunégena de la
invencion puede usarse cualquier tamafio de polisacarido o de oligosacarido de PIA, sin embargo se prefiere un
tamaro de mas de 40 kDa. El dimensionamiento puede conseguirse mediante cualquier procedimiento conocido en
la materia, por ejemplo, mediante una microfluidificacion, una irradiacion con ultrasonidos o mediante una escision
quimica (documento WO 03/53462, documento EP497524, documento EP497525).

En una forma de realizacion, el intervalo de tamarios de la PIA (PNAG) es de 40 - 400 kDa, de 50 - 350 kDa, de 40 -
300 kDa, de 60 - 300 kDa, de 50 - 250 kDa o de 60 - 200 kDa.

La PIA (PNAG) puede tener diferentes grados de acetilacion debida a la sustitucion de los grupos amino por acetato.
La PIA producida in vitro esta practicamente completamente sustituida en los grupos amino (95 - 100 %).
Alternativamente, puede usarse una PIA desacetilada (PNAG) que tiene menos del 60 %, preferiblemente menos del
50 %, del 40 %, del 30 %, del 20 %, del 10 % de N-acetilacion. Se prefiere el uso de una PIA desacetilada (PNAG)
dado que los epitopos no acetilados de la PNAG son eficientes mediadores de la destruccion opsénica de bacterias
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grampositivas, preferiblemente de S. aureus y/o de S. epidermidis. En una forma de realizacion, la PIA (PNAG) tiene
un tamafio de entre 40 kDa y 300 kDa y esta desacetilada, de forma que menos del 60 %, del 50 %, del 40 %, del 30
% o del 20 % de los grupos amino estan acetilados.

El término PNAG desacetilada (JPNAG) se refiere a un polisacarido o a un oligosacarido de PNAG en el que menos
del 60 %, del 50 %, del 40 %, del 30 %, del 20 % o del 10 % de los grupos amino estan acetilados.

En una forma de realizacién, la PNAG es una desacetilada para formar una dPNAG mediante el tratamiento quimico
del polisacarido natural. Por ejemplo, la PNAG natural se trata con una solucién basica de forma que el pH se eleva
hasta por encima de 10, Por ejemplo, el PNAG se trata con NaOH, KOH o NH4OH entre 0,1 - 5 M, entre 0,2 - 4 M,
entre 0,3 - 3 M, entre 0,5 -2 M, entre 0,75 - 1,5 M o 1 M. El tratamiento es durante al menos 10 o 30 minutos, o 1, 2,
3, 4,5, 10, 15 0 20 horas a una temperatura de 20 - 100, de 25 - 80, de 30 - 60 o de 30 - 50 o de 35 - 45°C. La
dPNAG puede prepararse segun se describe en el documento WO 04/43405.

El (los) polisacarido(s) incluido(s) en la composicidon inmundégena de la invencion esta(n) conjugado(s)
preferiblemente con una proteina portadora como se describe a continuacién, o alternativamente no estan
conjugados.

En una forma de realizacion, la composicion inmunoégena de la invencién comprende los polisacaridos capsulares de
Tipo 5y 8 y PNAG.

En una forma de realizacion, la composicion inmunégena de la invencion comprende el antigeno 336 de S. aureus
descrito en el documento US6294177.

El antigeno 336 comprende hexosamina unida por 8, no contiene grupos O-acetilo y se une especificamente a los
anticuerpos contra S. aureus de Tipo 336 depositados con el ATCC 55804. Esta adicionalmente caracterizado en el
documento US 2006/0228368.

En una forma de realizacion, el antigeno 336 es un polisacarido que tiene su tamafo natural, o alternativamente
puede ser dimensionado, por ejemplo, mediante una microfluidificacion, una irradiaciéon con ultrasonidos o mediante
un tratamiento quimico. La invencion también cubre los oligosacaridos derivados del antigeno 336.

El antigeno 336, cuando esta incluido en la composicion inmundégena de la invencion, esta preferiblemente
conjugado con una proteina portadora como se describe a continuacion, o alternativamente no esta conjugado.

En una forma de realizacion, la proteina portadora se elige independientemente de entre el grupo que consiste en el
toxoide del tétanos, el toxoide de la difteria, la CRM197, la proteina D, la toxina alfa, la SdrG, la CIfA, la IsdA, la IsdB,
la IsdH, la proteina A, la Sbi y una proteina de fusion de proteina A-Sbi o fragmentos de las mismas.

En una forma de realizacion, los polisacaridos y la PNAG utilizados en la invencidon estan unidos a una proteina
portadora que proporciona ayuda para la activacion inespecifica de los linfocitos T. Algunos ejemplos de estos
portadores que son actualmente usados de forma habitual para la produccidon de polisacaridos inmunégenos
incluyen los toxoides de la difteria y del tétanos (DT, DT crm197 y TT respectivamente), hemocianina de lapa
californiana (KLH) y el derivado proteico purificado de la tuberculina (PPD), la proteina D de Haemophilus influenzae,
pneumolisina, o fragmentos de cualquiera de las anteriores. Algunos fragmentos adecuados para su uso incluyen los
segmentos que engloban los epitopos T-colaboradores. En particular, el fragmento D de la proteina contendra
preferiblemente el 1/3 N terminal de la proteina. La proteina D es una proteina de union a la IgD de Haemophilus
influenzae (documento EP 0 594 610 B1) y es un potencial inmundgeno.

A pesar del habitual uso de estos portadores y de su éxito en la induccién de respuestas de anticuerpos
antipolisacarido, estan asociados con varios inconvenientes. Por ejemplo, se sabe que las respuestas inmunitarias
especificas del antigeno pueden ser suprimidas por la presencia de anticuerpos preexistentes dirigidos contra el
portador, en este caso, la toxina del tétanos (Di John y col; Lancet, 16 de diciembre de 1989). En la poblacion en
general, un porcentaje muy alto de las personas tendra una inmunidad preexistente frente a ambas DT y TT, ya que
las personas son vacunadas de forma rutinaria con estos antigenos. En el Reino Unido, por ejemplo, el 95 % de los
nifios recibe la vacuna DTP que comprende tanto DT como TT. Otros autores han descrito el problema de la
supresion del epitopo en las vacunas peptidicas en modelos animales (Sad y col, Immunology, 1991; 74: 223 - 227;
Schutze y col, J. Immunol. 135: 4, 1985; 2319 - 2322).

Una proteina portadora estafilocécica alternativa es el toxoide alfa. La forma nativa puede ser conjugada con un
polisacarido, dado que el proceso de conjugacion reduce la toxicidad. Alternativamente se usa una toxina alfa
genéticamente destoxificada, tal como las variantes His35Leu o His35Arg como portadores, dado que la toxicidad
residual es menor. Alternativamente la toxina alfa es destoxificada quimicamente mediante el tratamiento con un
reactivo de reticulacion, formaldehido o glutaraldehido. Una toxina alfa genéticamente destoxificada es
opcionalmente destoxificada quimicamente, preferiblemente mediante el tratamiento con un reactivo de reticulacion,
formaldehido o glutaraldehido, para reducir adicionalmente la toxicidad.
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Los polisacaridos pueden ser unidos a la(s) proteina(s) portadora(s) mediante cualquier procedimiento conocido (por
ejemplo, de Likhite, Patente de EE.UU. 4.372.945 de Armor y col., la Patente de EE.UU. 4.474.757, y Jennings y
col., Patente de EE.UU. 4.356.170). Preferiblemente se lleva a cabo una quimica de conjugacion con CDAP (véase
el documento W095/08348).

En el CDAP, se usa preferiblemente el reactivo de cianilacién tetrafluoroborato de 1-ciano-dimetilaminopiridinio
(CDAP) para la sintesis de conjugados de polisacarido-proteina. La reaccion de cianilacion puede llevarse a cabo en
unas condiciones relativamente suaves, lo que evita la hidrdlisis de los polisacaridos sensibles a las condiciones
basicas. Esta sintesis permite el acoplamiento directo a una proteina portadora.

El polisacarido es solubilizado en agua o en una solucion salina. EI CDAP se disuelve en acetonitrilo y se afiade
inmediatamente a la solucién del polisacarido. EI CDAP reacciona con los grupos hidroxilo del polisacarido para
formar un éster de cianato. Después de la etapa de activacion, se afiade la proteina portadora. Los grupos amino de
la lisina reaccionan con el polisacarido activado para formar una unién covalente de isourea. Después de la reaccion
de acoplamiento, se afiade entonces un gran exceso de glicina para inactivar los grupos funcionales activados
residuales. El producto se hace pasar después a través de una columna de penetracion en gel para la eliminacién de
la proteina portadora sin reaccionar y de los reactivos residuales.

En una forma de realizacién, la composicion inmundgena de la invencién comprende una proteina seleccionada de
entre el grupo que consiste en la Ebh (documento WO 02/59148), la proteina de unién a la elastina (EbpS
documento WO 98/38312), la EFB (FIB) (documento WO 94/06830), la CIfA (documento US6008341), la CIfB
(documento WO 99/27109), la SdrC (documento WO 99/27109), la SdrG (documento WO 97/48727), la FnbA
(incluyendo las variantes descritas en el documento WO 05/116064), la FbpA, la IsaA/PisA (documento DE 199 17
098), la IsdA (documento WO 02/59148, documento WO 06/59247), la IsdB (documento WO 02/059148, incluyendo
las variantes descritas en el documento WO 05/09379 y en el documento WO 05/09378), la IsdC (documento WO
06/59247), la HarA (documento WO 05/09378), la toxina alfa (Hla documento US4615884), la toxina alfa H35R
mutante, la proteina de union a la penicilina 4 (documento WO 06/33918), la SsaA (documento WO 05/115113), la
Aap (documento WO 05/86663), la RAP (documento WO 99/32133), la AhpC y variantes (documento WO
06/78680), la SasA (documento WO 06/121664).

En una forma de realizacion preferida, la composicion inmundgena de la invencion comprende adicionalmente varias
proteinas iguales o mayores a 2, 3, 4, 5 o 6 seleccionadas de entre 2, 3 0 4 de los siguientes grupos:

e grupo a) - al menos una proteina de unién al componente estafilococico extracelular o un fragmento de la misma
seleccionada de entre el grupo que consiste en la Ebh, la proteina de unioén a la elastina (EbpS), la EFB (FIB), la
CIfA, la CIfB, la SdrC, la SdrG, la FnbA, la SsaA, la SasA, la Aap, la AhpC, la proteina de unién a la penicilina 4,
la IsaA/ PisA;

e grupo b) - al menos una proteina transportadora estafilocécica o un fragmento de la misma seleccionada de entre
el grupo que consiste en la IsdA, la IsdB, la IsdC, la HarA;

e grupo c) - al menos un regulador estafilocécico de la virulencia, una toxina o un fragmento de los mismos
seleccionado de entre el grupo que consiste en la toxina alfa (HIa), la toxina alfa H35R mutante, la RAP.

Vacunas

Otro aspecto de la invencion es una vacuna que comprende la composicion inmunégena de la invencion y un
portador farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto de la divulgacion se refiere a un procedimiento para la induccién de una respuesta inmunoldgica en un
individuo, particularmente en un mamifero, preferiblemente en seres humanos, que comprende la inoculacion del
individuo con el polinucleétido y/o el polipéptido o la invencion, o un fragmento o una variante de los mismos, o una
combinacion de los mismos como se ha descrito anteriormente, adecuados para la produccién de anticuerpos y/o de
una respuesta inmunitaria de los linfocitos T para proteger a dicho individuo frente a una infeccion, particularmente
frente una infeccion bacteriana, y lo mas particularmente frente a una infeccion estafilococica que incluye una
infeccion por S. aureus y/o por S. epidermidis. También se proporcionan procedimientos mediante los cuales dicha
respuesta inmunoldgica ralentiza la replicacion bacteriana. Otro aspecto mas de la divulgacion se refiere a un
procedimiento para la induccién de una respuesta inmunoldgica en un individuo que comprende la administracion a
dicho individuo de un vector de acido nucleico, de una secuencia o de una ribozima para dirigir la expresion del
polinucledtido y/o del polipéptido o la invencion, o de un fragmento o una variante de los mismos, para la expresion
del polinucledétido y/o del polipéptido de la invencion, o de un fragmento o una variante de los mismos, o de una
combinacion de los mismos como se ha descrito anteriormente, in vivo, con objeto de inducir una respuesta
inmunoldgica, tal como para la produccion de anticuerpos y/o de una respuesta inmunitaria de los linfocitos T,
incluyendo, por ejemplo, linfocitos T productores de citocinas o linfocitos T citotdxicos, para proteger a dicho
individuo, preferiblemente un ser humano, frente una enfermedad, tanto si la enfermedad ya se ha establecido en el
individuo como si no. Un ejemplo de administracion del gen es mediante su aceleracion en las células deseadas en
forma de un recubrimiento sobre particulas o de otra forma. Dicho vector de acido nucleico puede comprender un
ADN, un ARN, una ribozima, un acido nucleico modificado, un hibrido de ADN / ARN, un complejo de ADN-proteina
o un complejo de ARN-proteina.
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Un aspecto adicional de la invencion se refiere a una composicion inmunoldgica que, cuando es introducida en un
individuo, preferiblemente en un ser humano, susceptible de ser inducido con una respuesta inmunolégica, induce
una respuesta inmunolégica en dicho individuo frente a un polinucleétido y/o un polipéptido de la invencion
codificado a partir de la misma, o una combinacién de los mismos como se ha descrito anteriormente, en la que la
composicion comprende un polinucleétido y/o un polipéptido recombinante codificado a partir de la misma y/o que
comprende ADN y/o ARN que codifica para, y expresa, un antigeno de dicho polinucleétido, un polipéptido
codificado a partir de la misma, u otro polipéptido de la invencion. La respuesta inmunolégica puede usarse
terapéuticamente o profilacticamente y puede tomar la forma de una inmunidad de anticuerpo y/o de una inmunidad
celular, tal como la inmunidad celular que surge a partir de los linfocitos CTL o T CD4+.

Un polipéptido de la invencion o un fragmento del mismo puede estar fusionado con una co-proteina o una fraccion
quimica que puede producir o no por si misma anticuerpos, pero que es capaz de estabilizar la primera proteina y de
producir una proteina fusionada o modificada que tendra propiedades antigénicas y/o inmundgenas, y
preferiblemente propiedades protectoras. Por lo tanto, la proteina fusionada recombinante comprende
preferiblemente adicionalmente un co-proteina antigénica, tal como la lipoproteina D de Haemophilus influenzae, la
Glutation-S-transferasa (GST) o la beta-galactosidasa, o cualquier otra co-proteina relativamente grande que
solubilice la proteina y facilite la produccién y la purificaciéon de la misma. Ademas, la co-proteina puede actuar como
un adyuvante en el sentido de proporcionar una estimulacion generalizada del sistema inmunitario del organismo
que recibe la proteina. La coproteina puede estar unida tanto al amino como al carboxi terminal de la primera
proteina.

En una composicion de vacuna de acuerdo con la invencion, puede haber presente un polipéptido y/o un
polinucleétido, o un fragmento o un mimétopo, o una variante de los mismos, o una combinaciéon de los mismos
como se ha descrito anteriormente, en un vector, tal como los vectores recombinantes de microorganismos vivos
descritos anteriormente, por ejemplo, vectores en bacterias vivas.

Esta divulgacion también proporciona composiciones, particularmente composiciones de vacuna, y procedimientos
que comprenden los polipéptidos y/o los polinucleétidos de la invencion y secuencias inmunoestimulantes de ADN,
tales como las descritas en Sato, Y. y col. Science 273: 352 (1996).

En una forma de realizaciéon, la composicion inmunégena de la invencién se mezcla con un excipiente
farmacéuticamente aceptable y/u opcionalmente con un coadyuvante.

Las vacunas de la presente invencion estan opcionalmente coadyuvadas. Algunos coadyuvantes adecuados
incluyen una sal de aluminio tal como gel de hidréxido de aluminio (alum) o fosfato de aluminio, pero también puede
ser una sal de calcio, de magnesio, de hierro o de cinc, o puede ser una suspension insoluble de tirosina acilada, o
azucares acilados, polisacaridos derivatizados catidénicamente o aniénicamente, o polifosfazenos.

Opcionalmente el coadyuvante es un inductor preferente de cualquier respuesta de tipo TH1 o TH2. Unos niveles
elevados de las citocinas de tipo Th1 tienden a favorecer la induccién de las respuestas inmunitarias mediadas por
células frente a un antigeno dado, mientras que unos niveles elevados de las citocinas de tipo Th2 tienden a
favorecer la induccién de respuestas inmunitarias humorales frente al antigeno.

Es importante recordar que la distincion entre la respuesta inmunitaria de tipo Th1 y la de tipo Th2 no es absoluta.
En realidad un individuo soportara una respuesta inmunitaria que se describe como predominantemente Th1 o como
predominantemente Th2. Sin embargo, a menudo es conveniente considerar las familias de citocinas en los términos
que se describen en los clones de linfocitos T CD4 +ve murinos por Mosmann y Coffman (Mosmann, T. R. y
Coffman, R. L. (1989) TH1 and TH2 cells: different patterns of lymphokine secretion lead to different functional
properties. Annual Review of Immunology, 7, pags. 145 - 173). Tradicionalmente, las respuestas de tipo Th1 estan
asociadas con la produccion de INF-y y de citocinas IL-2 por parte de los linfocitos T. Otras citocinas que estan
directamente asociadas a menudo con la induccién de respuestas inmunitarias de tipo Th1 no son producidas por
los linfocitos T, tales como la IL-12. Por el contrario, las respuestas de tipo Th2 estan asociadas con la secreciéon de
IL-4, de IL-5, de IL-6, de IL-10. Algunos sistemas coadyuvantes adecuados que promueven una respuesta
predominantemente Th1 incluyen: monofosforil lipido A o un derivado del mismo, particularmente monofosforil lipido
A 3-des-O-acilado (3D-MPL) (para su preparacion, véase el documento GB 2220211 A); y una combinacion de
monofosforil lipido A, preferiblemente de monofosforil lipido A 3-des-O-acilado, junto con una sal aluminio (por
ejemplo, fosfato de aluminio o hidroxido de aluminio) o con una emulsién de aceite en agua. En dichas
combinaciones, el antigeno y el 3D-MPL estan contenidos en las mismas estructuras particuladas, permitiendo una
administracion mas eficaz de de las sefiales antigénicas e inmunoestimulantes. Algunos estudios han demostrado
que el 3D-MPL es capaz de mejorar adicionalmente la inmunogenicidad de un antigeno adsorbido en alum [Thoelen
y col. Vaccine (1998) 16: 708 - 14; documento EP 689454-B1].

