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DESCRIPCION
Purificacion de sacaridos capsulares de Staphilococcus aureus de tipo 5 y de tipo 8

Campo técnico

La presente invencidon se encuentra en el campo de la purificacion de polisacaridos capsulares bacterianos,
particularmente aquellos de Staphylococcus aureus de tipo 5 y de tipo 8, y particularmente para su uso en la
preparacion de vacunas.

Antecedentes de la técnica

Los sacaridos capsulares de bacterias se han usado durante muchos afios en vacunas contra bacterias
encapsuladas. Dado que los sacaridos son antigenos T-independientes, sin embargo, son poco inmunogénicos. La
conjugacion con un vehiculo puede convertir a los antigenos T-independientes en antigenos T-dependientes,
mejorando de ese modo las respuestas de memoria y permitiendo que se desarrolle la inmunidad protectora. Las
vacunas de sacaridos mas eficaces se basan, por lo tanto, en glucoconjugados, y la vacuna conjugada prototipo fue
contra Haemophilus influenzae tipo b (‘Hib’) [por ejemplo, véase capitulo 14 de la ref. 96].

Otra bacteria para la cual se han descrito vacunas conjugadas es Staphylococcus aureus (S.aureus). Se han aislado
diversos polisacaridos a partir de S.aureus para su uso en glucoconjugados. Dos polisacaridos de interés particular
son los polisacaridos capsulares de tipo 5 y de tipo 8. Aproximadamente el 60 % de las cepas de S.aureus humano
son de tipo 8 y aproximadamente el 30 % son de tipo 5. Gran parte del trabajo sobre los conjugados de tipo 5 y de
tipo 8 se ha realizado por Fattom y col., y se describe en los documentos tales como las referencias 1 a 9.

El punto de partida para las vacunas basadas en polisacaridos es el propio polisacarido, y éste se purifica
generalmente a partir de la bacteria objetivo. Fattom y col. Han desarrollado un procedimiento complejo para la
purificacion de los polisacaridos capsulares de tipo 5 y de tipo 8 que se describen en detalle en la referencia 1, e
implican las siguientes etapas clave después del cultivo bacteriano: suspension de células bacterianas en tampén,
tratamiento con lisostafina, tratamiento con DNasa y RNasa, centrifugacion, dialisis contra tampon, tratamiento con
proteasa, dialisis adicional, filtracion, adicién de etanol al 25 % con cloruro de calcio para precipitar contaminantes;
adicién complementaria de etanol al 75 % para precipitar el polisacarido; recoleccion y secado del precipitado;
recoleccion y secado del precipitado; cromatografia de intercambio anidnico; dialisis; liofilizacion; cromatografia de
exclusion por tamafio; didlisis y liofilizacion final.

El procedimiento Fattom implica el uso de lisostafina para lisar las paredes de células bacterianas y liberar de ese
modo el polisacarido capsular. Sin embargo, esta etapa consume tiempo y hace al procedimiento dificil de llevar a
cabo en un entorno industrial. También incrementa el coste global y la complejidad del procedimiento. Otros
investigadores han intentado omitir esta etapa y desarrollar un procedimiento mas simple y eficaz de purificacion del
polisacarido. Por ejemplo, la referencia [10] describe un procedimiento alternativo que implica el tratamiento en
autoclave de células de S.aureus, la ultrafiltracién del sobrenadante que contiene polisacaridos, la concentracion, la
liofilizacion, el tratamiento con metaperyodato de sodio, la ultrafiltracion adicional, la diafiltracién, la cromatografia
liquida de exclusion por tamafo de alto rendimiento, la dialisis y el secado por congelacion. Los autores sugieren
que este procedimiento proporciona un buen rendimiento y es adecuado para la producciéon a gran escala del
polisacarido. En este procedimiento, el tratamiento con lisostafina se reemplaza al tratar en autoclave para liberar el
polisacarido capsular. El procedimiento se desarrollé adicionalmente en la referencia [11]. Una etapa importante en
estos procedimientos alternativos es el tratamiento con metaperyodato de sodio. Esta etapa se lleva a cabo para
eliminar la contaminacion por acido teicoico del polisacarido capsular. Sin embargo, una vez mas, esta etapa
incrementa la duracion, complejidad y coste global del procedimiento. La referencia [12] describe un procedimiento
similar que nuevamente implica tratar en autoclave para liberar el polisacarido capsular y tratamiento con
metaperyodato de sodio para eliminar el acido teicoico. En contraste, la mayoria de los otros grupos usa
procedimientos que retienen el tratamiento con lisostafina (véase, como ejemplo, las referencias 13, 14, 15, 16, 17 y
18), que a veces incluyen el tratamiento con metaperyodato de sodio (por ejemplo, en las referencias 13 y 14).

Los procedimientos anteriores son complejos y pueden dejar contaminacion en el polisacarido resultante. Existe, por
tanto, una necesidad por procedimientos adicionales y mejorados para purificar polisacaridos capsulares de
S.aureus tipo 5 y de tipo 8, y particularmente por procedimientos menos complejos que den como resultado una
menor contaminacion.

Descripcidn de la invencion

La invencion se basa en un procedimiento de purificaciéon en el que el polisacarido se libera inicialmente a partir de
las células bacterianas mediante el tratamiento con un acido. Esta etapa elimina la necesidad del tratamiento con
lisostafina y se puede usar como una alternativa para el tratamiento con autoclave, como en los procedimientos
anteriores. Los inventores han descubierto que el procedimiento da como resultado un polisacarido purificado con
baja contaminacion con acido teicoico. Esto significa que no es necesario tratar el polisacarido con metaperyodato
de sodio. El polisacarido purificado también tiene baja contaminacion de peptidoglicanos, haciéndolo particularmente
adecuado para usos médicos. El procedimiento de los inventores puede ser rapido y sencillo debido a que no son
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necesarias las etapas laboriosas en los procedimientos previos.

Los inventores proporcionan un procedimiento para liberar el polisacarido capsular a partir de células de S.aureus de
tipo 5 o de tipo 8, que comprende la etapa de tratar las células con acido. Ademas, se desvela un procedimiento
para la purificacion de polisacarido capsular de células de S.aureus de tipo 5 o de tipo 8 que comprende este
procedimiento. Se pueden incluir otras etapas de procesamiento en el procedimiento, tales como tratamiento
enzimatico, por ejemplo, para eliminar los contaminantes de acido nucleico, proteinas y/o péptidoglicano;
diafiltracion, por ejemplo, para eliminar contaminantes de bajo peso molecular; cromatografia de intercambio
anionico, por ejemplo, para eliminar proteina residual; y concentracion.

Por lo tanto, los inventores desvelan un procedimiento para la purificacion de polisacarido capsular de S. aureus de
tipo 5 o de tipo 8, que comprende la etapa de liberar el polisacarido a partir de células de S.aureus de tipo 5 o de tipo
8 mediante el tratamiento de las células con acido. De manera similar, los inventores desvelan, en un procedimiento
para la purificacion de polisacarido capsular de S. aureus de tipo 5 o de tipo 8, la mejora que consiste en el uso del
tratamiento con acido de células de S.aureus de tipo 5 o de tipo 8 para liberar el polisacarido a partir de las células.
La liberacion mediante el tratamiento con acido elimina la necesidad del tratamiento con lisostafina o de tratar en
autoclave para liberar el polisacarido.

Los inventores también desvelan un procedimiento para la purificacién de polisacarido capsular de S. aureus de tipo
5 o de tipo 8, en el que el procedimiento no implica una etapa de tratamiento con lisostafina. De manera similar, los
inventores desvelan un procedimiento para la purificacién de polisacarido capsular de S. aureus de tipo 5 o de tipo 8,
en el que el procedimiento no implica una etapa de tratamiento con metaperyodato de sodio. Tipicamente, el
procedimiento no implica una o ambas de estas etapas.

Los inventores desvelan un procedimiento para la purificacion de polisacarido capsular de S. aureus de tipo 5 o de
tipo 8, en el que el procedimiento proporciona una composiciéon que comprende el polisacarido y un nivel de
contaminacion de peptidoglicanos que es menor del 5 % (por ejemplo, <4 %, <3 %, <2 %, <1 %, etc.) en peso de
peptidoglicano en relacién con el peso total del polisacarido. Tipicamente, la composicién comprende menos del 4
%, particularmente menos del 3 % en peso de peptidoglicano. Los inventores han descubierto que se pueden
obtener niveles de aproximadamente el 2 % o incluso aproximadamente el 1 % al usar los procedimientos de la
invencion. Los inventores han descubierto que las composiciones con este nivel de peptidoglicano son utiles en la
elaboracion de vacunas. En contraste, la referencia 17 ensefia que los niveles por encima del 5 % deberian usarse
para este proposito. El nivel de contaminacion de peptidoglicanos se puede medir usando los procedimientos
descritos en el presente documento.

De manera similar, los inventores desvelan un procedimiento para la purificacion de polisacarido capsular de S.
aureus de tipo 5 o de tipo 8, en el que el procedimiento proporciona una composiciéon que comprende el polisacarido
y un nivel de contaminacioén de proteinas que es menor del 5 % (por ejemplo, <4 %, <3 %, <2 %, <1 %, <0,5 %,
etc.) en peso de proteina en relacion con el peso total del polisacarido. Tipicamente, la composicion comprende
menos del 3 %, en particular aproximadamente el 2,4 % en peso de proteina. El nivel de contaminacion de proteinas
se puede medir usando un ensayo MicroBCA (Pierce).

Se desvela un procedimiento para la purificacion de polisacarido capsular de S. aureus de tipo 5 o de tipo 8, en el
que el procedimiento proporciona una composicion que comprende el polisacarido y un nivel de contaminacion con
acidos nucleicos que es menor del 1 % (por ejemplo, < 0,75 %, < 0,50 %, < 0,25 %, < 0,10 %, < 0,01 %, etc.) en
peso de acidos nucleico en relaciéon con el peso total del polisacarido. Tipicamente, la composicién comprende
menos del 0,25 %, en particular aproximadamente el 0,09 % en peso de acido nucleico. El nivel de contaminacién
con acidos nucleicos se puede medir mediante absorcién a 260 nm en un espectrofotémetro.

Se desvela un procedimiento para la purificacion de polisacarido capsular de S. aureus de tipo 5 o de tipo 8, en el
que (a) el nivel de contaminacion con &acido del péptidoglicano es menor del 5 % (tal como se describe
anteriormente); (b) el nivel de contaminacion de proteinas es menor del 5 % (tal como se describe anteriormente);
(c) el nivel de contaminacién con acidos nucleicos que es menor del 1 % (tal como se describe anteriormente).

También se desvela una composicidon que comprende un polisacarido capsular de S. aureus de tipo 5 o de tipo 8,
que se obtiene mediante cualquiera de los procedimientos de la invencion.

Los autores desvelan una composicion que comprende polisacarido capsular de S. aureus de tipo 5 o de tipo 8, en la
que la composicion comprende un nivel de contaminacién de peptidoglicano que es menor del 5 % (por ejemplo, < 4
%, <3 %, <2 %, <1 %, etc.) en peso de peptidoglicano en relacién con el peso total del polisacarido. Tipicamente,
la composicion comprende menos del 3 %, particularmente menos del 2 % en peso de péptidoglicano. Las
composiciones con niveles de aproximadamente el 2 % o incluso aproximadamente el 1 % se desvelan de manera
especifica.

De manera similar, los inventores desvelan una composicién que comprende polisacarido capsular de S. aureus de
tipo 5 o de tipo 8, en la que la composicion comprende un nivel de contaminacion de proteina que es menor del 5 %
(por ejemplo, <4 %, <3 %, <2 %, <1 %, <0,5 %, etc.) en peso de proteina en relaciéon con el peso total del
polisacarido. Tipicamente, la composicion comprende menos del 3 %, en particular aproximadamente el 2,4 % en
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peso de proteina.

Los inventores desvelan una composicién que comprende polisacarido capsular de S. aureus de tipo 5 o de tipo 8,
en la que la composiciéon comprende un nivel de contaminacion de acidos nucleicos que es menor del 1 % (por
ejemplo, 0,75 %, < 0,50 %, < 0,25 %, < 0,10 %, < 0,01 %, etc.) en peso de acido nucleico en relacion con el peso
total del polisacarido. Tipicamente, la composicién comprende menos del 0,25 %, en particular aproximadamente el
0,09 % en peso de acido nucleico.

Los inventores desvelan una composiciéon que comprende polisacarido capsular de S. aureus de tipo 5 o de tipo 8,
en la que a) un nivel de contaminacién con acido de péptidoglicano es menor del 5 % (tal como se describe
anteriormente); (b) el nivel de contaminacion de proteina es menor del 5 % (tal como se describe anteriormente); (c)
el nivel de contaminacién con acido nucleico que es menor del 1 % (tal como se describe anteriormente).

La invencidon proporciona un procedimiento para crear una composicion inmunogénica que comprende un
polisacarido capsular de S. aureus de tipo 5 conjugado con una molécula de vehiculo y un polisacarido capsular de
S. aureus de tipo 8 conjugado con una molécula de vehiculo, dicho procedimiento comprende:

(a) un procedimiento para purificar polisacarido capsular de células de S. aureus de tipo 5 que comprende una
etapa de liberacién de polisacarido capsular a partir de las células mediante tratamiento acido de las células, en
el que las células estan en la forma de una pasta de célula humeda o estan suspendidas en medio acuoso, y la
masa molecular del polisacarido purificado esta entre 2-3500 kDa;

(b) la conjugacion del polisacarido capsular con una molécula de vehiculo para crear un conjugado; y

(c) mezclar el conjugado con un polisacarido capsular de S. aureus de tipo 8 conjugado con una molécula de
vehiculo.

La invenciéon proporciona adicionalmente un procedimiento para crear una composicion inmunogénica que
comprende un polisacarido capsular de S. aureus de tipo 8 conjugado con una molécula de vehiculo y un
polisacarido capsular de S. aureus de tipo 5 conjugado con una molécula de vehiculo, dicho procedimiento
comprende:

(a) un procedimiento para purificar polisacarido capsular de células de S. aureus de tipo 8 que comprende una
etapa de liberacién de polisacarido capsular a partir de las células mediante tratamiento acido de las células, en
el que las células estan en la forma de una pasta de célula himeda o estan suspendidas en medio acuoso, y la
masa molecular del polisacarido purificado esta entre 2-3500 kDa;

(b) la conjugacion del polisacarido capsular con una molécula de vehiculo para crear un conjugado; y

(c) mezclar el conjugado con un polisacarido capsular de S. aureus de tipo 8 conjugado con una molécula de
vehiculo.

La invencion se basa en los polisacaridos capsulares de S.aureus tipo 5 y de tipo 8. Las estructuras de los
polisacaridos capsulares de tipo 5 y tipo 8 se describieron en las referencias y como:

Tipo 5— 4)-B-D-ManNAcA(30Ac)-(1 — 4)-a-L-FucNAc(1 — 3)-B-D-FucNAc-(1 —
Tipo 8— 3)-B-D-ManNAcA(4OAc)-(1 — 3)-a-L-FucNAc(1 — 3)-B-D-FucNAc-(1 —.

Datos recientes de espectroscopia por RMN han llevado a una revision de estas estructuras para:

Tipo 5— 4)-B-D-ManNAcA-(1 — 4)-a-L-FucNAc(30Ac)-(1 — 3)-B-D-FucNAc-(1 —
Tipo 8— 3)-p-D-ManNAcA(4OAc)-(1 — 3)-a-L-FucNAc(1 — 3)-a-D-FucNAc(1 —.

Tras la liberacion a partir de las células de S.aureus de tipo 5 o de tipo 8, el polisacarido se puede modificar
quimicamente en relaciéon con el polisacarido capsular tal como se encuentra en la naturaleza. Por ejemplo, el
polisacarido se puede de-O-acetilar (parcial o completamente), de-N-acetilar (parcial o completamente), N-propionar
(parcial o completamente), etc. La deacetilacion puede tener lugar antes, durante o después de otras etapas de
procesamiento, pero tipicamente tiene lugar antes de cualquier etapa de conjugacién. Dependiendo del polisacarido
en particular, la deacetilacion puede o no afectar a la inmunogenicidad, por ejemplo, la vacuna NeisVac-C™ usa un
polisacarido de—O-acetilado, mientras que la Menjugate™ es acetilada, pero ambas vacunas son eficaces. El efecto
de la deacetilacion etc. se puede evaluar mediante ensayos habituales. Por ejemplo, la relevancia de la O-
acetilacion en los polisacaridos capsulares de S.aureus de tipo 5 o de tipo 8 se trata en la referencia 6. Los
polisacaridos naturales se dice en ese documento que tienen el 75 % de O-acetilacion. Estos polisacaridos indujeron
anticuerpos tanto a la estructura principal del polisacarido como a los grupos O-acetilo. Los polisacaridos con el 0 %
de O-acetilaciéon aun produjeron anticuerpos para la estructura principal del polisacarido. Ambos tipos de anticuerpos
fueron opsonizantes frente a las cepas de S.aureus que variaban en su contenido de O-acetilo. Por lo tanto, los
polisacaridos capsulares de tipo 5 o de tipo 8 usados en la presente invencion pueden tener entre el 0 y el 100 % de
O-acetilacion. Por ejemplo, el grado de O-acetilacion del polisacarido capsular de tipo 5 puede ser 10-100 %, 10-100
%, 20-100 %, 30-100 %, 40-100 %, 50-100 %, 60-100 %, 70-100 %, 80-100 %, 90 100 %, 50-90 %, 60-90 %, 70-
90% o 80-90 %. Como alternativa, se puede usar el polisacarido capsular de tipo 5 O-acetilado al 0 %. De manera
similar, el grado de O-acetilacion del polisacarido capsular de tipo 8 puede ser 10-100 %, 10-100 %, 20-100 %, 30-
100 %, 40-100 %, 50-100 %, 60-100 %, 70-100 %, 80-100 %, 90-100 %, 50-90 %, 60-90 %, 70-90 % o 80-90 %.
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Como alternativa, se puede usar el polisacarido capsular de tipo 8 O—acetilado al 0 %. En una realizacion, el grado
de O-acetilacion de los polisacaridos capsulares de tipo 5 y de tipo 8 puede ser 10-100 %, 20-100 %, 30-100 %, 40-
100 %, 50-100 %, 60-100 %, 70-100 %, 80-100 %, 90-100 %, 50-90 %, 60-90 %, 70-90 % o 80-90 %. En otras
realizaciones, se usan polisacaridos capsulares de tipo 5 y de tipo 8 O-acetilados al 0 %. El grado de N-acetilacion
del polisacarido capsular de tipo 5 usado en la invencion puede ser 0-100 %, 50-100 %, 75-100 %, 80-100 %, 90-
100 % o 95-100 %. Tipicamente, el grado de N-acetilacion del polisacarido capsular de tipo 5 es del 100 %. De
manera similar, el grado de N-acetilacion del polisacarido capsular de tipo 8 usado en la invencién puede ser 0-100
%, 50-100 %, 75-100 %, 80-100 %, 90-100 % o 95-100 %. Tipicamente, el grado de N-acetilacion del polisacarido
capsular de tipo 8 es del 100 %. En una realizacion, el grado de N-acetilacion de los polisacaridos capsulares de tipo
5y de tipo 8 puede ser 0-100 %, 50-100 %, 75-100 %, 80-100 %, 90-100 % o 95-100 %. Tipicamente, el grado de N-
acetilacion de los polisacaridos capsulares de tipo 5 y de tipo 8 es el 100 %.

El grado de O-acetilacion del polisacarido se puede determinar mediante cualquier procedimiento conocido en la
materia, por ejemplo, mediante RMN de protones (por ejemplo, tal como se describe en las referencias 22, 23, 24 o
25). Se describe un procedimiento adicional en la referencia 26. Se pueden usar procedimientos similares para
determinar el grado de N-acetilacion del polisacarido. Los grupos O-acetilo se pueden eliminar mediante hidrdlisis,
por ejemplo mediante tratamiento con una base tal como hidrazina anhidra [27] o NaOH [6]. Se pueden usar
procedimientos similares para eliminar los grupos N-acetilo. Para mantener los niveles elevados de O-acetilacion en
los polisacaridos capsulares de tipo 5 y/o 8, se minimizan los tratamientos que conducen a la hidrdlisis de los grupos
O-acetilo, por ejemplo, tratamientos en extremos de pH.

Material de partida

El procedimiento de la invencién comienza con células de S.aureus de tipo 5 o de tipo 8. Tipicamente, las células se
cultivan mediante fermentacion antes de la liberacion del polisacarido capsular. Los procedimientos adecuados de
cultivo de células de S.aureus de tipo 5 o de tipo 8 son bien conocidos por el experto en la materia y se desvelan,
como ejemplo, en las referencias 1 a 21 y en las referencias en ese documento. Tras el crecimiento celular, las
células normalmente se desactivan. Un procedimiento adecuado para la desactivacion es el tratamiento con
fenol:etanol, por ejemplo, tal como se describe en la referencia 1.

Las células se pueden centrifugar antes de la liberacion del polisacarido capsular. El procedimiento se puede iniciar
por lo tanto con las células en forma de una pasta de célula humeda. Tipicamente, sin embargo, las células se
resuspenden en un medio acuoso que es adecuado para la siguiente etapa en el procedimiento, por ejemplo, en un
tampon o en agua destilada. Las células se pueden lavar con este medio antes de la resuspension. En otra
realizacion, las células se pueden tratar en suspension en su medio de cultivo original. Como alternativa, las células
se tratan en una forma seca.

Tratamiento con &cido

En el procedimiento de la invencion y en los métodos desvelados en el presente documento, las células de S.aureus
de tipo 5 o de tipo 8 se tratan con acido. Esta etapa da como resultado la liberacion del polisacarido capsular a partir
de las células. En contraste, procedimientos previos han usado tratamiento con lisostafina o tratamiento en
autoclave para liberar el polisacarido. El tratamiento con acido de la invencién, y tal como se describe en el presente
documento, se lleva a cabo preferentemente usando un acido suave, por ejemplo, acido acético, para minimizar el
dafo al polisacarido. El experto en la materia seria capaz de identificar acidos y condiciones adecuadas (por
ejemplo, de concentracion, temperatura y/o tiempo) para liberar el polisacarido. Por ejemplo, los inventores han
descubierto que es adecuado el tratamiento de células suspendidas a aproximadamente 0,5 mg/ml en agua
destilada con acido acético al 1 % (v/v) a 100 °C durante 2 horas. El tratamiento con otros acidos, por ejemplo, acido
trifluoroacético u otros acidos organicos, también puede ser adecuado.

La eficacia de diferentes tratamientos con acidos se puede probar usando procedimientos habituales. Por ejemplo,
tras el tratamiento con acidos, las células se pueden aislar y tratar usando procedimientos conocidos de liberacion
de polisacarido capsular de S.aureus de tipo 5 o de tipo 8 (por ejemplo, el procedimiento basado en lisostafina de la
referencia 1) para ver si se puede liberar polisacarido capsular adicional. Si se libera un polisacarido capsular
adicional, entonces las condiciones del tratamiento con acido se pueden alterar de manera que se libere una
proporcién mayor del sacarido capsular durante el tratamiento con acido. De esta manera, es posible optimizar las
condiciones del tratamiento con acido de manera que se libere una cantidad 6ptima del sacarido capsular. Por
ejemplo, los inventores han descubierto que tras el tratamiento de células suspendidas en aproximadamente 0,5
mg/ml de agua destilada con acido acético al 1 % (v/v) a 100 °C durante 2 horas, se libera muy poco sacarido
capsular adicional a partir de las células mediante tratamiento posterior con lisostafina.

Los inventores han descubierto que detras el tratamiento con acidos, el grado de O-acetilacion del polisacarido
capsular de tipo 5 puede estar entre 60-100 %. En particular, el grado de O-acetilacion puede estar entre el 65-95 %,
particularmente 70-90 %. Tipicamente, el grado de O-acetilacion esta entre 75-85 %, por ejemplo, aproximadamente
el 80 %. Se pueden obtener valores similares para el sacarido capsular de tipo 8. Si se desea, el grado de O-
acetilacion del sacarido capsular se puede alterar después mediante etapas de procesamiento adicionales como las
tratadas anteriomente.
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Tras el tratamiento con acidos, la mezcla de reaccion tipicamente se neutraliza. Esto se puede lograr mediante la
adicién de una base, por ejemplo, NaOH. Las células se pueden centrifugar y el sobrenadante que contiene
polisacaridos se recolecta para almacenamiento y/o procesamiento adicional.

Tratamiento enzimatico

El polisacarido obtenido tras el tratamiento con acidos puede estar impuro y contaminado con acidos nucleicos
bacterianos y proteinas. Estos contaminantes se pueden eliminar mediante tratamiento enzimatico. Por ejemplo, se
puede eliminar el ARN mediante el tratamiento con RNasa, el ADN con DNasa y la proteina con proteasa (por
ejemplo, pronasa). El experto en la materia seria capaz de identificar enzimas adecuadas y condiciones para la
eliminacion de los contaminantes. Por ejemplo, los inventores han descubierto que el tratamiento de sobrenadante
que contiene polisacaridos con 50 yg/ml cada uno de DNasa y RNasa a 37 °C durante 6-8 horas es adecuado. Otras
condiciones adecuadas se desvelan en la bibliografia, por ejemplo, en la referencia 1.

El polisacarido obtenido tras el tratamiento con acidos también puede o como alternativa contaminarse con
peptidoglicano. Este contaminante también puede eliminarse mediante tratamiento enzimatico. Los inventores han
descubierto que el tratamiento con mutanolisina es eficaz para eliminar la contaminacion de peptidoglicanos. El
experto en la materia serfiia capaz de identificar condiciones adecuadas para la remocion del péptidoglicano con
mutanolisina. Como ejemplo, los inventores han encontrado que el tratamiento de sobrenadante que contiene
polisacaridos con 180 U/ml cada uno de mutanolisina a 37 °C durante 16 horas es adecuado. Tras el tratamiento, la
suspension se puede aclarar mediante centrifugacion y recolectar el sobrenadante que contiene polisacaridos para
el almacenamiento y/o el procesamiento adicional.

Diafiltracion

El procedimiento de la invencién puede implicar una etapa de diafiliracién. Esta etapa se realiza tipicamente tras el
tratamiento con acido y/o el tratamiento enzimatico anteriormente tratado. Los inventores han descubierto que una
etapa de diafiltracion, particularmente mediante filtracion de flujo tangencial, es particularmente eficaz para eliminar
impurezas del polisacarido. Las impurezas son tipicamente contaminantes de bajo peso molecular como fragmentos
de teicoico y/o peptidoglicano. La filtracion de flujo tangencial se lleva a cabo de manera adecuada contra NaCl 1 M
(por ejemplo, contra aproximadamente 10 voliumenes) y después tampon NaPi 10 mM a pH 7,2 (por ejemplo, contra
otros 10 volumenes). La membrana de filtracion deberia, por lo tanto, ser una que permita la circulacion de
contaminantes de bajo peso molecular mientras retiene el polisacarido capsular. Es tipica una linea de corte en el
intervalo de 10 kDa - 30 kDa. Los inventores han descubierto que la filtracion de flujo tangencial al usar una
membrana de linea de corte de 30 kDa es particularmente adecuada para procedimientos a gran escala.

Se realizan normalmente al menos 5 ciclos de diafiltracion por flujo tangencial, por ejemplo, 6, 7, 8, 9, 10, 11 0 mas.

El producto de retencion de la diafiltracion que contiene el polisacarido se recolecta para el almacenamiento y/o el
procesamiento adicional.

Cromatografia de intercambio aniénico

El polisacarido se puede purificar adicionalmente mediante una etapa de cromatografia de intercambio aniénico. Los
inventores han descubierto que la cromatografia de intercambio anidnico es particularmente eficaz en la eliminacion
de la proteina residual y de la contaminacién con acidos nucleicos, mientras se mantiene un buen rendimiento del
polisacarido.

La etapa de cromatografia de intercambio aniénico se puede realizar tras las etapas de tratamiento con acido,
tratamiento enzimatico y/o diafiltracion tratadas anteriormente.

La cromatografia de intercambio anidnico se puede llevar a cabo usando cualquier matriz de intercambio aniénico
adecuada. Las matrices de intercambio anidénico cominmente usadas son resinas tales como las resinas Q
(basadas en aminas cuaternarias) y resinas DEAE (basadas en dietilaminoetano). Los inventores han descubierto
que las resinas DEAE (por ejemplo, una resina de flujo rapido DEAE-Sepharose™ (GE Healthcare)) son
particularmente adecuadas, aunque se pueden usar otras resinas.

Los tampones de partida apropiados y los tampones en fase movil para la cromatografia de intercambio de aniones
también se pueden determinar mediante experimentos habituales sin carga indebida. Los tampones tipicos para su
uso en la cromatografia de intercambio anionico incluyen N-metil piperazina, piperazina, L-histidina, bis-Tris, bis-Tris
propano, trietanolamina, Tris, N-metil-dietanolamina, dietanolamina, 1,3-diaminopropano, etanolamina, piperidina,
cloruro de sodio y tampones de fosfato. Los inventores han descubierto que los tampones de fosfato, por ejemplo,
un tampén de fosfato de sodio, son adecuados como la tampon de partida para la cromatografia de intercambio
anionico. El tampon puede estar en cualquier concentracion adecuada. Por ejemplo, se ha descubierto que el fosfato
de sodio 10 mM es adecuado. El material unido a la resina de intercambio aniénico se puede eluir con un tampdn
adecuado. Los inventores han descubierto que es adecuado un gradiente de NaCl 1 M.

Las fracciones de eluato que contienen polisacarido se pueden determinar midiendo la absorciéon UV a 215 nm. Las
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fracciones que contienen polisacarido, normalmente al combinarse juntas, se recolectan para el almacenamiento y/o
el procesamiento adicional.

La etapa de cromatografia de intercambio aniénico se puede repetir, por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o0 5 veces. Tipicamente
la etapa de cromatografia de intercambio anionico se lleva a cabo una vez.

Filtracién con gel

El procedimiento de la invencidon puede implicar una o mas etapa(s) de filtracion con gel. Esta filtracion con gel se
usa para seleccionar moléculas de polisacarido de una longitud en particular, y para reducir adicionalmente la
contaminacion, particularmente por proteinas. Sin embargo, los inventores han descubierto que al contrario de los
procedimientos previos como aquellos de las referencias 1 a 9, una etapa de filtracion con gel no se requiere para
obtener polisacarido de alta pureza. Por lo tanto, esta etapa se puede omitir de los procedimientos de la invencion.
La omision de esta etapa es ventajosa debido a que simplifica el procedimiento y reduce el coste global.

Cuando esta presente, la(s) etapa(s) de filtracion con gel se puede realizar tras las etapas de tratamiento con acido,
tratamiento enzimatico, diafiltracion y/o cromatografia de intercambio anidnico tratadas anteriormente. Tipicamente,
cualquier etapa(s) de filtracion con gel se lleva a cabo tras la etapa de cromatografia de intercambio aniénico tratada
anteriormente.

La(s) etapa(s) de filtracion con gel se puede llevar a cabo usando cualquier matriz para filtracion con gel adecuada.
Las matrices para filtracion con gel cominmente usadas se basan en geles de dextrano, geles de agarosa, geles de
poliacrilamida, geles de poliacriloilmorfolina y geles de poliestireno, etc. También se pueden usar geles de dextrano
reticulados y geles mixtos de poliacrilamida/agarosa. Los inventores han descubierto que los geles de dextrano (por
ejemplo, un gel Sephacryl™ S300 (GE Healthcare)) son particularmente adecuados, aunque se pueden usar otros
geles.

Los tampones en fase movil apropiados para la filtracién con gel se pueden determinar mediante experimentos
habituales sin carga indebida. Los tampones tipicos para su uso en filtracién con gel incluyen N-metil piperazina,
piperazina, L-histidina, bis-Tris, bis-Tris propano, trietanolamina, Tris, N-metil-dietanolamina, dietanolamina, 1,3-
diaminopropano, etanolamina, piperidina, cloruro de sodio y tampones de fosfato. Por ejemplo, los tampones de
cloruro de sodio pueden ser adecuados. El tampdn puede estar a cualquier concentracion adecuada. Por ejemplo,
se puede usar cloruro de sodio 50 mM para la fase movil.

Las fracciones de eluato que contienen polisacarido se pueden determinar midiendo la absorciéon UV a 215 nm. Las
fracciones que contienen polisacarido, normalmente combinadas juntas, se recolectan para el almacenamiento y/o el
procesamiento adicional.

Concentracion

Ademas de, o en lugar de, la una o mas etapa(s) de filtracién con gel, el procedimiento de la invencién puede
implicar una o mas etapas de concentracién del polisacarido. Esta concentracion es util para obtener una muestra de
la concentracion correcta para cualquier conjugacion posterior del polisacarido con una molécula de vehiculo, tal
como se describe a continuacion. Sin embargo, los inventores han descubierto que esta etapa de concentracion no
se requiere para obtener polisacarido de alta pureza. Por lo tanto, esta etapa se puede omitir de los procedimientos
de la invencion.

Cuando esta presente, la(s) etapa(s) de concentracion se puede(n) realizar tras las etapas de tratamiento con acido,
tratamiento enzimatico, diafiliracion, cromatografia de intercambio anionico y/o filtracion con gel tratadas
anteriormente. Tipicamente, cualquier etapa(s) de concentracion se lleva a cabo tras la etapa de cromatografia de
intercambio anionico tratada anteriormente. Si se usa ademas de la(s) etapa(s) de filtracién con gel tratada
anteriormente, la(s) etapa(s) de concentracion se puede llevar a cabo antes o después de la(s) etapa(s) de filtracion
con gel tratada anteriormente. Sin embargo, tipicamente, la(s) etapa(s) de concentracion se usan en lugar de la(s)
etapa(s) de filtracion con gel.

