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DESCRIPCION

Anticuerpo monoclonal humano contra la toxina alfa derivada de S. aureus y su uso en el tratamiento o prevencion
de la formacion de abscesos

La presente invencién se relaciona con un anticuerpo monoclonal humano especifico para la toxina alfa de S.
aureus, un hibridoma que lo produce, acidos nucleicos que lo codifican y células huésped transfectadas con él.

Ademas, la presente invencién se refiere a métodos para producir dicho anticuerpo monoclonal. Adicionalmente, la
presente invencion se relaciona con composiciones farmacéuticas que comprenden al menos un anticuerpo o al
menos un acido nucleico que codifica dicho anticuerpo. Ademas, la presente invencion se relaciona con el uso de
dicho anticuerpo monoclonal para tratar o prevenir la formacién de abscesos.

Staphylococcus aureus (S. aureus) es una bacteria facultativa anaerdbica, gram positiva y esférica considerada
como un patégeno oportunista. S. aureus comunmente coloniza la nariz, la piel y las superficies mucosas del tracto
gastrointestinal de humanos sanos. Aproximadamente el 20-30% de la poblacion esta colonizada por S. aureus en
cualquier momento dado. Estas bacterias a menudo causan infecciones menores, como granos y fordnculos en
personas sanas. Normalmente, las barreras de la mucosa y la epidermis (piel) protegen contra las infecciones por S.
aureus. La interrupcion de estas barreras naturales como resultado de lesiones, como quemaduras, traumas o
procedimientos quirdrgicos, aumenta drasticamente el riesgo de infeccion y puede causar infecciones graves y/o
sistémicas. Enfermedades que comprometen el sistema inmune (por ejemplo, diabetes, enfermedad renal en etapa
terminal, cancer, SIDA y otras infecciones virales), pero también terapias inmunosupresoras, por ejemplo, como las
terapias de radiacion, quimioterapia y trasplante, aumentan el riesgo de infeccion. Las infecciones oportunistas por
S. aureus pueden volverse bastante graves, causando endocarditis, bacteriemia, osteomielitis y formacion de
abscesos, lo que puede ocasionar morbilidad o mortalidad graves. Las infecciones por S. aureus pueden dividirse en
una infeccion localizada, como neumonia, y en infecciones por S. aureus clinicamente mas complejas, como
infecciones de la corriente sanguinea y formacion de abscesos causados por la siembra de 6rganos a distancia.

S. aureus es una de las principales causas en todo el mundo de infecciones del torrente sanguineo, la piel, los
tejidos blandos y del tracto respiratorio inferior. Las frecuencias de las infecciones tanto nosocomiales como
adquiridas en la comunidad han aumentado constantemente a lo largo de los afios. Ademas, el tratamiento de estas
infecciones se ha vuelto mas desafiante debido a la aparicion de cepas resistentes a multiples farmacos. En paises
desarrollados como los Estados Unidos, la resistencia a los antibidticos B-lactamicos en cepas de S. aureus
resistentes a la meticilina (MRSA) es un problema importante en los hospitales y otros entornos sanitarios. En
particular, la rata de incidencia de todas las infecciones invasivas por MRSA, incluidos los que se producen fuera de
los hospitales, es alta en comparacion con otros patégenos bacterianos y el 20% de estas infecciones producen la
muerte. Ademas, la aparicion de resistencia adquirida a la vancomicina limitd ain mas las opciones de tratamiento
para infecciones severas por S. aureus.

S. aureus tiene un arsenal diverso de factores de virulencia que contribuyen a la patogénesis de la enfermedad.
Estos pueden subdividirse ampliamente en proteinas secretadas superficiales y extracelulares. Las proteinas de
superficie incluyen componentes estructurales de la pared celular bacteriana, tales como peptidoglicano y acido
lipoteicoico, y proteinas de superficie expresadas preferentemente durante el crecimiento exponencial, que incluyen
la proteina A, la proteina de enlace a fibronectina y el factor de aglutinacion. Las proteinas secretadas generalmente
se expulsan de las células bacterianas durante la fase estacionaria del crecimiento bacteriano e incluyen varias
toxinas, como la toxina alfa (también conocida como hemolisina alfa), la enterotoxina B, las leucocidinas (incluida la
leucocidina PVL de Panton-Valentine), la lipasa y la proteasa V8. Sin embargo, a pesar del amplio conocimiento
sobre las propiedades bioquimicas y moleculares de estas toxinas, el papel preciso de las toxinas en la patogénesis
de las infecciones por S. aureus no se comprende del todo.