Un sistema mejorado implica la combinacion de un monofosforil lipido A y un derivado de saponina, particularmente
la combinacion de QS21 y 3D-MPL, segun se desvela en el documento WO 94/00153, o una composicion menos
reactogénica en la que el QS21 es inactivado con colesterol, segun se desvela en el documento WO 96/33739. Una
formulaciéon coadyuvante particularmente potente que implica QS21, 3D-MPL y tocoferol en una emulsién de aceite
en agua se describe en el documento WO 95/17210, y es una formulacion preferida. Preferiblemente, la vacuna
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comprende adicionalmente una saponina, mas preferiblemente QS21. La formulacién también puede comprender
una emulsion de aceite en agua y tocoferol (documento WO 95/17210). La presente invencion también proporciona
un procedimiento para la produccién de una formulacién de vacuna que comprende la mezcla de una proteina de la
presente invencion junto con un excipiente farmacéuticamente aceptable, tal como 3D-MPL. Los oligonucleétidos no
metilados que contienen CpG (documento WO 96/02555) también son unos inductores preferentes de una respuesta
TH1 y son adecuados para su uso en la presente invencion.

Las preparaciones de vacuna de la presente divulgacion pueden usarse para la protecciéon o el tratamiento de un
mamifero susceptible a una infeccién, mediante la administracion de dicha vacuna a través de una via sistémica o
mucosal. Estas administraciones pueden incluir una inyeccion a través de las vias intramuscular, intraperitoneal,
intradérmica o subcutanea; o a través de una administracion mucosal en el tracto oral / alimentario, respiratorio,
genitourinario. Aunque la vacuna de la divulgacion puede ser administrada como una dosis Unica, los componentes
de la misma también pueden ser administrados conjuntamente al mismo tiempo o en momentos diferentes. Para una
administracion conjunta, el coadyuvante Th1 opcional puede estar presente en cualquiera o en todas las diferentes
administraciones. Ademas de una Unica via de administraciéon, pueden usarse 2 vias de administracion diferentes.
Ademas, las vacunas de la divulgacion pueden ser administradas IM para las dosis primovacunacion e IN para las
dosis de refuerzo.

La cantidad de antigeno en cada dosis de vacuna se selecciona como una cantidad que induce una respuesta
inmunoprotectora sin unos efectos secundarios adversos significativos en las vacunas tipicas. Dicha cantidad variara
dependiendo del inmundgeno especifico que se emplee y de cémo esté presentado. Generalmente, se espera que
para los antigenos de polisacaridos o de oligosacaridos, cada dosis comprendera entre 0,1 - 100 ug de sacarido,
entre 0,1 - 50 yg para los conjugados de sacarido, entre 0,1 - 10 ug, entre 1 - 10 ug o entre 1y 5 ug es.

El contenido en antigenos proteicos en la vacuna estara normalmente en el intervalo de entre 1 - 100 pg,
preferiblemente de entre 5 - 50 ug, lo mas normalmente en el intervalo de entre 5 - 25 ug. Después de una
vacunacion inicial, los sujetos pueden recibir una o varias inmunizaciones de refuerzo adecuadamente separadas.

La preparacion de vacunas se describe de forma general en Vaccine Design ("The subunit and adjuvant approach”
(eds. Powell M. F. & Newman M. J.) (1995) Plenum Press Nueva York). La encapsulacion en liposomas se describe
en Fullerton, Patente de EE.UU. 4.235.877.

Las vacunas de la presente invencién pueden ser almacenadas en solucion o liofilizadas. Opcionalmente la solucion
es liofilizada en presencia de un azucar tal como sacarosa, trehalosa o lactosa. Opcionalmente estan liofilizadas y
son reconstituidas extemporaneamente antes de su uso. La liofilizaciéon puede dar como resultado una composicién
(vacuna) mas estable.

Un aspecto adicional de la invencién se refiere a un procedimiento para la elaboracion de la vacuna de la invencion
que comprende la etapa de la adiciéon de un excipiente farmacéuticamente aceptable a la composicién inmundgena
de la invencion.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a la composicion inmundgena, al polipéptido o al polinucledtido de la
invencién para su uso en el tratamiento de la prevencion de una enfermedad estafilocécica.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un uso de la composicion inmunoégena, del polipéptido o del
polinucleétido de la invencién en la preparacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de una
enfermedad estafilocdcica.

Un aspecto adicional de la divulgacion se refiere a un procedimiento para el tratamiento o la prevencion de una
enfermedad estafilococica que comprende la administracion de la composicion inmundgena, de la vacuna, del
polipéptido o del polinucleétido de la invencién a un paciente en necesidad de los mismos.

La divulgacién también engloba un procedimiento de tratamiento de una infeccion estafilococica, particularmente de
infecciones nosocomiales adquiridas en un hospital.

La composicién inmundgena o la vacuna de la invencion es particularmente ventajosa para su uso en los casos de
una cirugia programada. Dichos pacientes conocen la fecha de la cirugia por anticipado y podrian ser inoculados
con antelacion. Dado que no se sabe si el paciente estaba expuesto a una infeccidon por S. aureus o por S.
epidermidis, es preferible inocular una vacuna de la invencién que proteja frente a ambos, como se ha descrito
anteriormente. Preferiblemente se tratan adultos mayores de 16 afios que esperan una cirugia programada con las
composiciones inmundgenas y las vacunas de la invencion.

También es ventajoso inocular a los trabajadores sanitarios con la vacuna de la invencion.

Las preparaciones de vacuna de la presente invencion pueden usarse para la proteccion o el tratamiento de un
mamifero susceptible a una infeccién, mediante la administraciéon de dicha vacuna a través de una via sistémica o
mucosal. Estas administraciones pueden incluir la inyeccion a través de las vias intramuscular, intraperitoneal,
intradérmica o subcutanea; o a través de una administracién mucosal en el tracto oral / alimentario, respiratorio,
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genitourinario.

La cantidad de antigeno en cada dosis de vacuna se selecciona como una cantidad que induce una respuesta
inmunoprotectora sin unos efectos secundarios adversos significativos en las vacunas tipicas. Dicha cantidad variara
dependiendo del inmundgeno especifico que se emplee y de cdmo esté presentado. El contenido en proteina de la
vacuna estara normalmente en el intervalo de entre 1 - 100 pg, preferiblemente de entre 5 - 50 ug, lo mas
normalmente en el intervalo de entre 10 - 25 pyg. Generalmente, se espera que cada dosis comprenda entre 0,1 -
100 pg de polisacarido cuando esté presente, preferiblemente entre 0,1 - 50 ug, preferiblemente entre 0,1 - 10 ug, de
los cuales el intervalo mas preferible es de entre 1 y 5 yg. La cantidad 6ptima para una vacuna en particular puede
ser determinada mediante los estudios habituales que implican la observacion de las respuestas inmunitarias
apropiadas en sujetos. Después de una vacunacion inicial, los sujetos pueden recibir una o varias inmunizaciones de
refuerzo adecuadamente separadas.

Aunque las vacunas de la presente invencion pueden ser administradas a través de cualquier via, la administracion
de las vacunas descritas en la piel (ID) forma una forma de realizaciéon de la presente invencién. La piel humana
comprende cualquier cuticula "cornea", denominada estrato corneo, que esta por encima de la epidermis. Por debajo
de esta epidermis hay una capa denominada dermis, que a su vez esta por encima del tejido subcutaneo. Los
investigadores han demostrado que la inyeccion de una vacuna en la piel, y en particular en la dermis, estimula una
respuesta inmunitaria, que también puede estar asociada con varias ventajas adicionales. La vacunacion
intradérmica con las vacunas descritas en el presente documento forma una caracteristica preferida de la presente
invencion.

La técnica convencional de inyeccion intradérmica, el "procedimiento de mantoux”, comprende las etapas de
limpieza de la piel y después, estirando con una mano y con el bisel de una aguja de calibre estrecho (de calibre 26 -
31) hacia arriba, se inserta la aguja a un angulo de entre 10 - 15°. Una vez que se ha insertado el bisel de la aguja,
el cilindro de la aguja se baja y se hace avanzar mientras se proporciona una ligera presion para elevarlo bajo la piel.
Después el liquido es inyectado muy lentamente, formando asi una ampolla o burbuja en la superficie de la piel,
seguido de una lenta retirada de la aguja.

Mas recientemente se han descrito dispositivos que estan disefiados especificamente para administrar agentes
liquidos en o a través de la piel, por ejemplo, los dispositivos descritos en el documento WO 99/34850 y en el
documento EP 1092444, también los dispositivos de inyeccion a chorro descritos, por ejemplo, en el documento WO
01/13977; en el documento US 5.480.381, en el documento US 5.599.302, en el documento US 5.334.144, en el
documento US 5.993.412, en el documento US 5.649.912, en el documento US 5.569.189, en el documento US
5.704.911, en el documento US 5.383.851, en el documento US 5.893.397, en el documento US 5.466.220, en el
documento US 5.339.163, en el documento US 5.312.335, en el documento US 5.503.627, en el documento US
5.064.413, en el documento US 5.520, 639, en el documento US 4.596.556, en el documento US 4.790.824, en el
documento US 4.941.880, en el documento US 4.940.460, en el documento WO 97/37705 y en el documento WO
97/13537. Algunos procedimientos alternativos de administracion intradérmica de las preparaciones de vacuna
pueden incluir jeringas y agujas convencionales o dispositivos disefiados para la administracion balistica de vacunas
solidas (documento WO 99/27961) o parches transdérmicos (documento WO 97/48440; documento WO 98/28037);
o aplicados en la superficie de la piel (administracion transdérmica o subcutanea, documento WO 98/20734;
documento WO 98/28037).

Cuando las vacunas de la presente invencién van a ser administradas en la piel, o mas especificamente en la
dermis, la vacuna estd en un pequefio volumen de liquido, particularmente en un volumen de entre
aproximadamente 0,05 mly 0,2 ml.

El contenido en antigenos en las vacunas cutaneas o intradérmicas de la presente invencion puede ser similar a las
dosis convencionales encontradas en las vacunas intramusculares (véase anteriormente). Sin embargo, es una
caracteristica de las vacunas cutaneas o intradérmicas que las formulaciones pueden ser de "dosis baja".
Consecuentemente, los antigenos proteicos de las vacunas de "dosis baja" estan presentes preferiblemente en una
cantidad tan pequefia como de entre 0,1 y 10 ug, preferiblemente de entre 0,1 y 5 ug por dosis; y los antigenos de
polisacaridos (preferiblemente conjugados) pueden estar presentes en el intervalo de entre 0,01 - 1 ug, y
preferiblemente de entre 0,01 y 0,5 ug de polisacarido por dosis.

Segun se usa en el presente documento, el término "administracion intradérmica" significa la administracion de la
vacuna en la region de la dermis de la piel. Sin embargo, la vacuna no estara ubicada necesariamente
exclusivamente en la dermis. La dermis es la capa de la piel localizada entre aproximadamente 1,0 y
aproximadamente 2,0 mm bajo la superficie de la piel humana, pero existe una cierta cantidad de variacion entre los
individuos y en diferentes partes del cuerpo. En general, puede esperarse alcanzar la dermis al penetrar 1,5 mm por
debajo de la superficie de la piel. La dermis esta ubicada entre el estrato corneo y la epidermis de la superficie, y la
capa subcutanea inferior. Dependiendo del modo de administracion, la vacuna puede ubicarse finalmente
Unicamente o principalmente en la dermis, o finalmente puede ser distribuida por la epidermis y la dermis.

Una forma de realizacién adicional de la divulgacion es un procedimiento para la prevencion o el tratamiento de una
infeccion estafilocécica que comprende la etapa de la administracion de la vacuna de la invencién a un paciente en
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necesidad de la misma, por ejemplo, a un paciente que espera una cirugia programada.

El término ’infeccion estafilocdcica’ engloba la infeccién causada por S. aureus y/o por S. epidermidis y por otras
cepas estafilocdcicas capaces de causar una infeccion en un mamifero, preferiblemente en un hospedador humano.

Con objeto de que esta invencién sea mejor comprendida se establecen los siguientes ejemplos. Estos ejemplos
tienen unicamente fines ilustrativos y no deben ser interpretados como limitantes del ambito de la invencién en modo
alguno.

Ejemplos
Ejemplo 1 Expresion recombinante en E. coli y purificacion de la proteina de fusion de proteina A-Sbi

Se elabor6 una proteina de fusion de 65 kDa de proteina A-Sbi mediante la fusién de un fragmento del gen de la
proteina A con un fragmento del gen de la Sbi, su clonacion en el vector de expresiéon TCMP14 y la expresion de la
proteina de fusién en E. coli.

El fragmento de la proteina A de S. aureus, que codifica para un fragmento de la proteina A de 43 kDa, que incluia
los cinco dominios de unién a la IgG, pero no incluia el péptido de sefalizacion ni la region de anclaje a la pared C
terminal, fue amplificado a partir de la cepa NCTC8325 DNA (ATCC35556D) en forma de un fragmento de 1.164
pares de bases. Los cebadores usados fueron:-

ggaattc catatg GCGCAACACGATGAAGCTC (incluyendo un sitio Ndel en negrita)

y
cgc ggatcc GCCGACATGTACTCCGTTACCATC (incluyendo un sitio BamHI en negrita)

El fragmento de la Sbi, que codifica para un fragmento de 20 kDa de la Sbi que incluye los dos dominios de unién a
la IgG pero que excluye la B-2-glicoproteina 1 del dominio de unién a la IgG, fue amplificado a partir de la cepa
NCTC8325 DNA (ATCC35556D) en forma de un fragmento de 522 pares de bases. Los cebadores usados fueron:

cgc ggatcc-AGTGAAAACACGCAACAAACTTC (incluyendo un sitio BamH1 en negrita)

y
gc tctaga tta actagt TGCTTTTTCAATTGAAACTTTTTCTAC (incluyendo un sitio Xba1 y un codén de deteccion,
subrayado en negrita, y un sitio Spe1 en negrita)

Los dos fragmentos se clonaron en un vector TCMP14 mediante el uso de los sitios de clonacion Ndel, BamHI y
Spel, y se transformaron en E. coli AR58.

Se realizaron cultivos bacterianos (4 x 250 ml) a 30 °C en LBT + 50 pyg/ml de kanamicina. La expresion de la
proteina se indujo a la temperatura de 42 °C durante cuatro horas. El cultivo bacteriano se centrifugdé para formar
sedimentos de células bacterianas y se conservaron a - 20 °C hasta la extraccion. La Figura 2 muestra un PAGE al 4
- 20 % tefido con coomassie que muestra que se observa la expresion de la proteina A-Sbi en las células
transformadas después de 4 horas a la temperatura de induccién. Aparece una nueva banda de 65 kDa en el carril 5
que contiene las bacterias incubadas 4 horas a la temperatura de induccién.

El sedimento bacteriano (correspondiente a 4 x 250 ml de cultivo bacteriano) se resuspendié en tampdn de union
que contiene fosfato 20 mM (Na2HPO4 / NaH2PO4), NaCl 500 mM, pH 7,4. Dado que las proteinas son sensibles a
las proteasas, se afiadio inhibidor de la proteasa (Pefablock 1 mM) a la suspension. Después las bacterias se lisaron
mediante 4 pases en la prensa francesa. El lisado se centrifugd durante 20 minutos a 13.000 rpm y se uso el
sobrenadante para la purificacion. Se us6 una columna quelante Hi-Trap HP (5 ml) (Amersham Biosciences) para la
purificacion. El sobrenadante se cargd en la columna, que posteriormente se lavé con fosfato 20 mM (Na2HPO4 /
NaH2PO4), NaCl 500 mM, pH 7,4. La proteina de fusion unida eluyé después con un tampén de eluciéon que
contiene: fosfato 20 mM (Na2HPO4 / NaH2PO4), NaCl 500 mM, imidazol 100 mM, pH 7,4. Después de la
purificacion, las fracciones eluidas se agruparon, se dializaron contra fosfato 50 mM (Na2HPO4 / NaH2PO4), NaCl
150 mM, pH 7,4, se filtraron (0,22 ym) y se cuantificaron mediante el uso del kit BCA™ Protein Assay (Pierce). El
rendimiento de la purificacion fue de 4,73 mg.

Se realizaron una SDS-PAGE y una inmunotransferencia Western sobre la proteina A-SBI purificada. La Figura 3
muestra un PAGE al 4 - 20 % tefiido con coomassie. Habia presente una banda pura de 65 kDa en las muestras de
proteina purificada.

Ejemplo 2 Evaluacion de la proteina de fusion de proteina A-SBI en un modelo de mortalidad de ratén
inducida por una infeccion intraperitoneal por S. aureus

Procedimiento

Se inmunizaron intramuscularmente grupos de 25 ratones hembras CD1 de 4 semanas de edad tres veces (los dias
0, 14 y 28) con 8 pg de la proteina A (ProtA) o de la proteina de fusion de ProtA-SBI, ambas coadyuvadas con
AIPO4. Los ratones de control fueron inmunizados con la cantidad equivalente de coadyuvante de AIPO.; o con
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células completas inactivadas de S. aureus de serotipo 5 Reynolds (5 10° UFC) coadyuvadas con AIPO,. El dia 42,
los ratones fueron expuestos intraperitonealmente a 500 yl de la cepa 5 Reynolds de S. aureus (3 10° UFC)
complementada con un 5 % de mucina. Se observé la mortalidad de los ratones hasta 4 dias después de la
exposicion.

Resultados

Los resultados se muestran en la Figura 4. Como se esperaba, no se observé ninguna proteccion en los ratones
inmunizados s6lo con AIPO4. Se observé una proteccion muy buena en el grupo de control positivo con el homdélogo
de células totales inactivadas. No se observa ninguna proteccion después de la inmunizacién con la ProtA. Aunque
no es estadisticamente significativo, se obtuvo un aumento en el indice de supervivencia del 24 % en los ratones
inmunizados con el constructo de ProtA-SBI.

Conclusion

La inmunizacién con la combinacién de los dominios de la IgG de la proteina A y de la Sbi en la proteina de fusion
era capaz de proporcionar una mayor proteccion que la inmunizacion sélo con la proteina A. La proteccion frente a
una infeccién por S. aureus inducida por la inmunizacién con la proteina de fusion de proteina A-SBI en este modelo
sugiere que este antigeno puede ser usado junto con otros candidatos con objeto de obtener una vacuna eficaz
contra S. aureus.

Ejemplo 3 Analisis bioinformatico de las secuencias de la proteina A y de Sbi

Se compararon las secuencias de Sbi de las cepas de S. aureus Col, Mu50, NCTC8325, N315, Mw2, MRSA252 y
MSSA476 y se calculd el porcentaje de identidad mediante el uso del programa ClustalW. El alineamiento se
muestra en la Figura 5, y se encontré que las secuencias comparten una identidad del 92 - 100 %.