La(s) etapa(s) de concentracion se pueden llevar a cabo mediante cualquier procedimiento adecuado. Por ejemplo,
los inventores han descubierto que la(s) etapa(s) de concentracion puede(n) ser etapa(s) de diafiltracion tal como se
describen anteriormente, por ejemplo, filtracion de flujo tangencial usando una membrana de linea de corte de 30
kDa. Como ejemplo, se puede usar una membrana Hydrosart™ (Sartorius) de linea de corte de 30kDa (con un area
de membrana de 200 cm?).

La muestra de polisacarido concentrada se recolecta para almacenamiento y/o procesamiento adicional.
Tratamiento adicional del polisacarido capsular

Tras la purificaciéon, el polisacarido se puede tratar adicionalmente para eliminar contaminantes. Esto es
particularmente importante en situaciones en las que incluso no es aceptable una contaminaciéon menor (por
ejemplo, para la produccién de vacunas humanas).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2626416 T3

La masa molecular del polisacarido capsular purificado de S. aureus de tipo 5 o de tipo 8 se puede medir mediante
filtracion con gel en relacion con los estandares de pululano, tales como aquellos disponibles del Servicio Estandar
de Polimeros [28]. Tipicamente, el polisacarido purificado es una mezcla de polisacaridos con masas dentro de un
intervalo de valores. Para el polisacarido capsular de tipo 5, la masa molecular del polisacarido purificado
tipicamente esta entre 2-3500 kDa, por ejemplo, entre 10-2000 kDa, particularmente entre 20-1000 kDa y mas
particularmente entre 100-600 kDa. De manera similar, para el polisacarido capsular de tipo 8, la masa molecular del
polisacarido purificado esta entre 2-3500 kDa, por ejemplo, entre 10-2000 kDa, particularmente entre 20-1000 kDa y
mas particularmente entre 100-600 kDa.

El polisacarido purificado se puede despolimerizar para formar un oligosacarido. Los oligosacaridos pueden ser
preferentes para su uso en vacunas. La despolimerizacion a oligosacarido puede tener lugar antes o después de
cualquiera de las etapas mencionadas anteriormente. Tipicamente, la despolimerizacion tiene lugar tras la
cromatografia de intercambio anidnico descrita anteriormente. Si se concentra el polisacarido tras esta
cromatografia, entonces la despolimerizacion tipicamente tiene lugar tras esta concentracion. Cuando la
composicion de la invencion incluye un polisacarido despolimerizado, es preferente que la despolimerizacion
preceda a cualquier conjugacion. Los polisacaridos de longitud completa se pueden despolimerizar para dar
fragmentos mas cortos para su uso en la invencion mediante diversos procedimientos. Preferentemente, se usa el
procedimiento descrito en la referencia 29. Como alternativa, se pueden usar otros procedimientos para la
despolimerizacion del polisacarido. Por ejemplo, el polisacarido se puede calentar o someter a microfluidizacion [30]
o radiacion de ultrasonido [3]. Como alternativa, se puede usar la despolimerizacién por oxidacién-reduccién [31] u
ozondlisis [32].

Los oligosacaridos se pueden identificar mediante cromatografia, por ejemplo, cromatografia por exclusion de
tamafio. Los productos se pueden dimensionar con objeto de eliminar oligosacaridos de longitud corta. Esto se
puede lograr de diversas maneras, tales como filtraciéon con gel. Las masas moleculares especificas se pueden
medir por filtracién con gel en relacion con patrones de pululano, tales como aquellos disponibles del Servicio
Estandar de Polimeros [33].

Si los grupos N-acetilo en el polisacarido capsular natural han sido de-N-acetilados, entonces los procedimientos de
la invencién pueden incluir una etapa de re-N-acetilacién. La re-N-acetilaciéon controlada se puede realizar de
manera conveniente usando un reactivo tal como anhidrido acético (CH3CO),O por ejemplo, en bicarbonato de
amonio al 5 % [34].

También se pueden realizar rondas adicionales de filtracion, por ejemplo, filtracion esteéril.
Estas etapas adicionales se pueden realizar generalmente a temperatura ambiente.
Almacenamiento

La preparacion del polisacarido capsular de S. aureus de tipo 5 o de tipo 8 se puede liofilizar, por ejemplo, mediante
secado por congelacion al vacio, o congelacion en solucion (por ejemplo, como el eluato de la etapa final de
concentracion, si se incluye) para el almacenamiento en cualquier etapa durante el procedimiento de purificacion.
Por lo tanto, no es necesario para la preparacion que se transfiera inmediatamente de una etapa del procedimiento a
otra. Por ejemplo, si se va a purificar la preparacion de polisacaridos mediante diafiltracion, entonces se puede
liofilizar o congelar en solucién antes de esta purificacion. De manera similar, el polisacarido se puede liofilizar o
congelar en solucion antes de la etapa de cromatografia de intercambio anidnico. Si la preparacion de polisacaridos
se va a purificar mediante filtracion con gel, entonces se puede liofilizar o congelar en solucién antes de esta etapa.
De manera similar, si se va a concentrar la preparacion de polisacaridos, entonces se puede liofilizar o congelar en
solucion antes de esta etapa. La preparacion liofilizada se reconstituye en una soluciéon apropiada antes del
tratamiento adicional. De manera similar, la solucion congelada se descongela antes del tratamiento adicional.

El polisacarido purificado obtenido mediante el procedimiento de la invencién se puede procesar para el
almacenamiento de cualquier forma adecuada. Por ejemplo, el polisacarido se puede liofilizar tal como se describe
anteriormente. Como alternativa, el polisacarido se puede almacenar en solucién acuosa, tipicamente a baja
temperatura, por ejemplo, a 20 °C. Convenientemente, el polisacarido se puede almacenar como el eluato de las
etapas de cromatografia de intercambio anionico, filtracién con gel o concentracion.

Conjugacion

El polisacarido capsular purificado final de la invencién se puede usar como un antigeno sin modificacion adicional,
por ejemplo, para su uso en ensayos de diagndstico in vitro, para su uso en inmunizacion, etc.

Para propositos de inmunizacion, sin embargo, es preferente conjugar el polisacarido con una molécula de vehiculo,
tal como una proteina. En general, la conjugacion covalente de polisacaridos con los vehiculos mejora la
inmunogenicidad de los polisacaridos ya que los convierte de antigenos T-independientes a antigenos T-
dependientes, permitiendo, por lo tanto, cebar la memoria inmunoldgica. La conjugacion es especialmente util para
vacunas pediatricas [por ejemplo, ref. 35] y es una técnica bien conocida [por ejemplo, revisada en las refs. 36 a 44].
Por lo tanto, los procedimientos de la invenciéon pueden incluir la etapa adicional de conjugar el polisacarido
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purificado con una molécula de vehiculo.

La conjugacion de polisacaridos capsulares de S.aureus de tipo 5 y de tipo 8 se ha publicado ampliamente por
ejemplo, ver referencias 1 a 9. El procedimiento tipico usado en la literatura para la conjugacion implica la tiolacion
de un polisacarido purificado usando cistamina. La reaccion se basa en la presencia de grupos carboxilato en el
polisacarido capsular. Estos grupos reaccionan con cistamina en presencia de una carbodiimida, por ejemplo,
EDAC. El polisacarido derivado después se conjuga con una proteina de vehiculo tal como la endotoxina A (ETA) de
Pseudomonas aeruginosa, tipicamente mediante un enlazador [2]. Las vacunas de conjugados preparadas de este
modo, han demostrado ser seguras e inmunogénicas en seres humanos [5]. Otros investigadores han llevado a cabo
la conjugacion de los polisacaridos capsulares purificados de tipo 5 y de tipo 8 mediante aminacion reductora [45 y
12]; acoplamiento con glutaraldehido [45]; o reaccidn de los grupos hidroxilo en los polisacaridos con agentes de
cianilacion como CDAP [46] o tricloruro cianurico [11]. Preferentemente, se usa el procedimiento descrito en la
referencia 29.

Las proteinas de vehiculos preferentes son toxinas bacterianas, tales como toxinas de la difteria o tétanos, o
toxoides o mutantes de las mismas. Los inventores han descubierto que es adecuado el mutante de la toxina de la
difteria CRM197 [47]. La exotoxina A (ETA) de Pseudomononas aeruginosa y su exoproteina A recombinante (rEPA)
mutante no téxica se han usado como proteinas de vehiculos para polisacaridos capsulares de S.aureus de tipo 5 o
de tipo 8 ([1] y [2]). La a-hemolisina de S.aureus (a-toxina) ([45] y [48]), la ovoalbumina [11] y la albdmina de suero
humana [12] también se han usado. Estos vehiculos se pueden usar en la presente invencion.

Otras proteinas de vehiculos adecuadas incluyen el complejo de proteina de membrana exterior de N.meningitidis
[49], péptidos sintéticos [50, 51], proteinas de choque térmico [52, 53], proteinas de tosferina [54, 55], citocinas [56],
linfocinas [56], hormonas [56], factores de crecimiento [56], albumina de suero humana (tipicamente recombinante),
proteinas artificiales que comprenden epitopos multiples de linfocitos T CD4+ humanos a partir de diversos
antigenos derivados de patégenos [57] tales como N19 [58], proteina D de H.influenzae [59-61], proteina PspA de
superficie de neumococos [62], neumolisina [63] o sus derivados no téxicos [64], proteinas de absorcién de hierro
[65], toxina A o B de C.difficile [66], una proteina GBS [67], una proteina GAS [68] etc.

Otras proteinas de vehiculos adecuadas incluyen antigenos de proteinas de S.aureus, por ejemplo los antigenos de
proteinas de S.aureus que se indican a continuacion.

La union al vehiculo es preferentemente mediante un grupo -NH. por ejemplo, en la cadena lateral de un resto de
lisina en una proteina de vehiculo, o de un resto de arginina. La unién también puede ser mediante un grupo -SH por
ejemplo, en la cadena lateral de un resto de cisteina.

Es posible usar mas de una proteina de vehiculo, por ejemplo, para reducir el riesgo de supresion del vehiculo. Por
lo tanto, se pueden usar diferentes proteinas de vehiculos para los polisacaridos capsulares de tipo 5 y de tipo 8, por
ejemplo, el polisacarido de tipo 5 podria conjugarse con CRM197 mientras que el polisacarido de tipo 8 podria
conjugarse con rEPA. También es posible usar mas de una proteina de vehiculo para un antigeno de polisacarido
particular, por ejemplo, el polisacarido tipo 5 podria estar en dos grupos, con un grupo conjugado con CRM197 y el
otro conjugado con rEPA. Tipicamente, sin embargo, la misma proteina de vehiculo se usa para todos los
polisacaridos.

Una unica proteina de vehiculo podria llevar mas de un antigeno de polisacarido [69, 70]. Por ejemplo, una Unica
proteina de vehiculo podria tener conjugada con ella los polisacaridos capsulares de tipo 5 y de tipo 8. Para alcanzar
esta meta, se pueden mezclar diferentes polisacaridos antes del procedimiento de conjugacion. Tipicamente, sin
embargo, existen conjugados separados para cada polisacarido, con los diferentes polisacaridos que se mezclan
tras la conjugacion. Los conjugados separados se pueden basar en el mismo vehiculo.

Los conjugados con una proporcion polisacarido:proteina (p/p) de entre 1:20 (es decir, proteina en exceso) y 20:1
(es decir, polisacarido en exceso) se usan tipicamente. Las proporciones de 1:10 a 1:1 son preferentes,
particularmente las proporciones entre 1:5 y 1:2 y, lo mas preferentemente, alrededor de 1:3. En contraste, los
conjugados del polisacarido capsular de tipo 5 y de tipo 8 usados en la bibliografia tienden a tener proporciones
mayores, por ejemplo, entre 0,73 y 1,08 en las referencias 1, 2 y 3. En ralizaciones particulares de la invencion, la
proporcioén polisacarido:proteina (p/p) para el conjugado del polisacarido capsular de tipo 5 esta entre 1:10 y 1:2; y/o
la proporcion polisacarido:proteina (p/p) para el conjugado del polisacarido capsular de tipo 8 esta entre 1:5y 7:10.

Los conjugados se pueden usar en conjunto con un vehiculo libre [71]. Cuando una proteina de vehiculo dada esta
presente tanto en forma libre como conjugada en una composiciéon de la invencion, la forma no conjugada es
preferentemente no mas del 5 % de la cantidad total de la proteina de vehiculo en la composicién como un todo, y
mas preferiblemente presente a menos del 2 % en peso.

Tras la conjugacion, se pueden separar los polisacaridos libres y conjugados. Existen muchos procedimientos
adecuados, incluyendo cromatografia hidrofébica, ultrafiltracion tangencial, diafiltracion etc. [ver también las refs. 72
y 73, etc.].
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Combinaciones de los conjugados y otros antigenos

Los procedimientos de la invenciébn son para preparar una composicion inmunogénica que comprende un
polisacarido capsular de S. aureus conjugado con una molécula de vehiculo y un polisacarido capsular de tipo 8 de
S. aureus conjugado con una molécula de vehiculo.

Los polisacaridos preparados mediante los procedimientos tal como se desvelan en el presente documento (en
particular tras la conjugacion tal como se describe anteriormente) se pueden mezclar por ejemplo, entre si y/o con
otros antigenos. Los procedimientos desveleados en el presente documento pueden incluir la etapa adicional de
mezclar el polisacarido con uno o mas antigenos adicionales. Los inventores desvelan una composicion que
comprende un polisacarido preparado mediante el procedimiento tal como se desvela y uno o mas antigenos
adicionales. La composicion es tipicamente una composiciéon inmunogénica.

El(los) antigeno(s) adicional(es) puede(n) comprender adicionalmente polisacaridos preparados mediante los
procedimientos desvelados, y por tanto, también se desvela una composicion que comprende mas de un
polisacarido tal como se desvela. En particular, la presente invencién proporciona una composicién que comprende
un polisacarido capsular de tipo 5 de la invencion y un polisacarido capsular de tipo 8 de la invencion. Los inventores
desvelan que, el(los) antigeno(s) adicional(es) puede(n) ser polisacaridos capsulares de tipo 5 o de tipo 8
preparados mediante procedimientos diferentes a aquellos desvelados en el presente documento, por ejemplo, los
procedimientos de las referencias 1 a 18 anteriores. Por lo tanto, los inventores desvelan una composicién que
comprende un polisacarido capsular de tipo 5 y un polisacarido capsular de tipo 8, en la que uno de los polisacaridos
(el polisacarido de tipo 5 o el polisacarido de tipo 8) es un polisacarido tal como el que se desvela y el otro
polisacarido no es un polisacarido tal como el que se desvela.

Cuando se mezclan los multiples conjugados diferentes de S.aureus, entonces estos pueden incluir diferentes tipos
de conjugado del mismo serotipo S.aureus y/o los conjugados de diferentes serotipos de S.aureus. Por ejemplo, los
conjugados pueden ser de S.aureus de tipo 5 y de tipo 8. La composicion se producira preparando los conjugados
separados (por ejemplo, un conjugado diferente para cada serotipo) y después combinando los conjugados.

El(los) antigeno(s) adicional(es) puede(n) comprender otros antigenos de S.aureus, incluyendo el sacarido y los
antigenos de proteinas indicados a continuacion.

El (los) antigeno(s) adicional(es) puede(n) comprender antigenos de patdgenos que no son S.aureus. Por lo tanto,
las composiciones desveladas y la composicion de la invencion pueden comprender ademas uno o mas antigenos
que no son de S.aureus, incluyendo antigenos bacterianos, viricos o de parasitos adicionales. Estos se pueden
seleccionar de los siguientes:

— un antigeno de proteinas del serogrupo B de N.meningitidis, tal como aquellos en las refs. 74 a 80, con la
proteina ‘287’ (véase a continuacion) y derivados (por ejemplo, ‘AG287’) que son particularmente preferentes.

— una preparacion de vesicula de membrana exterior (OMV, del inglés outer-membrane vesicle) del serogrupo B de
N.meningitidis, tales como aquellas desveladas en las refs. 81, 82, 83, 84 etc.

— un antigeno de sacarido del serogrupo A, C, W135 y/o Y, de N.meningitidis, tal como el oligosacarido desvelado
en la ref. 85 del serogrupo C o los oligosacaridos de la ref. 86.

— un antigeno de sacarido de Streptococcus pneumoniae [por ejemplo, refs. 87-89; capitulos 22 y 23 de la ref. 96].

— un antigeno de virus de hepatitis A, tal como virus inactivo [por ejemplo, 90, 91; capitulo 15 de la ref. 96].

— un antigeno de virus de hepatitis B, tales como los antigenos de superficie y/o de nucleo [por ejemplo, 91, 92;
capitulo 16 de la ref. 96].

— un antigeno de virus de hepatitis C [por ejemplo, 93].

— un antigeno de Bordetella pertussis, tal como holotoxina de la tosferina (PT, del inglés pertussis holotoxin) y
hemaglutinina filamentosa (FHA, del inglés filamentous haemagglutinin) de Bordetella pertussis, opcionalmente
también en combinacién con pertactina y/o aglutinogenos 2 y 3 [por ejemplo, refs. 94 y 95; capitulo 21 de la ref.
96].

— un antigeno de la difteria, tal como toxoide de difteria [por ejemplo, capitulo 13 de la ref. 96].

— un antigeno del tétanos, tal como toxoide tetanico [por ejemplo, capitulo 27 de la ref. 96].

— un antigeno de sacarido de Haemophilus influenzae B [por ejemplo, capitulo 14 de la ref. 96]

— un antigeno de N.gonorrhoeae [por ejemplo, 74, 75, 76].

— un antigeno de Chlamydia pneumoniae [por ejemplo, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103].

— un antigeno de Chlamydia trachomatis [por ejemplo, 104].

— un antigeno de Porphyromonas gingivalis [por ejemplo, 105].

— antigeno(s) de la polio [por ejemplo, 106, 107; capitulo 24 de la ref. 96] tal como IPV.

— antigeno(s) de la rabia [por ejemplo, 108] tal como virus inactivo liofilizado [por ejemplo, 109, RabAvert™].

— antigenos del sarampion, paperas y/o rubeola [por ejemplo, capitulos 19, 20 y 26 de la ref. 96].

— antigeno(s) de la gripe [por ejemplo, capitulos 17 y 18 de la ref. 96], tales como proteinas de superficie de
hemaglutinina y/o neuraminidasa.

— un antigeno de Moraxella catarrhalis [por ejemplo, 110].

— un antigeno de Streptococcus pyogenes (estreptococo del grupo A) [por ejemplo, 111, 112, 113].

— un antigeno de Streptococcus agalactiae (estreptococo del grupo B) [por ejemplo,68, 114-116].
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— un antigeno de S.epidermidis [por ejemplo, polisacarido capsular tipo I, Il y/o Ill que se obtiene a partir de las
cepas ATCC-31432, SE-360 y SE-10 tal como se describe en refs. 117, 118 y 119.

Cuando se usa un sacarido o antigeno de carbohidrato, se conjuga preferentemente con un vehiculo con el fin de
potenciar la inmunogenicidad. Es bien conocida la conjugacién de antigenos de sacaridos de meningococos y
neumococos de H.influenzae B.

Los antigenos téxicos de proteinas se pueden destoxificar donde sea necesario (por ejemplo, destoxificacion de la
toxina de tosferina por medios quimicos y/o genéticos [95]).

Cuando se incluye un antigeno de la difteria en la composicion es preferente también que incluya antigeno del
tétanos y antigenos de la tosferina. De manera similar, cuando se incluye un antigeno del tétanos es preferente
también que incluya antigenos de difteria y tosferina. De manera similar, cuando se incluye un antigeno de la
tosferina se prefiere también que incluya antigenos del tétanos y la difteria.

Los antigenos se pueden adsorber en una sal de aluminio.

Un tipo de composicion preferente incluye antigenos adicionales que afectan al inmunocomprometido, y por tanto los
polisacaridos de S.aureus de la invencién se pueden combinar con uno o mas antigenos de los siguientes
patégenos que no son de S.aureus: Steptococcus agalactiae, Staphylococcus epidermis, virus de la gripe,
Enterococcus faecalis, Pseudomononas aeruginosa, Legionella pneumophila, Listeria monocytogenes, Neisseria
meningitidis, y virus de paragripe.

Otro tipo de composicion preferente incluye antigenos adicionales de bacterias asociadas con infecciones
hospitalarias y, por tanto, los polisacaridos de S.aureus de la invencion se pueden combinar con uno o mas
antigenos de los siguientes patdégenos que no son de S.aureus: Clostridium difficile, Pseudomononas aeruginosa,
Candida albicans y Escherichia coli patogénica extraintestinal.

Los antigenos en la composicion estaran presentes tipicamente a una concentracion de al menos 1 pg/ml cada uno.
En general, la concentracion de cualquier antigeno dado sera suficiente para producir una respuesta inmunitaria
contra ese antigeno.

Como una alternativa al uso de antigenos de proteinas en la composicion de la invencion, se puede usar el acido
nucleico que codifica el antigeno [por ejemplo, refs. 120 a 128]. Los componentes de proteinas de las composiciones
de la invenciéon pueden reemplazarse de este modo por acido nucleico (preferiblemente ADN por ejemplo, en la
forma de un plasmido) que codifique la proteina.

En términos practicos, puede haber un limite superior al nimero de antigenos incluidos en las composiciones de la
invencion. El nimero de antigenos (incluyendo antigenos de S.aureus) en una composiciéon de la invenciéon puede
ser menor de 20, menor de 19, menor de 18, menor de 17, menor de 16, menor de 15, menor de 14, menor de 13,
menor de 12, menor de 11, menor de 10, menor de 9, menor de 8, menor de 7, menor de 6, menor de 5, menor de 4,
o menor de 3. El nimero de antigenos de S.aureus en una composicion de la invencion puede ser menor de 6,
menor de 5, o menor de 4.

Composiciones y procedimientos farmacéuticos

Los inventores desvelan procedimientos para la preparacion de composiciones farmacéuticas, que comprenden las
etapas de mezclar (a) un polisacarido desvelado en el presente documento(opcionalmente en la forma de un
conjugado) con (b) un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los procesos de la invencién son para preparar
composiciones inmunogénicas. Los ‘vehiculos farmacéuticamente aceptables’ tipicos incluyen cualquier vehiculo
que no induzca por si mismo la produccion de anticuerpos perjudiciales para el individuo que recibe la composicion.
Los vehiculos adecuados son tipicamente macromoléculas grandes, lentamente metabolizadas tales como
proteinas, polisacaridos, acidos polilacticos, acidos poliglicolicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de
aminoacidos, lactosa, y agregados de lipidos (tales como gotas de aceite o liposomas). Tales vehiculos son bien
conocidos por aquellos expertos en la materia. Las vacunas también pueden contener diluyentes, tales como agua,
solucion salina, glicerol, etc. Adicionalmente, pueden estar presentes sustancias auxiliares, tales como agentes
humectantes o emulsionantes, sustancias tamponadoras del pH, y similares. La soluciéon salina fisiolégica
tamponada con fosfato, libre de pirégenos estéril es un vehiculo tipico. Un andlisis completo de los excipientes
farmacéuticamente aceptables esta disponible en la referencia 129.

Las composiciones de la invencion y tal como las que se desvelan en el presente documento pueden estar en forma
acuosa (es decir, soluciones o suspensiones) o en una forma seca (por ejemplo, liofilizada). Si se usa una vacuna
seca, entonces se reconstituira en un medio liquido antes de la inyeccion. La liofilizacion de las vacunas conjugadas
se conoce en la técnica, por ejemplo, el producto Menjugate™ se presenta en forma liofilizada, mientras que
NeisVac-C™ y Meningitec™ se presentan en forma acuosa. Para estabilizar los conjugados durante la liofilizacion,
puede ser tipico incluir un alcohol de azucar (por ejemplo, manitol) o un disacarido (por ejemplo, sacarosa o
trehalosa) por ejemplo, a entre 1 mg/ml y 30 mg/ml (por ejemplo, alrededor de 25 mg/ml) en la composicion.
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Las composiciones farmacéuticas se pueden empaquetar en viales o en jeringas. Las jeringas se pueden suministrar
con o sin agujas. Una jeringa incluira una unica dosis de la composicion, mientras que un vial puede incluir una Unica
dosis o multiples dosis.

Las composiciones acuosas de polisacaridos de la invencion o tal como se desvela en el presente documento son
adecuadas para reconstituir otras vacunas a partir de una forma liofilizada. Cuando se va a usar una composicion de
la invencion o tal como la que se desvela en el presente documento para tal reconstituciéon extemporanea, se
proporciona o desvela un procedimiento para reconstituir tal vacuna liofilizada, que comprende la etapa de mezclar
el material liofilizado con una composicién acuosa de la invencién. El material reconstituido se puede usar para
inyeccion.

Antigenos de S.aureus

Tal como se mencion6 anteriormente, se pueden incluir uno o mas antigenos de S.aureus adicionales en las
composiciones de la invencion o tal como las que se desvelan. Los antigenos pueden ser antigenos de sacaridos o
proteinas. Los antigenos de proteinas de S.aureus se pueden usar como proteinas de vehiculos para los
conjugados de la invencion o tal como se desvela, proteinas de vehiculos para otros conjugados, o como antigenos
de proteinas no conjugadas. Los antigenos de sacaridos de S.aureus se pueden usar como los sacaridos para otros
conjugados o como antigenos de sacaridos no conjugados.

Los antigenos de sacaridos de S.aureus adecuados incluyen el exopolisacarido de S.aureus, el cual es una poli-N-
acetilglucosamina (PNAG). Este polisacarido esta presente tanto en S.aureus como en S.epidermidis y se puede
aislar de cualquier fuente [130, 131]. Por ejemplo, se puede aislar la PNAG de la cepa de S.aureus MN8m [132]. El
antigeno de sacarido puede ser un polisacarido que tiene el tamafio que surge durante la purificacion del
exopolisacarido a partir de bacterias, o puede ser un polisacarido logrado por fragmentacion de tal polisacarido por
ejemplo, el tamafo puede variar de mas de 400 kDa hasta entre 75 y 400 kDa, o entre 10 y 75 kDa, o hasta 30
unidades de repeticion. El antigeno de sacarido puede tener diversos grados de N-acetilacion y, tal como se
describe en la referencia 133, la PNAG puede estar N-acetilada a menos del 40 % (por ejemplo, N-acetilada a
menos del 35, 30, 20, 15, 10 o 5 %; la PNAG deacetilada también se conoce como dPNAG). Los epitopos
deacetilados de PNAG pueden producir anticuerpos que sean capaces de mediar la eliminacién por opsonizacion.
La preparacion de dPNAG se describe en la referencia 134. EI PNAG puede o no estar O-succinilado por ejemplo,
puede estar O-succinilado en menos del 25, 20, 15, 10, 5, 2, 1 0 0,1 % de restos. El PNAG se puede conjugar con
una molécula de vehiculo tal como se describe anteriormente o como alternativa puede no conjugarse.

Otro antigeno de sacarido de S.aureus adecuado es el antigeno tipo 336, el cual es una hexosamina ligada a {8 sin
O-acetilacion [135, 136]. El antigeno tipo 336 tiene reacciéon cruzada con anticuerpos contra la cepa 336 (ATCC
55804). El antigeno tipo 336 se puede conjugar con una molécula de vehiculo tal como se describe anteriormente o
como alternativa puede no conjugarse.

Los antigenos de proteinas de S.aureus adecuados incluyen los siguientes antigenos de S.aureus (o antigenos que
comprenden fragmentos inmunogénicos de los mismos) [por ejemplo, véase las referencias 137-144]: AhpC, AhpF,
autolisinamidasa, autolisinglucosaminidasa, proteina de unién a colagenoCAN, EbhB, GehD lipasa, proteina de
union a heparina HBP (17 kDa), receptor de laminina, MAP, MntC (también conocido como SitC), MRPII, Npasa,
ORF0594, ORF0657n, ORF0826, PBP4, RAP (proteina activadora de RNA Ill), Sai-1, SasK, SBI, SdrG, SdrH, SSP-
1, SSP-2 y proteina de union a vitronectina.

Los antigenos de proteinas de S.aureus adicionales adecuados incluyen un antigeno clfA; un antigeno clfB; un
antigeno sdrE2; un antigeno sdrC; un antigeno sasF, un antigeno emp; un antigeno sdrD; un antigeno spa; un
antigeno esaC; un antigeno esxA; un antigeno esxB; un antigeno sta006; un antigeno isdC; un antigeno Hla; un
antigeno sta011; un antigeno isdA; un antigeno isdB; y un antigeno sta073, tal como se describe a continuacion.
Uno o mas (es decir 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas) de estos antigenos puede estar presente en una composiciéon de la
invencion. De estos antigenos, el uso de uno o mas (es decir 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas) de un antigeno esxA; un
antigeno esxB; un antigeno sta006; un antigeno Hla; un antigeno sta011; y/o un antigeno sta073 esta
especificamente previsto.

Por ejemplo, una composicion de la invencion puede comprender una de las siguientes combinaciones de antigenos
de proteinas de S.aureus:

(1) Un antigeno esxA, un antigeno esxB, un antigeno sta006 y un antigeno Hla. Los antigenos esxA y esxB se
pueden combinar de manera util como un polipéptido hibrido, tal como se trata a continuacion, por ejemplo, un
hibrido EsxAB con un antigeno esxB aguas abajo de un antigeno esxA. El antigeno Hla puede ser un mutante
destoxificado por ejemplo, que incluye una mutacién H35L.

(2) Un antigeno esxA, un antigeno esxB, un antigeno sta006 y un antigeno sta011. Los antigenos esxA y esxB
pueden combinarse como un polipéptido hibrido, tal como se trata a continuacion, por ejemplo, un hibrido EsxAB.
(3) Un antigeno esxA, un antigeno esxB y un antigeno sta011. Los antigenos esxA y esxB se pueden combinar
utilmente como un polipéptido hibrido, tal como se trata a continuacién, por ejemplo, un hibrido EsxAB.

(4) Un antigeno esxA, un antigeno esxB, un antigeno Hla, un antigeno sta006 y un antigeno sta011. Los
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antigenos esxA y esxB pueden combinarse como un polipéptido hibrido, tal como se trata a continuacion, por
ejemplo, un hibrido EsxAB. El antigeno Hla puede ser un mutante destoxificado por ejemplo, que incluye una
mutacion H35L.

(5) Un antigeno esxA, un antigeno esxB y un antigeno Hla. Los antigenos esxA y esxB se pueden combinar de
manera util como un polipéptido hibrido, tal como se trata a continuacion, por ejemplo, un hibrido EsxAB. El
antigeno Hla puede ser un mutante destoxificado por ejemplo, que incluye una mutacion H35L.

(6) Un antigeno Hla, un antigeno sta006 y un antigeno staO11. El antigeno Hla puede ser un mutante
destoxificado por ejemplo, que incluye una mutacién H35L.

(7) Un antigeno esxA y un antigeno esxB. Los antigenos esxA y esxB se pueden combinar de manera dtil
como un polipéptido hibrido, tal como se discute a continuacién, por ejemplo, un hibrido EsxAB.

(8) Un antigeno esxA, un antigeno esxB y un antigeno sta006. Los antigenos esxA y esxB se pueden combinar
de manera util como un polipéptido hibrido, tal como se trata a continuacion, por ejemplo, un hibrido EsxAB.

(9) Un antigeno esxA, un antigeno esxB, un antigeno sta011 y un antigeno sta073. Los antigenos esxA y esxB
se pueden combinar como un polipéptido hibrido, tal como se trata a continuacion, por ejemplo, un hibrido
EsxAB.

(10) Un antigeno sta006 y un antigeno sta011.

Antigenos adicionales de Staphylococcus aureus se desvelan en la referencia 145.
clfA

El antigeno 'clfA' se sefiala como 'factor de agregacion A'. En la cepa NCTC 8325, cIfA es SAOUHSC_00812 y tiene
la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1 (G1:88194572). En la cepa Newman es nwmn_0756 (Gl:151220968).

Los antigenos clfA utiles pueden producir un anticuerpo (por ejemplo, cuando se administra a un ser humano) que
reconoce la SEQ ID NO: 1 y/o puede comprender una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene el 50 % o mas de
identidad (por ejemplo, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 %, 99,5 % o mas) con la SEQ ID NO: 1; y/o (b) que comprende un fragmento de al menos “n” aminoacidos
consecutivos de la SEQ ID NO: 1, en la que 'n' es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Estas proteinas cIfA incluyen variantes de la SEQ ID NO: 1. Los
fragmentos preferentes de (b) comprenden un epitopo de la SEQ ID NO: 1. Otros fragmentos preferentes carecen de
uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o0 mas) del extremo C-terminal y/o uno o
mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o mas) a partir del extremo N-terminal de la
SEQ ID NO: 1 mientras conserva al menos un epitopo de la SEQ ID NO: 1. Los 368 aminoacidos finales del extremo
C-terminal de la SEQ ID NO: 1 se pueden omitir de manera util. Los primeros 39 aminoacidos del extremo N-terminal
de la SEQ ID NO: 1 se pueden omitir de manera util. Otros fragmentos omiten uno o mas dominios de proteinas.

La SEQ ID NO: 2 es un fragmento util de la SEQ ID NO: 1 (‘ClfA40550'). Este fragmento omite la region repetitiva
larga hacia el extremo C-terminal de la SEQ ID NO: 1.

clfB

El antigeno 'clfB' se sefiala como 'factor de agregacion B'. En la cepa NCTC 8325, clfB es SAOUHSC_02963 y tiene
la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 3 (G1:88196585). En la cepa Newman es nwmn_2529 (Gl:151222741).