La evidencia experimental y los datos epidemioldgicos han sugerido que, entre otras citotoxinas, la toxina alfa puede
estar involucrada en la patogenia de la neumonia (Mc Elroy et al, 1999). Se cree que la toxina alfa se une a los
receptores de superficie de las células sensibles del huésped y, por lo tanto, se adhiere a la superficie de la célula.

Este evento promueve la oligomerizacion de toxinas en un preporo heptamérico y la insercion de una estructura de
barril B con un diametro de poro de 2 nm en la membrana plasmatica. La formaciéon del poro esta causando la
pérdida de la integridad de la membrana, desestabilizando las células y conduciendo finalmente a la apoptosis y a la
lisis celular. En particular, los linfocitos, los macréfagos, las células epiteliales alveolares, el endotelio pulmonar y los
eritrocitos son sensibles a la formacion de poros por la toxina alfa; sin embargo, los granulocitos y fibroblastos
parecen resistentes a la lisis (McElroy et al., 1999).

El papel exacto de la toxina alfa en la respuesta inflamatoria y la induccién de la respuesta inmune innata a las
infecciones bacterianas no se conocen por completo. S. aureus expresa una serie de otros factores de virulencia y
hasta la fecha la contribuciéon de cada factor de virulencia a la manifestacion de la enfermedad no se comprende
completamente y plantea un desafio para el desarrollo de la profilaxis y el tratamiento de la infeccién clinicamente
compleja por S. aureus.
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Se sabe que la toxina alfa es uno de los factores de virulencia para el establecimiento de infecciones por S. aureus
en el huésped y una serie de estudios han resaltado la importancia de la toxina alfa en la enfermedad. Por ejemplo,
la instilacion de la toxina alfa purificada en tejido de pulmon de conejo o rata desencadena una fuga vascular e
hipertension pulmonar, que se ha atribuido a la liberacion de diferentes moléculas de sefializacién (por ejemplo,
fosfatidil inositol, 6xido nitrico, prostanoides y tromboxano A). En la literatura se ha demostrado que la inmunidad
anti toxina alfa protege contra los efectos perjudiciales de la toxina, pero el disefio de vacunas contra la toxina alfa
sigue siendo un desafio significativo.

Wardenburg y Schneewind (2008) demostraron que la gravedad de la enfermedad pulmonar en ratones se
correlaciona con los niveles de toxina alfa producidos por un aislado de S. aureus en particular. Ademas, los autores
demostraron que la inmunizacién contra una variante de toxina alfa no formadora de poros inducia inmunidad a la
neumonia causada por S. aureus. Estos hallazgos son consistentes con un estudio del mismo grupo que demuestra
que la toxina alfa es importante para la patogenia de la neumonia CA-MRSA (S. aureus resistente a la meticilina
asociada a la comunidad). En otro contexto, los autores demostraron que los anticuerpos contra la toxina alfa
también protegian las células epiteliales de los pulmones humanos de la lisis inducida por S. aureus (Wardenburg y
Schneewind (2008)).

Aunque estos resultados indican que la toxina alfa contribuye a la destruccion del tejido pulmonar, ain no esta claro
si la muerte de los animales en los experimentos descritos anteriormente resulté de la destruccién directa de las
células pulmonares por la toxina, de una respuesta inflamatoria excesiva o de ambas. La transferencia pasiva de
anticuerpos anti toxina alfa redujo significativamente los niveles circulantes de interleucina 13, una citocina conocida
por acompafar a la lesion pulmonar aguda. Por lo tanto, es razonable concluir que la respuesta inflamatoria puede
contribuir al dafio pulmonar mediado por la toxina alfa.