Los dominios de union a la IgG fueron identificados segun se muestra en la Tabla 1.

Cepa Dominio |Comienzo (aa)| Fin (aa) | Comienzo (nT) | Fin (nT)
Dom1 43 94 127 282
NCTC8325
Dom2 95 148 283 444
Dom1 45 96 133 288
Mu50
Dom2 97 150 289 450
Dom1 43 94 127 282
N315
Dom2 95 148 283 444
Dom1 43 94 127 282
Mw2
Dom2 95 148 283 444
col Dom1 43 94 127 282
o
Dom2 95 148 283 444
Dom1 43 94 127 282
MRSA252
Dom2 95 148 283 444
Dom1 43 94 127 282
MSSA476
Dom2 95 148 283 444

Se compararon las secuencias de la proteina A de las cepas de S. aureus Col, Mu50, NCTC8325, N315, Mw2,
MRSA252 y MSSA476 y se calculd el porcentaje de identidad mediante el uso del programa ClustalW. El
alineamiento se muestra en la Figura 4, y se encontré que las secuencias comparten una identidad del 91 - 100 %.
Los dominios de union a la IgG estan identificados en la Tabla 2.

Cepa Dominio | Comienzo (aa) Fin (aa) | Comienzo (nT) | Fin (nT)
Dom1 35 88 103 264
Dom2 96 149 286 447
NCTC8325 Dom3 154 207 460 621
Dom4 212 265 634 795
Dom5 270 323 808 969
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(continuacion)

Cepa Dominio Comienzo (aa) Fin (aa) | Comienzo (nT) Fin (nT)
Dom1 35 88 103 264
Mu50 Dom2 96 149 286 447
Dom3 154 207 460 621
Dom4 212 265 634 795
Dom1 35 88 103 264
N315 Dom2 96 149 286 447
Dom3 154 207 460 621
Dom4 212 265 634 795
Dom1 35 88 103 264
Dom2 96 149 286 447
Mw2 Dom3 154 207 460 621
Dom4 212 265 634 795
Dom5 270 323 808 969
Dom1 35 88 103 264
Dom2 96 149 286 447
CoL Dom3 154 207 460 621
Dom4 212 265 634 795
Dom5 270 323 808 969
Dom1 35 88 103 264
Dom2 96 149 286 447
MRSA252 Dom3 154 207 460 621
Dom4 212 265 634 795
Dom5 270 323 808 969
Dom1 35 88 103 264
Dom2 96 149 286 447
MSSA476 Dom3 154 207 460 621
Dom4 212 265 634 795
Dom5 270 323 808 969
Dom1 47 100 139 300
Dom2 108 161 336 483
ve Dom3 166 219 496 657
Dom4 224 277 670 831

Ejemplo 4 Construccion de una proteina de fusion que contiene ProtA-SdrG-Sbi (+ 150 kDa)

Se cloné el gen sdrG en el constructo de la proteina A - Sbi descrito en el Ejemplo 1, mediante la insercion del sdrG
en el sitio BamH| entre el gen de la ProtA y el gen de la Sbi para formar un constructo de ProtA-SdrG-Sbi.

El SdrG fue amplificado mediante una PCR a partir del ADN gendmico de la cepa 12228 de S. epidermidis mediante
el uso de los siguientes cebadores:

Cebador 1: fus SdrG28 - 01 (BamHlI).
CGCGGATCCGA GAAGAATTCAG TA CAAGAC

Cebador 2: fus SdrG28 - 02 (BamHlI).
CGCGGAT CCTT CGT CAT CATAGTAT CCGTTATC

El constructo resultante tenia la secuencia de la SEC ID N°: 75. Este constructo se usé para expresar la proteina de

fusion de proteina A-SdrG-Sbi mediante el uso del protocolo descrito en el ejemplo 1. La expresion dio como
resultado una proteina de 150 kDa de la proteina de proteina A-SdrG-Sbi que fue visualizada mediante un analisis
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con un gel de poliacrilamida al 4 - 20 % y una tincion con azul de coomassie, 0 mediante una inmunotransferencia
western mediante el uso de un anticuerpo anti-etiqueta de His.

Secuencias

SEC ID N° 1 dominio 1 de Sbi

TANNYVTDQQKAFYQVLHLKGITEEQRNQYIKTLREHPERAQEVFSESLKDS
SEC ID N° 2 dominio 2 de Sbi

KNPERRVAGQGONAF YNVLKNDNLTEQEKNNYIAQIKENPDRSQQVWVESVOASSKA

SEC ID N° 3 dominios 1y 2 de SBI

TQNNYVTDROKAFYQVLHLKGITEEQRNQYIKTLREHPERAQEVFSESLKDSKN
PDRRVAQONAFYNVLKNDNLTEQEKNNY IAQIKENPDRSQQVWVESVQSSKA

SEC ID N° 4 parte de la Sbi de la proteina de fusién

SENTQQTSTKHQTTONNYVTDOQOKAFYQVLHLKGITEEQRNQY IKTLREHPERAQEVFSE
SLKDSKNPDRRVAQONAFYNVLKNDNLTEQEKNNY IAQIKENPDRSQQVWVESVQSSKAK
ERQNIENADKATKDFQDNKAPHDKSAAYEANSKLPKDLRDKNNRFVEKVSIEKA

SEC ID N° 5 Col de Sbi

MEKNKY ISKLLVGAATITLATMISNGEAKAS ENTQOTSTKHOTTONNYVIDQOKAFYQVLH
LKGITEEQRNQYIKXTLREHPERAQEVFSESLKDSKNPDRRVAQONAFYNVLKNDNLTEQE
KNNYIAQIKENPDRSQQVWVESVQSSKAKERQNIENADKAIKDFQDNKAPHDKSAAYEAN
SKLPKDLRDKNNRFVEKVSIEKAIVRHDERVKSANDAISKLNEKDSIENRRLAQREVNEA
PMDVKEHLOQKQLDALVAQKDAEKKVAPKVEAPQIQSPQIEKPKVESPKVEVPQIQSPKVE
VEQSKLLGYYQSLKDSFNYGYKYLTDTYKSYKEKYDTAKYYYNTYYKYKGAIDQTVLTVL
GSGSKSYIQPLKVDDKNGY LAKSYAQVRNYVTES INTGKVLY TFYQNPTLVKTAIKAQET
ASSIKNTLSNLLSFWK ’

SEC ID N° 6 Mu50 de Sbi

MHMENKY ISKLLVGAATITLATMISNGEAKASENTQQTSTKHQTTONNYVTDOQQKAFYQV
LHLKGITEEQRNQYIXTLREHPERAQEVFSESLKDSKNPDRRVAQONAFYNVLKNDNLTE
QEKNNYIAQIKENPDRSQQVWVESVQSSKAKERQNIENADKAIKDFQDNKAPHDKSAAYE
ANSKLPKDLRDKNNRFVEKVSIEKAIVRHDERVKSANDAISKLNEKDSTENRRLAQREVN
KAPMDVKEHLOKQLDALVAQKDAEKKVAPKVEAPQIQSPQIEKPKAESPKVEVPQSKLLG
YYQSLKDSFNYGYKYLTDTYKSYKEKYDTAKYYYNTYYKYKGAIDQTVLTVLGSGSKSYT
QPLKVDDKNGYLAKSYAQVRNYVTESINTGKVLYTFYQNPTLVKTAIKAQETASSIKNTL
SNLLSFWK

SEC ID N° 7 MRSA252 de sbi

MKNKYISKLLVGAATITLATMISNGEAKASENTQOTSTKHQTTONNYVTDQQKAFYQVLH
LKGITEEQRNQYIKTLREHPERAQEVFSESLKDSKNPDRRVAQQONAFYNVLKNDNLTEQE
KNNYIAQIKENPDRSQQVWVESVQSSKAKERQNIENADKAIKDFQDNKAPHDKSAAYEAN
SKLPKDLRDKNNRFVEKVSIEKAIVRHDERVESANDAI SKLNEKDSIENRRLAQREVNKA
PMDVQKHLOKQLDALVAQKDAEKKVAPKVEAPQIQSPQIEKPKAESPKVEVPQIQSPKVE
VPQSKLLGYYQSLEKDSFNYGYKYLTDTYKSYKEKYDTAKYYYNKYYQYKGLIDKTVLTTI
GEGYGSYIKPLEVSKESGNLAKSYAQVRNYVTESINTGKVLYAFYQKPELVKTATKAQET

ATTFKNALTGIFKSFWK
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SEC ID N° 8 MSSA476 de sbi

MKNKYISKLLVGAATITLATMISNGEAKASENTQQTSTKHQTTQONNYVTDQOKAFYQVLH
LKGITEEQRNQYIKTLREHPERAQEVFSESLKDSKNPDRRVAQQONAFYNVLKNDNLTEQE
KNNYIAQIKENPDRSQQVWVESVQSSKAKERQNIENADKATI KDFQDNKAPHDKSAAYEAN
SKLPKDLRDKNNRFVEKVSIEKAIVRHDERVKSANDAT SKLNVKDSTIENRRLAQREVNKA
PMDVKEHLQKQLDALVAQKDAEKKVAPKVEAPQIQSPQIEKPKAESPKVEVPQIQSPKVE
VPQSKLLGYYQSLEKDSFNYGYKYLTDTYKSYKEKYDTAKYYYNTYYKYKGAIDKAVLTLL
GDGSKSYIQPLKVDDKNGYLAKSYAQVRNYVTESINTGKVLYTFYQNPTLVKTATIKAQET
ASSIKNTITGLFNSFWK

SEC ID N° 9 MW?2 de sbi

MINKYISKLLVGAATITLATMISNGEAKASENTQQTSTKHQTTQNNYVTDOQKAFYQVLH
LKGITEEQRNQYIKTLREHPERAQEVFSESLKDS KNFDRRVAQQONAFYNVLKNDNLTEQE
KNNYIAQIKENPDRSQQVWVESVQSSKAKERQNIENADKAIKDFQDNKAPHDKSAAYEAN
SKLPKDLRDENNRFVEKVSIEKAIVREDERVKSANDATISKLNVKDSIENRRLAQREVNEKA
PMDVKEELQKQLDALVAQKDAEKKVAPKVEAFPQIQSPQIEKPKAESPKVEVPQIQSPKVE
VPOSKLLGYYOSLKDSFNYGYKYLTDTYKSYKEKYDTAKYYYNTYYKYKGAIDKAVLTLL
GDGSKSYIQOPLKVDDKNGYLAKSYAQVRNYVTESINTGKVLYTFYQNPTLVKTAIKAQET
ASSIKNTITGLFNSFWK

SEC ID N° 10 N315 de sbi

MEKNKY ISKLLVGAATITLATMI SNGEAKASENTQQTS TKHQTTONNYVTDQQKAFYQVLH
LKGITBEQRNQYIKTLREHPERAQEVFSESLKDSKNPDRRVAQONAFYNVLKNDNLTEQE
KNNYIAQIKENPDRSQOVWVESVOSSKAKERONTENADKATIKDFQDNKAPHDKSAAYEAN
SKLPKDLRDKNNRFVEKVSIEKAIVRHDERVKSANDATSKLNEKDSIENRRLAQREVNKA
PMDVKEHLOKQLDALVAQKDAEKKVAPKVEAPQIQSPQIEKPKAESPKVEVPQIQSPKVE
VPQSKLLGYYQSLKDSFNYGYKYLTDTYKS YKEKYDTAKYYYNTYYKYKGATIDQTVLTVL
GSGSKSYIQPLKVDDKNGYLAKSYAQVRNYVTES INTGKVLYTFYQNPTLVKTAIKAQET
ASSIKNTLSNLLSFWK

SEC ID N° 11 NCTC8325 de sbi

MKNKYISKLLVGAATITLATMISNGEAKASENTQQTSTKHQTTONNYVTDOQQKAFYQVLH
LKCGITEEQRNQYIKTLREHPERAQEVFSESLKDSKNPDRRVAQQNAFYNVLKNDNLTEQE
KNNYIAQIKENPDRSQOVWVESVQSSKAKERQNIENADKAIKDFODNKAPHDKSAAYEAN
SKLPKDLRDKNNRFVEKVSIEKAIVRHDERVKSANDAISKLNEKDSIENRRLAQREVNKA
PMDVKEHLOKQLDALVAQKDAEKKVAPKVEAPQIQSPQIEKPKVESPRVEVPQIQSPKVE
VPQSKLLGYYQSLEDSFNYGYKYLTDTYKSYKEKYDTAKYYYNTYYKYKGAIDQTVLTVL
GSGSKSYIQPLKVDDKNGYLAKSYAQVRNYVTES INTGKVLYTFYQNPTLVKTAIKAQET
ASSIKNTLSNLLSFWK

SEC ID N° 12 dominio 1 de SPA
NAAQHDEAQGNAFYQVLNMPNLNADQRNGFIQSLKDDPSQSANVLGEAQKLNDS
SEC ID N° 13 dominio 2 de SPA (V8)
QAONKFNKDQGOSAFYEILNMPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQSTNYLGEAKKLNES
SEC ID N° 14 dominio 2 (Mu50)
QONNFNKDQGSAFYEILNMPNLNEAGRNGFIQSLKDDPSQSTNVLGEAKKLNES

SEC ID N° 15 dominio 3 (MRSA)

ADNNFNKEQQNAFYEILNMPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNES
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SEC ID N° 16 dominio 3 (V8)
ADNNFNKEQGNAF YEILNMPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNDA

SEC ID N° 17 dominio 3 (MU50)

ADNNFNKEQQNAFYEILNMPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLSEAKKLNES
SEC ID N° 18 dominio 4 (MRSA)

ADNKFNKEQONAFYEILHLPNLNEEQRNGF IQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNDA

SEC ID N° 19 dominio 4 (V8)
ADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLTEEQRNGFIQSLKDDPSVSKEILAEAKKLNDA
SEC ID N° 20 dominio 4 (MU50)
ADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSVSKEILAEAKKLNDA
SEC ID N° 21 dominio 5
ADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLTEEQRNGFIQSLKDDPSVSKEILAEAKKLNDA
SEC ID N° 22 dominios 1 + 2

MAQHDEAQONAFYQVLNMPNLNADQRNGFIQSLKDDPSQSANVLGEAQKLNDSQ
APKADAQONNFNKDQQSAFYEILNMPNLNEAQRNGFIQSLKDDPSQSTNVLGEA
KKLNES

SEC ID N° 23 dominios 2 - 3

QONNFNKDOQQSAFYEILNMENLNEAQRNGFIQSLKDDPSQSTNVLGEA
KKLNESQAPKADNNFNKEQQNAFYEILNMPNLNEEQRNGF IQSLKDDPSQSANL
LSEAKKLNES

SEC ID N° 24 dominios 3 - 4

ADNNFNKEQQNAFYEILNMPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQSANL
LSEAKKLNESQAPKADNKFNKEQONAFYEILHLPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQ

SANLLAEAKKLNDA
SEC ID N° 25 dominios 4 - 5

ADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQ
SANLLAEAKKLNDAQAPKADNKFNKEQONAFYEILHLPNLTEEQRNGFIQSLKD
DPSVSKETILAEAKKLNDAQA

SEC ID N° 26 dominios 1 -3
MAQHDEAQONAFYQVLNMPNLNADQRNGFIQSLKDDPSQSANVLGEAQKLNDSQ
APKADAQQNNFNKDQQSAFYEILNMPNLNEAQRNGFIQSLKDDPSQSTNVLGEA

KKLNESQAPKADNNFNKEQQNAFYEILNMPRLNEEQRNGFIQSLKDDPSQSANL
LSEAKKLNES
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SEC ID N° 27 dominios 2 - 4

QONNFNKDCQOSAFYEI LNMPNLNEAQRNGF I QSLEKDDPSQOSTNVLGEA
KKLNESQAPKADNNFNKEQONAFYEILNMPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQSANL
LSEAKKLNESQAPKADNKFNKEQQONAFYEILHLPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQ
SANLLAEAKKLNDA

SEC ID N° 28 dominios 3 -5

QAPKADNNFNKEQQNAFYE I LNMPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQSANL
LSEAKKLNESQAPKADNKFNKEQQNAFYE ILHLPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQ
SANLLAEAKKLNDAQAPKADNKFNKEQONAFYETLHLPNLTEEQRNGFIQSLKD
DPSVSKEILAEAKKLNDAQA

SEC ID N° 29 dominios 1 - 4

AQHDEAQONAFYQVLNMPNLNADQRNGFIQSLKDDPSQSANVLGERQKLNDSQ
APKADAQONNFNKPQOSAFYEILNMPNLNEAQRNGFLOSLKDDPSQSTNVLGEA
KKLNESQAPKADNNFNKEQONAFYEILNMPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQSANL
LSEAKKLNESQAPKADNKFNKEQONAFYEILHLPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQ
SANLLAEAKKLNDA

SEC ID N° 30 dominios 2 - 5

QONNFNKDQQSAFYEILNMEFNLNEAQRNGFIQSLKDDPSQSTNVLGEA
KKLNESQAPKADNNFNKEQONAFYEILNMPNLNEEQRNGF IQSLKDDPSQSANL
LSEAKKLNESQAPKADNKFNKEQONAFYEILHLPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQ
SANLLAEAKKLNDAQAPKADNKFNKEQONAFYEILHLPNLTEEQRNGFIQSLKD
DPSVSKEILAEAKKLNDAQA

SEC ID N° 31 dominios 1 -5

AQHDEAQQONAFYQVLNMPNLNADQRNGFIQSLKDDPSQSANVLGEAQKLNDSQ

APKADAQONNFNKDQQSAFYEI LNMPNLNEAQRNGF IQSLKDDPSQSTNVLGEA
KKLNESQAPKADNNFNKEQONAFYE ILMMPNLNEEQRNGF IQSLKDDPSQSANL
LSEAKKLNESQAPKADNKFNKEQQONAFYEILHLPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQ

SANLLAEAKKLNDAQAPKADNKFNKEQQNAFYEI LELPNLTEEQRNGFIQSLKD
DPSVSKEILAEAKKLNDAQA
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SEC ID N° 32 parte de la proteina A de la proteina de fusién

MAQHDEAQONAFYQVLNMPNLNADQRNGFIQSLKDDPSQSANVLGERQKLNDSQ
APKADAQONNFNKDQQOSAFYEILNMPNLNEAQRNGFIQSLKDDPSQSTNVLGER
KKLNESQAPKADNNFNKEQONAFYE ILNMPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQSANL
LSEAKKLNESQAPKADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQR&GFIQSLKDDPSQ
SANLLAEAKKLNDAQAPKADNKFNKEQONAFYEILHLPNLTEEQRNGFIQSLKD
DPSVSKEILAEAKKLNDAQAPKEEDNNKPGKEDNNKPGKEDNNKPGKEDNNKPG
KEDNNKPGKEDGNKPGKEDNKKPGKEDGNKPGKEDNKKPGKEDGNKPGKEDGNK
PGKELGNGVHVG