Los antigenos clfB utiles pueden producir un anticuerpo (por ejemplo, cuando se administra a un ser humano)
que reconoce la SEQ ID NO: 3 y/o puede comprender una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene el 50 % o
mas de identidad (por ejemplo, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96
%, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o mas) cn la SEQ ID NO: 3; y/o (b) que comprende un fragmento de al menos “n”
aminoacidos consecutivos de la SEQ ID NO: 3, en la que 'n' es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20,
25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Estas proteinas clfB incluyen variantes de la SEQ
ID NO: 3. Los fragmentos preferentes de (b) comprenden un epitopo de la SEQ ID NO: 3. Otros fragmentos
preferidos carecen de uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25 o0 mas) del
extremo C-terminal y/o uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o mas) a
partir del extremo N-terminal de la SEQ ID NO: 3 mientras conserva al menos un epitopo de la SEQ ID NO: 3.
Los 40 aminoacidos finales en el extremo C-terminal de la SEQ ID NO: 3 se pueden omitir de manera util. Los
primeros 44 aminoacidos del extremo N-terminal de la SEQ ID NO: 3 se pueden omitir de manera util. Otros
fragmentos omiten uno o mas dominios de proteinas. CIfB es naturalmente una proteina larga y por tanto, el
uso de fragmentos es util por ejemplo, para purificacion, manejo, fusion, expresion, etc.

La SEQ ID NO: 4 es un fragmento util de la SEQ ID NO: 3 (‘CIfB45-552’). Este fragmento incluye el dominio mas
expuesto de CIfB y se usa mas facilmente a escala industrial. También reduce la similitud del antigeno con proteinas
humanas. Otros fragmentos utiles, basados en un modelo de 3 dominios de CIfB, incluyen: ClfBss.360 (también
conocido como CLfB-N12; SEQ ID NO: 5); CIfB212-542 (también conocido como CLfB N23; SEQ ID NO: 6); y ClfBseo-
542 (fambién conocido como CLfB N3; SEQ ID NO: 7).

sdrE2
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El antigeno 'sdrE2' se sefiala como un proteina SdrE de unién a sialoproteinas de fibrindbgeno/hueso ricas en Ser-
Asp’. En la cepa Newman sdrE2 es NWMN_0525 y tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 8
(G1:151220737).

Los antigenos sdrE2 utiles pueden producir un anticuerpo (por ejemplo, cuando se administra a un humano) que
reconoce la SEQ ID NO: 8 y/o puede comprender una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene el 50 % o mas de
identidad (por ejemplo, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 %, 99,5 % o mas) con la SEQ ID NO: 8; y/o (b) que comprende un fragmento de al menos “n” aminoacidos
consecutivos de la SEQ ID NO: 8, la que 'n'es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Estas proteinas sdrE2 incluyen variantes de la SEQ ID NO: 8. Los
fragmentos preferentes de (b) comprenden un epitopo de la SEQ ID NO: 8. Otros fragmentos preferidos carecen de
uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25 o0 mas) del extremo C-terminal y/o uno o
mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o mas) a partir del extremo N-terminal de la
SEQ ID NO: 8 mientras conserva al menos un epitopo de SEQ ID NO: 8. Los 38 aminoacidos finales en el extremo
C-terminal de la SEQ ID NO: 8 se pueden omitir de manera util. Los primeros 52 aminoacidos del extremo N-terminal
de la SEQ ID NO: 8 se pueden omitir de manera util. Otros fragmentos omiten uno o mas dominios de proteinas.
SdrE2 es naturalmente una proteina larga y por tanto es muy util el uso de fragmentos por ejemplo, para
purificacion, manejo, fusion, expresion, etc.

La SEQ ID NO: 9 es un fragmento util de la SEQ ID NO: 8 (‘SdrE53-632’). Este fragmento incluye el dominio mas
expuesto de SdrE2 y se usa mas facilmente a una escala industrial. También reduce la similitud del antigeno con
proteinas humanas.

sdrC

El antigeno 'sdrC' se sefiala como “proteina sdrC”. En la cepa NCTC 8325, sdrC es SAOUHSC_00544 y tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 10 (G1:88194324).

Los antigenos utiles sdrC pueden producir un anticuerpo (por ejemplo, cuando se administra a un ser humano) que
reconoce la SEQ ID NO: 10 y/o puede comprender una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene el 50 % o mas
identidad (por ejemplo, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 %, 99,5 % o mas) con la SEQ ID NO: 10; y/o (b) que comprende un fragmento de al menos “n” aminoacidos
consecutivos de la SEQ ID NO: 10, en la que 'n' es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Estas proteinas sdrC incluyen variantes de la SEQ ID NO: 10. Los
fragmentos preferents de (b) comprenden un epitopo de la SEQ ID NO: 10. Otros fragmentos preferentes carecen de
uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25 o0 mas) del extremo C-terminal y/o uno o
mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o mas) a partir del extremo N-terminal de la
SEQ ID NO: 10 mientras conserva al menos un epitopo de la SEQ ID NO: 10. Los 38 aminoacidos finales en el
extremo C-terminal de la SEQ ID NO: 10 se pueden omitir de manera util. Los primeros 50 aminoacidos del extremo
N-terminal de la SEQ ID NO: 10 se pueden omitir de manera util. Otros fragmentos omiten uno o mas dominios de
proteinas. SdrC es naturalmente una proteina larga y, por tanto, el uso de fragmentos es util por ejemplo, para
purificacion, manejo, fusion, expresion, etc.

La SEQ ID NO: 11 es un fragmento util de la SEQ ID NO: 10 (‘SdrC51-518’). Este fragmento incluye el dominio mas
expuesto de SdrC y se usa mas facilmente a una escala industrial. También reduce la similitud del antigeno con
proteinas humanas.

sasF

El antigeno 'sasF' se sefiala como 'proteina sasF'. En la cepa NCTC 8325, sasF es SAOUHSC_02982 y tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 12 (GI:88196601).

Los antigenos utiles sasF pueden producir un anticuerpo (por ejemplo, cuando se administra a un ser humano) que
reconoce la SEQ ID NO: 12 y/o puede comprender una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene el 50 % o mas de
identidad (por ejemplo, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 %, 99,5 % o mas) con la SEQ ID NO: 12; y/o (b) que comprende un fragmento de al menos “n” aminoacidos
consecutivos de la SEQ ID NO: 12, en la que 'n' es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Estas proteinas sasF incluyen variantes de la SEQ ID NO: 12. Los
fragmentos preferentes de (b) comprenden un epitopo de la SEQ ID NO: 12. Otros fragmentos preferentes carecen
de uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 15, 20, 25 0 mas) del extremo C-terminal y/o uno
0 mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25 o mas) a partir del extremo N-terminal de la
SEQ ID NO: 12 mientras conserva al menos un epitopo de la SEQ ID NO: 12. Los 39 aminoacidos finales en el
extremo C-terminal de la SEQ ID NO: 12 se pueden omitir de manera util. Los primeros 37 aminoacidos del extremo
N-terminal de la SEQ ID NO: 12 se pueden omitir de manera util. Otros fragmentos omiten uno o mas dominios de
proteinas.

emp
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El antigeno 'emp’ se sefiala como 'matriz extracelular y proteina de unién a plasma'. En la cepa NCTC 8325, emp es
SAOUHSC_00816 y tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 13 (GIl:88194575). En la cepa Newman es
nwmn_0758 (Gl:151220970).

Los antigenos utiles emp pueden producir un anticuerpo (por ejemplo, cuando se administra a un ser humano) que
reconoce la SEQ ID NO: 13 y/o puede comprender una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene el 50% o mas de
identidad (por ejemplo, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 %, 99,5 % o mas) con la SEQ ID NO: 13; y/o (b) que comprende un fragmento de al menos “n” aminoacidos
consecutivos de la SEQ ID NO: 13, en la que 'n' es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Estas proteinas emp incluyen variantes de la SEQ ID NO: 13. Los
fragmentos preferentes de (b) comprenden un epitopo de la SEQ ID NO: 13. Otros fragmentos preferentes carecen
de uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 15, 20, 25 0 mas) del extremo C-terminal y/o uno
0 mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25 o mas) a partir del extremo N-terminal de la
SEQ ID NO: 13 mientras conserva al menos un epitopo de la SEQ ID NO: 13. Los primeros 26 aminoacidos del
extremo N-terminal de la SEQ ID NO: 13 se pueden omitir de manera util. Otros fragmentos omiten uno o mas
dominios de proteinas.

Las SEQ ID NOs: 14, 15, 16 y 17 son fragmentos utiles de la SEQ ID NO: 13 (‘Empss.340’, ‘EMp27.334’, ‘EMp3s.334’ y
‘Emp27.147’, respectivamente).

sdrD

El antigeno 'sdrD' se sefiala como 'proteina sdrD'. En la cepa NCTC 8325, sdrD es SAOUHSC_00545 y tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 18 (GI:88194325).

Los antigenos utiles sdrD pueden producir un anticuerpo (por ejemplo, cuando se administra a un ser humano) que
reconoce la SEQ ID NO: 18 y/o puede comprender una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene el 50 % o mas de
identidad (por ejemplo, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 %, 99,5 % o mas) con la SEQ ID NO: 18; y/o (b) que comprende un fragmento de al menos “n” aminoacidos
consecutivos de la SEQ ID NO: 18, en la que 'n' es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Estas proteinas sdrD incluyen variantes de la SEQ ID NO: 18. Los
fragmentos preferidos de (b) comprenden un epitopo de la SEQ ID NO: 18. Otros fragmentos preferidos carecen de
uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o0 mas) del extremo C-terminal y/o uno o
mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o mas) a partir del extremo N-terminal de la
SEQ ID NO: 18 mientras conserva al menos un epitopo de la SEQ ID NO: 18. Los 38 aminoacidos finales en el
extremo C-terminal de la SEQ ID NO: 18 se pueden omitir de manera util. Los primeros 52 aminoacidos del extremo
N-terminal de la SEQ ID NO: 18 se pueden omitir de manera util. Otros fragmentos omiten uno o mas dominios de
proteinas. SdrD es naturalmente una proteina larga y asi es muy Uutil el uso de fragmentos por ejemplo, para
purificacion, manejo, fusion, expresion, etc.

La SEQ ID NO: 19 es un fragmento util de la SEQ ID NO: 18 (‘SdrD53-592’). Este fragmento incluye el dominio mas
expuesto de SdrD y se usa mas facilmente a una escala industrial. También reduce la similitud del antigeno con
proteinas humanas. Otro fragmento Util, con el mismo residuo en el extremo C-terminal, es SdrDsgs-502 (también
conocido como SdrD-N3; SEQ ID NO: 20).

spa

El antigeno 'spa' se sefiala como ‘proteina A’ o ‘SpA’. En la cepa NCTC 8325, spa es SAOUHSC_00069 y tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 21 (GI:88193885). En la cepa Newman es nwmn_0055 (Gl:151220267).
Todas las cepas de S.aureus expresan el gen estructural para spa, un factor de virulencia bien caracterizado cuyo
producto de proteina de superficie de anclaje a la pared celular tiene cinco dominios de enlace a inmunoglobulina
altamente homologos denominados E, D, A, B, y C [146]. Estos dominios presentan aproximadamente el 80 % de
identidad a nivel de aminoacidos, tienen de 56 a 61 residuos de longitud, y estan organizados como repeticiones en
tandem [147]. SpA se sintetiza como una proteina precursora con un péptido de sefial en el extremo N-terminal y
una senal de clasificacion en el extremo C-terminal [148, 149]. El spa anclado a la pared cellular se presenta en
mayor abundancia en la superficie del estafilococo [150, 151]. Cada uno de sus dominios de uni6n a
inmunoglobulina esta compuesto de hélices a antiparalelas que se ensamblan en un haz de tres hélices y puede unir
el dominio Fc de inmunoglobulina G (IgG) [152, 153], la cadena pesada VH3 (Fab) de IgM (es decir, el receptor de
linfocito B) [154], el factor von Willebrand en su dominio A1 [155] y/o el receptor | de TNF-a (TNFRI) [156], que se
presenta en las superficies del epitelio de las vias respiratorias.

Los antigenos spa utiles pueden producir un anticuerpo (por ejemplo, cuando se administra a un ser humano) que
reconoce la SEQ ID NO: 21 y/o puede comprender una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene el 50 % o mas
identidad (por ejemplo, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 %, 99,5 % o mas) con la SEQ ID NO: 21; y/o (b) que comprende un fragmento de al menos “n” aminoacidos
consecutivos de la SEQ ID NO: 21, en donde 'n' es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40,

50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Estas proteinas spa incluyen variantes de la SEQ ID NO: 21. Los
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fragmentos preferidos de (b) comprenden un epitopo de la SEQ ID NO: 21. Otros fragmentos preferidos carecen de
uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25 o mas) del extremo C-terminal y/o uno o
mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o mas) a partir del extremo N-terminal de la
SEQ ID NO: 21 mientras conserva al menos un epitopo de la SEQ ID NO: 21. Los 35 aminoacidos finales en el
extremo C-terminal de la SEQ ID NO: 21 se pueden omitir de manera util. Los primeros 36 aminoacidos del extremo
N-terminal de la SEQ ID NO: 21 se pueden omitir de manera util. Otros fragmentos omiten uno o mas dominios de
proteinas. La referencia 157 sugiere que los dominios unidos a IgG pueden ser inmundégenos Utiles, solos o en
combinacion.

La SEQ ID NO: 22 es un fragmento util de la SEQ ID NO: 21 (‘Spa37-325’). Este fragmento contiene los cinco
dominios de union a Ig de SpA e incluye el dominio mas expuesto de SpA. También reduce la similitud del antigeno
con proteinas humanas. Otros fragmentos utiles pueden omitir 1, 2, 3 0 4 de los dominios A, B, C, D y/o E naturales.
Tal como se comunica en la referencia 157, otros fragmentos utiles pueden incluir sélo 1, 2, 3 0 4 de los dominios A,
B, C, D y/o E naturales por ejemplo, que sélo comprenden el dominio SpA(A) pero no B a E, o sélo comprende el
dominio SpA(D) pero no A, B, C o E, etc. Por lo tanto, el antigeno spa util con la invencién puede incluir 1,2,3,405
dominios de unién a IgG, pero idealmente tiene 4 o menos. Si un antigeno soélo incluye un tipo de dominio spa (por
ejemplo, solo el dominio Spa(A) o SpA(D)), puede incluir mas de una copia de este dominio por ejemplo, dominios
SpA(D) multiples en una Unica cadena de polipéptido. Un dominio individual dentro del antigeno puede mutarse en
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10 o mas aminoacidos en relacion con la SEQ ID NO: 21 (por ejemplo, véase la ref. 157, que
desvela mutaciones en los restos 3 y/o 24 del dominio D, en el resto 46 y/o 53 del dominio A, etc.). Tales mutantes
no deberian eliminar la capacidad del antigeno para producir un anticuerpo que reconoce la SEQ ID NO: 21, pero
pueden eliminar la unién del antigeno a IgG. En ciertos aspectos un antigeno spa incluye una sustitucion en (a) una
0 mas sustitucién de aminoacido en un dub-dominio unido a IgG Fc del dominio SpA A, B, C, D y/o E que rompe o
reduce la union a IgG Fc, y (b) una o mas sustitucion de aminoacido en un sub dominio unido a VH3 del dominio
SpA A, B, C, D, y/o E que rompe o reduce la unién a VH3. En ciertas realizaciones, una variante de SpA comprende
al menos o como maximo 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 o mas péptidos D del dominio SpA variante.

esaC

El antigeno 'esaC' se sefiala como 'esaC'. En la cepa NCTC 8325 esaC es SAOUHSC_00264 y tiene la secuencia
de aminoéacidos SEQ ID NO: 23 (GI:88194069).

Los antigenos esaC utiles pueden producir un anticuerpo (por ejemplo, cuando se administran a un ser humano) que
reconoce la SEQ ID NO: 23 y/o puede comprender una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene el 50 % o mas de
identidad (por ejemplo, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 %, 99,5 % o mas) con la SEQ ID NO: 23; y/o (b) que comprende un fragmento de al menos “n” aminoacidos
consecutivos de la SEQ ID NO: 23, en la que 'n' es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100 o mas). Estas proteinas esaC incluyen variantes de la SEQ ID NO: 23. Los fragmentos
preferidos de (b) comprenden un epitopo de la SEQ ID NO: 23. Otros fragmentos preferidos carecen de uno o mas
aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o mas) del extremo C-terminal y/o uno o mas
aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o mas) a partir del extremo N-terminal de la SEQ ID
NO: 23 mientras conserva al menos un epitopo de la SEQ ID NO: 23. Otros fragmentos omiten uno o mas dominios
de proteinas.

esxA

El antigeno 'esxA' se sefiala como 'proteina’. En la cepa NCTC 8325 esxA es SAOUHSC_00257 y tiene la secuencia
de aminoéacidos SEQ ID NO: 24 (GI:88194063).

Los antigenos esxA utiles pueden producir un anticuerpo (por ejemplo, cuando se administran a un ser humano) que
reconoce la SEQ ID NO: 24 y/o puede comprender una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene el 50 % o mas de
identidad (por ejemplo, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 %, 99,5 % o mas) con la SEQ ID NO: 24; y/o (b) que comprende un fragmento de al menos “n” aminoacidos
consecutivos de la SEQ ID NO: 24, en la que 'n' es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40,
50, 60, 70, 80, 90 o mas). Estas proteinas esxA incluyen variantes de la SEQ ID NO: 24. Los fragmentos preferidos
de (b) comprenden un epitopo de la SEQ ID NO: 24. Otros fragmentos preferidos carecen de uno o mas
aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o mas) del extremo C-terminal y/o uno o mas
aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o mas) a partir del extremo N-terminal de la SEQ ID
NO: 24 mientras conserva al menos un epitopo de la SEQ ID NO: 24. Otros fragmentos omiten uno o mas dominios
de proteinas.

esxB

El antigeno 'esxB' se sefiala como 'esxB'. En la cepa NCTC 8325 esxB es SAOUHSC_00265 y tiene la secuencia de
aminodacidos SEQ ID NO: 25 (GI:88194070).

Los antigenos esxB utiles pueden producir un anticuerpo (por ejemplo, cuando se administran a un ser humano) que
reconoce la SEQ ID NO: 25 y/o puede comprender una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene el 50 % o mas de

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2626416 T3

identidad (por ejemplo, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 %, 99,5 % o mas) con la SEQ ID NO: 25; y/o (b) que comprende un fragmento de al menos “n” aminoacidos
consecutivos de la SEQ ID NO: 25, en la que 'n' es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100 o mas). Estas proteinas esxB incluyen variantes de la SEQ ID NO: 25. Los fragmentos
preferentes de (b) comprenden un epitopo de la SEQ ID NO: 25. Otros fragmentos preferentes carecen de uno o
mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25 o mas) del extremo C-terminal y/o uno o mas
aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o mas) a partir del extremo N-terminal de la SEQ ID
NO: 25 mientras conserva al menos un epitopo de la SEQ ID NO: 25. Otros fragmentos omiten uno o mas dominios
de proteinas.

sta006

El antigeno 'sta006' se sefiala como 'proteina de unién a ferricromo', y también se ha referido como ‘FhuD2’ en la
bibliografia [158]. En la cepa NCTC 8325 sta006 es SAOUHSC_02554 y tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID
NO: 26 (GI:88196199). En la cepa Newman esta es nwmn_2185 (Gl:151222397).

Los antigenos sta006 utiles pueden producir un anticuerpo (por ejemplo, cuando se administran a un ser humano)
que reconoce la SEQ ID NO: 26 y/o puede comprender una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene el 50 % o mas
de identidad (por ejemplo, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 %, 99,5 % o mas) con la SEQ ID NO: 26; y/o (b) que comprende un fragmento de al menos “n”
aminoacidos consecutivos de la SEQ ID NO: 26, en la que 'n' es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25,
30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Estas proteinas sta006 incluyen variantes de la SEQ ID
NO: 26. Los fragmentos preferentes de (b) comprenden un epitopo de la SEQ ID NO: 26. Otros fragmentos
preferentes carecen de uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o mas) del
extremo C-terminal y/o uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o mas) a partir del
extremo N-terminal de la SEQ ID NO: 26 mientras conserva al menos un epitopo de la SEQ ID NO: 26. Los primeros
17 aminoacidos del extremo N-terminal de la SEQ ID NO: 26 se pueden omitir de manera util. Otros fragmentos
omiten uno o mas dominios de proteinas. Las formas mutantes de sta006 se comunican en la referencia 159. Un
antigeno sta006 puede lipidarse por ejemplo, con una cisteina del extremo N-terminal acilado.

isdC

El antigeno 'isdC' se sefiala como 'proteina’. En la cepa NCTC 8325 isdC es SAOUHSC_01082 y tiene la secuencia
de aminoéacidos SEQ ID NO: 27 (GI:88194830).

Los antigenos isdC utiles pueden producir un anticuerpo (por ejemplo, cuando se administran a un ser humano) que
reconoce la SEQ ID NO: 27 y/o puede comprender una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene el 50 % o mas de
identidad (por ejemplo, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 %, 99,5 % o mas) con la SEQ ID NO: 27; y/o (b) que comprende un fragmento de al menos “n” aminoacidos
consecutivos de la SEQ ID NO: 27, en la que 'n' es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200 o mas). Estas proteinas isdC incluyen variantes de la SEQ ID NO: 27. Los
fragmentos preferentes de (b) comprenden un epitopo de la SEQ ID NO: 27. Otros fragmentos preferentes carecen
de uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25 0 mas) del extremo C-terminal y/o uno
0 mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 15, 20, 25 o mas) a partir del extremo N-terminal de la
SEQ ID NO: 27 mientras conserva al menos un epitopo de la SEQ ID NO: 27. Los 39 aminoacidos finales en el
extremo C-terminal de la SEQ ID NO: 27 se pueden omitir de manera util. Los primeros 28 aminoacidos del extremo
N-terminal de la SEQ ID NO: 27 se pueden omitir de manera util. Otros fragmentos omiten uno o mas dominios de
proteinas. Los fragmentos utiles de IsdB se desvelan en la referencia 165.

La referencia 160 desvela antigenos que incluyen de manera Uutil epitopos tanto de IsdB como de IsdH.
Hia

El antigeno 'Hla' es el 'precursor alfa-hemolisina’ también conocido como 'toxina alfa' o simplemente 'hemolisina’. En
la cepa NCTC 8325 Hla es SAOUHSC_01121 y tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 28 (G1:88194865).
En la cepa Newman es nwmn_1073 (GIl:151221285). Hla es un determinante de virulencia importante producida por
la mayoria de las cepas de S.aureus, que tiene una actividad hemolitica y que forma poros. Los anticuerpos anti-Hla
pueden neutralizar los efectos perjudiciales de la toxina en modelos animales, y Hla es particularmente util para la
proteccién contra la neumonia.

Los antigenos Hla utiles pueden producir un anticuerpo (por ejemplo, cuando se administra a un ser humano) que
reconoce la SEQ ID NO: 28 y/o puede comprender una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene el 50 % o mas de
identidad (por ejemplo, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 %, 99,5 % o mas) con la SEQ ID NO: 28; y/o (b) que comprende un fragmento de al menos “n” aminoacidos
consecutivos de la SEQ ID NO: 28, en la que 'n' es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Estas Hla proteinas incluyen variantes de la SEQ ID NO: 28. Los
fragmentos preferidos de (b) comprenden un epitopo de la SEQ ID NO: 28. Otros fragmentos preferentes carecen de

uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25 o0 mas) del extremo C-terminal y/o uno o

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2626416 T3

mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o mas) a partir del extremo N-terminal de la
SEQ ID NO: 28 mientras conserva al menos un epitopo de la SEQ ID NO: 28. Los primeros 26 aminoacidos del
extremo N-terminal de la SEQ ID NO: 28 se pueden omitir de manera Util. La truncacion en el extremo C-terminal
también se puede usar por ejemplo, dejando sélo 50 aminoacidos (restos 27-76 de la SEQ ID NO: 28) [161]. Otros
fragmentos omiten uno o mas dominios de proteinas.

Se puede evitar la toxicidad de Hla en las composiciones de la invenciéon mediante inactivacion quimica (por
ejemplo, usando formaldehido, glutaraldehido u otros reactivos de reticulacién). En su lugar, sin embargo, es
preferente usar formas mutantes de Hla que eliminan su actividad téxica mientras mantienen su
inmunogenicidad. Tales mutantes destoxificados ya se conocen en la materia. Un antigeno Hla util tiene una
mutacioén en el resto 61 de la SEQ ID NO: 28, que es el resto 35 del antigeno maduro (es decir tras omitir los
primeros 26 aminoacidos del extremo N-terminal). Por tanto, el resto 61 no puede ser histidina, y en su lugar
puede ser por ejemplo, lle, Val o preferentemente Leu. También se puede usar una mutacion His-Arg en esta
posicion. Por ejemplo, la SEQ ID NO: 29 es la secuencia Hla-H35L mutante madura y un antigeno Hla util
comprende la SEQ ID NO: 29. Otras mutaciones utiles reemplazan un bucle largo con una secuencia corta por
ejemplo, para reemplazar el 39mero en los restos 136-174 de la SEQ ID NO: 28 con un tetramero tal como
PSGS (SEQ ID NO: 30), como en la SEQ ID NO: 31 (que también incluye la mutacion H35L) y la SEQ ID NO:
32 (que no incluye la mutacién H35L).

Los antigenos Hla utiles adicionales se desvelan en las referencias 162 y 163.

Las SEQ ID NOs: 33, 34 y 35 son tres fragmentos utiles de la SEQ ID NO: 28 (‘Hla27-76’, ‘Hla27-89’ y ‘Hla27-79’,
respectivamente). Las SEQ ID NOs: 36, 37 y 38 son los fragmentos correspondientes de la SEQ ID NO: 29.

sta011

El antigeno 'sta011' se sefiala como 'lipoproteina’. En la cepa NCTC 8325 sta011 es SAOUHSC_00052 vy tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 39 (GI1:88193872).

Los antigenos sta011 utiles pueden producir un anticuerpo (por ejemplo, cuando se administran a un ser humano)
que reconoce la SEQ ID NO: 39 y/o puede comprender una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene el 50 % o mas
de identidad (por ejemplo, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 %, 99,5 % o mas) con la SEQ ID NO: 39; y/o (b) que comprende un fragmento de al menos “n”
aminoacidos consecutivos de la SEQ ID NO: 39, en la que 'n' es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25,
30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Estas proteinas sta011 incluyen variantes de la SEQ ID
NO: 39. Los fragmentos preferentes de (b) comprenden un epitopo de la SEQ ID NO: 39. Otros fragmentos
preferentes carecen de uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o mas) del
extremo C-terminal y/o uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 0 mas) a partir del
extremo N-terminal de la SEQ ID NO: 39 mientras conserva al menos un epitopo de la SEQ ID NO: 39. Los primeros
23 aminoacidos del extremo N-terminal de la SEQ ID NO: 39 se pueden omitir de manera util. Otros fragmentos
omiten uno o mas dominios de proteinas. Un antigeno sta006 puede lipidarse por ejemplo, con una cisteina del
extremo N-terminal acilada.

Las formas variantes de la SEQ ID NO: 39 que se pueden usar para preparar antigenos sta011 incluyen, pero no se
limitan a las SEQ ID NOs: 40, 41 y 42 con diversas sustituciones lle/Val/Leu.

isdA

El antigeno 'isdA' se sefiala como 'proteina IsdA'. En la cepa NCTC 8325 isdA es SAOUHSC_01081 y tiene la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 43 (GI1:88194829). En la cepa Newman es nwmn_1041 (Gl:151221253).

Los antigenos isdA utiles pueden producir un anticuerpo (por ejemplo, cuando se administra a un ser humano) que
reconoce la SEQ ID NO: 43 y/o puede comprender una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene el 50 % o mas de
identidad (por ejemplo, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 %, 99,5 % o mas) con la SEQ ID NO: 43; y/o (b) que comprende un fragmento de al menos “n” aminoacidos
consecutivos de la SEQ ID NO: 43, en la que 'n' es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Estas proteinas isdA incluyen variantes de la SEQ ID NO: 43. Los
fragmentos preferidos de (b) comprenden un epitopo de la SEQ ID NO: 43. Otros fragmentos preferidos carecen de
uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o0 mas) del extremo C-terminal y/o uno o
mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o mas) a partir del extremo N-terminal de la
SEQ ID NO: 43 mientras conserva al menos un epitopo de la SEQ ID NO: 43. Los 38 aminoacidos finales en el
extremo C-terminal de la SEQ ID NO: 43 se pueden omitir de manera util. Los primeros 46 aminoacidos del extremo
N-terminal de la SEQ ID NO: 43 se pueden omitir de manera util. La truncacion para excluir el 38mero del extremo
C-terminal de la SEQ ID NO: 43 (que comienza con la porcion LPKTG) también son utiles. Otros fragmentos omiten
uno o mas dominios de proteinas.

La SEQ ID NO: 44 es un fragmento util de la SEQ ID NO: 43 (aminoacidos 40-184 de la SEQ ID NO: 43; ‘IsdA40-184’)
que incluye el sitio de unién hemo de la proteina natural e incluye el dominio mas expuesto del antigeno. También
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reduce la similitud del antigeno con proteinas humanas. Otros fragmentos Utiles se desvelan en las referencias 164 y
165.

IsdA no adsorbe bien a los adyuvantes de hidroxido de aluminio, de manera que IsdA presente en una composicion
puede estar no adsorbido o puede adsorberse a un adyuvante alternativo, por ejemplo, a fosfato de aluminio.

isdB

El antigeno 'isdB' se sefiala como 'proteina isdB de neurofilamento’. En la cepa NCTC 8325 isdB es SAOUHSC_01079 y
tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 45 (G1:88194828). IsdB se ha propuesto para su uso como un antigeno de
vacuna en si mismo [166], pero esto puede no prevenir la pneumonia.

Los antigenos isdB utiles pueden producir un anticuerpo (por ejemplo, cuando se administra a un ser humano) que
reconoce la SEQ ID NO: 45 y/o puede comprender una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene el 50 % o mas de
identidad (por ejemplo, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 %, 99,5 % o mas) con la SEQ ID NO: 45; y/o (b) que comprende un fragmento de al menos “n” aminoacidos
consecutivos de la SEQ ID NO: 45, en la que 'n' es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 35, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Estas proteinas isdB incluyen variantes de la SEQ ID NO: 45. Los
fragmentos preferentes de (b) comprenden un epitopo de la SEQ ID NO: 45. Otros fragmentos preferentes carecen
de uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25 0 mas) del extremo C-terminal y/o uno
0 mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o mas) a partir del extremo N-terminal de la
SEQ ID NO: 45 mientras conserva al menos un epitopo de la SEQ ID NO: 45. Los 36 aminoacidos finales en el
extremo C-terminal de la SEQ ID NO: 45 se pueden omitir de manera util. Los primeros 40 aminoacidos del extremo
N-terminal de la SEQ ID NO: 45 se pueden omitir de manera util. Otros fragmentos omiten uno o mas dominios de
proteinas. Los fragmentos Utiles de IsdB se desvelan en las referencias 165 y 167 por ejemplo, que carecen de los
37 aminoacidos internos de la SEQ ID NO: 45.

En algunas realizaciones, las composiciones de la invencion no incluyen un antigeno isdB.
sta073

El antigeno 'sta073' se sefiala como 'precursor de autolisina bifuncional'. En la cepa NCTC 8325 sta073 es
SAOUHSC_00994 vy tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 46 (GIl:88194750). En la cepa Newman es
nwmn_0922 (Gl:151221134). El analisis proteémico ha revelado que esta proteina se secreta o se expone en la
superficie.

Los antigenos sta073 utiles pueden producir un anticuerpo (por ejemplo, cuando se administran a un ser humano)
que reconoce la SEQ ID NO: 46 y/o puede comprender una secuencia de aminoacidos: (a) que tiene el 50 % o mas
de identidad (por ejemplo, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 %, 99,5 % o mas) con la SEQ ID NO: 46; y/o (b) que comprende un fragmento de al menos “n”
aminoacidos consecutivos de la SEQ ID NO: 46, en la que 'n' es 7 o mas (por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25,
30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250 o mas). Estas proteinas sta073 incluyen variantes de la SEQ ID
NO: 46. Los fragmentos preferentes de (b) comprenden un epitopo de la SEQ ID NO: 46. Otros fragmentos
preferentes carecen de uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o mas) del
extremo C-terminal y/o uno o mas aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 0 mas) a partir del
extremo N-terminal de la SEQ ID NO: 46 mientras conserva al menos un epitopo de la SEQ ID NO: 46. Los primeros
24 aminoacidos del extremo N-terminal de la SEQ ID NO: 46 se pueden omitir de manera util. Otros fragmentos
omiten uno o mas dominios de proteinas.

Sta073 no se adsorbe bien a adyuvantes de hidroxido de aliminio, de manera que Sta073 presente en una
composicion puede no adsorberse o puede adsorberse a un adyuvante alternativo por ejemplo, a un fosfato de
aluminio.

Polipéptidos hibridos

Los antigenos de proteina de S.aureus usados en la invencion se pueden presentar en la composicion como
polipéptidos separados individuales. Cuando se usa mas de un antigeno, sin embargo, no se tienen que presentar
como polipéptidos separados. En cambio, se pueden expresar al menos dos (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 0 mas)
antigenos como una unica cadena de polipéptido (un polipéptido ‘hibrido’). Los polipéptidos hibridos ofrecen dos
ventajas principales: en primer lugar, un polipéptido que puede ser inestable o mal expresado por si solo puede ser
ayudado al agregar un compariero hibrido apropiado que supera el problema; segundo lugar, la fabricacion
comercial se simplifica ya que soélo se necesita emplear una expresion y purificacion para producir dos polipéptidos
que son ambos antigénicamente utiles.