Durante una infeccion localizada como la neumonia en humanos, aproximadamente el 40% de los pacientes con
neumonia por S. aureus desarrollan infecciones en el torrente sanguineo y enfermedad diseminada. La diseminacion
de la infeccion bacteriana puede conducir a la infeccion del torrente sanguineo y a la siembra de 6rganos a
distancia. La infeccién del torrente sanguineo puede conducir a una septicemia, una complicaciéon que progresa
rapidamente y con frecuencia mortal de las infecciones por S. aureus.

La diseminacion de una infeccién por S. aureus también se ve cominmente en modelos animales de pneumonia por
S. aureus, nuevamente con aproximadamente el 40% de los animales desarrollando bacteriemia diseminada debido
a dafio tisular y diseminacion de la infeccion a través de capas epiteliales en el torrente sanguineo y tejido linfatico.

Sin embargo, la diseminacién depende en gran medida de los antecedentes genéticos de la cepa animal utilizada y
del potencial del sistema inmune innato, como la activacion de neutréfilos, para controlar el crecimiento. Por ejemplo,
los animales C57B/L con los neutrdfilos agotados son altamente susceptibles a las infecciones renales con S.
aureus, mientras que los animales inmunocompetentes son resistentes a las infecciones. Por el contrario, los
animales A/J eran muy susceptibles, principalmente debido al retraso en el reclutamiento de neutrdfilos al rifidn (von
Kockritz-Blickwede, 2008).

Aunque los datos sobre la estructura y la funcion de las proteinas de S. aureus se volvieron mas exhaustivos, el
desarrollo de una vacuna efectiva sigue siendo un desafio.

Se hizo un intento para conferir inmunidad de manera segura a la toxina alfa y a la bacteria S. aureus mediante el
uso de composiciones que comprenden una combinaciéon de anticuerpos que se enlazan especificamente a un
antigeno de toxina alfa de S. aureus y anticuerpos que se enlazan especificamente a otro antigeno bacteriano (WO
2007/145689). Estas composiciones, aunque comprenden cantidades de anticuerpo que no son eficaces por si
mismas, neutralizan sin embargo la infeccién y/o proporcionan proteccion contra la infeccién mediante la actividad
sinérgica de la combinacion de anticuerpos.

La eficacia protectora de dicha combinaciéon de anticuerpos opsoénicos y neutralizantes de la toxina de S. aureus a
las 72 horas después de la exposicidon a bacterias con un aislado de S. aureus se demuestra en comparacion con el
efecto protector de la inmunizacién con anticuerpos neutralizantes y solo opsonicos. La combinacion de los
anticuerpos opsonicos y neutralizantes de toxinas demostré un efecto protector en la prevencion de la infeccion de la
piel y los tejidos blandos y la siembra de 6rganos. Sin embargo, el anticuerpo neutralizante anti toxina alfa divulgado
por la propia solicitud de patente no es suficiente para evitar la siembra/formacién de abscesos en organos o para
neutralizar la infeccion.

Heveker et al. (1994a, 1994b) realizaron un intento adicional que describe la neutralizacion de anticuerpos
monoclonales murinos y humanos dirigidos contra la toxina alfa de S. aureus. El anticuerpo monoclonal humano del
subtipo IgG/lambda se caracteriza por secuencia y muestra neutralizacion.

El hibridoma humano productor de anticuerpo anti toxina alfa descrito por Heveker (1994a) se aislé usando

leucocitos de sangre periférica de un voluntario sano previamente inmunizado con una vacuna de prueba de toxoide
alfa de S. aureus. Mientras que el alfa toxoide utilizado en el estudio Heveker representa una toxina alfa
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quimicamente modificada, se puede suponer que la modificacion hace que los determinantes antigénicos sean
menos inmunogénicos o incluso no inmunogénicos y, como tal, el enfoque no podria producir una inmunidad
igualmente efectiva, como se demostrd para otras toxinas bacterianas, como la toxina del célera, donde las vacunas
con toxoide estimulaban anticuerpos anti toxinas que no confieren inmunidad a las infecciones (Levine (1983)).