SEC ID N° 33 NCTC8425 de SPA

MKKKNIYSIRKLGVGIASVILGTLLISGGVTPAANAARQHDEAQQNAF YQVLNMPNLNADQ
RNGFIQSLKDDPSQOSANVLGEAQKLNDSQAPKADAQONNFNKDQQSAFYEILNMPNLNEA
QRNGFIQSLKDDPSQSTNVLGEAKKLNESQAPKADNNFNKEQQNAFYEILNMPNLNEEQR
NGFIQSLKDDPSOSANLLSEAKKLNESQAPKADNKFNKEQONAFYEILHLPNLNEEQRNG
FIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPKADNKFNKEQONAFYE ILHLPNLTEEQRNGFI
QSLKDDPSVSKEILAEAKKLNDAQAPKEEDNNKPGKEDNNKPGKEDNNKPGKEDNNKPGK
EDNNKPGKEDGNKPGKEDNKKPGKEDGNKPGKEDNKKPGKEDGNKPGKEDGNKPGKEDGN
GVHVVKPGDTVNDIAKANGTTADKIAADNKLADKNMIKPGQELVVDKKQPANHADANKAQ
ALPETGEENPFIGTTVFGGLSLALGARLLAGRRREL

L}

SEC ID N° 34 Mu50 de SPA

MKEKNIYSIRKLGVGIASVTLGTLLISGGVTPAANAAQHDEAQQONAFYQVLNMPNLNADQ
RNGFIQSLKDDPSQSANYVLGEAQKLNDSQAPKADAQONNFNKDQQSAFYEILNMPNLNER
QRNGFIQSLKDDPSQSTNVLGEAKKLNESQAPKADNNFNKEQQNAFYEILNMPNLNEEQR
NGFIQSLKDDPEQSANLLSEAKKLNESQAPKADNKFNKEQONAFYEILHLPNLNEEQRNG
FIQSLKDDPSVSKEILAEAKKLNDAQAPKEEDNKKPGKEDGNKPGKEDGNKPGKEDNKKP
GKEDGNKFGKEDNNKPGKEDGNKPGKEDNNKPGKEDGNKPGKEDGNKPGKEDGNGVHVVEK
PGDTVNDIAKANGTTADKIAADNKLADKNMI KPGQELVVDKKQPANHADANKAQALPETG
EENPFIGTTVFGGLSLALGAALLAGRRREL

SEC ID N° 35 N315 de SPA

MKKKNIYSIRKLGVGIASVTLGTLLISGGVTPAANAACHDEAQONAFYQVLNMPNLNADQ
RNGFIQSLEKDDPSQSANVLGEAQKLNDSQAPKADAQONNFNKDQOSAFYEILNMPHNLNEA
ORNGFIQSLKDDPSQSTNVLGEAKKUNESQAPKADNN FNKEQONAFYEILNMPNLNEEQR
NGFIQSLKDDPSQSANLLSEAKKLNESQAPKADNKFNKEQQNAFYEI LHLPNLNEEQRNG
FIQSLKDDPSVSKEILAEAKKLNDAQAPKEEDNKKPGKEDGNKPGKEDGNKPGKEDNKKP
GKEDGNKPGKEDNNKPGKEDGNKPGKEDNNKPGKEDGNKPGKEDGNKPGKEDGNGVHVVEK
PGDTVNDIAKANGTTADKIAADNKLADKNMIKPGQELVVDKKQPANHADANKAQALFETG
EENPFIGTTVFGGLSLALGAALLAGRRREL

SEC ID N° 36 MW2 de SPA

MKKKNIYSIRKLGVGIASVTLGTLLISGGVTPAANALQHDEAQQONAFYQVLNMPNLNADQ
RNGFIQSLKDDPSQSANVLGEAQKLNDSQAPKADAQQONNFNKDQOQSAFYEI LNMPNLNEA
QRNGFIQSLEKDDPSQSTNVLGEAKKLNESQAPKADNNFNKEQQNAFYEI LNMPNLNEEQR
NGFIQSLKDDPSQSANLLSEAKKLNESQAPKADNKFNKEQONAFYEILHLPNLNEEQRNG
FIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPKADNKFNKEQONAFYEILHL PNLTEEQRNGFI
QSLKDDPSVSKEILAEAKKLNDAQAPKEEDNNKPGKEDGNK PGKEDGN KPGKEDNNKPGK
EDGNKPGKEDNKKPGKEDGNKPGKEDNNKPGKEDGNGVHVVKPGD TVNDI AKANGTTADK
TAADNKLADKNMI KPGQELVVDKKQPANHADANKAQALPETGEENPFIGTTVFGGLSLAL
GAALLAGRRREL
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SEC ID N° 37 Col de SPA

LKKKNIYSIRKLGVGIASVTLGTLLISGGVTPAANAAQHDEAQONAFYQVENMPNLNADQ
RNGFIQSLKDDPSQSANVLGEAQKLNDSQAPKADAQQNNFNKDQQSAFYEI LNMPNLNEA
QRNGFIQSLKDDPSQSTNVLGEAKKLNESQAPKADNNFNKEQONAFYEILNMPNLNEEQR
NGFIQSLKDDPSQSANLLSEAKKLNESQAPKADNKFNKEQQONAFYEI LHLPNLNEEQRNG
FIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPKADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLTEEQRNGF I
QOSLKDDPSVSKEILAEAKKLNDAQAPKEEDNNKPGKEDNNKPGKEDNNKPGKEDNNKPGK
EDGNKPGKEDNKKPGKEDGNKPGKEDNKKPGKEDGNKPGKEDGNKPGKEDGNGVHVVKPG
BTVNDIAKANGTTADKIAADNKLADKNMI KPGQELVVDKKQPANHADANKAQALPETGEE
NPFIGTTVFGGLSLALGAALLAGRRREL

SEC ID N° 38 MRSA252

LKKXNTYSIRKLGVGIASVTLGTLLISGGVTPAARNAAQHDEAQQNAFYQVLNMPNLNADQ
RNGFIQSLKDDPSQSANVLGEAQKLNDSQAPKADAQQNKFNKDGQSAFYET LNMPNLNEE
QRNGFIQSLKDDPSQOS TNVLGEAKKLNES QA PKADNNFNKEQQNAFYEILNMPNLNEEQR
NGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNESQAPKADNKFNKEQQNAFYEI LHLPNLNEEQRNG -
FIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPKADNKFNKEQQONAFYEI LHLPNLTEEQRNGFI
QSLKDDPSVSKEILAEAKKLNDAQAPKEEDNNKPGKEDNNK PGKEDGNKPGKEDNKKPGK
EDGNKPGKEDNKKPGKEDGNKPGKEDGNKPGKEDGNKPGKEDGNKPGKEDGNKPGKEDGN
GVHVVKPGDTVNDIAKANGTTADK IARDNKLADKNMIKPGQELVVDKKQPANHADANKAQ
ALPETGEENPFIGTTVFGGLSLALGAALLAGRRREL

SEC ID N° 39 MSSA476 de SPA

LKKKNIYSIRKLGVGIASVTLGTLLISGGVTPAANAAQHDEAQONAFYQVLNMPNLNADQ
RNGFIQSLKDDPSQSANVLGEAQKLNDSQAPKADAQONNFNEKDQQSAFYEILNMPNLNEA
ORNGFIQSLKDDPSQSTNVLGEAKKLNESQAPKADNNFNKEQONAFYEI LNMPNLNEEQR
NGFIQSLKDDPSQSANLLSEAKKLNESQAPKADNKFNKEQONAFYEILHLPNLNEEQRNG
FIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPKADNKFNKEQQONAFYEILHLPNLTEEQRNGFI
QSLKDDPSVSKEILAEAKKLNDAQAPKEEDNN KPGKEDGNKPGKEDGNKPGKEDNNKPGK
EDGNKPGKEDNKKPGKEDGNKPGKEDNNKPGKEDGNGVHVVKPGDTVNDIAKANGTTADK
IAADNKLADKNMIKFGQELVVDKKQPANHADANKAQALPETGEENPFIGTTVFGGLSLAL
GAALLAGRRREL

SEC ID N° 40 V8 de SPA

MMTLQIHTGGINLKKKNIYSIRKLGVGIASVTLGTLLISGGVTPAANAAQHDEAQQNAFY
QVLNMPNLNADORNGFIQSLKDDPSQSANVLGEAQKLNDSQAPKADAQONKFNEDQQSAF
YEILNMPNLNEEQRNGF IQSLKDDPSQSTNVLGEAKKLNESQAPKADNNFNKEQQNAFYE
ILNMPNLNEEQRNGF IQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPKADNKFNKEQONAFYEIL
HLPNLTEEQRNGFIQSLKDDPSVSKEI LAEAKKLNDAQAPKEEDNNKPGKEDNNKPGKED

GNKPGKEDNKKPGKEDGNK PGKEDNKKPGKEDGNK PGKEDGNK PGKEDGNKPGKEDGNGY
HVVKPGDTVNDIAKANGTTADK IAVDNKLADKNMIKPGQELVVDKKQPANHADANKAQAL
PETGEENPFIGTTVFGGLSLALGAALLAGRRREL

26



ES 2558 703 T3

SEC ID N° 41 proteina de fusion

MAQHDEAQONAFYQVLNMPNLNADQRNGFIQSLKDDPSQSANVLGEAQKLNDSQAPKADA
QONNFNKDQUOSAFYEILNMPNLNEAQRNGFIQS LKDDPSQSTNVLGEAKKLNESQAPKAD
NNFNKEQONAFYEILNMPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLSEAKKLNESQAPKADNK
FNKEQQNAF?EILHLPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQSAHLLAEAKKLNDAQAPKADNKFN
KEQQNAFYEILHLPNLTEEQRNGFIQSLKDDPSVSKEILAEAKKLNDAQAPKEEDNNKPG
KEDNNKPGKEDNNK PGKEDNNKPGKEDNNKPGKEDGNKPGKEDNKKPGKEDGNKPGKEDN
KKPGKEDGNKPGKEDGNKPGKEDGNGVHVGGSSENTQQTSTKHOTTONNYVTDQQKAFYQ
VLHLKGITEEQRNQYIKTLREHPERAQEVFSESLKDSKNPDRRVAQQONAFYNVLKNDNLT
EQEKNNYIAQIKENPDRSQQVWVES?QSSKAKERQNIENADKAIKDFQDNKAPHDKSAAY
EANSKLPKDLRDKNNRFVEKVSIEKA

SEC ID N° 42 proteina de fusiéon completa

MAQHDEAQONAFYQVLNMPNLNADQRNGF IQSLKDDPSQSANVLGEAQKLNDSQAPKADA
QONNFNKDQQSAFYEILNMPNLNEAQRNGF IQSLKDDPSQSTNVLGEAKKLNESQAPKAD
NNFNKEQONAFYEILNMPNLNEEQRNGFIQSLKXDDPSQSANLLSEAKKLNESQRPKADNK
FNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPKADNKFN
KEQONAFYEILHLPNLTEEQRNGFIQSLKDDPSVSKEILAEAKKLNDAQAPKEEDNNKPG
KEDNNKPGKEDNNKPGKEDNNK PGKEDNNKPGKEDGNKPGKEDNKKPGKEDGNKPGKEDN
KKPGKEDGNKPGKEDGNKPGKEDGNGVHVGGSSENTQQTSTKHQTTONNY VTDQQKAFYQ
VLHLKGITEEQRNQYIKTLREHPERAQEVFSESLKDSKNPDRRVAQONAFYNVLEKNDNLT
EQEKNNYTIAQIKENPDRSQOVWVESVQSSKAKERONIENADKAIKDFODNKAPHDKSAAY
EANSKLPKDLRDKNNRFVEKVSIEKATSGHHHHHH

SEC ID N° 43 dominio 1 de Sbi
ACTCAARACAACTACGTAACAGATCAACAAAAAGCTTTTTATCAAGTATTACATCTRAARAG

GTATCACAGAAGAACAACGTAACCAATACATCAARACATTACGCGAACACCCAGAACGTSC
ACAAGAAGTATTCTCTGAATCACTTARAGACAGC

SEC ID N° 44 dominio 2 de Sbi
AAGAACCCAGACCCGACGTGTTGCACAACAAMACGCTTTTTACAATGTTCTTARARATGATA
ACTTRACTGAACARAGAAAARRATAATTACATTGCACAAATTAAAGAARACCCTGATAGAAG
CCAACAAGTTTGGGTAGAATCAGTACAATCTTCTAAAGCT

SEC ID N° 45 dominios 1y 2 de Sbi
ACTCARAACAACTACGTRACAGATCAACARARAGCTTTTTATCAAGTATTACATCTARAAG
GTATCACAGAAGAACAARCGTAACCAATACATCAAAACATTACGCGAACACCCAGAALGTGC
ACAAGAAGTATTCTCTGAATCACTTARAGACAGCAAGAACCCAGACCGACGTGTTGCACAA

CAAAACGCTTITTTACRATGTTCTTAARAATGATAACTTAACTGAACAAGAARADAAATAATT
ACATTGCACAAATTAAAGAAAACCCTGATAGAAGCCAACAAGTTTGGGTAGARATCAGTACA

ATCTTCTAARAGCT
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SEC ID N° 46 parte de la sbi de la proteina de fusién

AGTGAAAACACGCAACAAACTTCAACTAAGCACCARACAACTCARAANCAACTACGTAACAG
ATCAACAAAAAGCTTTTTATCAACTATTACATCTARAAAGGTATCACAGRAGAACAACGTAA
CCAATACATCAAAACATTACGCGRAACACCCAGAACGTGCACAAGAAGTATTCTCTGAATCA
CTTARAAGACAGCAAGAACCCAGACCCACGTGTTGCACAACAAARCGCTTTTTACAATGTTC
TTAAAMATGATAACTTAACTGAACAAGAAANARATAATTACATTGCACARAATTARAGARAR
CCCTGATAGAAGCCAACAAGTTTGGGTAGAATCAGTACAATCTTCTAAAGCTAAAGAACGT
CAAAATATTGAAAATGCGGATARAGCAATTAAAGATTTCCAAGATAACARAGCACCACACG
ATAAATCAGCAGCATATGAAGCTAACTCAARATTACCTARAGATTTACGTGATAARARCAR
CCGCTTTGTAGAARAAGTTTCAATTGAARAAGCA

SEC ID N° 47 Col de Sbi

ATGAAARATAAATATATCTCCAAGTTGCTAGTTCGGGCAGCAACAATTACGTTAGCTACA
ATGATTTCAAATGGGGAACGCAAAAGCGAGTGAAARCACGCAACARACTTCARCTAAGCAC
CAAACAACTCRAAARCAACTACGTAACAGATCAACARBAAGCTTTTTATCAAGTATTACAT
CTAAAAGGTATCACAGAAGARACAACGTAACCAATACATCAAAACATTACGCGAACACCCA
GAACGTGCACAASAAGTATTCTCTGAATCACTTAAAGACAGCAAGARCCCAGCACCGACGT
GTTGCACAACARRACGCTTTTTACAATGTTCTTARARATGATAACTTARCTGAACRAGAR
AAAAATARTTACATTCCACABRATTARAGAAARCCCTGATAGAAGCCAACAAGTTTGCGTA
GAATCAGTACAATCTTCTAAAGCTAAAGAACCTCAAAATATTGAAAATACGGATAAAGCA
ATTAAAGATTTCCAAGATAACAAAGCACCACACGATAAATCAGCAGCATATGAAGCTAAC
TCARAATTACCTAARGATTTACGTGATARAAACAACCGCTTTGTAGAARAACGTTTCAATT
GAAAMAGCAATCGTTCGTCATGATGAGCCTGTGAAATCAGCARATGATGCAATC TCARAR
TTARATGAAAAAGATTCAATTGARAACAGACGTTTAGCACAACGTCGARGTTARCARAGCA
CCTATGGATCTAAAAGAGCATTTACAGAAACAATTAGCGACGCATTAGTTGCTCAAAARGAT
GCTGAAARGAAAGTGGCGCCAARAGTTGAGCCTCCTCAAATTCAATCACCACAAATTGARA
AAACCTAAAGTAGAATCACCAAAMAGTTGAAGTCCCTCAAATTCAATCACCAARAGTTGAG
GTTCCTCAATCTAAATTATTAGCTTACTACCAATCATTARAAGATTCATTTAACTATGGT
TACAAGTATTTAACAGATACTTATAAAAGCTATAAAGAAAAATATGATACAGCAAAGTAC
TACTATAATACGTACTATARATACAARAGCTGCGATTGATCAARACAGTATTAACAGTACTA
GGTAGTGGTTCTAAATCTTACATCCAACCATTGAMAAGTTGATGATAARAACGGCTACTTA
GCTAAATCATATGCACAAGTAAGARAACTATGTAACTGAGTCARTCAATACTGGTAAAGTA
TTATATACTTTCTACCAAAACCCAACATTAGTAARAACAGCTATTAARGCTCAAGAARCT
GCATCATCAATCAAAAATACATTAAGTAATTTATTATCATTCTGGAAATAR
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SEC ID N° 48 Mu50 de Sbi

SEC ID

ATACACATGARARATAARTATATCTCGAAGTTGCTAGTTGGGGCAGCAACARTTACTTTA
GCTACAATGATTTCAAATGGGGAAGCAARAGCCGAGTGAARACACGCAACADACTTCAACT
AAGCACCAAACAACTCAAARCAACTACGTAACAGATCAACAARAAGCTTTTTATCAAGTA
TTACATCTAAAAGGCTATCACAGAAGAACAARCGTAACCAATACATCAAANACATTACGCGAA
CACCCAGAACGTGCACAAGAAGTATTCTCTGAATCACTTAAAGACAGCAAGARCCCAGAC
CGACGTGTTGCACAACAARACGCTTTTTACAATGTTCT TARARATGATARCTTALCTGAA
CAARGAAAAAAATARTTACATTGCACAAATTARAGAARACCCTGATAGAAGCCALCARGTT
TGGGTAGAATCAGTACAATCTTCTAAAGCTAAAGRACGTCAAAATATTGAAARTGCGGAT
AAAGCAATTAAAGATTTCCRAGATAACAAAGCACCACACGATAAATCAGCAGCATATGAA
GCTAACTCAAAATTACCTAAAGATTTACGCGATARARATAACCGCTTTGTAGAARRAGTT
TCAATTGAAAAAGCRATCGTTCGTCATGATGAGCGTGTGAAATCAGCAAATGATGCAATC
TCARAATTAAATGARARAGATTCARTTCARARCAGACGTTTAGCACAACGTGAAGTTARC
AMAGCACCTATGGATGTAARAGAGCATTTACAGAAACAATTAGACGCATTAGTAGCTCAR
AAAGATGCTGAAAAGAAAGTGGCGCCAARAGTTGAGGCTCCTCABATTCAATCACCACAR