El polipéptido hibrido puede comprender dos o mas secuencias de polipéptido de cada uno de los antigenos
enumerados anteriormente, o dos o mas variantes del mismo antigeno en los casos en los que la secuencia tenga
cepas de variabilidad cruzada parcial.
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Los hibridos que consisten en secuencias de aminoacidos de dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, o diez
antigenos son utiles. En particular, son preferentes los hibridos que consisten en secuencias de aminoacidos de dos,
tres, cuatro, o cinco antigenos, tal como dos o tres antigenos.

Se pueden mezclar diferentes polipéptidos hibridos juntos en una uUnica formulaciéon. Los hibridos se pueden
combinar con antigenos no hibridos seleccionados del primer, segundo o tercer grupo de antigeno. E tales
combinaciones, un antigeno se puede presentar en mas de un polipéptido hibrido y/o como un polipéptido no
hibrido. Es preferente, sin embargo, que un antigeno se presente como un hibrido o como un no hibrido, pero no
como ambos.

Los polipéptidos hibridos se pueden representar mediante la formula NH2-A-{-X-L},-B-COOH, en la que: X es una
secuencia de aminoacidos de un antigeno de S.aureus, tal como se describe anteriormente; L es una secuencia de
aminoacidos de enlazador opcional; A es una secuencia de aminoacidos del extremo N-terminal opcional; B es una
secuencia de aminoacidos del extremo C-terminal opcional; n es un nimero entero de 2 o mas (por ejemplo, 2, 3, 4,
5, 6, etc.). Normalmente, nes 2 0 3.

Si un resto -X- tiene una secuencia de péptido lider en su forma de tipo silvestre, se puede incluir u omitir en la
proteina hibrida. En algunas realizaciones, los péptidos lideres se eliminaran excepto para el del resto —X- localizado
en el extremo N-terminal de la proteina hibrida, es decir, el péptido lider de X se mantendra, pero los péptidos
lideres de X ... X, se omitiran. Esto equivale a eliminar todos los péptidos lideres y usar el péptido lider de X4 como
un resto -A-.

Para cada n casos de {-X-L-}, la secuencia de aminoacido enlazadora -L- puede estar presente o ausente. Por
ejemplo, cuando n=2 el hibrido puede ser NH2-X1-L1-X2-L2-COOH, NH2-X1-X2-COOH, NH2-X1-L1-X2-COOH, NHz-X4-
X2-L2-COOH, etc. Las secuencias de aminoacidos enlazadoras -L- tipicamente seran cortas (por ejemplo, 20 o
menos aminoacidos, es decir, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1). Los ejemplos
comprenden secuencias de péptido cortas que facilitan la clonacion, ligadores poli-glicina (es decir que comprenden
Glynenlosquen=2,3,4,5,6,7,8,9, 10 o mas), y marcadores de histidina (es decir Hisn en los que n = 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10 o mas). Otras secuencias de aminoacidos enlazadoras adecuadas seran aparentes para aquellos
expertos en la materia. Un enlazador util es GSGGGG (SEQ ID NO: 47) o GSGSGGGG (SEQ ID NO: 48), con el
dipéptido Gly-Ser formandose a partir de un sitio de restriccion BamHI, ayudando por tanto, a la clonacion y
manipulacion, y siendo el tetrapéptido (Gly)s un enlazador de poli-glicina tipico. Otros enlazadores adecuados,
particularmente para su uso como el L, final son ASGGGS (SEQ ID NO: 49 por ejemplo, codificada por SEQ ID NO:
50) o un dipéptido Leu-Glu.

-A- es una secuencia de aminoacido opcional del extremo N-terminal. Tipicamente sera corta (por ejemplo, 40 o
menos aminoacidos es decir 40, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18,
17,16, 15, 14, 13,12, 11,10, 9,8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1). Los ejemplos incluyen secuencias lideres para dirigir el trafico
de proteina, o secuencias de péptido cortas que facilitan la clonacién o purificacién (por ejemplo, marcadores de
histidina, es decir, Hispn enlas que n=3, 4,5, 6,7, 8,9, 10 o mas). Otras secuencias de aminoacidos del extremo N-
terminal apropiadas seran aparentes para aquellos expertos en la materia. Si X carece en si mismo de metionina
del extremo N-terminal, A es preferentemente un oligopéptido (por ejemplo, con 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 0 8 aminoacidos)
que proporciona una metionina del extremo N-terminal por ejemplo, Met-Ala-Ser, o un tnico resto Met.

-B- es una secuencia opcional de aminoacidos del extremo C-terminal. Esta sera tipicamente corta (por ejemplo, 40
0 menos aminoacidos es decir 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17,
16, 15, 14, 13,12, 11,10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1). Los ejemplos incluyen secuencias para dirigir el trafico de proteina,
secuencias de péptido cortas que facilitan la clonacion o purificacion (por ejemplo, que comprenden marcadores de
histidina es decir Hisp en las que n = 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas, tal como la SEQ ID NO: 51), o secuencias que
aumentan la estabilidad de la proteina. Otras secuencias de aminoacido del extremo C-terminal seran aparentes
para aquellos expertos en la materia.

Un polipéptido hibrido de la invencion puede incluir antigenos tanto EsxA como EsxB. Estos pueden estar en
cualquier orden, extremos N-terminal a C-terminal. Las SEQ ID NOs: 52 (‘EsxAB’; codificada por la SEQ ID NO: 53)
y 54 (‘EsxBA’) son ejemplos de tales hibridos, ambas teniendo enlazadores de hexapéptido ASGGGS (SEQ ID NO:
49).

General

La practica de la presente invenciéon empleara, a menos que se indique otra cosa, procedimientos convencionales de
quimica, bioquimica, biologia molecular, inmunobiologia y farmacologia, dentro de la experiencia de la materia.
Tales técnicas se explican por completo en la bibliografia. Véase, por ejemplo, las referencias 168-175, etc.

Se usa anteriormente la numeracion “GI”. Un numero Gl, o “Identificador GenlInfo”, es una serie de digitos asignados
consecutivamente a cada registro de secuencia procesado por el NCBI cuando se agregan las secuencias a las
bases de datos. El nimero Gl no tiene ninguna semejanza con el niumero de acceso al registro de secuencia.
Cuando se actualiza una secuencia (por ejemplo, para correccion, o para agregar mas anotaciones o informacion)
entonces recibe un nuevo numero GI. Por tanto, la secuencia asociada con un nimero Gl nunca cambia.
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Las referencias al porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias de aminoacido significa que, cuando
se alinean, tal porcentaje de aminoacidos es el mismo en comparacion con las dos secuencias. Esta alineacion y el
porcentaje de homologia o la identidad de secuencia puede determinarse usando programas de software conocidos
en la materia, por ejemplo aquellos descritos en la secciéon 7.7.18 de la ref. 176. Una alineacion preferente se
determina por el algoritmo de busqueda de homologia Smith-Waterman usando una busqueda de espacio afin con
una penalizacion de abertura de espacio de 12 y una penalizacion de extension de espacio de 2, matriz BLOSUM de
62. El algoritmo de buqueda de homologia Smith-Waterman se desvela en la ref. 177.

Cuando la invencion concierne a un “epitopo”, este epitopo puede ser un epitopo de linfocito B y/o un epitopo de
linfocito T. Tales epitopos pueden identificarse empiricamente (por ejemplo, usando PEPSCAN [178, 179] o
procedimientos similares), o pueden predecirse (por ejemplo, usando el indice antigénico Jameson-Wolf [180],
enfoques basados en matrices [181], MAPITOPE [182], TEPITOPE [183, 184], redes neurales [185], OptiMer y
EpiMer [186, 187], ADEPT [188], Tsites [189], hidrofilicidad [190], indice antigénico [191] o los procedimientos
desvelados en las referencias 192-196, etc.). Los epitopos son las partes de un antigeno que se reconocen
mediante y se unen a los sitios de unién al antigeno de los anticuerpos o receptores de linfocitos T, y también
pueden denominarse “determinantes antigénicos”.

Cuando se omite un “dominio” de antigeno, esto puede implicar la omisién de un péptido de sefial, de un dominio
citoplasmatico, de un dominio transmembrana, de un dominio extracelular, etc.

La expresion “que comprende” abarca “que incluye” asi como “que consiste” por ejemplo, una composicion “que
comprende” X puede consistir exclusivamente de X o puede incluir algo adicional por ejemplo, X + Y.

El término “aproximadamente” en relacion con un valor numérico x significa, como ejemplo, xt10 %.

La palabra “sustancialmente” no excluye “completamente” por ejemplo, una composicion que esta “sustancialmente
libre” de Y puede estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario, la palabra “sustancialmente” puede
omitirse de la definicion de la invencion.

Cuando la invencién proporciona un procedimiento que implica multiples secuenciales, la invencion también
puede proporcionar un procedimiento que implica menos del numero total de etapas. Se pueden realizar
diferentes etapas en tiempos muy diferentes por personas diferentes en lugares diferentes (por ejemplo, en
paises diferentes).

Se apreciara que los anillos de azucar puedan existir en forma abierta y cerrada y que, aunque se muestran
formas cerradas en las férmulas estructurales en el presente documento, también se abarcan formas
abiertas por la invencion. De manera similar, se apreciara que los azlcares puedan existir en formas de
piranosa y furanosa y que, aunque se muestran formas de piranosa en las formulas estructurales en el
presente documento, también se abarcan formas de furanosa. También se abarcan formas anoméricas
diferentes de azucares.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra un procedimiento para la purificacién de polisacaridos capsulares de tipo 5 y de tipo 8 de
S.aureus basado en en el procedimiento de la referencia 13.

La Figura 2 muestra un cromatograma de DEAE Sepharose de polisacarido capsular y un espectro de RMN de
'H de fracciones que contienen polisacarido capsular (fracciones 68-80) preparado segun el procedimiento de la
Figura 1.

La Figura 3 muestra un cromatograma S300 Sephacryl de polisacarido capsular y un espectro de RMN de 'H de
fracciones que contienen polisacarido capsular (fracciones 22-44) preparado segun el procedimiento de la Figura
1.

La Figura 4 ilustra un procedimiento ejemplar de la invencion para purificar polisacaridos capsulares de tipo 5y
de tipo 8 de S.aureus.

La Figura 5 muestra un cromatograma de DEAE Sepharose de polisacarido capsular preparado segin un
procedimiento de la invencion.

La Figura 6 muestra un espectro de RMN de 'H para polisacarido capsular de tipo 5 de S.aureus purificado.

La Figura 7 muestra la estructura quimica del péptidoglicano de S.aureus basada en las referencias 197, 198,
199 y 200. Se resalta la unidad de repeticion.
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Modos de llevar a cabo la invenciéon

A. Purificacién de polisacarido capsular de S.aureus de tipo 5 (ejemplo comparativo)

Se purifico el polisacarido capsular de tipo 5 de S.aureus segun el esquema ilustrado en la Figura 1, basado en el
procedimiento de la referencia 13. Las condiciones y fundamento para las diversas etapas de este procedimiento se
describen en la Tabla 1:

Tabla 1
Etapa Condiciones Fundamento
Crecimiento bacteriano en placas
Centrifugacion de sedimento Recoleccion de células
bacteriano
Reaccion con Lisostafina 100 pg/ml de Lisostafina durante la | Lisis de pared celular y liberacion
noche a 37 °C de polisacarido capsular
Reaccion con DNasa/RNasa 50 pyg/ml de DNasa y RNasa a 37 Hidrdlisis de acido nucleico
°C durante 6-8 horas
Reacciéon con NalOg4 NalO4 0,05 M durante 5 horas a TA | Hidrdlisis de acido teicoico
en la oscuridad
Diafiltracion de 30 kDa Lavado con NaCl 1M y H,O Eliminacion de especies de bajo
peso molecular
Cromatografia de intercambio Gradiente de NaCl 1M Separacioén segun la carga
anionico(resina DEAE (eliminacién de proteina)
SepharoseFF)
Filtracion en gel (Sephacryl S300) NaPi 10 mM pH 7,2 y NaCl 10 mM Separacioén segun el peso
molecular

Centrifugacion del sedimento bacteriano y reacciones enzimaticas (Lisostafina y RNasa/DNasa)

Se cultivé S.aureus en un medio sélido para proporcionar una suspension bacteriana de 600-800 ml. El sedimento
celular humedo, recolectado mediante centrifugacion a 8000 rpm, tenia una masa de alrededor de 30-50 g. El
sedimento recolectado se lavo tres veces con Tris 50 mM - MgSO,4 2 mM a pH 7,5 y después se resuspendio a 0,25-0,5
g por ml en Tris 50 mM - MgSO,; 2 mM a pH 7,5 y se tratd con 0,1-0,13 mg/ml de lisostafina (Sigma Aldrich). La mezcla
de reaccion se incub6é a 37 °C durante 16 horas (ON) con agitacion moderada. Se agregaron 0,05 mg/ml de
DNasa/RNasa (Sigma-Aldrich) a la suspension y se incubd durante 5-7 horas a 37 °C. La suspension se aclaro
despuésmediante centrifugacion.

Reaccién con NalO4

El material se incub6 con NalO4 50 mM (Sigma-Aldrich) en la oscuridad durante 5-7 horas. EI NalO4 se elimino
mediante la adicion de glicerol en exceso durante 30 minutos con agitacion en la luz.

Filtracion de flujo tangencial de 30 kDa

La filtracién de flujo tangencial se llevé a cabo tal como se indica en la Tabla 2:

Tabla 2
Tipo de membrana Sartorius Hydrosart™ 30 kDa
Area de superficie 0,1 m2
Pin/Pext 0,4/0,0 bar
Caudal de permeado | 80 mil/min
Volumenes de 10 volumenes de NaCl 1M seguido de 10 volumenes de agua destilada
diafiltracion
Recuperacion de Volumen retenido + dos lavados con agua destilada igual al volumen muerto del
producto sistema (con retencion completamente abierta y permeado cerrado)
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La filtracion de flujo tangencial se realizé en un soporte Sartorius™ para casetes de 0,1 m? usando una bomba
peristaltica WatsonMarlon™ . Posteriormente, la membrana se lavé con NaOH 1 M y se almacen6 en NaOH 0,1M a
+2-8 °C.

Cromatografia de Flujo Rapido DEAE Sepharose

Se elimino la proteina residual, el acido nucleico y otras impurezas mediante cromatografia de intercambio aniénico
llevada a cabo segun la Tabla 3:

Tabla 3
Resina Resina de flujo rapido DEAE Sepharose™ (G&E Healthcare)
Dimensién de g=5cm;h=75cm; V=150 ml
columna
Equilibrio Tampoén NaPi 10 mM pH 7,2 c.s. para alcanzar 1,8-2,0 mS/cm de conductividad de eluato
Carga Retenida desde 30 K UF tamponada hasta tampén NaPi 10 mM a pH 7,2
Elucién 20 volumenes de columna de tampén NaPi 10 mM pH 7,2
Depuracion 20 volumenes de columna de NaCl 1M

La cromatografia se realizd usando un sistema Akta™ (G&E Healthcare) y el polisacarido capsular se detecto
midiendo la absorcién UV a 215 nm. La solucién de polisacarido capsular se agregé en primer lugar a tampén NaPi
100 mM pH 7,2 para obtener una concentracion final de tampén NaPi de 10 mM a pH 7,2. La resina DEAE se
equilibré previamente con tampoén NaPi 100 mM a pH 7,2 hasta pH 7,2 y luego se equilibré con tampon NaPi 10 mM
a pH 7,2 para alcanzar la conductividad indicada (conductividad de tampon NaPi 10 mM a pH 7,2). Las fracciones
resultantes se analizaron mediante RMN y aquellas que contenian polisacarido capsular se agruparon (Figura 2).

Cromatografia S300 Sephacry!

El polisacarido se purifico adicionalmente mediante cromatografia de filtracion en gel llevada a cabo segun la Tabla
4:

Tabla 4
Resina Resina S300 Sephacryl™ (G&E Healthcare)
Dimensién de @ =2,6cm; h=95cm;V =500ml
columna
Equilibrio Tampoén NaCl 50 mM c.s. para alcanzar 6,3-6,5 mS/cm de conductividad de eluato
Carga 12-14ml
Elucién Tampoén NaCl 50mM

La cromatografia se realizé en un sistema Akta™ (G&E Healthcare) y el polisacarido capsular se detecté midiendo la
absorcion UV a 215 nm. Las fracciones resultantes se analizaron mediante RMN y aquellas que contenian
polisacarido capsular se agruparon (Figura 3).

B. Purificacion de polisacdridos capsulares de S.aureus de tipo 5 y de tipo 8 (ejemplo)

Los polisacaridos capsulares de tipo 5 y de tipo 8 de S.aureus se purificaron segun el esquema ilustrado en la Figura
4. Las condiciones y el fundamento para las diversas etapas de este procedimiento se describen en la Tabla 5:

Tabla 5
Etapa Condiciones Fundamento
Crecimiento bacteriano en placas
Centrifugacion de sedimento Recoleccion de células
bacteriano
Reaccién con AcOH al 1 % 2 horas a 100 °C Lisis de pared celular y liberacién
de polisacarido capsular
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(continuacion)

Etapa Condiciones Fundamento

Reaccion con mutanolisina 180 U/ml de mutanolisina a 37 °C Eliminacion adicional del
durante la noche peptidoglicano

Reaccion con DNasa/RNasa 50 pg/ml de DNasa y RNasa a 37 °C Hidrdlisis de acido nucleico
durante 6-8 horas

Diafiltracion de 30 kDa Lavado con NaCl 1 My H,O Eliminacion de especies de bajo

peso molecular

Cromatografia de intercambio Gradiente de NaCl 1 M Separacion segun la carga

anionico (resina DEAE (eliminacion de proteina)

SepharoseFF)

Centrifugacion de sedimento bacteriano y reacciones con &cido y enziméaticas (acido acético, RNasa/DNasa y

mutanolisina)

Se cultivd S.aureus en un medio sélido para proporcionar una suspension bacteriana de 600-800 ml. El sedimento celular
humedo, recolectado mediante centrifugacion a 8000 rpm, tenia una masa de aproximadamente 30-50 g. El sedimento
recolectado se lavo tres veces con Tris 50 mM - MgSO, 2 mM a pH 7,5 y después se resuspendio a 0,5-0,6 g por ml en
agua destilada y se agit6 vigorosamente mientras se elevo la temperatura hasta 100 °C. Después se agrego acido acético
hasta una concentracion final del 1 % y la mezcla se mantuvo a 100 °C durante 2 horas. La mezcla se neutraliz con
NaOH 1 My se centrifugd a 8000 rpm.

Se decanto el sobrenadante del sedimento y se combiné con 0,05 mg/ml de DNasa/RNasa (Sigma-Aldrich). La mezcla
se incubd después durante 5-7 horas a 37 °C y posteriormente se aclaré mediante centrifugacion.

Se agregaron entonces 180 U/ml de mutanolisina (Sigma-Aldrich) a la suspension y la mezcla se incubd durante la
noche (durante 16 horas) a 37 °C con agitacion moderada. Después, la suspension se aclaré6 mediante centrifugacion.

Filtracion de flujo tangencial de 30 kDa

La filtracién de flujo tangencial se llevé a cabo tal como se indica en la Tabla 6:

Tabla 6
Tipo de membrana Sartorius Hydrosart™ de 30 kDa
Area de superficie 0,2 m2
Pin/Pext 0,7/0,0 bar
Caudal de 11 ml/min
permeado
Volumenes de 10 volimenes de NaCl 1 M seguido de 10 volumenes de tampon NaPi 10 mM a pH
diafiltracion 7,2
Recuperacion del Volumen retenido + dos lavados con agua destilada igual al volumen muerto del
producto sistema (con retencién completamente abierta y permeado cerrado)

La filtracion de flujo tangencial se realizé en un soporte Sartorius™ para casetes de 0,2 m? usando una bomba
peristaltica WatsonMarlon™. Posteriormente, la membrana se lavé con NaOH 1 M y se almacen6 en NaOH 0,1 M a
+2-8 °C.

Cromatografia de Flujo Rapido en DEAE Sepharose

Se eliminaron la proteina residual, el acido nucleico y otras impurezas mediante cromatografia de intercambio
anionico llevada a cabo segun la Tabla 7:

Tabla 7
Resina Resina de flujo rapido DEAE Sepharose™ (G&E Healthcare)
Dimensién de g=5cm; h=7,5cm; V=150 ml

columna

Equilibrio Tampoén NaPi 10 mM a pH 7,2 c.s. para alcanzar 1,8-2,0 mS/cm de conductividad de eluido
Carga Retencion desde 30K UF

Elucién 20 volumenes de columna de tampén NaPi 10 mM a pH 7,2

Depuracion 20 volumenes de columna de NaCl 1M
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La cromatografia se realizd usando un sistema Akta™ (G&E Healthcare) y el polisacarido capsular se detecto
midiendo la absorcion UV a 215 nm. La solucién de polisacarido capsular se agregé primero a tampoén NaPi 100 mM
a pH 7,2 para obtener una concentracion final de tampén NaPi 10 mM a pH 7,2. La resina DEAE se equilibré
previamente con tampén NaPi 100 mM a pH 7,2 hasta pH 7,2 y después se equilibré con tampén NaPi 10 mM a pH
7,2 para alcanzar la conductividad indicada (conductividad de tampon NaPi 10 mM a pH 7,2). Las fracciones
resultantes se analizaron mediante RMN y aquellas que contienen polisacarido capsular se agruparon (Figura 5).

Filtracion de flujo tangencial de 30 kDa

La filtracion de flujo tangencial se llevd a cabo para eliminar el NaCl que queda de la cromatografia de intercambio
anionico y para concentrar los polisacaridos purificados. La filtracion se llevé a cabo tal como se indica en la Tabla 8:

Tabla 8
Tipo de membrana | Sartorius Hydrosart™ de 30 kDa
Area de superficie 0,2 m2
Pin/Pext 0,7/0,0 bar
Caudal de 11 ml/min
permeado
Volumenes de 10 volimenes de agua destilada
diafiltracion
Recuperacion de Volumen retenido + dos lavados con agua destilada igual al volumen muerto del
producto sistema (con retencion completamente abierta y permeado cerrado)

La filtracion de flujo tangencial se realizé en un soporte Sartorius™ para casetes de 0,2 m? usando una bomba
peristaltica WatsonMarlon™. Posteriormente, la membrana se lavé con NaOH 1 M y se almacen6 en NaOH 0,1 M a
+2-8 °C. El polisacarido purificado se analizé mediante RMN (por ejemplo, Figura 6 para el polisacarido capsular de
tipo 5).

C. Determinacion de contaminacion de peptidoglicanos en polisacarido purificado

El contenido de peptidoglicano (Figura 7) del polisacarido de tipo 5 purificado obtenido segun los procedimientos en
las secciones A y B anteriores se determind mediante analisis de aminoacidos usando HPAEC-PAD segun el
sistema Dionex AAA Direct™ (AminoPac™ PA10 AAA-Direct™, Dionex) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Brevemente, se agregaron 20 ul de norleucina 100 yM a 200 pl de polisacarido a 250 ug/ml en agua en
un tubo de vidrio tratado a 400 °C y se secd usando un sistema Speedvac. La norleucina sirve como un patron
interno. Se hidrolizaron las muestras in vacuo usando el vapor del acido clorhidrico/fenol en ebulliciéon con el fin de
producir aminoacidos libres a partir de la proteina residual y contaminacion de peptidoglicanos. La separacion de
aminoacidos libres se realizé en una columna AminoPac™ PA10 (2x250 mm) equipada con una columna de guardia
AminoPac™ PA10 (2x50 mm) usando una condicién de gradiente para aminoacidos e hidratos de carbono de
acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Estas condiciones de gradiente se resumen en la Tabla 9:

Tabla 9
Tiempo (min) % de E1 | % de E2 | % de E3 | Curva Comentarios
Inicio 84 16 0 El automuestreador rellena el bucle de
muestra
0,0 84 16 0 Valvula de la carga a inyectar
2,0 84 16 0 Comienza el gradiente de hidroxido
12,1 68 32 0 8
16,0 68 32 0 Comienza el gradiente de acetato
24,0 36 24 40 8
40,0 36 24 40
40,1 20 80 0 5 Lavado de la columna con hidréxido
421 20 80 0
42,2 84 16 0 5 Equilibrado para iniciar condiciones
65,0 84 16 0
Eluyente E1: Agua desionizada; Eluyente E2: hidréxido de sodio 0,250 M; Eluyente E3: Acetato de sodio 1,0 My
Caudal=0,25 ml/min
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La deteccion se realizd usando un potencial de forma de onda AAA-Direct (Tabla 10).

Tabla 10
Tiempo (seg) Potencial (V) frente a Ag/AgCl Potencial (V) frente. pH Integracion

0,000 -0,20 +0,13

0,040 -0,20 +0,13

0,050 0,00 +0,33

0,210 0,00 +0,33 Comienzo
0,220 +0,22 +0,55

0,460 +0,22 +0,55

0,470 0,00 +0,33

0,560 0,00 +0,33 Final
0,570 -0,20 -1,67

0,580 -0,20 -1,67

0,590 +0,60 +0,93

0,600 -0,20 +0,13

Se realiz6 la cuantificacion usando una solucidn patron de 17 aminoacidos no hidrolizada (Fluka P/N 09428) en el
intervalo de 2,5-50 uyM. Se analizaron las muestras patrén con y sin norleucina, en la misma concentracion de
muestra. Se uso la proporcién del area pico de norleucina en la muestra dividida entre el area pico de norleucina
promedio en los patrones como un factor de correccién para la posible pérdida de aminoacidos en la etapa de
hidrdlisis. Se usé una muestra de BSA como muestra de control.

Estimacién del contenido de peptidoglicano

Se estimd el contenido de peptidoglicano usando dos procedimientos diferentes. El primer procedimiento
(procedimiento 1) estaba basado en el procedimiento usado en la referencia 17, que implica una suma del contenido
de lisina, alanina, glicina y glutamato. En el segundo procedimiento (procedimiento 2), se calculé un factor de
conversion para cada aminoacido segun la siguiente formula:

(masa molecular de aminoacido) x (nimero de restos en la estructura de peptidoglicano)/

(masa molecular de la unidad de repeticion de peptidoglicano).

La masa molecular de la unidad de repeticion de peptidoglicano es 1233,27 Da (Figura 7). El contenido de
peptidoglicano se calculd6 después como la concentracion promedio de peptidoglicano obtenida al calcular la
proporcion de la concentracion de aminoacido y el factor de conversion.

El contenido de péptidoglicano de polisacarido capsular de tipo 5 purificado tras la cromatografia de intercambio
anionico se da en la Tabla 11:

Tabla 11
Procedimiento Detalles del calculo % de péptidoglicano
de medicion Medicién 1 Medicién 2
1 Calculado segun la referencia 17 como la 2,04 0,74

suma de la concentracion Lys-Ala-Gly-Glx

1 Calculado segun la referencia 17 como la 0,48 0,85
suma de todos los aminoacidos detectables
excepto para Lys-Ala-Gly-Glx

2 Calculado usando la concentracion Ala y Gly 0,88 0,81
dividida entre el factor de conversion de PG (Ala
=0,2167, Gly = 0,3043)

El procedimiento de la invencion proporciona un contenido muy bajo de peptidoglicano en el polisacarido purificado.
D. Conjugacién e inmunogenicidad de polisacaridos purificados

Los polisacaridos de tipo 5 purificados obtenidos de los procedimientos en las secciones A y B anteriores se
conjugaron con CRM197 segun el procedimiento de la referencia 29. El sacarido total en el conjugado se determind
mediante analisis HPAEC-PAD y el contenido de proteina mediante ensayo MicroBCA (Tabla 12).
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TABLA 12
Procedimiento de Lote Proteina (pg/ml) Sacarido Sacarido/proteina (p/p)
purificacion (ng/ml)
A 1 51,52 1,72 0,03
A 2 161,80 17,10 0,11
A 3 34,42 4,22 0,12
B 4 4440 139,0 0,31
B 5 40,56 12,70 0,31

Los conjugados preparados usando los polisacaridos purificados mediante el procedimiento de la invencion (lotes 4
y 5) tuvieron mayores proporciones de polisacarido:proteina.

La inmunogenicidad del lote 5 se probd en un modelo letal de ratén de infeccion por S.aureus. Brevemente, se
inmunizaron ratones CD1 mediante inyeccion intraperitoneal con una dosis de 2 ug de antigeno en un volumen de
inyeccion de 200 pl. Se llevaron a cabo las inmunizaciones en grupos de doce ratones segun el siguiente esquema,
antes de la exposicion mediante inyeccion intraperitoneal de una suspension bacteriana de 5x102 UFC de S.aureus
de tipo 5. Se centrifugaron los cultivos de S.aureus, se lavaron dos veces y se diluyeron en PBS antes de la
exposicion. Se necesitaron diluciones adicionales para el inéculo deseado, que se verific6 de manera experimental
mediante la por colocacion en placas de agar y la formacion de colonias. Los animales se controlaron durante 14
dias y se registré la enfermedad letal.