Se han identificado diversos factores en la literatura como factores de virulencia criticos para la formacién de
abscesos, como toxinas, peptidoglicanos, factores extracelulares y enzimas. Un posible papel de la toxina alfa en la
formacién de abscesos fue postulado por Kapral et al. (1980). Se informa que la toxina alfa se acumula de forma
dramatica en los abscesos tras la maduracion de los abscesos, aunque no se pudo demostrar que la toxina alfa sea
necesaria para la formacion de abscesos. Una segunda publicacion de Adlam et al (1977) negd un papel clave en la
formacién de abscesos para las toxinas alfa. Los autores demostraron que la toxina alfa desempefia un papel clave
en la diseminacion de la forma hemorragica de la mastitis de conejo mama azul vista en brotes naturales.

Reprodujeron el cuadro clinico en el laboratorio con dos cepas de estafilocdcos no relacionadas. Un alto titulo anti
toxina alfa circulante confirié proteccién contra esta forma letal de mastitis. Por lo tanto, el titulo de neutralizacion
podria prevenir el desenlace fatal modificando el cuadro clinico a la condicién de absceso menos grave. Sin
embargo, la neutralizacion de la toxina alfa no afectd/evit6 la formacion de abscesos en conejos. En una publicacion
mas reciente, Kielian et al (2001) investigaron el papel de la toxina alfa en la formacién de abscesos cerebrales en
un modelo de raton. Experimentalmente, los autores implantaron cepas de S. aureus de tipo salvaje y mutante de las
mismas en el tejido cerebral del l16bulo frontal y evaluaron la capacidad de inducir abscesos cerebrales de cada
cepa. Los autores usaron cepas mutantes en loci relevantes para la expresion de factores de virulencia conocidos,
por ejemplo, mutantes en el locus sarA y el locus agr, ambos involucrados en la regulacién global de importantes
factores de virulencia. Como la toxina alfa esta bajo el control del sistema regulador sarA/agr, los autores también
incluyeron una cepa mutante de toxina alfa en sus experimentos. Los datos experimentales demostraron que la
replicacion de cepas bacterianas mutantes para la toxina alfa o el locus sarA/agr redujo la virulencia tras la inyeccion
de células bacterianas en el craneo en comparacion con su cepa control isogénica RN6390, lo que resulta en un
menor numero de bacterias y pequefios focos inflamatorios en los cerebros de los animales a detectar, en
comparacion con los grandes abscesos bien formados en los ratones que reciben la cepa isogénica. Sin embargo,
las cepas mutantes no fueron completamente avirulentas en el modelo de absceso cerebral experimental y no se
puede descartar que el factor o factores adicionales ademas de la toxina alfa desempefien papel o papeles criticos
en la formacion de abscesos cerebrales.

El papel de la toxina alfa en la formacién de abscesos se evalud en otro entorno experimental segun lo descrito por
Schwan et al (2003) en un analisis de modelos locales de infeccion por S. aureus sistémicos y formadores de
abscesos. Los autores notaron que las cepas no hemoliticas de S. aureus se volvieron mas abundantes a medida
que pasaba el tiempo en los modelos de absceso y herida de murino, pero no dentro de los tejidos de 6rganos
asociados con infecciones sistémicas. Por ejemplo, en una infeccién mixta utilizando todas las variantes de la cepa
RN6390 de S. aureus (hiperhemolitica, hemolitica y no hemolitica) en el modelo de absceso, el grupo
hiperhemolitico disminuyd notablemente el dia 7 después de la infeccion, mientras que la poblacién no hemolitica
aumento significativamente. La secuenciacion de varios de los mutantes marcados con la firma indicé mutaciones en
el gen agrC o dentro de la region intergénica agrA-agrC, lo que dio como resultado la reduccion tanto de la actividad
de la toxina alfa como de la toxina delta. Analizando cepas mutantes especificas para la actividad agr (agr-) y toxina
alfa (hla-) en modelos de infeccidn por abscesos, heridas y sistémicos, la cepa mutante agr y la cepa mutante hla no
mostraron diferencias en los recuentos bacterianos en abscesos murinos en el dia 4 en comparacion con las cepas
de tipo salvaje originales (RN6390). Lo mismo se mantuvo cierto para las infecciones locales (modelo de herida),
mientras que en el modelo sistémico de infeccidon se produjo un aclaramiento considerable de la cepa mutante hla 'y
la cepa mutante agr. El resultado indic6é claramente la importancia de la toxina alfa en las infecciones sistémicas,
pero no en las infecciones locales ni en la formacién de abscesos. De hecho, las infecciones mixtas con el hla-
mutante y las cepas de tipo salvaje en el modelo de absceso mostraron una ligera ventaja dada a la poblacion de
mutantes hla sobre la cepa de tipo salvaje. Los autores incluso llegaron a la conclusion de que las mutaciones agr
causan reducciones en la expresion de toxinas alfa y delta, que a su vez contribuyeron a una ventaja de crecimiento
de este grupo de agr mutantes dentro de una poblacién mixta de células de S. aureus que viven en abscesos y
heridas. Los resultados aparentemente contradicen los resultados descritos por Kielian et al, donde la falta de
produccion de toxina alfa redujo la virulencia bacteriana. Por lo tanto, el papel de la toxina alfa en la formacion de
abscesos no esta claro.