ATTGAARAACCTARAGCAGAATCACCAAAAGT TGAAGTCCCTCAATCTRAAATTATTAGGT
TACTACCAATCATTAARAGATTCATTTAACTATGGTTACAAGTATTTAACAGATACTTAT
AARAGCTATAAAGAAAAATATGATACAGCAAAGTACTACTATARTACGTACTATAAATAC
AARGGTGCGATTGATCAAACAGTATTAACAGTACTAGGTAGTGGTTCTAAATCTTACATC
CAACCATTGAARGTTGATCATAAAANCGGCTACTTAGCTAAATCATATGCACAAGTAAGA
ARCTATGTAACTGAGTCAATCAATACTGGTAAAGTATTATATACTTTCTACCARARACCCA
ACATTAGTAAAAACAGCTATTAARGCTCAAGAMACTGCATCATCAATCAAARARTACATTA
AGTAATTTATTATCATTCTGGAARATAA

N° 49 MRSA252 de Sbi

ATGAAARATAARTATATCTCGAAGTTGCTAGTTGGGGCAGCAACAATTACTTTAGCTACA
ATGATTTCAAATGGGGAAGCAAAAGCGAGTGARARACACGCARCAAACTTCAACTAAGCAC
CAAACAACTCAAAACAACTACGTAACAGATCAACAAMAGCTTTTTATCAAGTATTACAT
CTAAMAGGTATCACAGAAGAACARCGTAACCAATACATCARARCATTACGCGAACACCCA
GAACGTGCACARAGAAGTATTCTCTGAATCACT TAAAGACAGCAAGAACCCAGACCGALCGT
GTTGCACAACAAAACGCTTTTTACAATGTTCTTAAAAATGATAACTTAACTGAACAAGAA
AARAATAATTACATTGCACARATTARAGAARAACCCTGATAGAAGCCAACAAGTTTGGGTA
GAATCAGTACARTCTTCTAAAGCTAAAGAACGTCAARAATATTGAAAATGCGGATARAGCA
ATTAAAGATTTCCAAGATAACAAAGCACCACACGATAAATCAGCAGCATATGAAGCTAAC
TCAARATTACCTARAGATTTACGTGATAAAAATAACCGCTTTGTAGRAAAAAGTTTCAATT
GARAAARGCAATCGTTCGTCATGATGAGCGTGTGARATCAGCABATGATGCAATC TCAMAD
TTAAATGAARAAGATTCAATTGAAARCAGACGTTTAGCACAACGTGAAGTTAATAANGCA
CCTATGGATGTACAAAAGCATTTACAGAAACAATTAGACGCATTAGTAGCTCAAAAAGAT
GCTGAARAGAAAGTGGCGCCAARAGTTGAGGCTCCTCARATTCAATCACCACAAATTGAA
AAACCTRAAGCAGAATCACCAAMAGTTGAAGTCCCTCAMATTCARTCACCARRAGTTGAG
GTTCCTCAATCTAAATTATTAGGTTACTACCAATCATTAARAGATTCATTTARCTATGGT
TACAAGTATTTAACAGATACTTATAAAAGCTATAARCARAAATATGATACAGCARAGTALC
TACTATAATAAATATTACCAATATAAAGGTTTGATTGATAARACAGTTTTAACAACTATC
GGTAGTGGCTATGGTTCATACATTAARCCTCTTGAAGTAAGCAAAGAAAGCGGGAACTTA
GCTAMATCATATGCACAAGTAAGAAACTATGTAACTGAGTCAATCAACACTGGTAAAGTG
TTATACGCATTCTACCAAAAACCAGAATTAGTAAAAACAGCTATTAAAGCTCARGAAACA
GCAACRACTTTCARADACGCTTTAACAGGCATATTCAAATCATTCTGGARATAA
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SEC ID N° 50 MSSA476 de Sbi

ATGARMAATAAATATATCTCGAAGTTGCTAGTTGGGGCAGCAACAATTACTTTAGCTACA.
ATGATTTCAAATGGGCAAGCAAAAGCGAGTGAARACACGCAACARACTTCAACTAAGCAC
CAAACAACTCAAARCAACTACGTAACAGATCAACARAARGCTTTTTATCAAGTATTACAT
CTAAAMAGGTATCACAGAAGAACAACGTAACCAATACATCAAARCATTACGCGAACACCCA
GAACGTGCACAAGAAGTATTCTCTGAATCACTTARAGACAGCAAGAACCCAGACCGACGT
GTTGCACAACAAAACGCTTTTTACAATGTTCTTAAAAATGATAACTTAACTGAACARAGAR
AABAATAATTACATTGCACAAATTAAAGAAAACCCTGATAGAAGCCAACRAGTTTGGGTA
GAATCAGTACAATCTTCTAAAGCTAARGAACGTCAAAATATTGARARTGCGGATAMAGCA
ATTAAAGATTTCCAAGATAACAARAGCACCACACGATAAATCAGCAGCATATGARGCTAAC
TCARRATTACCTAAAGATTTACGTGATAAAAATAACCGCTTTGTAGAAARAGTTTCAATT
GAAARAGCAATCGTTCGTCATGATGAGCGTGTGARATCAGCAAATGATGCARTCTCARAR
TTAAATGTAAARGATTCAATTGAAARCAGACGTTTAGCACAACGTCGAAGTTAACAAAGCA
CCTATGOATGTAAAAGAGCATTTACAGAAACAATTAGACGCATTAGTAGCTCAAARAGAT
GCTGAMARGAARGTGGCGCCARAAGTTGAGGCTCCTCAAATTCAATCACCACAAATTGAA
AAACCTAANGCAGAATCACCARAAGTTGAAGTCCCTCAMATCCAATCACCARAMGTTGAG
GTTCCTCAATCTAAATTATTAGGTTACTACCAATCATTARAAGATTCATTTAACTATGGT
TACAAGTATTTAACAGATACTTATAAARGCTATAARGAAAAATATGATACAGCARAGTAC
TACTATAATACGTACTATARATACAAAGGTGCGATTGACAAAGCTGTATTAACTTTACTT
GOCGATGCTTCTAAATCTTATATCCAACCATTGAAAGTTGATGATARAAATGGCTATTTA
GCTARRTCATATGCACAAGTAAGAAACTATGTAACTGAGTCAATCAATACTGGTAAAGTA
TTATATACTTTCTACCAAAACCCAACATTAGTARAAACAGCTATTAAAGCTCAAGARACT
GCATCATCAATCARAAATACAATAACTGGATTATTTAACTCATTCTGGAAATAA

SEC ID N° 51 MW2 de Sbi

ATGAAMDATAAATATATCTCGAAGTTGCTAGTTGGEGCAGCAACARTTACTTTAGCTACA
ATGATTTCAAATGGGGAAGCAAAAGCGAGTGAARACACGCALCAAACTTCARCTAAGCAC
CARAACAACTCRAARACARCTACGTAACAGATCAACAAARRGCTTTTTATCAAGTATTACAT
CTAAAAGGTATCACAGAAGAACAACGTARCCAATACATCARARACATTACGCGAACACCCA
GAACGTGCACAAGAAGTATTCTCTGRATCACTTAAAGACAGCAAGAACCCAGACCGACGT
GTTGCACAACAARAACGCTTTTTACAATGTTCTTAARAATGATAACTTAACTGAMCARGAR
AARAAATAATTACATTGCACAAATTARAGAAAACCCTGATAGARGCCARCAMGTTTGGGTA
GAATCAGTACAATCTTCTAAAGCTAAAGALCGTCAAAATATTGAARATGCGGATRAAAGCA
ATTAAAGATTTCCAAGATARLCAAAGCACCACACGATAAATCAGCAGCATATGARGCTAAC
TCARRATTACCTARAGATTTACGTGATARRAATAACCGCTTTGTAGRAAAAGTTTCRATT
GAAARAGCARTCGTTCGTCATGATGRGCGTGTGAAATCAGCARATGATGCAATCTCAAAA
TTAAATGTAAANGATTCAATTCAARACAGACGTTTAGCACARCGTGAAGTTAACARAGCA
CCTATGGATGTARAAGAGCATTTACAGAAACAATTAGACGCATTAGTAGCTCAAARNGAT
GCTGAAAAGAAAGTGGCGCCAAAAGTTGAGGCTCCTCAAATTCAATCACCACAAATTGAR
AAACCTARAGCAGARATCACCAAANGTTGAAGTCCCTCAAATCCARTCACCAARAGTTGAG
GTTCCTCAATCTAAATTATTAGGTTACTACCAATCATTAAARGATTCATTTARCTATGGT
TACAAGTATTTAACAGATACTTATAAAAGCTATARAGAAAALTATGATACAGCARAGTAC
TACTATARTACGTACTATAAATACAAAGGTGCGATTGACAARGCTGTATTARCTTTACTT
GGCGATGGTTCTAAATCTTATATCCAACCATTGARAGTTGATGATAAAAATGGCTATTTA
GCTAAATCATATGCACAAGTAAGAAACTATGTARCTGAGTCAATCAATACTGGTARAGTA:
TTATATACTTTCTACCAAAACCCAACATTAGTAAAAACAGCTATTARAGCTCRAAGARACT
GCATCATCAATCAAAAATACAATAACTGGATTATTTAACTCATTCTGGAAATAL
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SEC ID N° 52 N315 de Sbi

ATGAAAAATAARATATATCTCGAAGTTGCTAGTTGGGGCAGCAACAATTACTTTAGCTACA.
ATGATTTCAAATGGGGALGCAAAAGCGAGTGAARAACACGCAACARACTTCARCTAAGCAC
CAAACAACTCAAAACAACTACGTARCAGATCAACARARALGCTTTTTATCAAGTATTACAT
CTAARAGGTATCACAGAAGAACRACGTAACCAATACATCAAARCATTACGCGAACACCCA
GAACGTGCACAAGARGTATTCTCTGAATCACTTAAAGACAGCAAGARCCCAGACCGACGT”
GTTGCACAACAAAACGCTTTTTACAATGTTCTTARARATGATAACTTAACTGAACAAGAR
AARRATAATTACATTGCACAAATTAAAGARAACCCTGATAGAAGCCAACAAGTTTGGGTA
GAATCAGTACAATCTTCTAAAGCTARAGAACGTCAAAATATTGARBATGCGGATAAAGCA
ATTARAGATTTCCAAGATAACAAAGCACCACACGATAAATCAGCAGCATATGAAGCTAAL
TCAARATTACCTARAGATTTACGCGATAAAAATAMCCGCTTTGTAGAAAAAGTTTCARTT
GAARARGCAATCGTTCGTCATGATGAGCGTGTGAAATCAGCAAATGATGCAATCTCAAAL
TTRAATGARAAAGATTCAATTGAAAACAGACGTTTAGCACAACGTGAAGT TARCARAAGCA
CCTATGGATGTAARAGAGCATTTACAGAAACAATTAGACGCATTAGTAGCTCARAAAGAT
GCTGARAAGAMAGTGGCGCCAAAAGT TGAGGCTCCTCAAATTCAATCACCACAAATTGAA
AANCCTAAAGCAGAATCACCAARAGTTGAAGTCCCTCAAATCCAATCACCARRAGTTGAG
GTTCCTCAATCTAAATTATTAGGTTACTACCAATCATTARAAGATTCATTTAACTATGGT
TACAAGTATTTAACAGATACTTATAAAAGCTATAAAGAARAATATGATACAGCAAAGTAC
TACTATAATACGTACTATAAATACAAAGGTGCGATTGATCAAARCAGTATTAACAGTACTA
GGTAGTGGTTCTAAATCTTACATCCAACCATTGAAAGTTGATGATARAAACCGGCTACTTA
GCTAAATCATATGCACAAGTAAGAAACTATGTAACTGAGTCAATCAATACTGGTAAAGTA
TTATATACTTTCTACCAAARACCCAACATTAGTAAAAACAGCTATTAAAGCTCAAGAAACT
GCATCATCAATCARARATACATTAAGSTAATTTATTATCATTCTGGAAATAA

SEC ID N° 53 NCTC8325 de Sbi

ATGAAARARATAAATATATCTCGAAGTTGCTAGTTGGGGCAGCARCAATTACGTTAGCTACA
ATGATTTCAAATGGGGAAGCAARRGCGAGTGARMACACGCAACARACTTCAACTAAGCAC
CAARACAACTCAAARCAACTACGTAACAGATCAACAAMAAGCTTTTTATCAAGTATTACAT
CTAAARGGTATCACAGAAGAACARCGTAACCAATACATCARAACATTACGCGAACACCCA
GAACGTGCACAAGAAGTATTCTCTGAATCACTTARAGACAGCAAGAACCCAGACCGACGT
GTTGCACAACAAAMCGCTTTTTACAATGTTCTTAAAAATGATARCTTAACTGAACAAGAR
AAAAATARATTACATTGCACAAATTARAGARRRCCCTGATAGARGCCARCAAGTTTGGGTA

GAATCAGTACAATCTTCTARAGCTARAGAACGTCAAAATATTGARAATGCGGATABAGCA
ATTAAAGATTTCCAAGATARCARAGCACCACACGATAAATCAGCAGCATATGAAGCTAAC
TCARMATTACCTAMAGATTTACGTGATARAAACANCCGCTTTGTAGAAARAGTTTCAATT
CGAAAAAGCAATCGTTCGTCATGATGAGCGTGTCGAAATCAGCAALTGATGCARTCTCARAAR
TTAAATGAAAAAGATTCAATTGAAARCAGACGTTTAGCACAACGTGAAGTTARACAAAGCA
CCTATGGATGTAARAGAGCATTTACAGAAACAATTAGACGCATTAGTTGCTCAAAAAGAT
GCTGAAARGAAAGTGGCGCCAAAAGTTGAGGCTCCTCAAATTCAATCACCACRAATTGAR
AARCCTAAAGTAGAATCACCAAAAGTTGAAGTCCCTCAAATTCAATCACCARARGTTGAG
GTTCCTCAATCTAMATTATTAGGTTACTACCAATCAT TARAAGATTCATTTAACTATGGT
TACRAGTATTTAACAGATACTTATAAARGCTATAAAGAARAATATGATACAGCAARGTAC
TACTATAATACGTACTATARATACAARGCTGCGATTGATCAAACAGTATTAACAGTACTA
COTAGTGGTTCTARAATCTTACATCCAACCATTGAAAGTTGATGATAMAAACGGCTACTTA
GCTAAATCATATGCACAAGTAAGAAACTATGTAACTGAGTCAATCAATACTGGTAALGTA
TTATATACTTTCTACCARAACCCAACATTAGTARAAACAGCTATTARAGCTCAAGAAACT
GCATCATCAATCAAARATACATTAAGTAATTTATTATCATTCTGGAMATAR '

SEC ID N° 54 dominio 1 de SPA

AATGCTGCGCAACACGATGAAGCTCAACAAAATGCTTTTTATCAAGTCTTAAATATGCCT
AACTTAAATGCTGATCAACGCAATGGTTTTATCCARAGCCTTAARGATGATCCAAGCCAR
AGTGCTAARCGTTTTAGGTGAAGCTCARAAACTTAATGACTCT
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SEC ID N° 55 dominio 2 de SPA (V8)

CAACAAAGATCAACAAAGCGCCTTCTATGAAATCTTGAACATGCCTARCTTAAACGAAGA
CCAACGCAATGGTTTCATTCARAGTCTTARAGACGATCCAAGCCARAGCACTAACGTTTT
AGGTGAAGCTAARAAATTAAACGAATCT

SEC ID N° 56 dominio 2 (Mu50)
CARCARAATAACTTCAACARAGATCAACARRGCGCCTTCTATGARATCTTGRAACATGCCT

AACTTAAACGAAGCGCAACGTAACGGCTTCATTCAARGTCTTAAAGACGACCCAAGCCAA
AGCACTAATGTTTTAGCGTGAAGCTAMAAAATTAAACGAATCT

SEC ID N° 57 dominio 3 (MRSA)

GCTGACARACAATTTCAACAAAGAACAACAARATGCTTTCTATGAAATCTTGARCATGCCT
AACTTGAACGAAGAACAACGCRATGGTTTCATCCAARGCTTARARGATGACCCAAGTCAR
AGTGCTAACCTTTTAGCAGAAGCTAARAAGTTARATGAATCT

SEC ID N° 58 dominio 3 (V8)

GCTGACAACAATTTCARCAAAGAACAACAARATGCTTTCTATGAAATCTTGAACATGCCT
ARCTTGAACGAAGARACAACGCAATGGTTTCATCCAAAGCTTAAAAGATGACCCAAGTCAR
AGTGCTAACCTTTTAGCAGAAGCTAARAAGCTARATGATGCA

SEC ID N° 59 dominio 3 (MU50)

GCTGATARCAATTTCAACARAGAACAACAAAATGCTTTCTATGARATCTTGAATATGCCT
ARCTTARACGAAGAACAACGCAATGGTTTCATCCARAGCTTAAAAGATGACCCAAGCCAR
AGTGCTAACCTATTGTCAGAAGCTAAADAGTTARATGAATCT

SEC ID N° 60 dominio 4 (MRSA)

GCTGATAACAARATTCAACAAAGARCAACARRRATGCTTTCTATGARATCTTACATTTACCT
AACTTAAATGAAGAACAACGCAATGGTTTCATCCARAGCTTAARAGATGACCCAAGCCAA

AGCGCTAACCTTTTAGCAGAAGCTAAARAAGCTAAATGATGCA

SEC ID N° 61 dominio 4 (V8)

GCTGACAARCAMATTCAACAAAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATTTTACATTTACCT
AARCTTAACTGAAGAACAACGTAACGGCTTCATCCARAGCCTTARAGACGATCCTTCAGTG
AGCAAAGAAATTTTAGCAGAAGCTAAAAAGCTAAACGATGCT

SEC ID N° 62 dominio 4 (MU50)

GCGGATAACARATTCAACARRGAACAACARAATGCTTTCTATGAAATCTTACATTTACCT
AACTTARACGAAGAACAACGTAACGGCTTCATCCARRGCCTTAMAGACGATCCTTCAGTG
AGCAAAGAMATTTTAGCAGAAGCTAAAAAGCTRAAACGATGCT