Grupo 1 — PBS mas alum
Grupo 2 — conjugado de polisacarido capsular de tipo 5-CRM (Lote 5) mas alum

Grupo 4 —conjugado de polisacarido capsular de tipo 5-CRM (Lote 5) mas proteinas EsxAB, Sta006 y Sta011 y
alum

Grupo 5 —conjugado de polisacarido capsular de tipo 5-CRM (Lote 5) mas proteinas HlaH35L, Sta006 y Sta011 y
alum

Los datos de supervivencia se representan en la Tabla 13:

TABLA 13

Grupo Tiempo (dias)

1 2 3 4 5 6 7189|1011 (12|13 | 14
100 | 25 | 17 | 17 | 17 | 17 |17 |17 (17|17 | 8 | O | O | O
100 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 42 | 42 | 42 | 42 | 42
100 | 67 | 67 | 67 | 67 | 67 | 67 | 67 | 67 | 67 | 67 | 67 | 67 | 67
100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 83 | 83 |75 |75 |75 | 75| 75|75

A AN =

Los conjugados preparados usando polisacaridos purificados mediante el procedimiento de la invencién diron un
nivel alto de supervivencia. Se mejoré la supervivencia mediante la adicion de antigenos de proteina de S.aureus.
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Ser

Tyr

340

Thr

Ala

Asn

Gly

Ser

420

Val

Tyr

Thr

Leu

200

Asp

Gly

Fro

Pro

Prd

o810

Ser

Eer

Fhe

Leu

325

AsSp

Tyr

bzn

Thr

Asn

405

Ser

RS

Ser

Glu

TWT

q85

Lys

Tyr

Gly

Gly

Thr

365

Asp

Eap
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Thr

310

Pro

hla

RSN

1l

Tyr

13

Thr

Gly

Asp

hsn

His

470

Val

Thr

Ser

Ser

Pra

320

Fra

Pro

Sar

Sar

Asp

Leu

AsnA

Tyr

Ber

375

Lysa

Trp

Lys

Thr

Leu

435

Ero

Val

Gln

Ila

Ala

535

Pra

hsp

hsp

Gly

Asp
615

TYE

Fhe

Ile

Ser

2a0

Ser

Gln

vVal

Val

Sar

440

Lysg

Asn

Leu

Val

FPha

520

Asp

val

Bro

Fra

Ser

ai0

Ser

Val

Thr

Ash

345

Ser

Gln

Thr

Tvr

Eer

423

Lys

Val

Val

Ile

5045

Gly

Lsp

Glu

Lsp

585

Asp

Asp

38

han

A3p

330

Ile

Fro

Il=

Val

Ile

410

Ala

Lau

Wal

hla

Glu

430

Gln

Trp

hzp

Fro

Fro

370

Ser

Ser

Ser

Asn
315
Arg

Ala

Ile

FPhe

385

Lys

Thr

Sar

Thr

Ser

175

Gly

Glu

Asn

Ser

Glu

555

Ser

Asp

Aap

Lys

Ala

Esp

Bla

Gly

3840

Val

Gly

hzp

hsp

440

Ile

His

Ashn

Asn

Ala

240

Pro

Fra

Sar

Sar

Ser
g20

Glu

Lys

Glu

Gly

365

Wal

Asn

TyE

Thr

Ser

445

Zln

Lys

Tyr

Val

Glu

525

val

Ear

hsp

Asp

Glu

ad5

hzp

Asn

Bla

Met
330

Ile

Fro

Gln

Lys

430

Tyr

Phe

Phe

Asp

Asp

510

Asn

Asn

Pro

Fro

Ear

380

Ser

Ser

Ila
Pro
335

Phe

Thr
Lys
Asp
415

Leu

Ty

Gly
Lan
495
Preo

Wal

Freo

Glu
273
Lsp

Asp

Flu

AR
320
Lys

Fa

Ala

Gln

400

Lys

Arg

Ala

fisn

Asp

480

Thr

val

Wal

Lys

Pro

560

Pro

Ser

Ser

Ser



<210> 4
<211> 508
<212> PRT

Asp

623

hsp

Asp

Asp

MR

hsp

TG

hsp

AED

hsp

AsSp

Fi%-e

785

Asp

Ser

His

A=n

Leu
ges

Eer

Ser

Ser

Ser

Ser

a30

Ser

Ser

Sar

Sar

Ser

TI0

Ser

Ser

Asn

Lys

Ala

B3O

Pha

Asp

Asp

Asp

hsp

875

Asp

Asp

Asp

hsp
155
Asp
ASE
Asp
Pro
Thr
B35

Thr

Arg

Ser

Ser

Ser

aai

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

740

Bar

Ser

Ser

Ser

Lys

B240

Asp

Leun

Lys

<213> Staphylococcus aureus

<400> 4

Glu
A=p
645

hsp

Asp-

hap

Asp

123

Asp

Asp

Asp

Asp

Arg

805

Gly

hla

Fhe

Arg

ES 2626416 T3

Ser

830

Ser

5ar

Ser

Sar

Sar

110

Ser

Ser

Ber

Ser

Ser

790

Val

Zlu

Leu

Gly

Lys
&70

Rsp

As‘p

Asp

Asp

Asp

835

hap

Asp

AED

Asp

175

AEpR

Thr

WVal

Fro

Ala

435

Gln

Ser

Ser

Ber

Ser

&80

Ser

Ser

Ser

Ser

Sar

Tad

Ser

Ser

Fra

Asn

Glu

B40

Met

Asp

Glu

Asp

nsp

BG5S

Asp

Asp

Aap

Asp

Asp

745

Asp

hAap

Asp

Pro

His

823

Thr

Met

His

39

Ser
Ser
630
Sar
Sar
Sar
Sar
Ser
T30
Ser
Ser
Ser
Ser
Asn
§la
Ser
Cly

hla

Lys

Asp

635

Asp

Asp

Asp

Rap

Asp

715

Asp

Asp

Asp

Esp

Asp

785

Asn

ksn

Asp

Liau

zlu
275

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

700

Ser

tar

Ser

Ser

Ser

780

Ser

Gla

Lys

Lys

Leu

gal

Lys

Asp

}-'1.5;_::

Asp

Asp

685

Asp

Asp

Asp

Asp

Asp

Tas

Asp

Asp

Gln

Val

Ser

845

Gly

Ala

Ser

Ser

Sar

&0

Sar

Ser

Ser

Ser

Ser

750

Sar

Ser

Ser

Lys

Ser

B30

Glu

Ser

ASD

REp

655

ASP

Asp

Asp

Rsp

Asp

T35

Asp

LEp

Asp

Asp

Ala

B15

Lys

Asn

Leu

Ser

640

Sar

Ser

aer

w

Sar

Ser

720

Eer

Ser

Sar

Ser

Ser

a4a0

Fro

Gl

Thr

Lau
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Ser Glu Gln Ser RAsn Asp Thr Thr Gln Ser Ser Lys hsn Bzn BRla Ser
1 5 10 15

Ala Asp Ser Glu Lys BEsn Asn Met Ile Glu Thr Pro Gln Leu Asn Thr
24 25 30

Thr Ala Asn Asp Thr Ser Asp Ile Ser Ala Asn Thr Asn Ser Ala Asn

40



Val
Thr
=3

Lys

Glu

Glo

Ser

145

Val

Ala

GEly

Ser

Gl

225

Ile

Leu

Glu

Lys

Glu

205

Gly

Val

Asn

Asp
50

The
Asn
Ala
Ala
Sar

130

Val

Sar

Bsn

Gly

210

Asp

Lys

Thr

Asn

Ala

290

Meat

Ile

Asp

Pro

35

Ser

Glu

Gla

Asn

Thr

113

Ser

hrg

hla

hsn

Thr

185

Asp

Val

Sar

Lys

Ile

275

Pra

Fhe

Asp

The

Ly=
355

The

Fro

hla

Ser

100

han

Pro

Thr

Ala

Phe

180

Fhe

Tyr

Asp

Tht

Thr T

260

ASnh

Lys

Asn

Lys

Ala

340

Gln

Thr

Ala

The

a5

Gln

Ser

Gln

Arg

Asp

165

Lys

Mat

Bhe

Tyr

Asn

245

Gly

Ser

Asn

Fro

325

Sar

Arg
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Lys

Ser

T0

hla

Val

Glu

The

Ala

150

Ala

Lau

Bla

Thr

Ser

230

Gly

Thr

Gln

Gly

Lys

310

BAsn

Gly

Val

Pro

55

Thr

Ala

Asp

Ll

Ile

135

Wal

Lys

Glu

Bla

hla

215

Asn

Fha

Fha

The

295

Il=

Gly

Gln

Lan

an

Met

Asn

Lys

Asn

Lys

LZ0

Sar

hrg

Gly

L=

Bsn

200

Ly=

Ser

Val

Val

Ser

ZED

Tyr

Thr

Ala

ASn

Giy
3ed

Sexr

Elu

HMat

Lys

105

ASn

Asn

Ser

The

Thr

185

Fhe

Leu

han

Val

Fhe

265

Leu

hsp

Tyr

Aan

Thr

145

AEn

41

Thr

Thr

Gln

a0

Thr

Ser

Ala

Len

Asn

170

Thr

Thr

Bro

2la

250

Thr

Ero

nla

Asn

Ile
330

Ty

Thr

Gln

Pro

75

Asp

Thr

Gln

Gln

Ala

155

Val

Phe

Val

Agp

Thr

235

h=p

Len

hsn

Tyr

315

Ser

Lys

Trp

Thr
a0

Gln
Gln
Asn
The
Gly
149
val
Asn
Asp
Thr
Ser
220
Mat

2la

Tyr

Fhe

Ile

100

Sar

Ser

Gln

Wal

45

Ser

Fra

Thr

Asp

Leau

125

Thr

Ala

Asp

Fro

Bap

205

Leu

Pro

Thr

Thr

Z85

han

Ser

Glo

The

Tyr
3465

Lzn

Thr

Val

Ala

110

bsp

Eer

Glu

Lys

Asn

lap

Lys3

Thr

Ila

Tyr

Asn

270

Asp

Ila

Pro

Iie

Wal

3150

Ile

Thr

ala

Bro

25

Asn

Leu

Lys

Fra

Wal

175%

Gln

Wal

Gly

hla

Asp

255

Asn

Arg

Ala

Ila

Ila

135

Fhe

LYys

The
Ile
ag

Gln
Ser
Ero
Fro
Val
ig0
Thr
Ser
Lys
han
hsp
240
Ile
Lys
hla
Asp
Ala
320
Gly

Val

Gly
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<210>5
<211> 316

Tyr

Thr
85
Ser
Gln
Ly=
Tyr
Val
qa65

Glu

Val

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 5

Gln Asp

ana

Lys Leu

Twr Tyr

Fhe Lys

Phe Gly

Ala

A=zn

Lys

Arg

420

435

Asp Asn

q51

Asp Pro

Esn Val

asn Pro

S5er Glu

Ala Asp

Thr Rla

Val hsp

50

Thr Thr

&5

Lys Rsn

Glu Ala

Ila Ala

Zln Ser

130

Thr

Val

Val

Lys

Azp

Il=

Il=

Asp

405

Arg

Ile

Gly

Thr

Arg

485

300

Gln

Eer

Asn

35

Ser

Glu

Gln

Aan

Thr
115

Eer

Ser

Glu

20

Asp

Thr

Prao

Bla

Ser

100

Asn

Pro

Aap

A

Lys

Thr

Thr

Ala

Thr

85

Gln

Ser

Gln
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Glu

Fhe

3sa

Fro

Ile

Thr

Glu

a7s

Glu

Bsn

Tyr

Lys

Lys hsn

Asn
470

455

Arg

Tyr Gly

Pro

Asp

Asn

Ser

Lys

Ser

T

Ala

YVal

Glu

Thr

The

Thr

Asn

Asp

Frao

25

Thr

Ala

Ly

Ile
135

Ser

Val

A5

Tyr

The

440

Lizu

Asp

Gly

Pro

Thr

Met

Ile

40

Met

Ash

Lys

hsn

Lys

1z0

Ser

Ser

hEn

Ser

Glu

425

Tyr

Lys

Tvr

Gly

Gly
505

E1n
Ile
25

Ser
Eer
Glu
et
Lys
105

Asn

Asn

42

Gly

Asp

AST

410

His

Val

Thr

Ser

Ser

430

Pro

Ser
in

Glu
Ala
Thr
Thr
Gln
S0

Thr

Ser

ala

Lys

Thr

355

Ll

Prao

Val

Gln

Ile

a5

Ala

Pro

Ser

Thr

Aan

Gln

Prd

15

Asp

Thr

Gln

Gln

Val

180

Ser

Lys

Asn

Leau

val

160

Fhe

Asp

Val

Lys

Fro

Thr

Thr

B0

Gln

Gln

Asn

Thr

Gly
140

Ser

Lys

Glu

Val

Val

445

Ile

Gly

Gly

Asn

Gln

ASn
45

Ser

Pra

Thr

Asp

Leu

125

Thr

Ala

Val

Ala

430

Glu

Gln

Trp

Asp

As=n
Lew
30

Ser
AEm
Thr
Val
Ala
110

Asp

Ser

Thr

Thr

415

Ser

Gly

Glu

Asn

Ser
495

Ala
15

hAsn
Ala
Thr
ala
Fra
495

hAan

Leu

Lys

Asp

AsD

400

Ile

KHis

Asn

A=n

480

Ala

Sar

Thr

ASI

Thr

Ile

B0

Gln

Ser

Fra

Fro
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<210>6
<211> 331
<212> PRT

Ser

145

Val

Ala

Gly

der

Gly

Ile

Leau

Glu

Glu
s

Val

AEn

Ser

Asn

Gly

210

Asp

Lys

Thr

Asn

Ala

250

ket

Arg

Ala

RSN

Thr

1495

ASp

Val

Ser

Ile
275

Pro

Fhe

Thr

Ala

Phe

180

Fhe

Asp

Thr

: Thr

260

ASN

L=

ASN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 6

Arg

Asp

165

Lys

Met

Fhe

Tyr

Asn

245

Tyr

Gly

Ser

Asn

ES 2626416 T3

Ala

150

Ala

Lau

Ala

Thr

Ser

230

Gly

Thr

Gln

Gly

Lya
10

Val

Lys

Glu

Bla

nrla

215

AST

Asp

Phe

Fhe

Thr
295

Arg

Gl

Lys

Asn

200

Lys

Ser

Val

Val

Ser

280

Tyr

Thr

Ser

Thr

Thr

145

Phe

Len

han

Wal

Phe

2635

Lew

ASp

Tyr

43

Lau

Asn

170

Thr

Pro

ASh

Ala

250

Thr

Asn

Ala

155

Wal

Phe

Val

hgp

Thr
235

Lys

Asp

Lizu

ASA

Tyr
315

Val

A=n

asp

Thr

Ser

220

Mat

Ala

Tyr

Fhe

Ile

300

Ser

ala

ASp

Pro

205

Len

Pro

Uzl

Thr
283

DS

Glu

Lys

Asn

194

Lys

Thr

Ile

Tyr

Aan

279

kap

Ile

Fro

Val

175

Gln

Val

Gly

Ala

Asp

255

Asn

Lrg

Ala

Yal

160

Thr

Ser

Lys

AET

Aap

240

Ile

Lys

Ala

Asp
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5ly Thr Asn Val Asn Asp Lys Val Thr Ala Ser Asn Phe Lys Leu Glu
Lys Thr Thr Phe Asp Pro Rsn Gln Ssr Gly Asn Thr Fhe Met Ala aAla
20 25 30

Asn Phe Thr Val Thr Asp Lys Val Lys Ser Gly Rsp Tyr Phe Thr Ala
i5 40 45

Lys Leu Pro Asp Ser Leu Thr Gly Asn Gly Asp Val Asp Tyr Ser Asn
S0 55 a0

Z2r Asn Asn Thr Met Pro Ile Ala Asp Ile Lys Ser Thre Asn Gly Asp
63 70 75 20

¥al VWal Ala Lys Rla Thr Tyr Asp Ile Leu Thr Lys Thr Tyr Thr Phe
a5 aq 25

val Phe Thr Asp Tyr Val Ran Asn Lys Glu Asn Ile Asn Gly Gln Phe
100 105 11a

Ser Leu Pro Leu Phe Thr Asp Arg Ala Lys Ala Pro Lys Ser Gly Thr

44
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115 120 125

Tyr Asp Ala Asn Ile Asn Ile Ala Asp Glu Mebt Phe Asn Asn Lys Ile
L30Q 135 140

Thr Tyr Asn Tyr Ser Ser Pro Ile Ala Gly Ile Asp Lys Pro Asn Gly
145 1540 155 160

EZla Asn Ile Ser Ser Gln Ile Ile Gly Val Asp Thr Ala Ser Gly Gln
165 170 175

Azsn Thr Tyr Lys Gln Thr val Phe vVal Asn Pro Lys Glh Arg Val Lesu
180 185 140

Gly Asn Thr Trp Val Tyr Ile Lys Gly Tyr Gln Asp Lys Ils Gle Glu
1495 200 205

3er Ser Gly Lys val Ser Alz Thr Asp Thr Lys Leu Arg Ile Phe Glu
210 215 220

Val Asn Asp Thr Ser Lys Lew Ser Asp Ser Tyr Tyr Ala Asp Pro Asn
225 230 233 240

Asp Ber Asn Leu Lys Glu Wal Thr Asp Gln Phe Lys Bsn Arg Ile Tyr
245 250 255

Tyr Glu His Pro Asn Val Ala Ser Ile Lys Phe Gly Rsp Ile Thr Lys

z2ai ZES 270
Thr Tyr val Val Leu Val Glu Gly His Tyr Asp Asn Thr Gly Lys Asn
275 280 285
Leu Lys Thr Gln Val Ile Gln Glu Asn WVal Asp Pro WVal Thr Asn Arg
290 2895 300
Asp Tyr Ser Ile Phe Gly Trp Asn Asn Glu Asn Val Val Arg Tyr Gly
05 310 315 320
Gly Gly Ser Ala Asp Gly Asp Ser Ala Val Rsn
3125 330
<210>7
<211> 183
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400>7

45



<210> 8

Sar

Sar

Gln

Val

Val
B3

Ser

Lys

Asn

Leu

val

145

Fhe

Asp

<211> 1166
<212> PRT
<213> Staphylococcus aureus

<400> 8

Sar

51ln

Thr

Tyr

a0

Eer

Lys

Glu

Val

Val

1340

Ile

Gly

Gly

Fro

Ile

Val

Ile

Ala

Leu

Val

ala

115

Glu

Glin

Trp

Asp

Ile
Ile
20

Fhe

Lys

Thr

Ser

Thr

100

Ser

Gly

Glu

Asn

Ser
180

Ala

Gly

Val

Gly

Asp

Asp
B3

Asp
Ile
His
Aecn
ASn
165

Ala
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Gly
Val
hsn
Tyt

Thr

Ser
G_]_.n
Lys
Tyr
Wal
150

Glu

Val

Ile

Asp

Pro

Gln

55

Lys

Tyr

Phe

Fhe

Asp

115

Asp

Asn

ASN

Asp
Thr
Lys
40

Asp

Lauw

Tyr

Lys

Gly

120

Asn

Pro

Val

ala
25
Gln

Lys

hrg

Ala

Aan

105

A=p

Thr

Wal

Val

46

Fro
10

Ser
Arg

Ile

Ile

Asp

a0

hEGQ

Ile

Gly

Thr

Arg
170

Asan

Gly

Wal

Glu

Phe
T5

Pro

ile

Thr

Liys

ASnh

155

Tyr

Gly

Gln

Lizu

Glu

al

Glu

ASN

Tyr

Lys

Asn

140

Gly

Ala
Asn
Gly
45

Ser

Val

Asp

Tyr

Thr

125

Lei

Asp

Gly

Ash
Thre
30

AsSn

Ser

Asn

Ser

Glu

110

Tyr

Lys

Tyr

Gly

Ile

Tyr

Thr

Gly

Asp

Asn

95

His

Val

Thr

Ser

Ser
175

Ser

Lys

Trp

Lyz

Thr
BD

Leu

Fro

val

Gln

Ile

1a0

bhla



der

ala

GLlu

Asp

65

ASh

Esn

Thre

Gln

Thr

145

Thr

Ile

&han

Sar

Ala

ad

hla

Sar

Thr

Glo

Asn

130

Glu

Asn

BAsn

Brg

Ile

35

Lys

Thr

Thr

Esp

Lys

115

Ile

Asp

Asn

Arg

Leu

20

Leu

Ala

Thr

Thr

Ser

140

Gln

Glu

Thr

Asp

Asp

han

Val

hla

Ser

Glu

85

Gln

Gln

Lys

Ser

Val
165
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Asn

Lys

Gly

zlu

Lsp

Ta

nLEn

Bsn

Glu

Yal

1540

Thr

Lys

Fhe

Thr

Aan

35

Bsn

Asn

Gly

Asn

RS0

135

Ile

Thr

Lys

Ser

Thr

40

Thr

Lys

Ser

Ala

val

124

Wal

Lay

Lys

Ala

Il=

25

Leau

Ser

Glu

Thr

Ly=

105

Thr

Lys

zlu

PED

47

Ile
10

Arg 1

Il=

Thr

Val

Ban

20

Ly=s

Ala

Pro

Gl

Ser
170

Thr

Fhe

Glu

Val

15

Ero

Glu

Thr

Ser

Lys

155

Thr

Ly

Tywr

Gly

Asn

a0

Ser

Ile

Ser

Thy

Thr
140

Lya

Ser

Lys

Thx

Leu

45

Ala

Glu

Lya

Thr

Glu

125

Asp

Ala

Glu

Gly

Wal

aga

Gly

Lys

Thr

Lys=

Ser

110

Thr

Lys

Fro

PED

Mak

15

Gly

A=En

Gln

Glu

Glu

25

Sar

Liys

Thr

fan

Sar
175

Ile

Thr

Gln

hap

Asn

g0

Thr

Sar

Pro

Ala

ASn

1a0

Thr



Ser

Glu

Thr

Leu

225

Bsn

Bla

Ala

Glo

Asp

305

Val

Fra

Sar

Ile

Sar

185

Glu

Gln

Asn0

Glu

Ly=

465

Leu

Tyr

Glu

hsn

hsp

210

Lyz

Thr

Fro

Bla

Thr

280

Gly

Lys

Jer

Gly

Thr
370

Rrg

Thr

R

Ile

Gln

450

Val

Gly

Lys

Ila

Ser

155

Ala

Asn

Azp

Lys

Wwal

275

Il=

Lys

Lys

Asp

Glu

355

TE-']‘.'

Lo

Ser

Val

Gln

435

Gln

L=zp

h=n

Val

Gln

180

Gln

Thr

han

His

Arg

260

hla

Lys

hsp

Gly

Leu

340

val

Thr

Thr

Thr

420

Jer

Ile

Il=a

Gly

hsn

Thr

Pro

A=n

Pro

3er

245

Val

Ber

Wal

Ile

b=p

325

Thr

Il

Phe

Aan

405

Wal

Ila

Tyr

Ala

Ser
4B5

Ser
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Lys
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Lys

Lys

Lys

Gln

Val
3240
Gly
Asn
Asn
Fhe
AsSn
400

Val

Thr

Ile

SZer

440

Lys

Lys

Liys

Gly

Fhea

580

Asp

hsp

Tyr

Gln

Asn
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025 830 635 640

Glu Lys Gly Glu Val Ile Gly Thr Thr Glu Thr Asp Glu hsn Gly Lys
6453 550 655

Tyr Rrg Pha Asp Asn Leu Asp Ser Gly Lys Tyr Lys Val Ile Phe Glo
2 =0] e85 a0

Lys Pro Ala Gly Leu Thr Gln Thr Gly Thr Asn Thr Thr Glu Asp Asp
&8T5 BSO &85

Lys hsp Ala Asp Gly Gly Glu Val Asp Val Thr Ile Thr Asp His Asp
690 695 700

A=p Phe Thr Leu Asp Asn Gly Tyr Tyr Glu $lu Glu Thr 3er Asp Ser
705 T10 715 T20

A=sp Ser Ahsp Ser Asp Ser Asp Sar Asp Ser Asp Ser ASp Ser Asp Sar
TE5 734 135

Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Rsp Ser Asp Ser
740 T45 150

Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Sor Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser
T35 Tl 65

Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser
770 775 T840

AsSp Ser Asp Ser hsp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser
185 T30 795 BOO

Asp Ser Asp Ser hsp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser
505 B1a B15

Asp Ser hsp Ser Asp Ser Asp Ser Asp 3er Asp Ser Asp Ser Asp Ser
/20 825 830

Asp Ser Asp Ser Rap Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Bsp Ser Asp Ser
535 540 Bd45

Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Asn Asp Ser Bsp Ser Asp Ser
8510 a55 BED

&

Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser RAsp Ser Asp Ser
865 a7a 875 BED

Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Sar Asp Ser Asp Ser
B85 830 295

Agsp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser AsSp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser
200 905 310

Asp Ser RSp Ser Asp Ser Rsp Ser Asp Ser hsp Asn Asp Ser Asp Ser
915 20 925

Asp Ser AsSp Ser Asp Ser Aszp Ala Gly Lyaz His Thr Pro Ala Lys Pro
@30 4935 g40

Met Ser Thr Val Lys Asp Gln His Lys Thr Ala Lys Ala Leu Pra Glu
945 950 855 2E0
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Thr Gly Ser Glu Asn Asn Asn Ser Asn Asn Gly Thr Leu FPhe Gly Gly

985 970 975
Lew Phe Ala Ala Leu Gly Ser Leu Len Leu Phe Gly ARrg Arg Lys Lys
930 985 490
Gln Asn Lys
995
<210> 11
5 <211> 468
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 11
10
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Rla

Rlz

Lys

3ar

Gln

63

Thr

Asn

Il=

Fra

.PLSP

1435

Glu

Thr

Gly

Asn

Ser

225

Glu

Fro

hsp

Aap

20

Asn

Azn

Leu

Lys

Gln

130

Phe

Ile

Gln

Leu

210

Thr

Hisz

Ser

Asn

35

Sar

Ala

Aszp

Thr

Pra

115

E1ln

Ala

Trp

Aop

Tiwr

185

Tywr

Thr

Thr

Glu

20

Thr

hla

Thr

Lys

Gln

100

Arg

Gly

Ile

Ala

Asp

lag

Phe

L

Asn

han

Asn

Gln

Thr

Ala

Ser

B5

Ala

Thr

Thr

Rap

Thr

165

Ser

Rrg

Ala

Thr
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Gly

Lys

Thr

Wal

A=n

70

Sar

Lys

Leu

Asn

Lys

150

Ser

Wal

Fra

Gln

Thr
230

Glu

Thr

Ala

Lys

35

Gln

Thr

ASp

Asn

Val

135

Gly

Ser

Gly

Gly
215

Thr

Leu Asn

Thr Lys=s
25

Thr Ala
40

Glu Thx
Sar Thr
Thr Tyr
Val Sex

105

Arg Met
120

han Asp
His val
Asp Val
Glu Gly

1a8%

Sar Val
200
hzn Ile

Tyr Thr

58

Asp

Ser

Thr

Sar

a0

Thr

Ala

Lys

Leu
170
ASD
Arg

Ile

Fhe

Ser

Val

EGln

Ser

Lys

75

ASn

Thr

WVal

Val

Gln

155

Lys

Thr

Lan

Ala

Thr
235

Lys

Asp

Pro

Asn

&l

Thr

Glu

Fro

sn

His

1440

Liana

Fhe

Fro

Lys

220

Asn

Asn
Ser
Lys
45

Met
Eer
Thr
Lys
Thr
125
Fhe
Thr
Lys

The

Ser
205

Gly

Tyr

Glu

Lrg

0

Val

Gln

E=n

Asp

Thr

110

Wal

Ser

Gly

Ala

Fhe

130

Gln

Ile

Wal

Thr
15
Gln

Thr

Zer

Wal

Lys

a5

Thr

Ala

A=zn

Lys

Asn

175

Lva

Thr

Ty

Thr

Ly

Met

Fro

Thr

g0

Ser

Thr

Ala

Il=

Thr

1lan

Tyr

Tyr

zln

RSP

Gln
240
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<210> 12
<211> 635
<212> PRT

Tyr

Lys

Gly

Lys

Leu

305

Thr

Asn

Wal

Gln

Lean

385

Val

Thr

Asn

Lau

Ala
L

Thr

Asn

Asn

Ela

2930

Ser

Lys

Ala

Asp

Fhe

30

Mat

Ala

Lau

Val

Gly

450

Asn

Asn
Ala
hAsp
275
Gln
Arg
Gln
Lys
Ser
355
Asp
Lys
Tyr
rap
A=n
415

Asp

Glu

Val

Thr

260

Thr

Fro

Asn

Thr

Asn

340

Fhe

Val

Gly

Pro

Thr

420

Gly

Twr

Lys

<213> Staphylococcus aureus

<400> 12

Arg
242
Thr

Tyr

L=u

Phe
325
Phe
Thr
Il=
Gln
Asp
405
Lsp

Ser

Val
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Gly

Asp

Ser

Ile

Thr

il0

Val

Lys

Fro

Tyr

Thr

390

hsn

Lys

Ser

Trp

Ser

Lys

Glu

Ser

2495

Ala

Thr

1la

Asp

Ser

375

Ser

The

Thr

Glu
455

Fha

Thr

Glu

280

Ser

TYE

hEn

Tyr

Thr

a0

A=n

Ser

Ser

Ala
4410

Asp

Glu

Ala

265

Ile

Thr

val

Leu

Glu

3435

Zer

Asp

asn

Thr

TYE

425

Asn

The

59

Gln

250

Ile

Asn

ASn

Thr

330

Val

Lys

Asn

Lys

Asp

410

Ser

Gly

Asn

WVal

Lys=a

Wal

Tyr

Gln

ils

Gly

Leu

Lys

Gln

325

Bsn

Trp

Asp

Lys

Ala

Met

Asp

Ile

300

Pro

Rsp

Lys

Thr

380

TYE

Gly

Ser

Fln

Asp
460

Phe

Glu

Tyvr

285

Asn

Lis

Lys

Gln

hap

365

Ala

Ile

Lys

Asn

Ly=

445

Gl

Ala

Val

270

Gly

Asn

Asn

Fhea

hsn

330

Yal

Thr

Ile

Il=

Ser

430

Lys

Lyz

Lys

235

Thr

Asn

Gl

Thr

Asn

335

Gln

Thre

Wal

Gln

Asp

115

Twr

Gln

ATy

Lau

Tyr

320

Fro

Fhe

Lsp

Asp

=ln

4400

Tyvr

Sar

Azn

Asp



Met &la Lys Tyr
1

Cys Ser Thr Met
20

Tyr Asp Ala Gln
a5

Ile Leu Ser Lys
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Arg Gly Lys Fro Phe Gln Leu Tyr Val Lys

10

Met Ala Thr Ser Ile Ile Leu Thr Asn Ile

25

o

Ala Ala 3er Glu Lys Asp Thr Glu Ile Thr

410

Gln Asp Leu Leu Asp Lys Val

60

45

Bsp Lys Ala

Leu
15
Leu

Lys

Ile

Ser

Pro

Gl

Arg



Gln
a5

Lys

Len
Ser
145

Ala

Val

Thr

Ser

Zda

Sar

Aan

His

Ile

Gluy

105

Lierig

Ile

Asp

Thr

50

Ile

Ala

Lys

Glu

Lysa

130

Thr

Asn

Ser

Thr

210

His

His

Ty

Ala

250

val

Glu

Leu

Ile

Arg
370

Glu

Gln

Arg

Mat

115

Asp

Glu

Thr

Lys

Lys

195

hsp

Hi=

Ser

Ala

Thr

275

Agn

Asn

Glu

Glu

Arg

155

His

Gln

Len

Ala

1440

Asn

Lzuy

Asp

Lys

bla

1E0

bsp

b=n

Wal

h=n

Het

£a0

Tyr

Thr

Ljfs

Leu

Ser

o

Val

Ile

Lau
AEN
BS

Asn

Asn

Asp

His

163

Leu

Ala

Asn

Wal

Arg

245

Ile

Hig

Gln

Thr

hla

325

Ile

AsSp

Asp
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Lys

70

Glu

Glu

Gln

Glu

Lo

150

Gly

Glu

Ser

Hig

Leu

230

Lau

1lu

Lys

Leun

l.n:r"ﬂ

ilo

Arg

Phe

Gly

Gln

55

Gln

hla

Leu

Ser

al

135

Glu

A=p

Lys

Glu

~ 215

Asn

Thr

Lys

Leu

Fro

295

Gly

The

Asn

Lys

Leuw
375

Leu ESer

Lys Thr

h=p Eer
105

Lzp Ile
120

Ser Sar

hla Mat

Lys Asp

Lau Asp
185

Asp Thr
200

val Ala

Lys Phe

Asp Lys

Leu Ala
265

Asn Thr
280

Lys Asn

Arg Ila

Nsp Asp

Lys Asp

343

Thr Asp
360

Ser Leny

61

hBla

Ala

90

Lys

Asp

Ash

Lys

Lsp

170

His

Ser

Lys

Leu

Len

230

Lys

Lau

Gln

Lys

Lys

130

Glu

Gin

The

Sar

153

Ser

ASE

Ser

val

ASD

155

Lys

Leu

Glu

Thr

Ser

35

Gln

Ser

Gln

Lyas

Ser

315

Lys

Alza

Gln

Thr

Gl

Ser

Gln

AS0

Lys

ALsp

149

Ash

Asn

Fro
220
b=n
Gly
Asn
Ser
Ser
300
Gln
Tyr
Val

Ile

Ser

189

Lys

Ile

Lys

Leu

125

Ary

Mat

Azp

Gln

Fro

205

Bsn

Glu

Ser

Ala

Leu

ZBS

Asp

Ary

hla

Lys

Ala
165

Glu

Asp

Sar

119

Asp

Gly

Ser

Glu

Gln

130

Ala

Asn

Glu

Asp

Ser

270

Asp

Lau

ASN

Thr

Ile

350

hsp

Asp

His

Glu

25

Ser

Gln

Gln

Gln

Ala

173

Ile

Wal

Asp

Ao

Lys

255

Thr

Gln

pMat

Ile

Gln

335

Lau

GLln

Leu

Tye

a0

Ile

His

Lauy

Gln

Thr

1a0

Hat

His

Ser

Gly

=l

240

Ile

Gln

Arg

Ser

Ile

320

Ser

Lys

1le

Leu
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Thr Ser Leu Ile Asp Gln Ser Gln Asp Lys 3er Leu Leu Ile Ser Gla
ias5 394 3495 400

Tie Leu Gln Thr Lys Leu Gly Lys Ala Glu Ala Asp Lys Leu Ala Lys
405 ! 4119 415

msp Trp Thr Asn Lys Gly Leu Ser Asn Arg Gln Ile Val Asp Gln Leu
420 425 430

Lys Lys Hiz Phe Bla Ser Thr Gly Asp Thr Ser Ser Asp Asp Ile Leu
4315 440 445

Lys Ala Ile Leu Asn Asn Ala Lys Asp Lys Lys Gln Ala Ile Glu Thr
450 455 460

Il= Leu Ala Thr Arg I[le Glu Arg Gln Lys Ala Lys Lsu Leu Ala Asp
185 470 4715 480