SEC ID N° 63 dominio 5
GCTGACAACAAATTCAACAARAGAACAACAAAATGCTTTCTATGARATTTTACATTTACCT

AACTTAACTGAAGARACAACGTAACGGCTTCATCCAAAGCCTTAAAGACGATCCTTCAGTG
AGCAAAGAAATTTTAGCAGAAGCTAAARAGCTARACGATGCT
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SEC ID N° 64 parte de la proteina A de la proteina de fusién

ATGGCGCAACACGATGAAGCTCAACRARATGCTTTTTATCAAGTCTTAAATATGCCTAAC
TTAAATGCTGATCAACGCAATGCGTITTATCCAAAGCCT TARRGATGATCCARGCCARAGT
GCTAACGTTTTAGGTGAAGCTCARARAACTTAATGACTCTCAAGCTCCAAARAGCTGATGCG
CAACAAAATAACTTCAACAAAGATCAACAAAGCGCCTTCTATGARAATCTTGAACATGCCT
AACTTAAACGAAGCGCARCGTAACGGCTTCATTCARAGTCTTAMAGACGACCCAAGCCAA
AGCACTAACGTTTTAGGTCGAAGCTAAARAATTARACGAATCTCAAGCACCGARAGCTGAT
ARCAATTTCAACARAGANCAACAARATGCTTTCTATGAAATCTTGAATATGCCTAACTTA
AACGAAGRACAACGCAATGGTTTCATCCAARGCTTAAAAGATGACCCAAGCCARAGTGCT
AACCTATTGTCAGAAGCTAAARAGTTAAATGAATCTCAAGCACCGAAAGCGGATAACAAR
TTCAACAAAGAACAACAARATGCTTTCTATGABATCTTACATTTACCTAACTTARACGAA
GAACARCGCAATGGTTTCATCCAANGCCTAARAGATGACCCANGCCAARGCACTAACCTT
TTAGCAGAAGCTAAAAAGCTARATGATGCTCAAGCACCAARAGCTGACAACAAATTCAAC
AARGAACARACARAATGCTTTCTATGAAATTITACATTTACCTAACT TAACTGAAGAACAR
COTRAACGGCTTCATCCARAGCCTTAAAGACGATCCTTCAGTGAGCAARGAAATTTTAGCA
GRAGCTAARAAGCTAAACGATGCTCAAGCACCADAAGAGGARGACRATAACAAGCCTGGC
ARAGAAGACAATAACAAGCCTGGCARAGAAGACARACAACAAGCCTGGTARRGAAGACAAC
AACAAGCCTGGTAARGAAGACAACAACARGCUTGGCARAGAAGACGGCAACAAGCCTGGT
AAAGAAGACAACAAAAAACCTGGTAAAGAAGATGGCAACAAGCCTGGTAAAGAAGACAAC_
AAAAAACCTGGTAAAGAAGACGGCAACAAGCCTGGCAAAGAAGATGGCAACAAACCTGGT
ARAGAACGATGGTAACGGAGTACATGTCGGC

SEC ID N° 65 NCTC8325 de SPA

TTGAARAAGAAABRACATTTATTCAATTCGTARACTAGGTGTAGGTATTGCATCTGTAACT
TTAGGTACATTACTTATATCTGCTGGCETAACACCTGCTGCAARTGCTGCGCAACACGAT
GARGCTCAACAARATGCTTTTTATCAAGTCTTAAATATGCCTAACTTAAATGCTGATCAA
CGCAATGETTTTATCCAAAGCCTTAARGATGATCCARGCCARAGTGCTAACGTTTTAGGT'

GAAGCTCAAAARCTTAATGACTCTCAAGCTCCAAAAGCTGATGCGCAACAAARTAACTTC

AACAANGATCAACAMAGCGCCTTCTATGAAATCTTGAACATCCCTAACTTARACGARGCG

CAACGTAACGGCTTCATTCARAGTCTTARAGACGACCCAAGCCAARGCACTARCGTTTTA
GGTGAAGCTAARAAATTAAACGARATCTCARGCACCGAAAGCTGATAACAATTTCAACARR

GAACAACAARATGCTTTCTATGAARTCTTGAATATGCCTAACTTARACGAAGAACALCGC

AATGGTTTCATCCAARGCTTAARRGATGACCCAAGCCAAAGTGCTAACCTATTGTCAGAA
GCTAAARAGTTAANTGAATCTCAAGCACCGAAAGCGGATAACAAATTCAACAAAGAACAA
CAMNAATGCTTTCTATGAAATCTTACATTTACCTAACTTARACGAAGAACARCGCAATGGT
TTCATCCAARGCCTAARAGATGACCCAAGCCARAGCGCTARCCTTTTAGCAGAAGCTARAR
AAGCTAAATGATGCTCAAGCACCARAAGCTGACAACAAATTCAACAAAGAACAACALAAAT
GCTTTCTATGARATTTTACATTTACCTAACTTAACTGAAGAACAACGTAACGGCTTCATC
CAAAGCCTTAAAGACGATCCTTCAGTGAGCARAGAARTTTTAGCAGAAGCTAAANAGCTA
AACGATGCTCAAGCACCARAAGAGGAAGACAATARCAAGCCTGGCAAAGAAGACAATAAC

AAGCCTGGCAAAGAAGACAACAACAAGCCTGGTAALGARGACARCAACANGCCTGGTAAR
GAAGACAACAACAAGCCTGGCAAAGAAGACGGCAACAAGCCTGGTAARGAAGACRACAAR
ARACCTGGTAMAGAAGATGGCAACARGCCTGGTAARGARGACAACAANARMACCTGGTAAA
GAAGACGGCAACAAGCCTGGCAARGAAGATGGCAACAAACCTGGTRARGARGATGGTAAL
GGAGTACATGTCGTTAAACCTGGTGATACAGTAARTGACATTGCARAAGCARACGGCACT
ACTGCTGACAAMATTGCTGCAGATAACARATTAGCTGATARARACATGATCAAACCTGGT
CAAGAACTTGTTGTTGATAAGAAGCAACCAGCAAACCATGCAGATGCTAACAANGCTCAR
GCATTACCAGAAACTGGTGAAGAAAATCCATTCATCGGTACAACTGTATTTGGTGGATTA
TCATTAGCCTTAGGTGCAGCGTTATTAGCTGGACGTCGTCGCGAACTATAA
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SEC ID N° 66 Mu50 de SPA

TTGARARAGARAAAACATTTATTCAATTCGTAAACTAGGTGTAGGTATTGCATCTGTAACT
TTAGGTACATTACTTATATCTGETGGCGTAACACCTGCTGCARATGCTGCGCAACACGAT
GAAGCTCAACAAAATGCTTTTTATCARGTGTTARATATGCCTAACTTAAACGCTGATCAR
CGTAATGGTTTTATCCAARGCCTTAAAGATGATCCAAGCCAAAGTGCTAACGTTTTAGGT
GAAGCTCAAAAACTTAATGACTCTCAAGCTCCARAAGCTGATGCGCAACAAMATAACTTC
ARCAAAGATCAACARAGCOCCTTCTATGAAATCTTGAACATGCCTAACTTAAMCGARGCG
CAACGTRACGGCTTCATTCAAAGTC TTAAAGACGACCCAMGCCAARGCACTAATGTTTTA
GGTGAAGCTAAAAAATTARACGAATCTCAAGCACCGAAAGCTGATRAACAATTTCAACAAA
GAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATCTTGAATATGCCTAACTTARACGAAGRAACAACGT
AATGGTTTCATCCAAAGCTTAAAAGATCACCCAAGCCARAAGTGCTAACCTATTGTCAGAA
GCTAAAMAGTTAAATGAATCTCARGCACCGARAGCGGATARCAPATTCAACAARGAACAR
CAARATGCTTTCTATGAAATCTTACATTTACCTAMCTTARACGAAGARCARCGTAACGGC
TTCATCCAAAGCCTTAAAGACGATCCTTCAGTGAGCAAAGAARTTTTAGCAGAMAGCTARA
AAGCTAAACGATGCTCAAGCACCAAAAGAGEAAGACAACRAAARACCTGGTAAAGAAGAC
GGCAACAAACCTGGCAAAGAAGACGGCAACAAGCCTGGTAAAGAAGACARCARAAARCCT
GGTAAACGAAGACGGCAACAAGCCTCGTAAAGAAGACAACAACARACCTGGCAAAGAAGAC
GGCAACAAGCCTGGTAAAGAAGACAACARACAAGCCTGGTARAGAAGACGGCAACARGCCT
GGTAAAGAAGACGGCAACAAACCTGGTARAGAAGACGGCARCGCAGTACATGTCGTTARA
CCTGGTGATACAGTARATGACATTGCAAAAGCAAACGGCACTACTGCTGACAAAATTGCT
GCAGATARACARATTAGCTGATARAAACATGATCARACCTGGTCAAGAACTTGTTGTTGAT
BAGAAGCAACCACGCAAACCATGCAGATGCTAACAARGCTCAAGCATTACCAGARACTGGT
GAAGAAAATCCATTCATCGGTACAACTGTATTTGGTGGATTATCATTAGCCTTAGGTGCA
GCGTTATTAGCTGGACGTCGTCGCGARCTATAR

SEC ID N° 67 N315 de SPA

TTGAAAARGAARAAACATTTATTCAATTCGTAAARCTAGGTGTAGGTATTGCATCTGTARCT
TTAGGTACATTACTTATATCTGGTCGCGTAACACCTGCTGCARATGCTGCGCARCACGAT
GAAGCTCAACAAAATGCTTTTTATCAAGTGTTAAATATGCCTAACTTAAACGCTGATCAR
COTAATGGTTTTATCCAAAGCCTTAARGATGATCCARGCCAAAGTGCTAACGTTTTAGGT
GAAGCTCAAAAACTTAATGACTCTCAAGCTCCAAAAGCTCGATGCGCAACAARATAACTTC
AMCAAAGATCAACAARGCGCCTTCTATGAAATCTTGAACATGCCTAACTTARACGAAGCG

CAMRCGTAACGGCTTCATTCARAGTCTTAAAGACGACCCAAGCCAMAGCACTAATGTTTTA
GGTGAAGCTAAARAAATTAAACGAATCTCAAGCACCGAAAGCTGATAACAATTT CAACKARN
GAACARCAAAATGCTTTCTATGAAATCTTGAATATGCCTAACTTAAACGAAGANCAACGT
ARTGGTTTCATCCAAAGCTTAAAAGATGACCCAAGCCARAGTGC TAACCTATTGTCAGAA
GCTAAAAAGTTARATGAATCTCAAGCACCGARAGCEGATAMCAAATTCARCAAAGAACAR
CAAMATGCTTTCTATGAAATCTTACATTTACCTARCTTARACGARGAACAACGTAACGEC
TTCATCCAAAGCCTTAAAGACGATCCTTCAGTGAGCAAAGAARATTTTAGCAGAAGCTAAR
AAGCTAAMACGATGCTCAAGCACCAAAAGAGGAAGACAACAAAARMACCTGGTAAAGAAGAC
GGCAACAAACCTGGCARAGARGACGGCAACARGCCTGGTAAACARGACAACARARAACCT
GGTAAAGAAGACGGCAACAMAGCCTGGTAAAGAAGACARCAACAAACCTGGCAAAGAAGAC
GGCAACAAGCCTGGTAARGRAGACAACAACARGCCTGGTAAAGRAGACGGCAACAAGCCT
GGTARAGAAGACGGCAACAAACCTGGCTARAGAAGACGGCAACGGAGTACATGTCGTTAAA
CCTGGTGATACAGTAAATGACATTGCAARAGCARACGGCACTACTGCTGACAAAATTGCT
GCAGATAACAAATTAGCTGATAAAAACATGATCARACCTGGTCAAGAACTTGTTGTTGAT
ARGAAGCAACCAGCAAACCATGCAGATGCTAACAARCGCTCARGCATTACCAGAAACTGGT
GARAGAAAATCCATTCATCOGTACAACTGTATTTGGTGGATTATCATTAGCCTTAGGTGCA
GCGTTATTAGCTGGACGTCGTCGCGAACTATAA
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SEC ID N° 68 MW2 de SPA

TTGAAAAAGAAAAACATTTATTCAATTCGTAAACTAGGTGTAGGTATTGCATCTGTARACT
TTAGGTACATTACTTATATCTGGTGGCGTAACACCTGCTGCARATGCTGCGCAACACGAT
GARGCTCAACAARATGCTTTTTATCAAGTGTTAAATATGCCTRACTTARACGCTGATCAR
CGTAATGGTTTTATCCARAGCCTTAAARGATGATCCAAGCCARAGTGCTRACGTT TTAGGT
GAAGCTCAARAACTTAATGACTCTCAAGCTCCAAAAGCTGATGCGCAACAAAATAACTTC
ARCAARGATCARCAAARGCGCCTTCTATGAARTCTTGAACATGCCTAACTTARRCGARAGCG
CAACGCAATGGTTTCATTCAAAGTCTTAAAGACGATCCAAGCCAARGCACTAACGTTTTA
GGTGAAGCTAAAARATTAAACGRATCTCAAGCACCGAAAGCTGACAACARATTTCAACARR
GAACAACAAARTGCTTTCTATGAAATCTIGAACATGCCTAACTTGARCGAAGAACAACGT
AATGGTTTCATCCAAAGCTTAAAAGATGACCCAAGTCAAAGTGCTAACCTATTGTCAGAA
GCTRAAAAGTTARATGAATCTCAAGCACCGAAAGCGGATAACAAATTCAACAANGAACAR
CAAAATGCTTTCTATGARAATCTTACATTTACCTAACTTAAACGAAGAACARCGCAATEGT
TTCATCCAAAGCTTAAAAGATGACCCAAGCCAARGCGCTAACCTTTTAGCAGAAGCTAAR
AAGCTAAATGATGCACARAGCACCAAARAGCTGACAACAAATTCAACAAAGAACBACAAAAT
GCTTTCTATGAAATTTTACATT TACCTARCTTAACTGAAGAACAACGTAACGGCTTCATC
CAAAGCCTTAARAGACGATCCTTCAGTGAGCAAAGAAATTTTAGCAGARGCTABARAGCTA
BACGATGCTCARGCACCAAAAGAGGAAGACAACAACAAACCTGGTAAAGRAGACGGCAAC
ARACCTGGCAAAGAAGACGGCAACAAACCTGGCAARGAAGACAACAACAAGCCTGGCAAA
GAAGACGGCAACARACCTGGTAAAGAAGACARCAMAAAACCTGGTARRGAMGATGGCRAC
AAGCCTGGCARAGAAGACAACARACAAACCTGGTAAAGAAGACGGCARCGGAGTACATGTC
GTTAAACCTGGTGATACAGTAAATGACATTGCARAAGCAAACGGCACTACTGCTGACAAA
ATTGCTGCAGATAACAAATTAGCTGATAAAAACATGATCAAACCTCGTCAAGARCTTGTT
GTTCATAAGARAGCAACCAGCAAACCATGCAGATGCTAACAAAGCTCAAGCATTACCAGAA
ACTGGTGAAGAARATCCATTCATTGGTACAACTGTATTTGGTCGATTATCATTAGCGTTA
GGTGCAGCGTTATTAGCTGGACGTCGTCGCGAACTATAA

SEC ID N° 69 COL de PSA

TTGAAARRAGAARAACATTTATTCAATTCGTAARACTAGGTGTAGGTATTGCATCTGTAACT
TTAGGTACATTACTTATATCTGGTGGCGTAACACCTCCTGCAAATGCTGCGCAACACGAT
GAAGCTCAACAARAATGCTTTTTATCAAGTCTTAAATATGCCTAACTTARATGCTGATCAR
CGCAATGGTTTTATCCAAAGCCTTAAAGATGATCCAAGCCAAAGTGCTARCGTTTTAGGT
GAAGCTCAARAACTTAATGACTCTCAAGCTCCAAANAGCTGATGCGCAACAAAATAACTTC
ARCAAAGATCAACAAAGCGCCTTCTATGAAATCTTGAACATGCCTARCTTAAACGAAGCG
CAACGTAACGGCTTCATTCAAAGTCTTAAMAGACGACCCAAGCCAARGCACTAACGTTTTA
GGTGAAGCTAAAAAATTAAACGAATCTCAAGCACCGAARGCTGATARCAATTTCAACAAR
GAACAACARAAATGCTTTCTATGAAATCTTGAATATGCCTARCTTAAMACGARGARCAACGC

AATGGTTTCATCCAAAGCTTAAAAGATGACCCAAGCCARAGTGCTAACCTATTGTCAGAL
GCTAAARAGTTAAATGAATCTCRAGCACCGAAAGCGGATARCARATTCAACAARGAACAA
CAAAATGCTTTCTATGAAATCTTACATTTACCTAACTTAARCGARGRACAACGCAATGGT
TTCATCCARAGCCTARAAGATCGACCCAAGCCAAAGCGCTAACCTTTTAGCAGAAGCTARRA
AAGCTAAATGATGCTCAAGCACCARAAGCTGACRACAAATTCAACAARGARCAACAAANT
GCTTTCTATGAAATTTTACATTTACCTAACTTAACTGAAGAACAACGTAACCECTTCATC
CAAAGCCTTAMAAGACGATCCTTCAGTGAGCAAAGAAATTTTAGCAGAAGCTAARRAGCTA
AACGATGCTCAAGCACCARAAGAGGAAGACAATAACAAGCCTGGCAAAGAAGACAATAAC
AAGCCTGGCAAAGARAGACAACAACAAGCCTGGTAAAGAAGACALCARCAAGCCTGGCAAA
GAAGACGGCAARCAAGCCTGGTAARAGAAGACAACARAAAACCTGGTAAAGARGATGGCAAC
AAGCCTGGTAAAGRAGACAACAAARMACCTGGTAMAGAAGACGGCAACAAGCCTGGCARR
GAAGATGGCAACAAACCTGGTAAAGAAGATGGTAACGGAGTACATGTCGTTAAACCTGGT
GATACAGTAAATGACATTGCAAAMAGCAARCGGCACTACTGCTGACAAAATTGCTGCAGAT
AACAMATTAGCTGATAAAMACATGATCARACCTCGTCAAGAACTTGTTGTTGATARGANLG
CAACCAGCAAACCATGCAGATGCTAACRAAGCTCAAGCATTACCAGAARCTGGTGAAGAR
AATCCATTCATCGGTACAACTGTATTTGGTGGATTATCATTAGCCTTAGGTGCAGCGTTA
TTAGCTGGACGTCGTCGCGAACTATAR
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SEC ID N° 70 MRSA252 de SPA

TTGAAAARGANARACATTTATTCARTTCGTAAACTAGGTGTAGGTATTGCATCTGTARACT
TTAGGTACATTACTTATATCTGETGGCGTAACACCTGCTGCAAATGCTGCGCAACACGAT
GAAGCTCAACARAATGCTTTTTATCAAGTGTTAAATATGCCTARCTTAAACGCTGATCAR
CeTRAATGGTTTTATCCAAAGCCTTARRGATGATCCAAGCCAARGTGCTAACGTTTTAGGT
GAAGCTCAAARACTTAATGACTCTCAAGCTCCAAAAGCTGATGCGCAACAALATRAGTTC
AACAAAGATCAACAAAGCGCCTTCTATGARATCTTGAACATGCCTAACTTAAACGARGAG
CAACGCAATGGTTTCATTCARAGTCTTAAAGACGATCCAAGCCARAGCACTAACGTTTTA
GGTGAAGCTAARAAARTTAAACGAATCT CAAGCACCGAARGCTGACARCAATTTCAACARD
GAACAACARAATGCTTTCTATGAAATCTTGAACATGCCTAACTTGAMCGAAGAACAACGC
AATGGTTTCATCCAARGCTTARAAGATCACCCAAGTCAAAGTGCTAACCTTTTAGCAGAR
GCTAAAAAGTTAAATGAATCTCAAGCACCGAARGCTGATAACARATTCAACAANGARCAL
CAARMATGCTTTCTATGAAATCTTACATTTACCTARCTTARATGAAGAACARACGCAATGET
TTCATCCAAAGCTTAAAAGATGACCCAAGCCAARGCGCTAACCTTTTAGCAGAAGCTARA
AAGCTARATGATGCACAAGCACCAAAAGCTGACAACAAATTCAACAAAGAACARCARLAT
GCTTTCTATGAAATTTTACATTTACCTAACTTAACTGAAGAACAACGTAACGGCTTCATC
CAAAGCCTTAAAGACGATCCTTCAGTGAGCAAAGAAATTTTAGCAGAAGCTAAAARGCTA
BACGATGCTCAAGCACCARRACAGGARACGACAACARACAAGCCTGGCAAAGARAGACAACANC
AAGCCTGGTAAAGRAGACGECAACARACCTGGTARAGARGACAACALMNAACCTGGCAAR
GAAGACGGCAACAAACCTGGSTARAGAAGACAACARAANARCCTGGCAAAGAAGATGGCRAC
AARACCTGGTAAAGAACGACGGCAACAAGCCTGGTAAAGRAAGATGGCAACARGCCTGGTAAA
GAAGATGGCARCAAGCCTCGTAAAGAAGATGGCAACAAGCCTGGTAARAGRAGACGGCAAC
GGAGTACATGTCGTTAAACCTGCTGATACAGTAAATGACATTGCAAAAGCARACGGCACT
ACTGCTGACAAAATTGCTGCAGATAACAAATTAGCTGATAARARACATGATCAARCCTGGT
CAAGAACTTGTTGTTGATAAGAAGCAACCAGCAAACCATGCAGATGCTAACAAAGCTCAA
GCATTACCAGAAACTGGTCAAGRAAATCCATTCATCGGTACAACTGTATTTGGTGGATTA
TCATTAGCGCTTAGGTGCAGCGTTATTAGCTGGACGTCGTCGCGAACTATAA

SEC ID N° 71 MSSA476 de SPA

TTGAAARAGAARARCATTTATTCAAT TCGTAAACTAGGTGTAGGTATTGCATCTGTAACT
TTAGGTACATTACTTATATCTGGTGGCGTAACACCTGCTGCARATGCTGCGCAACACGAT
CAAGCTCAACAAAATGCTTTTTATCAAGTGTTARATATGCCTAACTTAAACGCTGATCAR
CGTAATGGTTTTATCCARAGCCTTAARGATGATCCAAGCCARAGTGCTAACGTTTTAGGT
GAAGCTCAAARARCTTAATGACTCTCAAGCTCCARARGCTGATGCGCAACAAAATARCTTC
AACAAAGATCARCAAAGCGCCTTCTATGAAATCTTGAACATGCCTAACTTAAACGARGCG
CAACGCAATGGTTTCATTCAAAGTCTTAAAGACGATCCAAGCCAAAGCACTAACGTTTTA
GGTGAAGCTARAARARTTAARCGRATCTCAAGCACCGAAAGCTGACAARCAATTTCAACAAR

GAACAACAAAMATGCTTTCTATGAAATCTTGAACATGCCTAACTTGAACGAAGARCAACGC
AATGGTTTCATCCAARGCTTAAAAGATGACCCAAGTCAAAGTGCTAACCTATTGTCAGAA
GCTAAAMAGTTAAATGAATCTCAAGCACCGARAGCGGATAARCAAATTCARCAAAGAMCAA
CAAAATGCTTTCTATGAAATCTTACATTTACC TAACTTAARCGAAGAACAACGCARTEGT
TTCATCCAAAGCTTAAAAGATGACCCAAGCCAAAGCGCTAACCTTTTAGCAGAAGCTAAR
AAGCTAAATGATGCACRAGCACCAAAAGCTGACAACAAATTCAACAAAGAACAACARAAT
GCTTTCTATGAAATTTTACATTTACCTAACTTAACTGAAGARCAACGTAACGGCTTCATC
CAAAGCCTTAALGACGATCCTTCAGTGAGCAAAGAAATTTTAGCAGAAGCTAAAANGCTA
AACGATGCTCAAGCACCAARMGAGGAAGACAACARCAAACCTCGTARAGARGACGGCAAC
AMCCTGGTAAAGAAGACGGCARCARACCTGGCARAGAAGACAACAACANAGCCTCGCAAA
GAAGACGGCAACAAACCTGETARAGAAGACAACAAARAACCTGGTARAGAMGATGGCAAC
AAGCCTGGCAAAGAAGACAACARCAAACCTGGTAAAGAAGACGGCAACGGAGTACATGTC
GTTAAACCTGGTGATACAGTAAATGACATTGCAAAAGCARACGGCACTACTGCTGACAAA
ATTGCTGCAGATAACAAATTAGCTGATABARACATGATCAMACCTGGTCAAGAACTTGTT
GTTGATAAGAAGCAACCAGCARACCATGCAGATGCTARCARAAGCTCAAGCATTACCAGAR
ACTGGTGAAGRAANTCCATTCATTGCTACAACTGTATTTGGTGGATTATCATTAGCGTTA
GGTGCAGCGTTATTAGCTGGACGTCGTCGCGARCTATAA
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SEC ID N° 72 V8 de SPA

ATGATGACTTTACARATACATACAGGGGGTATTAATTTGARAARGARAAACATTTATTCA
ATTCGTAAACTAGGTGTAGCTATTGCATCTGTAACTTTAGGTACATTACTTATATCTGGT
GGCGTAACACCTGCTGCAAATGCTGCGCAACACGATGAAGCTCAACAAAATGCTTTTTAT
CAAGTGTTAAATATGCCTAACTTAAACGCTGATCAACGTAATGGTTTTATCCAAAGCCTT
AAAGATCGATCCAAGCCAAAGTGCTAACGTTTTAGGTGAAGCTCARAARCTTAATGACTCT
CAAGCTCCARARMAGCTGATGCGCAACAAAATAAGTTCAACAAAGATCAACARAAGCGCCTTC
TATGAAATCTTGAACATGCCTAACTTAAACGAAGAGCAACGCAATGGTTTCATTCAAAGT
CTTAAAGACGATCCAAGCCAAAGCACTAACGTTTTAGGTGAAGCTAAAAARTTAAACGAA
TCTCAAGCACCGAAAGCTGACAACAATTTCAACAAAGAACAACARARTGCTTTCTATGAR
ATCTTGAACATGCCTAACTTGAACGAAGAACAACGCAATGGTTTCATCCARAGCTTAAAR
GATGACCCAAGTCAAAGTGCTAACCTTTTAGCAGAAGCTAARMAAGCTARATGATGCACAR
GCACCAARAGCTGACAACAAATTCAARCAAAGAACAACAAAATGCTTTCTATGAAATTTTA
CATTTACCTAACTTAACTGAAGAACAMACGTAACGGCTTCATCCAAAGCCTTAAAGACGAT
CCTTCAGTGAGCAAAGAAATTTTAGCAGAAGCTAARAAGCTAAACGATGCTCAAGCACCA
AARAGAGGAAGACAACAACAAGCCTGGCAAAGARAGACARCAACAAGCCTGGTAAAGAAGAC
GGCAACAMACCTGGTAAAGARGACAACAAAARACCTGGCARAGAAGACGGCAACARACCT
GGTARAGAAGACAACAAAAAACCTGGTAAAGAAGATGGCAACAAACCTGGTAARGARGAC
GGCAACAAGCCTGGTAAAGAAGATGGCAACAAGCCTGOTAAAGAAGACGGCAACGGAGTA
CATGTCGTTAAACCTGGTGATACAGTARATGACATTGCAAAAGCAAACGGCACTACTGCT
GACAARATTGCTGTAGATAACAAATTAGCTGATARAARACRTGATCAARCCTGGTCAAGAR
CTTETTGTTGATAAGAAGCAACCAGCAAACCATGCAGATGCTAACAAAGCTCAAGCATTA
CCAGAAACTGGTGARGAAAATCCATTCATCGGTACAACTGTATTTGCTGGATTATCATTA
GOGTTAGGTGCAGCGTTATTAGCTGGACGTCGTCGCGAACTATAR

37



ES 2558 703 T3

SEC ID N° 73 proteina de fusion

ATGGCGCAACACGATGAAGCTCAACARAATGCTTTTTATCAAGTCTTARATATGCCTAAC
TTAAATGCTGATCAACGCAATGGTTTTATCCARAGCCTTARAGATGATCCAAGCCAAAGT
GCTAACGTTTTAGGTCAAGCTCAAAAACTTAATGACTCTCAAGCTCCARRAGCTGATGCG
CAACAARATARCTTCAACAARGATCAACAMAGCGCCTTCTATGARATCTTGARCATGCCT
AACTTAAACGAAGCGCAACGTAACGGCTTCATTCARAGTCTTAAAGACGACCCAAGCCAN
AGCACTARCGTTTTAGGTGAAGCTAARAAATTAAACGAATCTCARGCACCGARAGCTGAT
ARCAATTTCAACAAAGAACAACARAATGCTTTCTATGAAATCTTGAATATGCCTAACTTA
ARCGAAGAACAACGCAATGGTTTCATCCAAAGCTTAAAAGATGACCCAAGCCAAAGTGCT

AACCTATTGTCAGAAGCTARAAAGTTARATGAATCTCARGCACCGARAGCGGATAACAMA
TTCAACAAAGAACARCAAMATGCTTTCTATGARATCTTACATT TACCTAACTTARACGAA
GAACAACGCAATGGTTTCATCCAAAGCCTAAARGATGACCCARGCCAAAGCGCTAACCTT
TTAGCAGAAGCTAAAAAGCTARATGATGCTCAAGCACCARARGCTCGACARCAARTTCAAC
ARAGAACAACARAATGCTTTCTATGARATTTTACATTTACCTAACTTAACTGAAGAACAA
CGTAACGGCTTCATCCARNGCCTTAARGACGATCCTTCAGTGAGCARAGARATTTTAGCA
GAAGCTAAAAAGCTAAACGATGCTCAAGCACCRAAAGAGGAAGACAATAACAAGCCTGGC
AAAGAAGACAATAACARAGCCTGGCAAAGRAGACAACAACAAGCCTGGTARAGAAGACAAT
AACARAGCCTGGTAAAGAAGACAACAACAAGCCTGGCAAAGAAGACGGCAACAAGCCTGGT
AAAGARGACAACAAARMACCTGGTAAAGAAGATGGCAACAAGCCTECGTARAGAAGACARC
AAAAAACCTGGTAAAGAAGACGGCAACAAGCCTGGCAAAGAAGATGGCAACAAACCTGGT
AANGAAGATGGTAACGGAGTACATGTCGGCGGATCCAGTGARAACACGCAACARACTTCA
ACTAAGCACCARACAACTCAAAACARCTACGTAACARGATCARCAAAALGCTTTTTATCAA
GTATTACATCTAAAAGGTATCACAGAAGAACAACGTAACCAATACATCAARACATTACGC
GAACACCCAGAACGTGCACAAGAAGTATTCTCTGAATCACTTAAAGACAGCAAGAACCCA
GACCGACGTGTTGCACAACAAAACGCTTTTTACAATGTTCTTAARAATGATAACTTAACT
GRACAAGAAAMNMAATAATTACATTGCACARATTARRGARAACCCTGATAGAAGCCARCAR
GTTTGGGTAGAATCAGTACAATCTTCTARAGCTAARGARCGTCARMATATTGARARTGCG
GATAAAGCAATTAAAGATTTCCAAGATAACAAAGCACCACACGATAAATCAGCAGCATAT
GAAGCIAACTCAAAATTACCTAAAGATTTACGTGATAAAAACAACCGCTTTGTAGAAAAA
GTTTCAATTGAAAAAGCA
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SEC ID N° 74 proteina de fusién con una etiqueta de His

ATGGCGCAACACGATGAAGCTCAACAARAATGCTTTTTATCAAGTCTTARATATGCCTARC
TTAAATGCTGATCAACGCAATGGTTTTATCCARAGUCCTTAMAGATCATCCAAGCCARAGT
GCTAACGTTTTAGGTGAAGCTCAAAAACTTAATGACTCTCARGCTCCAARAGCTGATGCG
CAACAARATAACTTCAACAAAGATCARCAARGCGCCTTCTATGAAATCTTGAACATGCCT
AACTTARACGAAGCGCAACGTAACGCCTTCATTCAAAGTCTTAAAGACGACCCAAGCCAA
AGCACTAACGTTTTAGGTGAAGCTAAAAAATTAAACGAATCTCARGCACCGAARGCTGAT
ARCAATTTCAARCARAGARCAACAAAATGCTTTCTATGAAATCTTGAATATGCCTAACTTA
AACGAAGAACAACGCAATGGTTTCATCCAAAGCTTAAAAGATGACCCAAGCCARAGTGCT
AACCTATTGTCAGAAGCTARAAAGTTAAATGAATCTCAAGCACCGAAAGCGGATAACAAR
TTCAACARAGAACRACAARATGCTTTCTATGAAATCTTACATTTACCTAACTTAAACGAA
GARACAACGCAATGGTTTCATCCAAAGCCTAAMAGATGACCCAAGCCAMAGCGCTAACCTT
TTAGCAGAAGCTAARAAGCTAAATGATGCTCAAGCACCAMAAGCTGACAACAAATTCAAC
ABRCGAACAACAAAATGCTTTCTATGARATTTTACATTTACCTAACTTAACTGAAGAACAR
CGTAACGGCTTCATCCAAAGCCTTAAAGACCGATCCTTCAGTGAGCAAAGRAATTTTAGCA
GAAGCTAAARRAGCTAAACGATGCTCAAGCACCAAAAGAGGAAGACAATAACAAGCCTGGC
AAAGAAGACAATAACAAGCCTGGCAAAGAAGACAACAACAAGCCTGETAAAGARAGACAAC
AACRAGCCTGGTAAAGAAGACAACAACARGCCTGGCAAAGARGACGGCARCARGCCTGGT
AAAGAAGARCARCAAAARACCTGGTAAAGAAGATGCGCAACAAGCCTGGTAAAGAAGACAAC
AAAARACCTGGTAAAGAAGACGGCAACARGCCTGGCAAAGAMGATGGCAACAAACCTGGT

ARRGARAGATGGTAACGGAGTACATGTCGECGGATCCAGTGAARACACGCARCAAACTTCA
ACTAAGCACCAARACAACTCAAARCAACTACGTAACAGATCAACARRAAGCTTTTTATCAA
GTATTACATCTAAMAGGTATCACAGAAGAACARCETAACCAATACATCARANCATTACGC
GAACACCCAGAACGTGCACAAGARGTATTCTCTGAATCACTTAAAGACAGCAAGARCCCA
GACCGACGTGTTGCACAACAAAMCGCTTTTTACAATGTTCTTARARATGATAARCTTAACT
GAACAAGAAAAAAATARTTACATTGCACAAATTAANGAAAACCCTGATAGAAGCCRAACAA
GTTTGGGTAGAATCAGTACAATCTTCTAAAGCTARAGRACGTCAAAATATTGAARATGCG
GATARAGCAATTAAAGATTTCCARGATAACAAAGCACCACACGATARATCAGCAGCATAT
GAAGCTAACTCAAMATTACCTAAAGATTTACGTGATAARAACAACCGCTTTGTAGAARRA
GTTTCAATTGAARAAAGCAACTAGTGGCCACCATCACCATCACCATTAA
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ID de secuencia N° 75 - proteina de fusion de proteina A-SdrG-Shi

atgGCGCARCACGATGAAGCTCARCARAATGCTTTTTATCAAGTCTTARATATGCCTAACTTAARTGCTGATCAACGCAA
TGGTTITATCCARAGCCTTARAGATGATCCAAGCCARAGTGC TAACGTTTTAGGTGAAGC TCARAAACTTAATGACTCTC
AAGCTCCARAAGCTGATGCCCAACARAATAACTTCARCAAAGATCARCAARGCGCCTITCTATGAAART CTTGAACATGCCT
AACTTAAACGAAGCGCAACGTAACGGC TTCATTCARAGTCTTARAGACGACCCARGCCAAAGCACTARCGTTTTAGGTGA
AGCTARARAATTRAACGAATCTCARGCACCGAARGC TGATAACAATTTCAACARAAGAACAACAARRTGCTTTCTATGARA
TCTTGAATATGCC T}U\CTTAMCGMG}U\C}U\OGCAATGGITTCATCCAMGCTTAMAG}\TGACCCAAGCCMAGTG&