Leu Ile Thr Lys Ile Glu Thr Asp Glo Asn Lys Ile Phe Asn Leu Val
185 420 4895

Lys S=r Ala Leu Asn Gly Lys Ala Asp Asp Leu Leu Asn Leu Gln Lys
00 5035 510

Arg Leu Asn Gln Thr Lys Lys Asp Ile Rsp Tyr Ile Leuw Ser Pro Ile
515 520 525

Val Asn Arg Pro Ser Leu Leu Asp Avrg Leu Asn Lys Asn Gly Lys Thr
530 535 540

Thr Asp Leu Asn Lys Leu Ala Asn Leu Met Asn Gln Gly Ser Asp Leu
545 ES0 555 Bel

Leu Asp Ser Ils Pro Asp Ile Pro Thr Pro Lys Pro Glu Lys Thr Leu
565 570 575

Thr Leuw Gly Lys Gly Asn Gly Leu Leu Ser Gly Leu Leu Asn Ala Asp
SB0 585 580

Gly Asn Val Ser Leu Pro Lys Ala Gly Glu Thr Ile Lys Glu His Trp
595 &aa a05

Leu Pro Ile Ser Val Ile val Gly ARla Met Gly Val Leu Met Ile Trp
610 615 620

Leu Ser Arg Arg Asn Lys Leu Lys Asn Lys Ala
623 530 G635

<210> 13

<211> 340

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 13

Mat Lya Lys Lys Leu Leu Wal Leu Thr Met Ser Thr Leu Phe Ala Thr
1 5 10 15

Gln Ile Met Asn Ser Asn His Rla Lys Ala Ser Val Thr Glu Ser val
20 25 30

62



ASp
Ala
Thr
65

Ala
Fro
hEn
Lys
Asn
145
Val
Ala
Bro
Ala
Ser
225
Lys
S5er
Lys
Val
Lysz
305

Ser

Ala

Lys

Tyr

20

Asp

Aap

Glu

Arg

His

130

Lys

Ile

Lys

krg

Val

210

Ile

Val

Phea

Ala

Lys

280

Fra

Tyr

Pro

Lys

35

RSN

Ser

Ser

Val

115

Phe

Val

Thr

Asp

Tvr

195

Pra

Lys

Ile

Gln

Tyr

275

Les

Ser

Ser

Arg

Fhe

Glu

Lys

Ser

Lars

104

Asn

val

Asn

Ser

Sar

180

Thr

Gly

Ile=

Era

Asn

260

Asp

TYE

Leu

Pro

Wal
349

Val

Phe

Asn

hla

85

Leu

val

Ala

His

Tyr

165

Ile

His

T

Asn

Bro

245

Ean

Tyr

Phe

Asn

Thr
325

Val

Lys

Ehe

70

Ala

Gly

nla

Lys

His

159

Asn

Fro

His

His

230

Tyr

Thr

Lys

Ser

Ile

310

His
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Pra

ASN

25

Val

Ser

Asn

Thr

Gly
135

FPhe I

Sar

Lya

Ser

Ala

213

Phe

Gly

Thr

Tyr

Phe

295

Lys

Tyr

Glu

40

Ser

Ala

Lys

Ile

Asn

120

Pro

Thr

His

Gln

204

His

Cys

His

Bla

Fhe

280

Sar

Asn

Val

Ser

PFro

Ser

Ile

Val

105

Asn

Glu

Thr

Hia

Fhe

185

Ser

Lys

Wal

Asn

Thr

265

Tyr

Gln

Wal

Fro

63

Gly

Lys

Glu

val

20

Fro

Fra

Val

Thr

val

170

Ile

Leu

Fha

Val

Ser

250

Hiaz

Ser

Ser

Asn

Glu
330

Ile

Val

Asp

73

RAsp

Glu

hAla

Asn

Gln

155

His

Val

Ile

Wal

Froc

235

His

Gln

Ty

Asn

Tyr

315

Fha

hEn

ASN

&l

Lys

Lys

TYr

Ser

ArTqg

140

Thr

Lys

Lys

Ile

Thr

220

Gln

Arg

Asn

Lys

Gly

300

Gln

Lys

Lys

45

Val

Leu

Asn

Lys

Glo

125

Fhe

His

His=

Prao

Lys

205

Fro

Ile

Met

Aala

Wal

285

Tyr

Tyr

Gly

Ila

Ser

Asn

Pha

Glu

116

Gln

Il=

Tyr

Val

Ser

130

His

Gly

Aan

His

Lys

270

Val

Lys

hla

Ser

Ile

han

Lys

Val

95

Ile

Val

Thr

Lys

Aan

175

Glu

His

His

Ser

val

255

Val

Lys

Ila

Val

Leu

335

Fro

Lan

Ile

BO

Wal

ASn

Asp

Gln

Lys
Led

&
bt
o

Ser

Fhe

Ala

Phe

240

Fro

ASh

Gly

Gly

Frao

320

Pra



<210> 14
<211> 306
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 14

Ser

Ser

65

Val

Fhe

Val

Thr

Asp

145

Tyr

Fra

Lys

Ile

Gln

225

Tyr

Lys

Ser

Ser

Fhe

Glu

Lys

Ser

50

Lys

Aan

Wal

e

Ser

130

Ber

Thr

Gly

Ile

Pra

210

Asn

BEp

Tyr

Leu

Frao
230

Wal

Fhe

Asn

35

Ala

Leu

Wal

Bla

His

115

TyE

Tyr

Asn

1495

Pro

Azn

Tyr

Fhea

Azn

275

Thr

Val

Lys

20

Phe

Ala

Gly

Ala

Lys

100

His

Lys

Asn

i Prao

His
180
His=
Tyr
The
Lys
Ser
2al

Ile

His

Era

Val

Ser

BEan

Thr

a5

Gly

Fhe

Ser

Lys

Ser

165

Ala

Phe

Gly

Thr

Tye

245

Fhe

Lys

Tyr
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Glu

Ser

Ala

Lys

Ile

)

kzn

Fro

Ile

Thr

Hi=s

150

Gln

His

Cys

His

Rla

230

FPhe

Ser

Asn

Val

Ser

Fro

Ser

Ile

a5

Val

Asn

Glu

Thr

His

135

Fhe

Ser

Lirs

Yal

Asn

215

Thr

TYE

Gln

Val

Fro

285

Gly
Lys
Glu
40

Wal
Fro
Fra
Val
Thr
120
Val
Ile
Leu
Fhe
Wal
200
Ser
Hisz
Ser
Jar
Asn

280

Glu

Ile

Val

23

A

Asp

Glu

Ala

Asn

105

Gln

His

Val

Val
185
Pro
His
Gln
Tyx
RSN
265

Twr

Fhe

64

Asn

Asn

Lya

Lys

Ty

Sar

a0

Arg

Thr

Lys=

Lys

Ile

170

Thr

Eln

Arg

Asn

Lys

250

Gly

Gln

Lys

Lvs

Val

Len

hgn

Lys

73

Gla

Fhe

His

His

Pro

155

Lya

Fro

Ile

Met

Ala

235

Val

Tyrx

Tyr

Gly

Ila

Ser

&sn

Fhe

B0

Glu

Gln

Ile

TyrE

Val

140

Ser

His

Gly

Asn

His

220

Lys

Val

Lys

Ala

Ser
0

Ile

Asn

Lys

43

Val

Ile

Val

Thr

Lys

125

Asn

Glu

His

His

Ser

205

YVal

Val

Ly

Ile

Val

285

Lan

Fro

Leu

in

Ile

Val

Asn

BAsp

Gln

110

Lys

His

Ser

Phe

Ala

1594

FPhe

Fro

Asn

Gly

Gly

270

Fro

Fro

hla
Thr
Ala
Pro
Asn
Lys
g5

Asn
Wal
Ala
Fro
Ala
175
Sar
Lys
Ser
Lys
Val
255
Lys

Ser

ala

THyr

Anp

Asp

Glu

Brg

84a

His

Lys

Lys=

Arg

16D

Val

Ile

WVal

Fhe

Rla

240

Lys

Fro

Tyr

Fro
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<210> 15

<211> 308

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 15

ES 2626416 T3

Arg Val
305

65



Ser

Ile

Val

Asp

Asp

6o

Glu

Ala

A=zn

Glo

His=s

145

Val

Ila

Wal

Frao

His

225

Gln

Tyr

AEn

TyE

Ehe
305

Val

Asn

Asn

Lys

50

Lys

Sar
Arg
Thr
130

Lys

Lys

Ile L

Thr
Gln
210
AL

ASn

Lys

Gly

Gln
2940

Lys

Thr

Lys

WVal

35

Leau

A=zn

Lys

Gln

Fhe

115

His

His

Pro

Fro
183
Tle
Mt

Ala

Val

Tyr
275

Tyr

Gly

Glu

Ile

20

Ser

Asn

Phe

Glu

Gln

100

Il=

Ty

Wal

Ser

His

180

Gly

Asn

His

Lys

Wal
260

Lys

Ala

Ser

Ser

Ile

Asn

Lys

Val

Ile

85

val

Thr

Lys

A=n

Glu

165

His

His

Sar

Wal

Val

245

Lys

Ile

Val
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Val

Fro

Leu

Ile

Val

T

Asn

Asp

Gln

Lys

His

130

Ser

Fhe

Ala

Phe

Fro

230

Asn

Gly

Gly

Fro

hsp

Ala

Thr

Asn

Lys

Asn

Val

135

Ala

Ala

Sar

Lys

215

Ser

Lys

WVal

Lys

S5er
235

Lys

Tyr

Asp

40

Asp

Glu

Arg

His

Lys

120

Ile

Lys

Arg

Val

Ile

200

val

Phe

Ala

L=

Fro
280

Tyr

Lys

Asp

23

Asn

Sar

Ser

Val

Phe

105

Val

Thr

A=zp

Tyr

Fro

165

Lys

Ile

Glm

Tyr

Lys
265

Ser

Ser

66

FPhe

10

Gl

Lys

Sar

Lys

Bsn

24

Val

hsn

Sor

Ser

Thr

170

Gly

Ila

Fro

Asn

A=p

250

Tyr

Leu

PFED

Wal

Phe

As5n

Ala

Leu

T35

Val

Ala

His

TyE

Ile

135

His

TyE

AsD

Pro

han

235

Tyr

Fhe

Asn

Thr

Val

Lys

Fhe

Ala

&0

Gly

Ala

Lys

His

Lys

140

Asn

Fro

His

His

Ty

220

The

Lys

Sar

Iie

His
Bl

Fro

han

Val

45

Ser

Asn

Thr

Gly

Fhe

125

Ber

Lys

Ser

ala

Fhe

205

Gly

Tyr

Fhe

Lys
2B5

Ty

Glu

Ser

3a

Rla

Lys

Ile

Asn

Pro

110

Ile

Thr

His

Gln

His

130

Cys

His

Ala

Fhe

Ser
270

Asn

Val

Sor
15

Pro L

Ser

Ile

Val

Asn

25

Glu

Thr

His

Fhe

Ser

175

Lys

Val

Asn

Thr

Tyr

255

Gln

Val

Fro

Gly

Glu

Val

Fro

a0

Fra

val

Thr

Val

Ile

1640

Leu

Fhe

Val

Ser

His

240

Sar

Ser

AED

Glu



<210> 16
<211> 300
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 16

Lys

Asp

Ser

Sar

Val

Fhe

Yal

Thr

hsp

145

Tyr

Fro

Lys

Ile

Gln

225

Tyr

Fhe

Glu

Lys

Ser

a0

Lys=

Aan

Val

Asn

Ser

130

Sar

Thr

Gly

Ile

Fro

214

Asn

Asp

Val

Phe

Liu

Val

Ala

His

115

Tyr

Ile

Eis

TyE

Asn

1395

Fro

Bsn

Tyr

Val

Lys

20

Fhe

Ala

Gly

Ala

Lys

100

His

Lys

A=n

Pra

Hisz

180

His

Tyr

Thr

Lys

Ser

hzn

Thr

Gly

Phe

Ser

Lys

Ser

145

Ala

Phe

Gly

Thr

Tyr

ES 2626416 T3

Glu

Ser

Ala

Lys

Ile

0

Aan

Fro

Ile

Thr

His

1540

Gln

His

Cys

Hig

Ala

230

Fhe

Ser

Fro

Ser

Ile

35

Val

ASh

His
135
Fhe
Eer
Lys
Yal
Asn
215

Thr

Tvyr

Gly

Lys

Gla

410

Wal

Fro

Fro

Val

Thr

120

val

Ile

Phe
Wwal
200
Ser

His

Serx

Ile
Val
25

Asp

Ala

Aan

103

Gln

His

Val

Ile

Val

185

Pro

His

Gln

Tyr

67

BAsn

10

Asn

Lys

Lys

Tyr

Saer

Arg

Thr

Lys

Ile

174

Thr

Gln

Arg

Asn

Lys

Lys

Val

Leu

Bsn

Lys

T5

Glhn

Fhe

His

Fro

155

Lys

Pro

ile

Met

ABla

235

Val

Ile

Ser

Ash

Fhe
an

Glu I

Gln

Ile

Tyr

Val

144

Ser

His

Gly

ASH

His

220

Lys

Val

Il=

Asn

Lysa

15

Yal

Val

Thr

Lys

125

14!

Glu

His

His

Ser

205

Val

Val

Pro

Lau

ag

Bsp

51ln

110

His

Ser

Phe

Ala

130

Phe

Fro

Asn

Gly

BEla

15

Thr

Ala

Fro

Asn

Lys

a5

Asn

Val

Ala

Prao

Ala

115

Ser

Lys

Ser

Lys

Val

Tyr

Asp

5D

Glu

Arg

His

Lys

Ile

Lys

Arg

1&0

Val

Il=

Val

Fhe

Bla

240

Lys



10

15

Lys Tyr Phe Ser

2ad

[le

His

Glu

Ila

20

Ser

A=n

Fhe

Glu

Gln

100

Ile

Ser Leu Asn
275
Zar FPro Thr
290
<210> 17
<211>121
<212> PRT
<213> Staphylococcus aureus
<400> 17
Ser Val Thr
Ile Asn Lys
Yal Asn val
a5
Azp Lys Leu
1]
Asp Lys RAsn
65
Glu Tyr Lysa
Ala Ser Gln
Azn Arg Phe
115
<210> 18
<211> 1349
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 18

ES 2626416 T3

2435

Fhe 5S5er Glno

Lys Asn Val

Tyr Val

Ser Val

Ile Pro

hsn Lau

Lys Ile

Val Val

0

Ile Asn
Bs

Val Asp

Thr Gln

Pro
295

Asp

Ala

Thr

Ala

23

Pro

Asn

Lys

han

Ser
Asn
280

Glu

Lys

Twr

hep

Asp

Gla

Arg

His

Lys=
120

Azn
265
Tyr

Phe

Lys

Asp

A=

Ser

Ser

Val

Fhe

135

Val

68

2540 255

Gly Tyr Lys Ile Gly Lys Pro
274

Gln Tyr Ala Val Fro Ser Tyr
285

Lys Gly Ser
300

Phe Val Val Pro Glu Ser Gly
10 15

Glu Phe Lys Asn Ser Pro Lys
ao

Lys Asn Phe Val Ala Ser Glu
45

Ser Ala Ala Ser Lys Ile Wal
&0

Lys Leu Gly Asn Ile WVal Pro
75 34

Asn Val Ala Thr Asn Asn Fro
a0 95

Val Ala Lys Gly Fro Glu Val
110



S=r

Ala

Glu

Thr
65

Lzt

hsan

Ser

Ala

50

Ser

Asn Arg
Arg Leu
Ile Leun
35

Lys Bla

Ala Ser

Glu

Asn

Val

hsp

ES 2626416 T3

Asn

Lys

Gly

Glu

Asn
0

Lys
Phe
Thr
Sri;r
535

Gln

Thr

Eer

Thr

40

Thi

Sar

Ala

Ile

23

Leu

han

Ser

69

Ile
10

.Pn].;"g
Ila

Lys

Rap

Thr

Lys

Fhe

Zlu

Lysa
15

Arg

Tyr

Gly

Lau

ad

Val

Lis

Thr

Leu

Msh

Bap

Gly
Val
30

Gly

G1lu

Meat

L=y
15

Gly
hsn

Ala

Gln

Yal

Thr

Gln

Thr

Gln
ao



Ser

Ly3

hla

Lsn

145

Gln

Ly=

Asp

Ser

Pro

225

Ser

Leu

hzp

Ser

Gly

ios

Aan

Lau

G1ln

Val

Thr
385

hsn

Sar

Gla

Lys

130

Glu

Lys

Ala

Asn

2149

Lys

Thr

Thr

Tyr

Gly

290

Len

Asn

Ile

Mat

Ser

374

Lys

Gln

Gln

Ser

115

Zer

Lys

Asn

Wal

Ile

185

Asn

Arg

Glu

val

Lau

273

hsp

BEsn

Gly

The

Ely

355

Lys

Thr

Glu

Gly

100

Val

hep

Gln

Lys

E=p

180

Lys

Glu

Leu

Ala

Val

2640

Bar

Ty

Fro

Gzlu

Tyr

340

Ile

hsn

Thr

Asp

B3

Esn

Gln

Glu

Thr

Ser

165

ala

Ler

Asn

Bsn

Lys

245

Leu

Fhe

Glu

Thr

3z5

The

han

hsp

hla

ES 2626416 T3

Aan

Glu

Ser

Gln

Ila

130

Wal

Lys

Asn

Asn

Thr

230

Asn

Ala

Lys

Thr

Asp

310

Ile

Fhe

Ty

Wal

ASn
380

The

Thr

The

Ala

135

Sar

Wal

The

ksp

Ala

215

Arg

Val

Ile
295

Ile

Ala

Thr

Ser

Glu

375

Ila

Lys

Thr

Thr

120

Ser

LN

hsn

Glu

Glu

204

Asps

Met

hsn

Lyrs

zln

280

Lys

Lys

Thr

hsp

Ile

Fad

Phe

Gln

Asn

Bar

105

Gly

Pro

Gln

Val

Ser

185

Thr

Ile

hrg

hsp

Asn

265

Ile

Tyr

Asn

Rla

Tyr

345

Twr

Asn

Tyr

70

hzp

20

EB=n

Lys

Glu

Gln

170

Thr

Leu

ile

Ile

Leu

250

hsn

Thr

S5ar

Ile

Lys

330

Wal

HMet

Val

Fro

Asn

Gly

Lys

Ser

Ala

155

Fro

Thr

Val

Leu

Ala

235

Ile

Lys

Val

Lsp

Gly

315

His

Asp

Asp

Thr

Asp
395

Glo

FE s

Val

Thr

140

Lau

Thr

Law

Asp

Pro

220

Ala

Thr

Il=

hsp

Thr

ion

AsD

Asp

Arg

ala

Ile

380

Tyr

Lys

Lys

Glu

125

Azn

Gln

Azsn

ASn

Asn

205

Lys

Wal

Ser

Val

Aap

285

Val

ile

Thr

Phe

Asp

36T

Gly

Val

Glu

Leu

110

Val

Glu

Pro

Glu

Wal

120

Asn

Ser

Gln

Ban

Fro

270

Lya

Gln

Lys

Ala

Asn

3540

Thr

Mek

a5

Ila

Ser

AEp

Asp

Glu

175

Lys

Ber

Thr

Pro

Thr

255

Rla

Val

val

Rap

Bsn

335

Ser

Ile

Thr

hsn

Val

Glu

Thr

Lau

Leu

1460

Asn

Ser

A=n

Ala

Eaer

240

Thr

Gin

Lys

Tyr

Fro

320

Asn

al

Bra

Thr

Glu
400



L}":EI.

Asn

Ser

Il=
465
Asp
Lys
Ala
Asn
Gly
545
Gln
TrE
Val
val
Ll
625
Tvr
AS0
Ala
Trp
Ile

T05

Lys

Asn

Lys=

Glu

Ser

450

Lys

Val

Ile

Asp

Ser

530

Sar

Glu

Gly

Giy

610

Era

Glu

Gly

Glu
B90

Ser

Thr

Ser

Glu

Asn

435

Tyt

Ile

Thr

Ser

51%

Elu

Lys

Gly

Asp

B

585

Glu

BEn

Val

Lau

L

alh

Asp

Gly

Val

Ile

L=n

420

Ser

Pro

Tyr

Thr

Tyr

500

Ala

Zer

S=r

Gly

Thr

G380

Wal

Bla

Gly

Thr

Ser

a6l

Gly

Thr

Yal

Thr

Gly

405

Pro

Len

Asn

Gln

Ly=

485

Gly

Tvr

Bro

Val

Ela

365

BEn

Thr

Val

Asp

Fro

645

Sar

Ile

hsn

Thr

Thr

ES 2626416 T3

Ser

Gly

The

Asn

WVal

470

EFlu

Aap

Val

The

Ser

550

Gly

Lys

Val

Thr

Tyr

630

Ser

Yal

Tyr

Lys

Wal

710

Asp

Ala

TYE

ASn

Ile

455

Fro

Leu

Aan

Yal

Leu

535

Thr

Gln

Asn

Thr

Lys

513

Arg

Lys

Ile

Lys

Lzen

895

Thr

Ala

Fhea

Tyx

Ala

240

Gly

Lys=s

Thr

Aan

Mat

520

Val

Gly

Glu

Gly

Val

e00

Glua

Val

Zln

Thr

Fra

680

Gly

Leu

AsSp

Thr

Lys

425

Lys

Gln

Gly

Asp

Ser

205

Val

Gln

Esn

Wal

Wal

585

Fhe

Agp

Elu

Gly

Val

L)

Lys

Ile

Lys

Gly

71

Glu

410

Gln

Leu

Il

Tyr

Val

490

Ala

Asn

Mat

Ala

Tyr

570

zln

Asp

Gly

Fha

Aan

6340

Asn

TyE

Gln

Asp

Lys

Thr

Thr

Lys

Asn

Thr

475

Thr

Val

Thz

Ala

L

555

Lys

Glu

Ban

Ser

Ser

635

Asn

Gly

ASO

Asp

Glu

75

Ty

Val

Ile

Val

Lys

460

Leu

Asn

Ile

Lys

The

540

Gly

Ile

L

Asn

Tyr

a2

hsn

Glu

Lys

Leu

Gln

q00

ASN

Lys

Ler

Tyr

Gln

445

Lap

Aan

Gln

Azp

Fhe

525

Ll

Fhe

Gly

Gly

Thr

e05

Leu

Glu

Bap

Gly

685

X =]

Gly

Ehe

His

Val

430

Ala

Wal

Lys

Tyr

Fha

510

Gln

Ser

Thr

Asn

Glu

380

hsn

Il=

Fro

Len

Asn

e7d

Asp

Glu

Asn

The

Val

415

Asn

Tye

The

Gly

Leu

4495

Gly

Tyx

Ser

Asn

Tyr

373

Lys

Thr

Frao

Lya

Asp

655

Leu

Asp

Gly

PFro

Asp
TYE
480
Glo
Asn
Thr
Thr
REn

560

Wal

Lys

Asn

e

ad40
Har
Ser
WVal
Gly
Leu

720

Lauy



Asp

FEQ

Leu

Ser

785

Glu

Ser

Thr

AR

Thr

S

Ser

Gly

Thr

Val

Thr

8945

Thr

Val

Thr

Ty

hsn

Thr

The

TT0

Gly

Asp

Gly

Thr

Gly

850

Gln

Thr

Fhe

Asn

Thr

430

Thr

Tyr

Thr

Gly

Gly

Thr

755

Thr

Fhe

Thr

Wal

Lys

215

Thr

Val

The

TyE

Lys

215

Wal

Aszp

Ser

Val
9495

Ban
T40
Val
Thr
Tyr
A=n
Thrx
220
Thr
Tyr
Gly
Gly
Lys
aqn
Bsn
Thr
Glu
Wal
Gly

280

Ile

Lys Thr Pro

1310

Asn Lys Asp Gly
1925

Lyas Val Thr

LaL

T25

Tyr

Thr

Gly

Lys

Lys

goh

Val

Asp

Ly=

Ser

wval

Bas

Fro

Gly

Lan

Asn

Glu

263

Asn

Ly=

Lys

Lys

ES 2626416 T3

Lys Val
Ser Gly
Wal ile

175

Thr Pro
75940
Asp Gly
Thr Leu
Lys b=p
Vval Glu
55
G]y Thr
Ile Lys

Thr Tyr

Val Gln

Lys Asp
335

Gly Lys
S50
Phe Glu

Asp Thr

Azp Rla

Glu

Jar

160

Ran

Lys

Lys

Lys

Gly

240

Phe

.FLSP

Asp

Asn

Asp

220

Glu

Ty

Thr

Glu

Asp
1000

Fhe

T45

Asp

Gly

Tyr

Gln

Azn

325

Glu

zlu

Lys

Len

05

Lys

Brao

Lys
485

hEn

Tyr Ser Lesu Gly

1015

Gln &sp Ser Thr

1034

Lau Azn Glu Lys Gly

1045

72

730

Thr

Ila

Ala

Asp
810
Glu
Tyr
Thr
Gly
Asp
290

Gly

ASE

Fhe

Ser

270

Asp

Mot

Asp

Glu

Glu

1050

Thr Pro Glu Gly
720

Glu Lys Asp Ser
Te%

Asp Asn Met Thr
T80

Leu Gly aAsn Tvr
795

Ser Thr Glu Lys
Azsn Gly Glu val
B30

Gln Phe Thr Gly
845

Pro Ser Gly Tyr
sad

Ile hsp Ser Asn
&75

Asn Asp Thr Ile
Asp Tyr Wal Trp
910

Glu Lys Gly Ile
925

Lys val Leu Lys
2340

Thr Asp Leu Asn
955

Gly Tyr Thr Fro
Ser Asn Gly Leu
2520

Thr Leu Asp Ser
1005

735

Tyr

han

Leu

Val

Gly

815

Leu

Leuw

Thr

Ely

Asp

895

Glu

Ser

Thr

A=n

Thr

75

Thr

Gly

Tyr Val Trp Tvr Asp

1024

Lys Gly Ile Lys
1035

Val Ile Gly The

Asp

Thr
1055

Thr

Gly

TrE

&00

Gln

Glu

Pro

Thr

B2O

Asp

Gly

Val

Gly

60

Ser

Thr

Ser

Wal
1040

Lys
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<210>19

<211> 540
<212> PRT

ES 2626416 T3

Thr Asp Glu Asn Gly Lys Tyr Cys Phe Asp Asn Leu Asp Ser Gly Lys
1060 1065 10740

Tyr Lys Val Ile Phe Glu Lys Pro Ala Gly Leu Thr Gln Thr Val Thr
1075 1480 1085

Asn Thr Thr Glu Asp Asp Lys Asp Ala Asp Gly Gly Glu Val Asp Val
1080 1095 1100

Thr Ile Thr Asp His Asp Asp Phe Thr Leu Asp Asn Gly Tyr Fhe Glu
1105 1119 1115 1120

Glu Asp Thr Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp 3Ser Asp Ser hsp Ser
1125 1130 1135

Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser
1140 1145 1150

Asp Ser Rsp Ber Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser
1155 1184 1185

Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser
1170 1175 1180

Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser
1185 1140 1195 1200

Bsp Ser Rsp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser
1205 1210 1215

Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser
1220 1225 1230

Asp Zer Asp Ser Asp Ser Asp Zer Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser
1235 1240 145

Asp Ser Asp Ser Asp Ser hsp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser
1250 1255 1260

Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser Asp Ser
1265 1270 1275 1280

Azp Ser Asp Ser Asp 5Ser Asp Ser Asp Ala Gly Lys His Thr Pro Val
1285 1za0 1285

Lys Pre Mek Ser Thr Thr Lys Asp His His Asn Lys Ala Lys Ala Leu
1300 1305 1310

Pro Glu Thr Gly Ser Glu Asn Asn Gly Ser Asn Asn Ala Thr Leu Phe
1315 1320 1325

Gly Gly Leu Phe Ala Ala Leu Gly Ser Leu Leu Leu Phe Gly Arg Arg
1330 1335 1340

Lys Lys Gln Asn Lys
1345

<213> Staphylococcus aureus

<400> 19

73



Ala

Asp

hsp

Bsn

Glno

&5

Gli

Thr

Ser

Ala

Ser

145

Asn

Asn

Lys

hsp

Leu

225

Fhe

Glu

Thr

Thr

Aan

Glu

han

Asn

Gla

50

Ser

Gln

Ile

Val

Lys

130

hsn

Asn

Thr

Asn

Ala

210

Lys

Thr

FPhe
290

Tyr

Ser

Gloa

The

35

Thr

Thr

hla

Ser

Val

115

Thr

Asp

Ala

hrg

Val

185

Asp

Ser

Ile

Ile

Rla

275

Thr

Ser

Thr
Ser
20

Lys

T'lju:
Ser
Aan
1q0
Asn
5lu
zlu
Asp
Met
180
Asn
Lys
Gln
Lys
Lys
260
Thr

Azp

Ile

hsn

Ser

Asn

Ser

Gly

Pro

83

Gln

Val

Ser

Thr

Ile

165

hrg

Asp

Azn

Ile

TyE

245

Ash

Ala

Tyr

Tyr

ES 2626416 T3

Lys

hsp

Bap

hAsn

hsn

70

Lys

Flu

Gln

Thr

Leu

150

Il=

Ila

Lau

Asn

Thr

230

Ser

Ile

Lys

Val

M=t

Glu

Lys

hsn

Gly

35

Lys

Ser

Ala

Fro

The

135

Yal

Leu

Ala

Ile

Lysa

215

Val

Asp

Gly

His

Asp

283

ASp

Leu

Val

Gln

40

A3n

Val

Thr

Leu

Thr

120

Leuw

Rsp

Fro

Ihla

Thr

200

Ile

Lsp

Thr

Asp

Asp

280

Arg

Ala

hEn

hap

Lysa

Lys

Glu

Asn

Gln

105

Asn

Asn

Asn

Lys

Wal

185

Ser

Val

Asp

Val

Ile

265

Thr

Phe

Asp

74

Glu

10

Met

Glu

Leu

Val

zlu

20

Fro

Glu

Val

Asn

Ser

170

Gln

Azn

Fro

Lys

Gln

250

Lys

Ala

Asn

Thr

Ala

Gln

Met

Ile

Jer

75

Asp

Asp

Glu

Lys

Ser

155

Thr

Fro

Thr

Bla

Val

235

Val

Asp

Asn

Ser

Ile

Thr

Gln

Val

Glu

&0

The

Leu

Leu

Rsn

Ser

140

Asn

Ala

Sar

Thr

Eln

220

Lys

Tyr

Pro

Asn

Val

200

Fro

Thr

Leu

Ser

45

Lya

hla

han

Gln

Lys

125

Auap

Ser

Fro

Ser

Leu

205

Asp

Sar

Gly

Aan

Leu

285

Gln

Val

Ser

Asn

Ser

Glu

Lys

Thr

Glu

110

Lys

Ala

ASn

Ly=

Thr

130

Thr

Tyr

Gly

Leu

Asn

270

Ile

Met

ser

Ala
13

Gln
Gln
Ser
Ser
Lys
a5

Asn
Val
Ile
Aan
Arg
175
Glu
Val
Leu
Asp
ASh
255
Gly
Thr

Gly

Lys

Ser

Glu

Gly

Val

Dsp

a0

Gln

Lys

Asp

Lys

zlu

1a0

Len

hla

Wal

Ser

Tyr

240

Fro

Glu

Tyr

Ile

ASN
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<210> 20
<211> 199
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 20

ins

hsp

Ala

Gly

Fro

L=u

385

Lan

Gln

Lys

Glvy

Tyr

465

Pro

Val

Ala

Asn

Val

ASTy

Ser

Gly

370

Thr

RSN

Val

31w

Asp

450

Val

Thr

Ser

Gly

Lys
230

Glu

Ila

Ala

355

Ty

RS0

Ila

Fra

Lau

435

Asn

Val

Leu

Thr

Glo

515

nsn

Phe

Gln

340

Phe

Tyr

hla

Gly

Lys

420

Thr

Asn

Mat

Val

Gly

500

Glu

Gly

Asn

323

Ty

Thr

Lys

Lys

Glh

405

Gly

hzp

Ser

Wal

Gln

185

Asn

Val

Wal

ES 2626416 T3

310

Val

Fro

Glu

Gln

Lau

390

Ile

Tyr

Val

Ala

Asn

470

Met

Ala

Tyr

Gln

Thr

Asp

Thr

Thr

375

Lys

ASD

The

Thr

Val

455

Thr

Ala

Leu

Lys

Glu
535

Ile Gly

Tyr Val
345

Val Ser
160

Ile Tyr

Val Gln

Lys Asp

Leu Asn
425

Aan Gln
440

Ile Asp

Lys Phe

Thr Leu

Gly Phe

505

Ile Gly
520

Leu Gly

75

Asn

330

Val

His=

Val

Ala

Val

410

Lys

Tyr

Fhe

G1n

Ser

490

Thr

Aan

Glu

115

Thr

AETY

Wal

RSN

TYE

395

Thr

Gly

Lew

Gly

TV

475

Ser

AEn

Tyr

Lys

Thr

Glu

Gly

Pro

380

His

RSP

Twr

Gln

AENR

a0

Thr

Thr

Asn

Val

Gly
40

Thr

Lys

hsn

365

Ser

Ser

Ila

Asp

Lys

443

Ala

ASD

Gly

Gln

T
525

Lys

Asn

350

Lys

Glu

Ser

Lys

Val

430

Ile

Asp

Ser

Asn

Sar

510

Glu

Thre
335
Ser
Glu
hszsn
TyrE
Ile
115
Esn
Thr
Ser
Glu
Lys
195

Gly

Asp

3zo

Thr

Ile

hsn

Ser

Fro

400

Tyr

The

Tyr

Ala

Ser

480

Ser

Gly

Thr
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<210> 21
<211> 516
<212> PRT

Pro

Glu

Gln

Leu

Ile
65

Tyr

Val

Ela

A=n

HMet

145

Ala

Gln

Asp

Thr

Thr

Lys
30

AST

Thr

Wal

Thr

130

ala

Lizu

Lys

Glu

Tyr
Val
Ile

35

Val

Lys

Leu

Asn

Ile

115

Lys

Thr

Gly

Ile

Leu
185

Val
Ser
2D

Tyr

Gln

Asp

ASM

Gln

100

Aap

FPha

=t

Fhe

Gly

1840

Gly

<213> Staphylococcus aureus

<400> 21

Val

His

Wval

Ala

val

Lys

85

Fhe

Gln

Ser

Thr

165

Lsn

Glu

ES 2626416 T3

Asn

Val

Bsn

Tyr

Thr

10

Gly

Leu

Gly

Tyr

Bar

150

hsn

Tyr

Lyts

Glu

Gly

Pro

His

35

nsp

Tyr

Gln

Asn

Thr

135

Thr

hsn

YVal

Gly

Lys
hsn
Ser

40

Ser

Ile

Asp

Lys

Ala

120

ASD

Gly

Gln

Trp

Rsn
Lys
25

Glu

Eer

Lys

Val

Ila

105

Rsp

Ser

Asn

Sear

Zlu
185

76

Ser
14
Glu

Asn

Tyr

Ile

Asn

a0

Thr

Ser

Glu

Lys=

Gly

1o

Asp

Ile

Asn

Ser

Fro

TYE
75

Thr
TYE
nla
Ser
Ser
155

Gly

Thr

Gl

Fra

Ly

Asn
ad

Gla

Lys

Gly

TvE

Fro

140

Val

Ala

hAsn

Ser
Glv
Thr

45

Asn

Val

Glu

hap

Val

125

Thr

Sar

Gly

Lys

Ala
Tyr

in

Ile

Fro

Leu

Asn

114

Val

Lau

Thr

Gln

Asn
1390

Fhe
15
Tyr

Ala

Lys

Thr

85

Asn

Met

Val

Gly

Glu

175

Gly

The

Lys

Lys

Gln

Gly

Asp

Ser

Val

Gln

han

160

Val

Val



Het

Rla

Bla

Gln

Il=

Glu

Eln

Asn

Leu

Lys

Ser

Ala

Wal

20

Gln

Ala

Aan

Mat

Lys
130

Lys

Val

Agan

Fro
115

hsp

Lys

Thr

Ala

AST

Fhe
100

Asn

Bsp

AEn

Leau

Ala

e

Lys

L=u

Asn

Leu

Fro

Ile

Gly

Gln

Pra

Esp

i

Asn

Lys

Bsn

Ser

ES 2626416 T3

TyE

Thr

His

ASn

55

Asp

AEp

Asp

Glu

Gln
135

Ser

Leu

Rsp

Lient

Pro

Ser

Gln

Ala

120

Zer

I1la

Leu

22

Glu

AETh

Ser

Gln

Gln

105

Gln

Thr

77

hrg

Ile

Bla

Bla

Gln

Ala

Ser

Arag

Lys

Ser

Gln

nep

Ser

13

Bra

Ala

Ben

Wal

Gly

Gln

Gln

60

Ala

Lips

Ehe

Gly

Leu
140

Gly

Gly

Asn

43

Arg

A=n

Ala

Tyr

Phe

125

Gly

Val

Val

34

Ala

fisn

Val

Asp

Glua

110

Ile

zlu

Gly

Thr

Fhe

Lew
Ala
a5

Ile

Gln

Ala

Ile

Fra

Tyr

Fhe

Gly

an

Gln

Lau

Ser

Lys



Lys

145

Glu

Glu

Glo

Ala

Tyr

225

Ehe

khla

Lys

Fro

AsD

305

Ban

Glu

Gluy

Glu

Glu

BS

Glu

Glu

ASpE

2an

Val

Leu

Gln

Glu

Sear

Fro

210

Glu

Ile

Glu

Fh=

Bsn

290

Aap

Aap

Aap

Asp

RAsp

|

Asp

Asp

Asp

Ile

Lys

450

Asp

Asn

Gln

Gln

Ala

133

Ly=

Ile

Gln

kla

Asn

275

Leau

Fro

Ala

Asn

RS0

155

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

433

Lz

Lys

Glu

bz=n

Arg

1ED

Asn

Ala

Leu

Ser

Lys

2el

Lys

Thr

Ser

Gln

Agn

340

ASnH

Ash

Asn

ASn

Rzn

420

Lys

rla

Lys

Ser

bla

185

asn

L&u

bhsp

His

L=

245

Lys

Gln

Glu

Val

Ala

325

Lys

Lys

Lys

Ly=

Lys

405

Gly

Ala

Asp

Gln

ES 2626416 T3

Gln
150
Fhe

Gly

Leu

Lau

230

Lys

Leu

Gln

Glu

Ser

10

Fro

Fro

Pra

Fra

Fro

380

Fro

Wal

hsn

Pro

hla

Tyr

Fhe

Ser

Lyz=

215

Fro

Asp

A=n

Gln

Gln

295

Lys

Lys

Gly

Gly

Gly

73

Ely

His

Gly

hsn

455

Ala

Pro Lys
Glu Ile

Ile Gln
185

Glu Ala
200

Phe Asn
han Leuw
A=p Pro

Azp Ala
2%

Asn Ala
280

ATg ASn
Glu Ile
Glu Glu
Lys Glu

345

Lys Glu
160

Lys Glu
Lys Gl
Ly=s Glu
Wal Val

425

Thr Thr
440
Met Ile

A=sn His

78

Ala

Leu

170

Ser

Lys

Lys

ASh

Ser

250

Gln

Phe

Gly E

Ley
Asp
330
Asp

Asp

Asp

Agp
410
Lys
Ala

Lys

Ala

Asp
155

Aan

Lew

Lysz

Glu

Glu

235

Gln

bla F

Tyr

hla

315

hsn

ASN

Asn

Asn

Asn

3135

Gly

Fro

Asp

Fro

Azp

&sn

Met

Lys

Leu

Gln

220

Glu

Ser

51y
Ile
300

Glu

Asn

Bsn

Lys

380

AZn

Gly

Lys

Gly

4e0

Ala

Asn

Pro

Asp

Asn

203

Gln

Gln

Ala

Lys

Ile

285

Gln

hla

Lys

Lys

Lys=s

265

Lys

Lys

Lys

.FLSP

Ile

445

Gln

Asn

Phe

Ban

Asp

140

Glu

bsn

Arg

Asn

Ala

270

Len

Lys

Ero

Fro

50

Fro

Bro

Bro

Fro

Thr

a30

Bla

Glu

Asn

Leu

173

Fro

Ser

Ela

Asn

Leu
255

Leau

Lys

Gly

335

Gly

Gly

Gly

Gly

[ERRY

415

Wal

Ala

L

hla

Lys
160
Asn
Zer
Glo
Fhe
Gly
240

Leu

h=n

Lya

Lau

320

Lys

Lys

Lys

Lys

Lys

100

Lys

Asn

Asp

Val

Gln
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ES 2626416 T3

465 470 475 484

Ela Leu Pro Glu Thr Gly Glu Glu Asn Pro FPhe Ile Giy Thr Thr Wal
485 930 495

Phe Gly Gly Leu Ser Leu Als Leu Gly Ala Ala Leu Leu Ala Gly Arg
00 505 310

Arg Arg Glu Leuw
515

<210> 22

<211> 289

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 22

79



<210> 23
<211> 130
<212> PRT

Bla

Mek

Lys

Leu

hsn

B3

Len

Pra

Ser

Aala

ASn

145

Leu

ASD

His

Leu

Lys
225

Glu

Glu

Val

Ala

Gln

Pro

Bsp

Asn

30

Lys

Asn

Ser

Eln

Fha

130

Gly

Lamn

Azsn

Leu

Lys

210

Len

Gln

Glu

Ser

His

hsn

Bsp

35

Asp

hsp

Glu

Gln

hla

115

Tyr

Fhe

Ser

Lys

Fro

1395

Asp

Lsn

Gln

Gln

Lys
275

Asp

Leu

20

Fro

Ser

Gln

Ala

Ser

100

Pra

Glui

Il=

Glu

Fhe

180

Asn

Aszp

Azp

Asn

Arg
260

Flu

<213> Staphylococcus aureus

<400> 23

Gl

bsn

Ser

Gln

Gln

GZln

25

Thr

Lys

Ile

Gln

Ala

la5

DET

Leu

Fro

Ala

Ala
245

Asn

Ile

ES 2626416 T3

Ala

Ala

Gln

Bla

Ser

70

Asn

Ala

Leu

Eer

150

Lys

Lys

N

Ser

Gln
230

Fhe

Gly

Lau

Gln
Asp
sSar
Bro
55

Ala
Aan
Val
Lsp
Aan
1315
Leu
Lys
Glu
Glu
Gln

215

Kla

Ty

-
Fhe

Ala

Gln Asn

Glm Arg

Ala hsn
90

Lys Ala

Fhe Tyr

Gly Phe

Laeu Gly
105

Asn A=n
120

HMet FPro

Lys Rsp

Lau Asn

Gln Glno

185

Glu Gln
200

Ser Ala

Pro Lys

zlu Ile

Ile Gln
265

Glu Ala
280

80

ala

19

val

bsp

Glu

Ile

a0

Glu

Phe

Azn

Asp

Glu

170

REn

hrg

ASD

Rla

Len
230

Ser

Lys

Phe

Gly

Lz

bla

Ile

75

Gln

Ala

Asn

Lz

=
L ]

Ser

Ala

Lsn

Leu

Asp
235

His

Lys

Ty

Fhe

Gly

Gin

Leaw

Ser

Lys

Lys

Asn

140

Ser

Gln

Fhe

Gly

Lew

220

Asn

Leu

Lys

Lau

Gln

Ile

Glu

45

Gln

hsn

Leu

Lys

Glu

125

Glu

Gln

hla

Tyr

Phe

205

Ala

Lys

Pro

Asp

Asn
285

val

Gln

30

Ala

Asn

Mer

Lys

Leu

110

Gln

Gl

Ser

Fra

Glu

130

ile

Glu

Fhe

Asn

Asp
270

Asp

Leu

15

Ser

Gln

Asn

Prao

Aap

a5

Asn

Gln

Gln

Ala

Lys

175

Ile

Gln

Ala

Asn

Leu
255

Pro

Ala

Asn

Leu

Lys

Fhe

Asn

B0

Asp

Glu

Arg

Asn

160

ala

Leu

Ser

Lys

Lys
240

Thr

Ser

Gln
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15

<210> 24
<211> 97
<212> PRT

Het

Iie

Gly T

Ser

ala

Pro

Glu

Ala

Met

A=n

Lys

Phe

30

Lys

AST

et

Lys

Bsn
130

The

Lys

Lau

35

Ala

Sar

Tht

L=u

Glu
115

Bsn

His

Arg

Leu

Ser

Leaw

Gly

100

Ile

<213> Staphylococcus aureus

<400> 24

<210> 25
<211> 104
<212> PRT

et

Ser

Thr

Sar

Phe

Aap

Gln

Ala

Tvr

Arg

Arg
20

ala

Bla

Met

Gly

Ala
a5

Phe

Gln

Val

Ile

Gln

Gln

Glu

Leu

Gln

<213> Staphylococcus aureus

<400> 25

hsp

hla

Lysz

hsp

Ala

Tyr

a3

Glu

Ala

Ile

Glu

hla

Asp

hEn

0

Ile

A=p

Gly

ES 2626416 T3

Glu Thr

Glu Ile

Glu Gln

40

Ile Glu

35

Lys Asp

Glu Lys

Ile Asp

Glu Lys

Met

hla

Tyx

Ser

Ser

Aryg

Lys

Val

10

His

Lys

Thr

Val

A

Lys Ser Lys

Glu Ile Glu

Arg Leu Glu

45

Ala Lys Asp

el

13

a0

105

1Z0

Lys Met Ser

5

Gly Ser Asp

Gly Glu Ila

Glu Gln Phe

55

Lea Glu Glu

70

Gla Gln Asp

85

Fro

Gln

Ala
40

Gln

Ile

Gln

81

Bla

Glu

Ile

Ala

Gln

Lys

Eln

Asn

Ser

Glu
1d
Arg

Lsn

Leu

Gln

Leu
90

Leu Met Lys

Ly=s Glu Ser

Zlu Tyr FPhe

Thr Val Lvyvs Gly

Fhe

Val

Fhe

Wal

Gln

L=u

Lys Asp

15

Arg Ser

Asn Leu

Gin Thr

Lys Ala

Lys Leu

a5

110

125

Ile Arg

Gln Ile

Trp Glu

Ser Pro
&0

Gln Leu
75

Zer Asn

hla

Lewu

Gly
13

Lys

Asn

Asn

A=sn

Ser
30

Gln

Val

Ser

Ehe

GEin Lys

Lys Ala

Ser Gln
15

Asp Leu

Ala Fhe

Glu Lys
Thr Ala
80

Gly Leu
a5
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<210> 26

Mat

Ala

GLy

Phe
B5

A=p

Gln

<211> 302
<212> PRT
<213> Staphylococcus aureus

<400> 26

Mt

Ala

Twr

Arg

Gly

Leu

Gly

Lys

Eln

Gin

30

Gin

Asn

Gly

Gly

CGlno

Tyr Lys Gly

Len &la Ala
20

Thr ¢lon Glo Leu

i5

Fhe Ala Asn Lys

Glu Glu Lea Val

Leu

v

Ser Eln Asn

Lew Asp Arg Val

Liys Lys

Ly s

Gly

Lys Met

43

Ile Ala

54

Bla Asn

Lirs

Asp

140

Leu Leu Leu

5

Asn Gln Gly

20

Asp Asp Gly

Val val ala

Ile Val Ala

Lys Phe Lys

ES 2626416 T3

Ile

Lys=s

Bla

val

35

Gln

Leu

AST

Lys Ala Asp Gly

Thr Ala Lys Asp

25

Glu Tyr Ile Glu

40

Lys Asp Yal Leu

Fro M=t Ala Asp

75

Ala Lys Tyr Asp
4aa

Pro

Fro Leu Ile

Glu Lys Asn

23

Lys Thr Val

a0

Fro Thr Tyr
55

Val Asn Gln

Gly Val Thr

82

Ile Met

14

hsn Lys

Asp Ile

Ala Gly

Gln Val

15

Lys Iie

Gly

Ile

Gly

Ley

&0

His

Lys Val

Glu Ala

30

Ser Asp

45

Ile Met

Gln Lys

Leu S=r

Leu Len

Ala Glu

Pro Lys

45

Gly Leu
H

Asp Gln

Gly Ahsp

Val

Thr
30

hsp

Lys

Ser

Gly

Asp Glno

Cys Gln

Tep Glu

Ela Lys

Rla Il=

BO

Leu Ala
15

Lys Ser

Fra Lys

Lyz Leu

Lys Val

&0

hsp Val



<210> 27
<211> 227
<212> PRT

Glu

hsp

hsp

Ila

145

Glu

hsp

Tyr

Gly

Trp

225

Ile

Asn

Val

Met

Lys

Lys

Tyr

130

val

Thr

Ala

Gly

Leu

210

Ala

Val

Mak

Asp

Arg
230

Val

hap

115

hsn

Gly

Thr

Thr

Esp
1395
Lys
Gla
3er
Trp
Ala

275

Lys

nla
100

Ile

Lys
Ala
Val

180

Azn

Val
The
Lys
260

Gly

Asp

<213> Staphylococcus aureus

<400> 27

B5

Liys

Lys

His

Glu

Lys

165

Ser

Trp

Gln

Liys

Ser

245

BEsn

The

Lz

ES 2626416 T3

Glu

Lys

Lys

Rap

150

Aap

Leu

GLy

Pro

Gln

230

Glu

Lau

Tyr

Lys

Lys

Tyr

Tyr

135

Lys

Gly

Phe

Arg

Gl

215

Gla

Gly

Lys

Trp

Glu

T 295

Fro

Gln

120

Leuw

Val

Lys

Asp

Gly

200

Gln

Glu

Lys

2la

Tyr

280

Lys

Asp
108
Lys
Glu
Lys
zlu
Glu
183

Gly

Gln

Fro
Thr
265

Asn

Leu

83

20

Leu

Val

Gln

Ala

Ile

1

Fhe

Glu

Lys

Glu

Thr

250

Las

Asp

[le

Ile

Ala

Gln

Trp L

155

Lys

Asp

Val

Leu

Lys

235

Pro

Glu

Pro

Lys

Ile

Fro

Glu

140

Lys

Lys

Leu

Thr

220

Ty

Gly

Gly

Tyr

Ala
300

Val

Thr

125

Mat

Lys

Ala

Lys

Tyr

205

2la

Ala

Tyr

His

Thr

255

Ala

Tvre

110

val

Lau

AsEp

Ile

Leu

120

Gln

Lys

Gly

Glu

Ila

270

Lau

Lys

85

Ser

Val

Gly

Trp

Gly

175

Tyr

Ala

Ala

Asp

Ser

233

Wal

hsp

Thr

Val

Lys

51lu

1la0

Eln

Thr

Fhe

Gly

TyE

240

Thr

Lys

Fhe



Met

Ile

Thr

Ala

Lys
85

Mt

Lys

le

Pro

Fro
145

Ser

A=sn

Ala

Asn
225

<210> 28
<211> 319
<212> PRT

Lys

Ile

Leu

Asn

Leu

Ser

Asp

Asp

Phe

130

Thre

Ala

Glu

Ala

Lau

210

Val

hsn
Ile
As=n
35

Asp

Tyr

Ile

Glu

Gly

115

Lys

R=Ep

Ser

Gly
185

Lau

Glu

Ila
Ala
20

Tyr

Tyr

Val

Glu
Arg
100
Lys
Tyr
Wal
Gly
ASND
184

Thr

Ile

<213> Staphylococcus aureus

<400> 28

Ll

The

Glu

Fhe

Gln

Gly

The

Ile

Asp

Ala

Ser

leb

Ser

Pro

Ala

ES 2626416 T3

Lys

Fhe

Val

hsn

Ile
70

His

Sar

hap

Hisa

Gly

150

Asp

Ser

hla

Ile

Val

Ser

Tyr

Lys

3%

Thr

Lys

Glu

Val

His

135

Ela

Lys

Fi%-141

Tyr

Thr
215

Pha Asn T

AsSH Ser
25

Lys Tyr
q0

Pro nla

Val Asn

Glu Asn

Fhe Glu
105

Tyr Ile
120

Tyr Asn

Asn Rla

Gly Ser

Lys h=p

135

Ile Tvyr
200

L=u Phe

84

Ala

Asn

Lys

His

Ile

Val

Aap

Ila

Pro

BED

170

LS

hla

Val

Thr

Asn

Thr

Tyr

ser
75

Ile

Ser

Glu

Thr

Gly

155

Gly

Val

Ile

Erg

Ile

Ala

han

Il=

al

His

Ser

Lys

Lys

TyE

140

Lys

Glu

Pro

Lys
220

Lau
Ala
hsp
q5

Lys

Trp

Lys

Leu

Val

125

Lys

Asp

Thr

ASH

Val

205

Lys

Ala
hap
i

Thr

Lys

Ilz

Asn
Asn
110
A&n
Phe
Asp
Thr
Fre
150

Ala

Ser

L
15

Ber
Ser

han

Thr

Thr

Gly

Gly

hsn

Lys

Gly

175

Gln

Ser

Lys

Gly

Gly

Ala

Lys

LYys

Gly

Asn

1a0

Gln

Thr

Leu

Gly



Met

Ser

Ile

Gly

Fhe

65

Ile

Glu

Gln

Fro

Gly

145

Leu

Pro

Trp

h=p

Thr

225

Lys

WVal

Val

Thr

Ser
305

Lys

Ile

Lys

Asp

20

Tyr

Arg

Gly

Len

Arg

130

Phe

Ile

Aszp

Lys=s

Arg

210

Arg

Ala

Iie

Ile

ben

230

Glu

Thr

Leuw

Thr

33

Lgzu

Ser

The

Ala

Gln
115

Az=n

Asn

Gly

Fhe

Val

195

Asp

BSn

Ser

Thr

Tyr

275

Trp

Arg

Arg

Mat

20

Gly

Val

Fhe

Lys

Asn

14040

Lau

Sar

Gly

Ala

Lys

180

Ile

Ser

Gly

Sar

Met

2a0

Glu

Lys

Tyr

Ile

Asn

Thr

Thr

Ila

Gly

Lifs

Fro

Ile

Asn

ASR

165

Thr

Phe

Trp

Ser

Lyl

245

Asp

Arg

Gly

Lys

ES 2626416 T3

Wal

Pro

The

Tyr

REsp

T

Thr

S5ar

hsp

Asp

Val

150

Val

Ile

Ash

A3n

Mat

230

Liau

Arg

Val

Thr

Ile
310

S5er

Val

Asp

Asp

55

Asp

Ile

Gly

Asn

Thr

135

Thr

Sar

Leu

Asn

Pro

215

Lys

Bar

Lys

Arg

Asn

2935

Asp

S5ar
Ala
Ile
4q

Lys

Lys

Ala

Glu
120

Lys

Gly

Ile

Glu

Mat

200

val

nla

Sar

Ala

hsp

280

The

Trp

Val

Bsn

25

Gly

Glu

Aan

Gly

Ala

105

Val

Glu

Aap

Gly

Ser

185

Val

T}rf

Ala

Gly

Ser

265

BEsp

Lys

Glu

85

Thr

1o

Ala

Ser

Asn

His

Gln
a4

Trp

Ala

Ty

Asp

His

170

Pro

Asn

Gly

Asp

Phe

250

Lys

Tyr

Thr

Ala

BAzn

Gy

ASn

75

Tyr

Pro

Gln

Met

Thr

155

The

Thr

Gln

ASN

AsSn

235

Ear

Gln

Gln

Lys

Glu
115

Thr

Mat
&0
Lys

Arg

Ser

Ser
140
Gly
Leu
Azp
ASH
Gln
220
Fhe
Fro
Gln
Leu
Trp

300

Glu

Leu

Ser

Thr

43

His

Lys

Val

Ala

Ser
125

Thr

Lys

Lys

Lys

Trp

205

Leu

Leu

Ezp

Thr

His

285

Ile=

Meat

L

AsSp

0

Val

Lys

Leu

Tyr

Phe

119

Asp

Leu

Ile

Tyr

Lys
140

Asp

FPhe

Asn

270

Trp

Azp

Thr

Leu
15

Ile
Lys
L=
Leu
Ser
45

Lys

Tyr

Thr

Gly

Val

175

Val

Pro

Mat

Pro

BEla

255

Ila

The

Gly

RSN

Thr

Wal

Val

a0

Val

TyE

Tyr
Gly
160
Glin
Gly
Tyr
Lys
Asn
240
Thr
Asp

Ser

Ser



<210> 29
<211> 293
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 29

Ahla

h=n

Gly

Asn

Tyr

63

Pro

Gln

Asp

Thr

Mat

Lys

50

Arg

Ser

Ile

Ser

Thr

Leu

35

Lys

WVal

zla

Ser

AEp

Val

20

Lysa

Leu

Tyr

Fhe

Asp

Ile

Lys

Lys

Leu

Ear

Lk

a5

Twr

ES 2626416 T3

BE0

The

Val

Val

Glu

T

Val

Ty

Ile

Gly

Fh

Ile

55

Glu

Gln

Frao

Ly=s

Bsp

Tyr

40

Arg

Gly

Lzu

Arg

Thr

Leu

25

Bar

Thr

Ala

Gln

Asn

86

Gly
1a

Val
Fhe
Lys
Asn
Len

1

Ser

Thr

Thre

Ile

Gly

Lys

75

Fro

Ile

Thr

Tve

Aap

Thr

an

Sar

Lap

Asp

Azp Ile

Azp Lys
aa

Azp Lys

15

Ile Ala

Gly Leu

Asn Glu

Thr Lys

Gly

15

Asn

Gly

Ala

Val

EE

Glu

Ser

Asn

His

Gln

Trp

Ala

Tyr
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15

20

<210> 30
<211>4
<212> PRT

HMat

Thr

The

145

Thr

Gln

Asn

nEn

Ser

225

Gln

Gln

Ly=

Glu

Ser

Gly

130

Lau

Asp

Zan

Gln

Fhe

214

Fro

Gln

Lan

Trp

Glu
2a0

Thr

115

Lys

Lys

Lys

Trp

Leau

125

Leu

hsp

Thr

His

Ile

273

Mat

<213> Secuencia artificial

<220>

100

Lau

Ile

Tyr

Lys

Gly

igd

Phe

Asp

Fhe

Bsn

Trp

2ol

Thr

Thr

Gly

Val

Val

165

PEQ

Met

Fro

hla

Ile

245

Thr

Arg

BSn

ES 2626416 T3

Tyr
Gly
Gln

150

Gly

Lys

Asn

Thr

230

Asp

Ser

Ser

<223> Reemplazo de bucle tetrapeptidico

<400> 30

<210> 31
<211> 258
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 31

Gly
Leu
135
Pro
Trp
AsD
Thr
Lyas
215
Val
Val

Thr

Ser

Phe

120

Ile

RSP

Lys

Arg

Arg

2010

Bla

Ile

Ile

Asn

Gl
280

145

ASn

Fhe

Val

A=ED

185

Asn

Sar

Thr

Tyr

Trp

265

Arg

Gly

Ala

Lys

Ile

170

Ser

Gly

Ser

Mat

Gl

250

Lys=

Tyr

Aan

Thr

155

Phe

Trp

Sar

Leu

Aszp

235

Arg

Gly

Lys

Fro Ser Gly Ser

1

87

Val

Val

140

Ile

Asn

Asn

Met

Leu

220

Lrg

Val

Thr

Ile

Thr

125

Ser

Leu

BEen

Fro

Lys

203

Ser

Ly

ATYey

Asn

Lsp
285

Gly

Ile

Glu

Met

Val

130

Ala

Ser

Ala

Asp

Thr

270

Tep

Asp

Gly

Ser

Val

175

Tyr

Ala

Gly

Sar

Asp

255

Lys

Glu

Asp

His

Prao

160

Asn

Gly

Rsp

Fhe

Lys

240

TYE

ASp

Lis
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<210> 32
<211> 258
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 32

Ala

A=n

Gly

Ash

Tyr

53]

Pro

Gln

Ser

Lys

Gly

145

Fha

AEp

Pha

E=n

Trp

225

Asp

Thr

Asp

Thr

Met

Lys

30

Arg

Eer

Ile

Val

Val

130

Bro

M=t

Fro

Ala

Ile

210

The

Arqg

A3

Ser

Thr

Leu

35

Lys

Val

Ala

Ser

Glo

115

Gly

Tyr

Lys

Asn

Thr

1395

Rsp

Sar

Sar

Asp

Val
20

Lys

Leu

Ty r

Fhe

Asp

100

Pro

Trp

Asp

Thr

Lyt=

180

Val

Val

Thr

Sar

Ile

Lys

Lias

Lau

Sar

Lys

&5

Tyr

Asp

Lys

Arg

Arg

1a%

Ala

Ile

Ile

Asn

Glu
245

ES 2626416 T3

Asn

Thr

Val

Val

Glu

0

Val

Val

AsD

150

A=n

Ser

Thr

Tyr

Trp

230

hrg

Ile

Gly

FPhe

Ile

55

Glu

Gln

Fro

Lys=

Ile

135

Ser

Gly

Ser

Mt

Glu

215

Lys

TYr

Lys

hsp

Tyr
40
Arg

Gly

Arg
Thr
120

Fhe

Ser

Leau

Asp

200

Arg

Gly

Lvs

Thr

Len
23

Ser

Thr

Ala

Gln

aAsn

105

Ile

Aan

hsn

HMet

Leau

135

hrg

Val

The

Ile

88

Gly
10

Val

Fhe

Lys

Ash

Leu

20

Ser

Leu

Ban

Fro

Lys

170

Ser

Lys

Erg

Azn

hap
250

Thr

Thr

Ile

Gly

Lys

15

Frao

Ile

Glu

Mat

Val

155

Ala

Sar

Ala

Asp

Thr

235

Trp

The

Tyr

hsp
Thr
&0

Ser

Asp

Ser

Val

149

Tyr

Ala

Gly

Ser

Asp

220

LysS

Glu

Asp

Asp

hsp

Ile

Gly

han

Thr

Pro

125

Asn

Gly

Azsp

Fhe

Lys

203

Tyr

RBzp

Lvs

Il=

Lys
30

Lys

Ala

Lau

Glu

Fro

110

Thr

Gln

A=n

Asn

Ser

150

Gln

Gln

Lys

Glu

Gly
15

Glu

Asn

Gly

Ala

Val

95

Ser

Asp

RSN

Gln

Fhe

175

Pro

Gln

Leu

Trp

Glu
255

Sar

ASn

His

Gln

Trp

BO

Ala

Gly

Lys

Trp

Leun

1690

Asp

Thr

Hisg

Ile

240

Met
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<210> 33
<211> 50
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 33

Ala

Asn

Gly

Asn

TyE

k]

Pro

Gln

Ser

Lys

Gly

145

Phe

Aan
Trp
225

fsp

Thr

Thr

Met

Lys

50

Rryg

Sex

Ile

Val

Val

130

Fro

Met

Fro

Ala

Ile

210

Thr

Arg

AsSn

Ser

Thr

His
35

Lys

Val

Bla

Ser

Gln

115

Gly

Tyr

Lys

Asn

The

185

Asp

Ser

Sar

Asp
Val
20

Lys

Lau

Asp

100

Fro

Trp

hsp

Thr

Lys

1840

Val

Val

Thr

Ser

Ile

Ly

Lys

Leu
Sar
Lys

B3

TyE

Arg
Arg
165

hila

Ile

han

Glu
245

ES 2626416 T3

Asn

Thr

Val

val

Glu

70

Yal

Tvr

Phe

Val

Rzp

154

Asn

Eer

Thr

Tyr

Tep

230

AEg

Iie

Gly

Fhe

Ile
25

Glu
Gin
Pro
Lys
ile
135

Ser

Ket
Glu
215

Lys

Tyvr

Lys

Asp

Tyr
40

Arg

Gly

Len

AXg

Thr

120

Fhe

Trp

Ser

Leun

Lsp

200

Arg

Gly

Lys

Thr
Leu
23

Ser

Thr

Ala

Gln

fian

105

Ile

Asn

Asn

tet

Leu

185

By

Val

Thr

Ile

89

Gly
10
Val

Phe

Lys

A=n

Leuw

90

Ser

Leu

AEn

Fro

Lys

170

Ser

Lys

Arg

Aan

ASp
234

Thr

Thr

Ile

Gly
Lys
75

Fro

Ile

=lu

Wal
155

Ala

Ser

Ala

Asp

Thr

235

Trp

Thr

Tyr

Asp

Asp

Asp Rsp

Thr
[i11]

Ser
ASp
hEp
Sar
Val
140
Tvr
Ala
Gly
Ser
Asp
220

Lys

Glu

45

ile

Gly

Asn

Thr

Pro

125

Asn

Gly

AEE

Pha

Lys

205

Tvr

Asp

Lys

Ile
Lys
30

Lifs

Ala

Leu

Glu

Fro

114

The

Glhn

hzn

A=n

Ger

130

Gln

Gln

Lys

Glu

Gly
15
Glu

hsn

Gly

Ala

Val

25

Ser

Asp

AN

Gln

FPhe

175

Fro

Glin

L

Tep

Glu
255

Ser

Asn

His

Gln

Trp

8o

Ala

Gly

Lys

Trp

Leun

lel

Lau

Asp

Thr

His

Ile

240

Met
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15

20

25

Azn Thr Thr val Lys Thr Gly asp

3

24

Gly Met His Lys Lys Val Phe Tyr

A5

Asn Lys
30

<210> 34
<211> 63
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 34
Ala Asp Ser
Asn Thr Thr
Gly Meg Hig

EL

Asn Lys Lys
=0

<210> 35
<211> 53
<212> PRT

Asp

Val

Lys

Leu

<213> Staphylococcus aureus

<400> 35

Ala Asp Ser
1

Asn Thr Thr

Gly M=t His
35

Asn Lys Lys
30

<210> 36
<211> 50
<212> PRT

Asp
Val
20

Lys

L

<213> Staphylococcus aureus

<400> 36

Ile

Lys

Lys

Lau

Ile

Lys

Lys

Leu

ES 2626416 T3

Asn

‘Thr

Val

Val

Asn

Thr

Val

Ile

Gly

Fhe

Ile
55

Ile

Ala Rhsp 3er Asp Ile Rhan Ile Lys

40

Thr Gly Thr Thr Asp Ile

10

Leu Val Thr Tyr Rsp Lys
25 30

Ser Phe Ile Asp Asp Lvs

Lys

Asp

Tyr

40

Arg

Lys

Gly Asp

Phe

Tyr

40

90

45

Thr Gly Thr Thr Asp Ile
10

Leu Val Thr Tyr Asp Lys
25 0

Ser Phe Ile Asp Asp Lys
£5

Thr Lys Gly Thr Ile Ala
60

Thr Gly Thr Thr Asp Ile
10

Leu Val Thr Tyr Rap Lys
23 a0

Ser Phe Ile Asp &sp Lys
45

Gly Ser
15

Glu h=n

Asn His

Gly Ser
15
Glu Asn

A=sn His

Gly

Gly Ser
15

Glu Asn

BAzn His



10

15

20

25

ES 2626416 T3

Rla Asp Ser Asp Ile AsSn Ile Lys Thr Gly Thr Thr hAsp Ile Gly Ser

1 5 140 15
Asn Thr Thr Val Lys Thr Gly Asp Leu Val Thr Tyr Asp Lys Glu Asn
zZ0 25 an
Gly Met Leuw Lys Lys Val Phe Tyr Ser Phe Ile Asp Rsp Lvs Asn His
3% 40 45
Asn Lys
50
<210> 37
<211>63
<212> PRT
<213> Staphylococcus aureus
<400> 37
Ala Asp 3er Asp Ile Asn Ile Lys Thr Gly Thr Thr Asp Ile Gly Ser
1 5 14 15
asn Thr Thr Val Lys Thr Gly Asp Lew Val Thr Tyr Asp Lys Glu Asn
20 25 30 -
Gly Met Leu Lys Lys Val Phe Tyr Ser Phe Ile Asp Asp Lys Asn His
35 40 43
Asn Lys Lys Leu Leu Val Ile Arg Thr Lys Gly Thr Ile Ala Gly
=0 25 al
<210> 38
<211>53
<212> PRT
<213> Staphylococcus aureus
<400> 38
Rla Asp Ser Asp Ile Asn Ile Lys Thr Gly Thr Thr Asp Ile Gly Ser
1 5 10 15
Azn Thr Thr Val Lys Thr Gly Asp Leu Val Thr Tyr Asp Lys Glu Asn
20 25 30
Gly Met Leu Lys Lys Wal Phe Tyr Ser Phe Ile Asp Asp Lys Asn His
5 40 45
Asn Lys Lys Leu Leu
50
<210> 39
<211> 256
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 39

91



Met

Leu

Val

Len

Lys

65

Pra

Arg

Axp

Lys

Lys
145

A=p

Pra

TyE

Ala

Val

225

A=n

<210> 40
<211> 256
<212> PRT

Mat

Val

Lys

Glu

a0

Asn

bLan

Azn

Glny

M=t
130

Ile

Fhe

Flu

Asn

Fro

214

Gly

Ile

Lys

Ile

Ly=

35

Lsp

Rzp

A=n

Thr

Asp

113

Val

Lys

Lys

val

Val

Lys

TYr

Tyr

<213> Staphylococcus aureus

<400> 40

hrg

Ser

20

Sar

Leu

Lys

Glu

Lys

100

Glu

Lys

Asn

Fro

180

Liys

Liarw

Lys

Phe

Tyr

Gly

hsp

a5

Thr

Gly

ASn

Glu

Lau

145

Ser

Glia

Leu

Asp

Ser
245

ES 2626416 T3

Asn

Glu

A=sp

Thr

EL!