ARCCTATTGTCAGAAGCTARAAAG TTARATGART CTCARGCACCGAAAGCGGATAACAAATT CARCAARCAACAACARAA

TGCTTTCTATGARARTCTTACATTTACCTAACTTAARCGAAGAACRACGCAATCGGTTTCATCCAAAGCCTARRAGATGACT
CARGCCAAAGCGCTAACCTTTTAGCAGAAGCTAMAAAGC TAAATGATGC TCAAGCACCAAAAGCTGACAACARATTCAAL
AARGARACRACAAAATGCTTTCTATGARATTTTACATTTACCTAACTTAACTGRAGAACAACGTAACGGCTTCATCCARRG
CCTTARAGACGATCCTTCAGTGACCAARGAAATTTTAGCAGAAGCTRAARAGCTAAACGATGCTCARGCACCARAAGAGS
AAGACAATAACARGCCTGG CARAGAAGACAATAACANGCC TGGCAAAGAAGACAMRCAACARGCCTGS TAAAGARGACARRG
AACAAGCCTGGTAAAGAAGACAACAACRAGCCTGGCAARGAMGACGGCAACAAGUCTGGTAAAGAAGACANCARAARMCC
TGGTARAGAAGATGGCAACARGCCTGETARMAGAAGACAACAARAAAACCT GG TARAGAAGACGGCARCARGCCTGGCARAG
AAGATGGCRACAAACCTGGTARAGAAGATGGTARCGGAGTACATGTCGGCggat ccGAGGAGAATTCAGTACAAGRCGTT
ARAGATTCGARTACGGATGATGAATTATCAGACAGCAATGATCAGTCTAGTGATGAAGAARAGARTGATGTGATCAATAR
TMTCAGTCMTAAACACCG}\CGATMTMCCAMTM TTAAAAAAGAAGAAACGAATAACTACGATGGCATAGAAMAAC
GCTCAGARGATAGAACAGAGTCAACAACAAATGTAGATGARRACCAAGC AACATTTTTACAARAGACCCCTCAAGATAMT
ACTCATCTTACARGAAGRAGAGGTAAARGARTCCTCATCAGTCGAATCCTCAARTTCATCARTTGATACTGCCCRACARCC
ATCTCACACARRCAATARATAGAGAAGRATC TG TTCARACKAGTGATAATGTAGAAGATTCACACGTATC AGATTTTGCTA
ACTCTAARARTAMAAGAGAGTAACACTGAATCTGGTAARGAAGAGAATACTATAGAGCAACCTAATARAGTARMAGARGAT
TCAARCAACAAGTCAGCCGTCTGGCTATACARATATAGATGAARMAT T TCAARTCARGATGAGTTATTARATTTACCAAT
AAATGAATATGAARATARGGCTAGACCATTATC TACRACATCTGCCCAACCATCGATTARACGTGTAACCGTARATCAAT
TAGCGGCGGAACAAGGTTCGRATGTTAATCATT TAAT TAARGTTACTGATCARRGTATTACTGAAGGATATGATGATAGT
GMGGTG']'I'R’ITMAGCACA’[GAT‘GI'._‘TGAAMC’IT}\ATC'IATGJ\TGTMCTTTTGAAGTAG}\TGATA}\GGTGMATCTGG
TGATARCGATCACAGTCGATATAGATAMGAATACAGTTCCATCAGATTTAACCGATRGCTTTACAATACCAMARAAT AARKG
ATAATTCTGGRGARATCATCGCTACAGCGTACTTATGATAACRAANAT AAACAAATCACCTATACTTTTACAGATTATGTA
GATAAGTATGAAAATATTARAGCACACCTTARATTAACGTCATACATTGATAARTCAARGGTTCCAARTAATAATACCAA
GTTAGATGTAGAATATARRACGGCCCTTTCATCAGTAAATAAAACAATTACGGTTGARATATCAAAGACCTAACGAAARTC

GGACTGCTAACCTTCARAGTATGT T TACAANCATAGATACGRARAATCATACAGTTGAGCARACGATTTATATTAACCCT
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CTTCGTTATTCAGCCARGGARACARATC TAAATATTTCAGGGAATGGTGATCAAGGTTCAARCAATTATAGACGATAGCAL
AATAATTARAGTTTATAAGG TTCCAGATAATCARAATT TACCAGATAGTAACAGAATTTATGATTACAGTGAATATCAAG
ATCTCACAAATGATGAT TATGCCCAATTAGGAARTART RATGATGTGAATATTAATTTTGGTAATATAGATTCACCATAT
ATTATTAARGTTATTAGTAAATATGACCCTAATAAGGATGATTACARCGACTATACAGCAARCTGTGACAATGCAGALGAL

TATARATGAGTATACTGGTGAGT TTAGAACAGCATCCTATGATARTACAATTGCTTTCTCTACAAGTTCAGGTCAAGGAC

ARGGTGACTTGCCTCCTGAAARAACTTATARAATCGGAGATTACGTATGGGAAGATCTAGATARAGATGGTAT TCARAAT
ACRAATGATAATGAARAACCGCTTAGTAATGTATTGGTARCT TTGACGTATCCTGATCCARCT TCARAATCAG TCAGAAC
AGATGAAGATGGGAARTATCAATTTGATGGATTGAAAAACGGATTGACTTATAAAATTACATTCGAAACACCTGAAGGAT
ATACGCCGACGCTTARACAT TCAGGAACAARTCCTGCAC TAGACT CAGAAGGTAATTC TG TATGGG TAACTATTAATGGA
CARGACGATATGACGATTGATACTGGATTTTATCAAACACCTAARTACAGCTTAGGGAACTATGTATGGTATGACACTAA
TAARGATGGTATTCAAGGTGATGATGAAAAAGGRATCTCTGGAGT TAAAGTGACCTTAARAGATGARAACGGARATATCA
TTAGTACAACTACAACCGATGAARATGGAARCTATCAAT T TGATARTTTARATAGTGGTAATTATATTGTTCATTTTGAT
AARRCCTTCAGGTATGACTCARACAACAACAGATT CTGGTGATGATGACCGARCAGGATG CTGATGGGGAAGAAGTTCATGT
AACAATTACTGATCATGATGACTTTAGTATAGATAACGCATACTATGATGACGAAGgAt CCAGTCGRARACACGCAACARA
CTTCAACTAAGCACCAAACAACTCAARRCARCTACGTAACAGAT CAACAAARMGCTTTTTATCAAGTATTACATCTARRA
GGTATCACAGAAGAACAACGTRACCAATACATCAAAACATTACGCGAACACCCAGAACGTGCACAAGAAGTATTCTCTGA
ATCACTTAAAGACAGCAAGARCCCAGACCGACGTG TTGCACARCARAACGCTTTTTACAATGTTCT TARAARTGATAACT
TAACTGAACAAGAAAAARATAATTACATTGCACABATTAAAGAAEACCCTGATAGAABCCAACAAGTTTGGGTAGAATCA
GTACRATCTTCTAAAGCTRAAGEACGTCAAAATATTGAAAATGCGGATAAAGCAATTAAAGATTTCCAAGATAACAAAGC
ACCACACGATABATCAGCAGCATATGAAGCTAACTCAARATTACCTARAGATTTACGTGATAARANCAACCGCTTTOTAG

AARAAGTTTCAATTGARARAGCAACT A GGCCACCATCACCAT CACCATTAR

ID de secuencia 76 proteina de fusién de proteina A-SdrG-Sbi

MAQHDEARQONAFYQVLNMPNLNADORNG FIQSLKDD PSQS ANV LGEAQKLNDS QAP KADAQONNFNKDQQSAFYE I LNMP
NLNEAQRNGFIQSLFDDPSQSTNVLGEAKKLNESOAPKADNNFNKEQONAFYE I LNMPNLNEEQRNGF IQSLKDDPSQSA
NLLSEAKKLNESQAPKADNKFNKEQONAFYEILHLPNLNEEQRNGFIQSLEKDDPSQSANLLAEAKKLNDAQA PRADNKFI
KEQOUNAFYEILHLPNLTEEQRNGFIQS LKDDPSVSKEI LAEAKKLNDAQA PKEEDNNKPGKEDNNK PGKE DNNKPGKEDN
NKPGK EDNNKPGKEDGNK PGKEDNKKPGKEDGHK PGKEDNKKPGKEDGNK PGRKEDGNK PGKEDGNGVHVGGSEENSVQDV
KDENTDDELSDSNDQSSDEEKNDVINNNQS INTDDNNQI IKKEETNNYDGI EKRSEDRTESTTNVRENEAT FLOQKT QDN
THLTEEEVKESSSVESSNSSIDTAQQPSHTTINREESVOTSDNVEDSHVSDFANSKIKESNTESGKEENTIEQPNKVKED
STTSQPSGYTNIDEKI SNQDELLNLPINEYENKARPLSTTSAQPSIKRVTVNQLAREQGSNVNHLIKVTDQSITEGYDDS
EGVIKAHDAENLIYDVTFEVDDKVKSGDTMTVDI DKNTVPSDLTLSFTIPKIKDNSGEI TATGTYDNKNKQITYTFTDYV
DKYENIKAHLKLTSYIDKSKVPNNNTKLDVEYKTALSSVNKTITVEYQRPNENRTANLQSMFTN IDTKNHTVEQTIYINP
LRYSAKETWVNISGNGDEGSTIIDDSTI IKVYKVGDHNQNLPDSNRIYDYSEYEDVTINDDYAQLGNNNDVHINFGNIDSPY
JIKVISKYDPNKDDYTTIQQTVIMOTTINEYTGEFRTASYDNTIAFSTSSCEQEQGDLPPEKTYKIGDYVWEDVDEDGIQN
THDNEKPLSNVLVTLTY PDGTSKSYRTDEDGKY QFDGLKNGLTYKITFETPEGYTPTLKHSGTNPALDS EGNS VWV TING
QLDMT IDSGFYQTPKY SLGNYVWYDTNKDGIQGDDEKG ISGVKVTLKDENGN I ISTTTTDENGKYQFDNLNSGNY IVHFD
KPSGMTQTTTDSGDDDEQDADGEEVHVT I TDHDDF S I DNGYYDDEGSSENTQQT STKHQTTONNYVTDQQKAF YQVLHLE
GITEEQRNQYIKTLREHPERAQEVFSESLKDSKNPDRRVAQONAFYNVLKNDNLTEQEKNNYIAQIL KENPDRSQQVHWVES
VQSSKAKERQNIENADKAIKDFQDNKAPHDKSARYEANSKLPKDLRDKNNRFVEKVS IEKATSGHHHHHH
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion inmunégena que comprende dos polipéptidos estafilocécicos diferentes aislados, cada uno de
los cuales comprende un dominio de unién a la IgG, en la que los polipéptidos estafilocdcicos aislados comprenden
un polipéptido aislado de la proteina A procedente de S. aureus que tiene una secuencia que es idéntica en al
menos el 90 % a las SEC ID N° 12 - 40, y un polipéptido aislado de la Sbi procedente de S. aureus que tiene una
secuencia que es idéntica en al menos el 90 % alas SEC ID N°: 1 - 11.

2. La composicion inmundgena de la reivindicacion 1 en la que el polipéptido aislado de la proteina A esta unido
covalentemente al polipéptido aislado de la Sbi para formar una proteina de fusion.

3. La composicion inmunégena de la reivindicaciéon 2 en la que la proteina de fusidon tiene una secuencia
polipeptidica que es idéntica en al menos el 90 % a la secuencia de las SEC ID N°: 41 - 42 o0 76.

4. La composicion inmundégena de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 3 que comprende un antigeno
estafilococico adicional.

5. La composicion inmunogena de la reivindicacion 4 en la que el antigeno estafilocdcico adicional comprende el
polisacarido capsular de tipo 8 de S. aureus.

6. La composicion inmundgena de la reivindicacion 5 en la que el polisacarido capsular de tipo 8 de S. aureus esta
conjugado con una proteina portadora.

7. La composicion inmunogena de una cualquiera de las reivindicaciones 6 en la que la proteina portadora se elige
independientemente de entre el grupo que consiste en el toxoide del tétanos, el toxoide de la difteria, la CRM197, la
proteina D, la toxina alfa, la SdrG, la CIfA, la IsdA, la IsdB, la IsdH, la proteina A, la Sbi y una proteina de fusion de
proteina A-Sbi.

8. La composicion inmunodgena de la reivindicaciéon 6 o 7 en la que el antigeno estafilocdcico adicional comprende
una proteina seleccionada de entre el grupo que consiste en la Ebh, la proteina de union a la elastina, la EFB, la
CIfA, la CIfB, la SdrC, la SdrG, la FnbA, la FbpA, la IsaA / PisA, la proteina de unién a la penicilina 4, la AhpC, la
SsaA, la Aap, la SasA, la IsdA, la IsdB, la IsdC, la HarA, la toxina alfa, la toxina alfa H35R mutante y la RAP.

9. Un polipéptido que comprende: a) una parte de la proteina A que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene
una identidad de al menos el 90 % con una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste
en las SEC ID N° 12 - 40 y b) una parte de la Sbi que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad
de al menos el 90 % con una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en las SEC ID
N°1-11.

10. El polipéptido de la reivindicacién 9 que tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica en al menos el 90
% alas SEC ID N° 41 042 0 76.

11. Un polinucledtido que comprende: a) una region codificante de la proteina A que tiene una identidad de al menos
el 90 % con una secuencia de polinucleotidos seleccionada de entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 54 - 72
y b) una region codificante de la Sbi que tiene una identidad de al menos el 90 % con una secuencia de
polinucleétidos seleccionada de entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 43 - 53.

12. Un polinucledtido que codifica una proteina de fusion que comprende: a) una parte de la proteina A que tiene
una identidad de al menos el 90 % con una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste
en las SEC ID N° 12 - 40 y b) una parte de la Sbi que tiene una identidad de al menos el 90 % con una secuencia de
aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 1 - 11.

13. Una vacuna que comprende la composicién inmundégena de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 8 o el
polipéptido de la reivindicacion 9 o 10 y un portador farmacéuticamente aceptable.

14. Un procedimiento de fabricacion de la vacuna de la reivindicacion 13 que comprende la etapa de la adicién de un
excipiente farmacéuticamente aceptable a la composicion inmundgena de una cualquiera de las reivindicaciones 1 -
8 o al polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 9 o 10.

15. Una composiciéon inmundégena de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 8 para su uso en el
tratamiento de la prevenciéon de una enfermedad estafilocécica.
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Figura 5: comparaciones de la SBI

Alineacion de las secuencias completas de la proteina

2 dominios de union a la IgG: desde los aminoacidos 42 - 93 (gris claro) y 94 - 147
(gris intermedio) para COL, NCTC, N315, MSSA, MW2 y MRSA.

SBI COL 48
SBI_NCTC 48
SBI MUSQ 50
SBI_N315 : 48
SBI_MSSA 48
SBI_MwW2 :° 48
SBI_MRSA 48
SBI_COL 98
SBI_ NCTC S8
SBI_MUSQ 100
SBI_N315 98
SBI_MSSA 98
SBI_MW2 98
SBI_MRSA 98
SBI_COL : 148
SBI_NCTC 148
SBI_MUSO : 150
SBI N315 : 148
SBI_MSSA : 148
SBI_MW2 148
SBI_MRSA 148
SBI_COL 198
SBI_NCTC - 198
SBT_MUSsO0 - 200
SBI_N315 198
SBT_MSSA : 198
SBI_MW2 : 198
SBI_MRSA 198
» 220 A 240 *
SBI_COL : . : 248
SBI_NCTC : : 248
SBI_MUSO0 : ¢ 250
SBI_N315 : : 248
SBI_MSSA 248
SBI_MwW2 : 248
SBI_MRSA : 248
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Figura 5: comparaciones de la Proteina A (SPA)

Alineacion de las secuencias completas de la proteina

Los aminoacidos idénticos y los similares (con las mismas propiedades
fisicoquimicas) de una columna estan destacados en negro.

4 o 5 dominios de union a la IgG estan destacados con un subrayado

SPA_MRSA is
SPA_V8 50
SPA_MUS0 38
SPA_N315 38
SPA_MW2 38
SPA_MSSA 38
SPA_NCTC 38
SPA COL 38
SPA_MRSA 88
SPA_VB 100
SPA_MUS0 88
SPA_N315 88
SPA_MW2 88
SPA_MSSA 88
SPA_NCTC 88
SPA_COL 88
SPA_MRSA 138
SPA V8 150
SPA_MUS0 : 2 v ;138
SPA_N315 : [o&d \[ ONNFNKD 3 NLNE IGFI KDDPS( 138
SPA_MW2 : ; CNNFNYDOOS T LNM2D : T KDDPSQSTH 138
SPA_MSSA : 138
SPA_NCTC 138
SPA_COL 118
SPA_MRSA 188
SPA_V8 200
SPA_MUSO 188
SPA_N315 188
SPA_MW2 188
SPA_MSSA 188
SPA_NCTC 138
SPA_COL 188
*
SPA_MRSA YELLHLPNL] : 238
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Figura 5: comparacion de los dominios de union a la IgG SBl y SPA

Los aminoacidos idénticos y los similares (con las mismas propiedades
fisicoquimicas) de una columna estan destacados en negro.

SPA_MRSA_5 54
SPA_MSSA_S 54
SPA_COL_5 54
SPA_MW2_5 54
SPA_NCTC_S 54
SPA_VB_4 54
SPA MUS0 4 54
SPA_N315_4 54
SPA_NCTC_4 54
SPA_MW2_4 54
SPA_COL 4 54
SPA_MRSA_4 54
SPA_MSSA_4 : 54
SBA_VE_3 54
SPA_NCTC_3 54
SPA_MUS0_3 54
SPA_N315_3 54
SPA_MW2 3 54
SPA_COL_3 54
SPA_MSSA_3 54
SPA_MRSA_3 i 54
SPA_NCTC_2 54
SPA_MUS0_2 54
SPA_N315_2 S4
SPA_MW2_2 54
SPA_COL_2 54
SPA_MSSA_2 54
SPA_MRSA_2 54
SPA_VB_2 54
SPA_NCTC_1 _ - : LK \ HDS : 54
SPA_MUSO_L1 : NAAQHBEX " A DR o & NDS : 54
SPA N315_1 : NAAQHDEA YQVLEM MR SL v : 54
SPA_MW2_1 : NAAQHDE2 LI 1 ; \ DS : 54
SPA_COL_1 NAAQHEE* KD v NDS : 54
SPA_MRSA_1 : NAAQHDEA A % P R ®SI AN NDS : 54
SPA_MSSA_1 : MAAQHOE: L JRNEF sl v NDS : 54
SPA_V8_1 A y MCRNE LK 42N i 54
SBI_COL_1 : E 52
SBI_MUS0_1 12 52
SBI_MRSA_1 : £ . 52
SBI_MSSA 1 E 52
SBI_MW2_1 E 52
SBI_N315_1 : E 52
SBI_NCTC 1 E 52
SBI_COL_2 : KNPDRRV2 i E : 54
SBI_MUSO_2 : KNPDRRVASSNENSNE . IRy 71 T gy g : 54
SBI_MRSA_2 : KNPDRRVASSNESIEY : Y 1h 3 : 54
SBI_MSSA 2 : KNPDRRVASM i pl TIHOE gen . : 5S4
SBI_MW2_2 : KNPDRRV2 SRl K DR ZRNRYY TE0 T KJa P gwvig : 54
SBI_N315_2 : KNPDRRVZ v 1 Y P GV ; 54
SBI_NCTC_2 : KNPDRRV? AEYRIVL M PNESE KN TRt T K)o P Vi - : 84
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