Met

Ly=

Lys

Ile
159
Lys
Tyr
Leun
Leu
Ile

230

Asp

Lys
hla
Lys
Lys=
55

Trp
Val
Asn

Pro

Iie
135

Glu
Asn
Ser
Rry
Lys

215

=lu

Lo

Gly

Thr

40

Glu

Ila

Ala

Gly

His

120

Ile

s

TYE

Ala

Lys

200

Gly

Fhea

Leu

Val

Cys

25

Leu

Gly

Ila

Lys

Tyr

105

hAsp

Pro

Fhe

Lys

Lys

135

Arg

Sex

Thr

Asp

92

Lian

10

Gly

Ser

Tyr

ASn

Gly

a0

Tyr

AsSD

Thr

Lys

Asp

170

Ty

THr

Gly

Fhe

Tyx
250

Gly

Ile

Met

Arg

Ser

TS

Met

TyrE

Glu

Lys

Fhe
155

Gly

Gln

AN

Val
2315

Lya

Ile

Gly

LeEp

Glu

val

Val

Lysz

zlu
140

Phe

hsp

Leu

Ila

Leu

220

Glu

Ly=s

Ile

Lys

Pro

45

REsp

Mat

Leu

Rsp

Arg

125

Ile

Val

Ile

Thr

Fro

205

Lys

Lys

Ser

Fhe

Glu

37

Ile

Gin

val

TYE

Val

L10

Tyr

Lys

Gln

Ser

Azn

150

Thr

Gly

Lys

Gly

L
15

Ala
Lys
Fha
Ila
Mat

a5

Thr

Tyr

Tyr

175

RED

Ser

Ser

Glu

Asp
255

Phie

Glu

ASn

Azp

Gln

B0

hLan

Lys

Val

Glu

Gly
160

Asn

Asp

Lys

Ser

Glu

240

Val



10

Mat

Leu

Val

Len

Lys

515]

Frao

Ara

Aap

Lys

Lys

145

Asp

Pra

TYr

Ala

Val
225

ASn

<210> 41
<211> 256
<212> PRT

Met

Val

Lys

Glu

a0

hzn

Aan

Asn

Glu

Met

130

Leu

Phe

Glu

Asn
Fro
210

Gly

Ile

Lys
Ile
L¥s

35

Lsp

han

Thr

Esp

115

Val

Lya

Lys

Val

Val
195
Lys

Tyr

Tyr

<213> Staphylococcus aureus

<400> 41

Arg

Sarp

20

Ser

Leu

Lys

Glu

Lys

104

Glu

Asp

Lys

Azsn

Pro

180

Lys

Lys

Phe

Lau

Ile

Fhe

Tyr

Gly

Asp

Thr

Gly

Lsn

=lu

Ile

165

Ser

Gln

Leau

Asp

Ser
245

ES 2626416 T3

Asn
Thr
zlu
hsp
Thr
7a

Met
Thr
Lys
Lys
Ile
159

Lys

Tyr

Lo
Len
Ile

230

Asp

Lys
Ala
Lys
Lyrs
55

TEpR
Wal
Bsn
Fra
Ile
135
Glu

Aszn

Ser

Arg
Lys
21%

Glu

Ser

Lau

Gly

Thr

40

Glu

Ila

Ala

Gly

His

120

Ile

hzn

Tyr

Ala

Lys
200
Gly

Pha

Leu

93

Val

Cys

23

Leu

Gly

Ile

Lys

Tyr

105

Asp

Fro

Fhe

Ly=

Lys

185

hrg

Sar

The

hsp

Lag

14

Gly

Ser

Tyr

Asn

Gly

Tyr

Lsn

Thx

Lya

Rsp

170

Ty

TYE

Gly

Phe

TYr
250

Gly

ile

Mat

Arg

Ser

15

Met

Tyr

Glu

Phe
155
Gly

Gin

Asp

asn

Val

235

Lys

Ile

Giy

Tyr

Asp

Glu

Val

Val

Lys

Flu

140

Phe

L=p

Lau

Ile
Lan
220

Glu

Lys

Il

Lys

Pro

43

Asp

Mat

L=

Azp

Arg

125

Ile

Val

Ile

Thr

Pro
205
Lys

Lys

Ser

Phe

Glu

30

Il=

Gln

Val

Tyr

Val

110

Tyr

Lys=

Gln

Ser

Asn

190

Thr

Gly

Lys

Gly

Lau

15

nla

Lys

Pha

Ile

Mat

25

Thr

Pra

L=p

Tyr

Tyr

175

Asp

Ser

Ser

Glu

Asp
255

Phe

Glu

Aan

ASE

Gln

20

Asn

Lys=

Val

Glu

Gly

168

ASnD

Asp

Lys

Ser

Glu

240

Val
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Mek

Lau

Val

Leu

Lys

63

Fro

Aryg

Rsp

Ly=

Lys

145

Asp

Fro

Tyr

Ala

Val

Lys

Glu

30

Aan

Asn

A=n

Glu

M=t

130

Val

Y]

Bro
210

Lys

Ile

Lys

35

Asp

Rty

A=n

Thr

Asp

115

Val

Lys

Lys

Val

Wal

195

Lys

Arg

Sar

20

Ser

Lau

Lys

Glu

Lys

100

Glu

Asp

Lys

Asn

Pro

180

Lys

Leu

ES 2626416 T3

Leu RAsn

Ile Thr

Fhe Glu

Tyr AsD

Gly Thr

Lsp Met

Thr Thr

Gly Lys

Ash Lys

Glu Ile

130
Ile Lys
165
Ser Tyr

Gln Leu

Leu Leu

Lys

Ala

Lys

Lys

25

Trp

Val

ASn

Fro

Ile

135

Glu

Asn

Ser

Arg

Lys
215%

Gly

Thr

40

Glu

I1le

Ala

Gly

His

120

Ile

Asn

Ty

Ala

Lys

200

Gly

Val

Cys

25

Lew

Gly

Ile

Lys

Tyr

105

Asp

Fro

Fhe

Lyrs

Lys

185

Arg

Ser

Leu Gl
14Q

Gly Ile

Ser Met

Tyr Arg

Asn Ser

T3

Gly Met
a0

Tyr Tyr

hsn Glu

Thr Lys

Lys Fhe

155
hsp Gly
170
Tyr Gln

Tyr Asp

Gly Asn

Ile

Gly

Tyr

Asp

60

Glu

Val

val

Lys

Gliu

144

Fhe

hsp

Leu

Iia

Leu
220

Ile

Lys

Fro

45

Bap

Met

Leau

Lep

Arg

135

Il=

Val

Ile

Thr

Pro

20%

Lys

Phe

Glua

iq

Iila

Gln

Val

Tyr

Val

114

Tyr

Lys

Zln

Ser

BEn

190

Thr

Gly

Leu

15

Ala

Lys

Phea

Ile

Mat

95

Thr

Pra

Asp

Tyr

Tyr

175

Asp

Sar

Ser

Phe

Asn

hsp

G1n

g0

A=En

Ly=

Val

Gly

160

Asn

asp

Lys=

Ser

Val Sly Tyvr Lys Asp Ile Glu Phe Thr FPhe Val Glu Lys Lys Glu Glu
240

225

230

235

men Ile Tyr Fhe Ser Asp Ser Leu Asp Tyr Lys Lys Ser Gly Rsp Val
245

<210> 42
<211> 256
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 42

220

94

220
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<210> 43
<211> 350
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 43

Het

Lew

Val

Lau

Lys

o5

Fro

Arg

Asp

Lys

Lys

145

Asp

Fro

Tyr

Ala

Val

225

Asn

Mek

Val

Lys

Glu

20

Asn

Asn

Asn

Glu

et

130

Lau

Phe

Glu

Asn

Fro

Gly

Ile

Lys

Ile

Lys

35

A=p

Aap

Asn

Thr

A

115

Val

Lys

Lys

Val

Val

135

Lys

Tyr

Arg

Ser

20

Zer

Lau

Lys

zlu

Lys

100

Glu

Asp

Lys

Asn

Fro

180

Lys

Leu

Lys

Phe

Leu

Ile

Phe

Tyr

Gly

Asp

83

Thr

Gly

hsn

Glu

Val

165

Ser

Gln

Leu

Lep

Ser
245

ES 2626416 T3

Asn

Thr

Glu

Asp

Thr

T

Met

Thr

Lrs

Lys

Ile

130

Lys

Tyr

Lau

Leu

Ila

230

Asp

Lys

Ala

Lys

Lys

55

TrR

Val

Asn

Fro

Ile

135

Glu

hsn

Ser

Arg

Lys

215

Glu

Ser

Leu

Gly

Thr

40

Glu

Ile

Ala

Gly

His

120

Ile

Asn

Tyr

Ala

Lys

200

Gly

Phe

Leau

Val

Cys

25

Leu

Gly

Ile

Lys

Tyr

105

Rsp

Bro

FPhe

Lys

Lys

185

Arg

Ser

Thre

ASp

95

Lieu

10

Gly

Ser

Tyr

bLsn

Gly

)

Tyr

Asn

Thr

Lys

A=

170

Tvr

Twr

Gly

Phe

Tyr
250

Gly

Ile

l=am

Arg

Ser

75

Mat

Tyr

Glu

Lys

Phe

155

Gly

Gln

Asp

Azn

Val

235

Lys

Ile

Gly

Tyr

Asp

an

Glu

Val

Val

Lys

Glu

140

Fhe

A=p

Leu

Il=

Leu

220

Glu

Lys

Ile

Lys

Pro

45

Asp

Mat

Loz

Asp

Ardg

125

Ile

Val

Ila

Thr

Bro

205

Lys

Lys

Ser

Phe

Glu

e

Ile

Gln

Val

Tyr

Val

114

Tyr

Lysa

Zln

Sar

Asn

130

Thr

Gly

Lys

Gly

Leu

15

Ala

Lys

Phe

ile

Met

7

The

Fro

Asp

Tyvr

Tyr

175

Asp

Ser

Sar

Glu

Azp
255

FPhe

Elu

ASD

Rsp

Gln

a0

Asn

L=

Val

Gla

Gly

160

Bsn

Asp

Lys

Ser

Glu

240

Val



Mat

Ser

Ser

Glu

Thr

a5

Lys

Glm

Trp

Thr

Ala

145

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

225

Rsp

Thr

Asp

Azn

Thr

Ala

Ll

Ala

540

Ser

Ser

h=n

Lys

Val

130

Val

Pro

Lys

Fro

Lys

214

Thr

Thr

Ala

Val

Lys

Lys

et

Val

35

The

Gln

His

Flu
115
Val

Glu

Val
195

Pro

Ser

The

Gl

Ala

275

Ser

His

Lys

20

Tyr

Asn

Fro

Met

Lys

140

Tyr

ASn

Pro

Ile

Ile

180

Gln

Wal

Lys

Lys

Thr

Pl 10|

Thi

Glo

Tyr

Lys

Ile

Ala

Ile

hsp

&3

Tyr

Lys

Asp

Gly

Ban

165

Fro

Fro

Gln

Val

Asp

2435

hla

Ala

Gln

Leu

Iie

Gly

The

nsn

Ta

Asp

THE

Fhe

AEn

Tyr

150

Tyr

Thr

Lys

Fro

Glu

230

Gln

Gln

Lys

Thr

ES 2626416 T3

Asn

Thr

RZla

Asn

55

Phe

Tyr

Fhe

Tyr

Lys

135

Asn

Leu

Fro

Lys

215

Asp

The

Glu

Ser

Asn

Ser

Mat

Asp

41

Asn

Gln

Met

Gln

ASN

120

Lys

Ser

His

Ala

Ala

200

Wal

Asn

Lys

Gln

Glu
230

Lys

Lys

Gly

25

Ser

Gln

Val

Gln

Thr

105

Ala

Ala

L=u

AT

Aap

185

Gln

Glu

His

Ban
265

Ser

Val

96

TYE

10

The

Gln

Ser

Gln

His

20

Val

ASn

Asp

Thr

Tyx

17]

Ala

Fro

Lyrs

Ser

Gl

230

Lys

Asn

Thz

Gln

Alz

Gln

The

Lys

75

Frao

Leu

Asn

Thr

Thr

155

Thr

Ala

Lys

Val

Thr

235

The

Val

Asn

Lys

Ser

Ser

Val

Glh

6l

Aap

Gly

Asn

Gln

hrg

140

Thr

Lys

Thr

Lys

220

Lys

Ala

Glh

Gln

His

Glu

Ile

sEn

45

Val

Gly

Lys

asn

Glu

125

Thr

Val

Fra
Fro
205
Fro
Val
His
Thr
Ala

2835

Asn

Gin

Ile

34

Ala

Sar

Ser

Val

Ala

110

Leou

Ile

His

Leu

Asn

190

Thr

Thr

Val

Thr

Fro

270

Val

lu

Arg
15

Lau
Ala
Gl
Ser
Ile
93

Ser

Ala

Ile

Glu

175

Asn

Glu

WVal

Sear

Val

255

val

Ser

Thr

S5er

Gly

Thr

Ala

Glu

&0

Lys

Fhe

The

Val

al

160

Fha

Val

Gln

Thr

Thr

240

Lys

Lys

Asp

Pro
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15

<210> 44
<211> 145
<212> PRT

290

Lys Gln Ala Ser Lys
ins

Vval Asp Asn Phe Ile
125

Gly Ser Leu Ser Leu
340

<213> Staphylococcus aureus

<400> 44

<210> 45
<211> 645
<212> PRT

Asp Ser Gln Gln Val
Asn Gln Ser Thr Gln
20

Gln Val Glo Lys Asp
35

Met Gln His Pro Gly
a0

Glm Thr Wal Leu Asn
a5

Asn Ala Asn Asn Gln
a5

Lys Ala Asp Thr Arg
1400

Ser Leu Thr Thr Lys
115

His Arg Tyr Thr Thr
130

Ala
145

<213> Staphylococcus aureus

<400> 45

ES 2626416 T3

295

Ala Lys Glu Leu

jio

Ser Thr Val &la

Leu Leu Phe Lys

A=n

Val

Gly

Lys

Asn

o

Glu

Thr

Ala

Ser

Ser

Val

%

Ala

Leu

1le

His

Leu

135

345

Bla Thr

Gln Ala
Z5

Ser Glu
40

Ile Lys

Sar Phe

ala Thr

Asn Val

103

Ile Val
120

Glu FPhe

97

oo

Pro Lys Thr Gly Leu

15

Phe Ala Thr Leu Ala

330

Arg Lys Glu S=r Lys

Glu

il

Thr

Lys

Gln

Trp

Thr

940

Ala

Val

Glu

Ala

Sar

Ser

Asn

Lys

15

Val

Val

Pro

Lys

Thr

Gln

His

Aan

&l

3lu

Val

Glu

Gln

Ala
140

Asn

Pra

Met

45

Lys

Tyr

RS0

Bro

Ile
125

350

Ala
Ile
30

AED
Tyr
Lys
Asp
Gly
110

Asn

Pro

Thr Ser

320

Lzu Leu

335

Thr
1z

h=n
Azp
Tyr
Fhe
Aan
495

Tyr

Tyx

Thr

Asn

Fhe

Tyr

Phe

Tyr

80

Lys

Lys

ASD

Lau



ES 2626416 T3

Met Asn Lys Glon Gln Lys Glu Phe Lys Ser Phe Tyr Ser Ile Arg Lys
1 5 10 15

3er Ser Leu Gly Val Ala Ser Val Ala Ile Ser Thr Leu Leu Leu Leu
20 25 3o

Met Ser Asn Gly Glu Ala Gln Ala Ala Ala Glu Glu Thr Gly Gly Thr
35 40 45

98



A3N
Thr
65

val

Lys

Fro

Ala

145

Thr

Ile

Gln

Ile

FPhe

Z25

His

Ala

Tyr

lu

Lys

3035

Pro

Tyr

Thr

=20

Ser

Sar

Flu

Rla

Arg

130

Fra

Gln

Fhe

fha

Lys

210

Ser

Fhe

Gln

Lys

Arg

290

Leu

Az=p

Thr

Glu

Glu

Glu

Asn

Wal

Ala

115

1w

Asn

Gln

Thr

Trp

135

Lau

val

ASn

PFra

Ala

275

Gln

Lys

Glu

AN

Ser
355

Ala

Lys

Lys

Lys

100

Lys

Ala

Sar

Fhe

hsp

180

Arg

Val

Ser

ASD

Ila

280

zlu

Val

Ala

Gln

Glu

340

Val

G1n

ala

Glu

B3

Glu

Ala

Ile

Ardg

Tyr

165

Ser

Lys

Ser

AED

Lys

245

Tyr

Lys

Tvr

Glu

WVal

325

Glu

ES 2626416 T3

Pro

Fro

0

Val

Val

Thr

Lys

Pro

150

His

Fhe

Tyr

Gly

230

Glu

Asn

Leu

Glu

Tyr

110

Lys

Met

ASn

Lys

5

Glu

Glu

Lys

Rsn

hsn

135

Ile

Tyr

Fro

Glu

Asp

215

Thr

Glu

Ser

Leu

Leu

295

Lys

Ser

Thr

Bsn

Thr

Thr

Ala

Ala

Asn

120

Fra

hsp

Ala

Glu

Val

200

Thr

Lys

Lys

Ala

Ala

280

Azn

Lys

Ela

hsp

Glu
a0

Glu

Ly=s

Fro

Fro

105

Thr

Ala

Fha

Ser

Ile

185

Tyr

val

Ala

TYE

Asp

285

Fro

Lys

Lys

Ile

Leu

345

Ser

99

Ala

Fro

The

D

Lys

Tyr

Ile

Glu

Ser

170

Glu

Glu

Lys

Val

ASp

250

Lys

Tyr

Ile

Leu

The

330

Gla

Met

wal

Val

75

Ser

Glu

Fro

Lys

Mat

155

Val

Leu

Gly

Asp

Lys

235

TyE

Phe

Lys

Gln

Glu

315

Glu

aAsp

Mat

Rla

&0

Ala

lu

Thr

Ile

Asp

140

Lys

Lys

Gly

hsp

Tyr

220

Iia

Thr

Lys

Lys

hep

200

Asp

Fhe

The

ASPE

Ser

AsSn

Thr

Lys

Leu

125

Lys

Ly=

Pro

Leu

Lys

205

Ala

Val

Leau

Thr

Ala

285

Thre

Gln

Lys

Thr
365

Pro

2la

Lys

Glu

110

Asn

Rap

Ly=

Ala

Gln

190

Lys

Tyr

Sar

Mat

Glu

270

Lys

L=u

Lys

Asn

Tyr

350

FPhe

Thr

Val

Glu

a5

Val

Gln

Hi=

LEp

Arg

175

Ser

Leu

Ser
Glu
255
Glu
Thr
Fro
Lys
Val
335

Val

Val

Thr
Ser
B0

Ala

Glu

Ser

Gly

lal

Val

Gly

Pro

Arcg

Thr

240

Fhe

Lauw
Glu
Rla
320
Gln

val

Lys
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His

Glu

383

Arg

Iie

Val

Val

Lys

463

Ero

Asp

Asn

Bro

Val

245

Thr

Asp

His

Ser

Leu

625

Arg

<210> 46
<211> 1256
<212> PRT

Fro

370

Thr

Val

Phe

Hi=

Asp

450

Glu

Ser

Ear

Asp

Thr

530

Ser

Thr

Ser

Thr

Lenu

610

Met

Ly=

Ile

Thr

Arg

Fro

Val

435

Lys

Gln

Lys

Gln

Ala

315

Thr

Lys

Ala

Gln

595

Fro

Ala

Arg

<213> Staphylococcus aureus

<400> 46

Lys

hsn

Thr

Tyr

420

Lys

Glu

Gln

Pro

Lys

200

Ser

Gly

Thr

Asp

Pro

380

Ser

Gln

Leu

Lys

The

Asp

ile

403

Val

Thr

Ala

Asp

Thr

485

hsp

Ser

Glu

Gln

Thr

Leu

AST
645

ES 2626416 T3

Gly

Asp

190

Zer

Glu

Ile

Phe

Asn

470

Frao

Asp

Glu

WVal

Asn
550

1 val

G1ln

Asn

Gly

Ala
630

Met

375

Tyr

Lys

Gly

Rsp

Thr

455

Ser

sSer

han

Ser

Glu

535

Val

Gln

Lys

Asn

Glu

615

Leu

Lew

Trp

Aap

Lys

Tyr

440

Lys

Ela

Fra

Lys

Gly

320

Ser

Bla

Thr

Ala

Lys

600

Glu

Ser

Asn

Lys

Ala

Thr

125

Asp

Ala

Lys

Val

Glh

505

Lys

Ser

Lys

Ser

han

283

h=n

Ser

Ser

100

Gly

hsp

Lys

410

Lew

Gly

Asn

Lys

Glu

490

Leu

Bsp

Bar

Fro

Ala

G

Iig

Asn

Ile

Lys

Fhe

395

Agn

Ty

Gln

Thr

Glu

475

Lys

Pro

Ly=

Thr

Thr

555

Gly

Lys

Gln

Lys

Val
615

Lys

180

Hat

Asn

Asp

Tvr

A=p

460

Ala

Glu

Ser

Thr

Thr

540

Thr

Ser

Asn

Glu

Asp

620

Ala

Tyr

Val

The

Rla

His

445

Lys

Thr

Ser

Yal

Frao

323

Fro

Ala

Ser

The

hzn

205

Mzt

Fhe

Mat

Glu

Arg

Ile

430

Val

Ser

Fro

Gln

Glu

210

Ala

Thr

Sar

zlu

Asn

530

Lys

Thr

Val

Val

Gly

Thr

415

Val

RArg

Asn

Rla

Lys

4495

Lys

Thr

Lys

Sar

Ala

575

Asp

Ala

Leu

Leu

Mat
Gln
400
Ila

Lys

Ila

Thr
480

Gln

Lys

Wal

Lys

60

Ly=s

Gly

Lys

Fra

Fro
640



ES 2626416 T3

Met Ala Lys Lys Phe Asn Tyr Lys Leu Pro Ser Met Val Ala Leu Thr

101



Lean

Thr

Lys

A3n

63

Lys

Asp

Thr

Lys

Gl

145

Ala

Lys

Lys

Thr

Ile

225

Glu

Gly

Thr

Phe

Thr

305

Ile

Val

Gln

Ala

50

Ile

The

The

Asn

Thr

130

Aap

Ala

Ala

Wal

Fro

210

Ban

Asp

.i"urq

Ila

Val

2910

Rap

Asn

Gly
Asp
i5

Thr
Sar
rla
Ala
Asn
115
AE0
Asp
Liys
Ala
Thr
193
Lys
A=p
TYE
Fro
AEn
275
His

Tyr

Val

Ser
20

Gln

Thr

Gly T

REN

Glno

194

Thr

Thr

Asn

Fra

Thr

150

Thr

Thr

Tyr

The

Glu

260

Gly

Ala

Lau

Glu

Ala

Thr

Glu

ASHD

BS

Val

Gln

han

Ser

Ala

las

Thr

Fhe

Ser

Ile

Ser

245

Gly

Elu

Phe

Ser

Ile
325

ES 2626416 T3

Val

Thr

Gln

Gln

70

Lys

hsn

Fro

Val

Glu

150

hla

Ser

Ser

Lai

Cys

230

Twre

Ile

Ile

Val

Trp

il

val

Thr

Asn

Lla

Wal

Thr

Gly

Wal

Thr

135

fsn

Lau

Ala

Ala

Pro

213

Lya

Phe

Val

Ser

Asp

295

Gly

His

ala
Lys
40

Lys
Tye
Gly
hsp
Ala
120
Aan
Gln
Glu
Fro
Ser
200
Lys
fan
Pro
Val
Tyx
2840
Gly

WVal

The

His
25

Asn
Ala
Gln
A5
Thr
105
Lys=
Ala
Ile
Thr
Lys
185
Ala
Tyr
FE11)
Lys
His
265
Met
Asp

Gly

His

102

10

Gln

Wal

Gl

Asp

Ala

=1L

Arg

Ser

Gly

Asn

Gln

7o

Ala

Gln

Lys

Lz

Tyr

250

hsp

Lys

hrg

Ala

Asp
330

Wal

Leu

Wal

Pro

15

Glo

Ala

Thr

Tyr

Fro

135

Lys

Fro

Fro

Lys

235

Ala

Thr

Ile

Wal
315

Ty

Gln
hsp
Lys
&0

Ala
Val
ASH
Eer
Ser
140
Glu
Ly=
Thr
bhrg
Gln
220
Ala
Tyr
Ala
Asn
Ile
300

Gly

Ala

Ala

Ser

45

Ile

Ser

Glhn

Thr

125

Ly

Lew

Thr

Glu

Sar

203

val

Pro

Arg

Aan

Tyr

285

Glu

Asn

Ser

Ala

ERN

Asn
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280 985 3190

Thr Trp Tyr Tyr Gly Lys Leu Ser Asn Gly Lys Leu Ala Trp Ile Lys
995 1000 1005

Ser Thr Asp Leu Ala Lys Glu Leu Ile Lys Tyr fsn Gln Thr Gly Met
1010 ipls 1020

Thr Leuw Asn Gln Yal Ala Gln Ile Gln Ala Gly Lew Gln Tyr Lys Pro
1025 1030 1035 1040

Gln ¥al Gln Arg Val Pro Gly Lys Trp Thr Bsp Ala Lys Phe Asn BAsp
1045 1050 1055

Val Lys His ARla Met Esp Thr Lys Arg Leu Ala Gln Asp FPro Ala Leu
10ed 1065 1070

Lys Tyr Gln Fhe Leu Arg Leu Rsp Gln Fro Gln Asn Ile Ser Ile Asp
1075 1080 1085

Lys Ile Asn Gln Fhe Leu Lys Gly Lys Gly Val Leuw Glu Asn Gln Gly
1050 1095 1104

Bla ala Phe Asn Lys Ala Ala Gln Met Tyr Gly Ile Asn Giu Val Tyr
1145 1110 1115 1120

Leu Ile Ser His Ala Lew Leu Glu Thr Gly Asn Gly Thr Ser Gln Leu
1125 1130 1135

ARla Lys Gly Ala Asp Val Val Asn Asn Lys Val Yal Thr Asn Ser Asn
1140 1145 1150

Thr Lyvs Tyr His hsn Val Phe Gly Ile Ala Ala Tyr Asp Asn Rsp Pro
1155 1180 1165

Leu Arg Glu Gly Ile Lys Tyr Ala Lys Gln Ala Gly Trp Asp Thr Val
1170 1175 113da

Ser Lys Ala Ile Val Gly Gly Ala Lys Phe Ile Gly Asn Ser Tyr Val
1185 1180 1195 1200

Lys Ala Gly Gln Asn Thr Lsu Tyr Lys Met Rrg Trp Asn Fro Ala His
1205 1214 1215

Fro Gly Thr His Gln Tyr Ala Thr Asp Val Asp Trp &la Asn Ile Rsn
1220 1225 1230

Ala Lys Ile Ile Lys Gly Tyr Tyr hsp Lys Ile Gly Glu Val Gly Lys
1235 1240, 1245

Tyr Phe Asp Ile Pro Gln Tyr Lys
1250 1255

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> enlazador
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<400> 47

<210> 48

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> enlazador

<400> 48

<210> 49

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> enlazador

<400> 49

<210> 50

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

1

Gly Ser Gly Gly Gly Gly

Ala Ser Gly Gly Gly Ser

1

1

ES 2626416 T3

<223> Secuencia que codifica la SEQ ID NO: 49

<400> 50
gctagcggtg gcggatce 18

<210> 51

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> marcador de hexahistidina

<400> 51

<210> 52

<211> 207

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 52

His His His His His His

1

106

5

5

Gly Ser Gly Ser Gly Gly Gly Gly
5

3
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Met Ala Met Ile Lys Met Ser Pro Glu Glu Ile Rrg Ala Lys Ser Gln

Ser Tyr Gly Gln Gly Ser Asp Gln Ile Arg Gln Ile Leu Ser Asp Leu

z0 25 in

Thr Arg Ala Gln Gly Glu Ile Ala Ala Asn Trp Glu Gly Gln Ala Phe
35 40 45

Ser Arg Phe Glu Glu Gln Phe Gln Gln Leu Ser Pro
=0 55 &0

Lys Val Glu Lys

Phe Rla Gln Leu Leu Glu Glu Ile Lys Gln Gln Leu Asn Ser Thr Ala
£ ] 75 a0
EZsp Ala

Val Gln Glu Gln Asp Gln Gln Lew Ser Asn Asn Phe Gly Leu

B85 30 95
Gln Ala Ser Gly Gly Gly Ser Mei Gly Gly Tvr
140 105

Lys Gly Ile
110

Lys Ala

Bsp Gly Gly Lys Val Asp Glo Ala
115 120

Lys Gln Leu &la Ala

125

Lys Thr Ala

Ile Glu Ala Cy= Gln
135

Gln Thr Gln Gln Leu Ala Glu Tyr
140

Lys Asp
130

Lys

Ile Glu Gly Val

145

Ser Asp Trp Glu Gly Gln
150

Fhe Ala fsn Lys
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Lys Asp
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Val Leu Leu

Fhe Gln Glu Glu

Lo

Leu Val Gla Fro Met

175

Ile Met Ala Lys
165
Leu

Ala Asp His Gin Lys Rla

180

Ser Gln Asn Leu Ala Lys
180

Ile Asp Asn
185
Ila

Tyr asp Thr Ser

133

Leu Lys Gln Gly Leu Asp Arg Val Asn

200 205

<210> 53

<211> 618

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 53

atggoaatga
gogkbcagacs
gegaacktggy
aaagtagaaa
gabtgooghic
ggcggatocg
caattagcgg
getgagtata
Ltactcatta
gecaattgata
cttgataggg

tLaagatgag
aaabcogtoca
aaggtcaagoe
aatbcCgeoaca
aagAAcAAga
gtggatacaa
Caaanacagc
togaaggbag
Lggoaaaghe
acttaagbea
Cgaacocca

Eocagaggaa
aabtbbbatck
tttcaqccgt
attattagaa
codacaactt
aggtactaaa
taaagatatt
tgatigggaa
Laagaagaa
aaatctageg

atcagaqgcaa
gatttaacac
ttogaagage
Jaaattaaac
totaataatt
gcagatggtg
gaagcatgto
ggacagtiog
ttagtacaac
aaatacgata

aatcgcaakte
Jgtgcacaaqg
aattccaaca
aacaattgaa
tocggttogea
goaaggttga
azaagcaaac
ccaataaggt
cgatggotga
cattatcaat

ttacgggcaa
tgaaattgeca
acttagtoct
tagcactgct
agctagcggt
tcaagogaas
goaacagetc
gaaagatgtg
ccatcaazaa
taagcaaggg

<210> 54
<211> 207

107

)

1240
1840
240
3040
dad
4z0
480
540
&00
6lE



<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 54
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de preparaciéon de una composicién inmunogénica que comprende un polisacarido capsular de
S.aureus de tipo 5 conjugado con una molécula de vehiculo y un polisacarido capsular de S.aureus de tipo 8
conjugado con una molécula de vehiculo, comprendiendo dicho procedimiento:

(a) un procedimiento de purificaciéon de polisacarido capsular de células de S.aureus de tipo 5 que comprende
una etapa de liberacién de polisacarido capsular a partir de las células mediante tratamiento de las células con
acido, en el que las células estan en la forma de una pasta celular himeda o estan suspendidas en un medio
acuoso, Yy la masa molecular del polisacarido purificado esta entre 2-3500 kDa;

(b) conjugacion del polisacarido capsular con una molécula de vehiculo para preparar un conjugado; y

(c) mezclar el conjugado con un polisacarido capsular de S.aureus de tipo 8 conjugado con una molécula de
vehiculo.

2. Un procedimiento de preparacion de una composicion inmunogénica que comprende un polisacarido capsular de
S.aureus de tipo 8 conjugado con una molécula de vehiculo y un polisacarido capsular de S.aureus de tipo 5
conjugado con una molécula de vehiculo, comprendiendo dicho procedimiento:

(a) un procedimiento de purificacion de polisacarido capsular a partir de células de S.aureus de tipo 8 que
comprende una etapa de liberacion del polisacarido capsular a partir de las células mediante tratamiento con
acido de las células, en el que las células estan en la forma de una pasta celular himeda o estan suspendidas en
un medio acuoso, y la masa molecular del polisacarido purificado esta entre 2-3500 kDa;

(b) conjugacion del polisacarido capsular con una molécula de vehiculo para preparar un conjugado; y

(c) mezclar el conjugado con un polisacarido capsular de S.aureus de tipo 5 conjugado con una molécula de
vehiculo.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que (i) el tratamiento con acido se lleva a cabo
usando acido acético y/o (ii) el procedimiento comprende adicionalmente una etapa de neutralizacion.

4. El procedimiento segun cualquier reivindicacion anterior, en el que el procedimiento ademas comprende una
etapa de centrifugacion de las células y recoleccion del sobrenadante que contiene polisacarido.

5. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el procedimiento de la etapa (a)
comprende adicionalmente una etapa de tratamiento del polisacarido capsular con DNasa y/o RNasa.

6. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el procedimiento de la etapa (a)
comprende adicionalmente una etapa de tratamiento del polisacarido capsular con mutanolisina.

7. El procedimiento seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el procedimiento de la etapa (a)
comprende adicionalmente:

(a) una etapa de diafiltracion;

(b) una etapa de cromatografia de intercambio anionico;
(c) una etapa de filtracion en gel; y/o

(d) una etapa de concentracion del polisacarido.

8. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que el procedimiento de la etapa (a)
comprende adicionalmente:

(a) una etapa de despolimerizacién del polisacarido purificado para formar un oligosacarido; y/o
(b) una etapa de filtracion estéril.

9. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que el procedimiento de la etapa (a)
proporciona una composicion que comprende:

(a) el polisacarido y un nivel de contaminacion de peptidoglicano que es menor del 5 % en peso de
peptidoglicano en relacion con el peso total del polisacarido; y/o

(b) el polisacarido y un nivel de contaminacién de proteina que es menor del 5 % en peso de proteina en
relacion con el peso total del polisacarido.

10. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que el procedimiento de la etapa (a)
proporciona una composicion que comprende el polisacarido y un nivel de contaminacion de acido nucleico que es
menor del 1 % en peso de acido nucleico en relacion con el peso total del polisacarido.

11. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, que comprende adicionalmente incluir en la
composicion uno o mas antigeno(s) de proteina de S.aureus seleccionados del grupo que consiste en un antigeno
clfA; un antigeno clfB; un antigeno sdrE2; un antigeno sdrC, un antigeno sasF; un antigeno emp; un antigeno sdrD;
un antigeno spa; un antigeno esaC; un antigeno esxA; un antigeno esxB; un antigeno sta006; un antigeno isdC; un
antigeno Hla; un antigeno sta011; un antigeno isdA; un antigeno isdB; y un antigeno sta073.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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