En general, no hay evidencia que apunte a un solo factor de virulencia como el principal impulsor en la formacion de
abscesos. Como tal la investigacion se centro en la presencia de factores adicionales no completamente controlados
por S. aureus, tales como factores ambientales, o se le dieron motivos estructurales como el factor clave comun en
la formacién de abscesos. Por ejemplo, los datos mas recientes con respecto a los factores de virulencia que afectan
la formacién de abscesos apuntan a los efectos de los iones metalicos bivalentes no quelados, como Mn™ y Ca*™ en
la formacion de abscesos y el crecimiento bacteriano dentro de los abscesos. La quelacion de iones metalicos en
animales inhibio la formacién de abscesos hepaticos e inhibié el crecimiento de S. aureus en abscesos (Corbin
2008). Por otro lado Tzianabos et al. (2001) plantearon la hipotesis de que un organismo como S. aureus requiere
factores de virulencia presentes en la célula bacteriana para establecer estructuras patoldgicas tales como abscesos
en el tejido. Demostraron que las cepas altamente asociadas con casos clinicos de abscesos pueden poseer uno o
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mas polisacaridos asociados a la pared celular con un motivo de carga zwitteriénica (un compuesto quimico que
lleva una carga neta total de 0, por lo tanto eléctricamente neutro pero con cargas positivas y negativas formales en
atomos diferentes). En ausencia del motivo de carga zwitterionica, no se pudo observar la formacién de abscesos.

Los autores concluyeron que estos polimeros de polisacaridos pueden modular la induccion del absceso por este
organismo. Ademas, presentaron datos confirmatorios no solo para los polisacaridos centrales CP5 y CP8 sino
también para el acido lipoteicoico (LTA), un factor de virulencia adicional bien caracterizado dentro de la pared
celular. Identificaron un motivo de carga zwitteridnica dentro del LTA también y, por lo tanto, generalizaron su
hipotesis de formacion de abscesos a la presencia de un motivo de carga zwitteridonica en cualquier factor de
virulencia crucial para la formacion de abscesos.

En base a los resultados que indican que diversos factores contribuyen a la formacion de abscesos mediados por S.
aureus, una persona experta en la técnica no esperaria que la neutralizacién de un unico factor impidiera la
formacion de abscesos.

Por lo tanto, un objeto de la invencién es la provision de medios y métodos para la profilaxis y la terapia de la
infeccion clinicamente compleja por S. aureus, tal como la formacién de abscesos.

Por consiguiente, un problema técnico que subyace a la presente invencion es proporcionar un anticuerpo
monoclonal especifico para la toxina alfa derivado de S. aureus, en el que el anticuerpo tiene capacidad protectora in
vivo, contra la infeccidon de S. aureus clinicamente compleja, tal como la formacién de abscesos.

El problema técnico se resuelve con los anticuerpos monoclonales como se define a continuacion.

La presente invencion proporciona un anticuerpo monoclonal especifico para toxina alfa de S. aureus, en la que la
region variable de la cadena ligera del anticuerpo comprende la SEQ ID NO:1 en la regiéon CDR1, la SEQ ID NO:2
en la regién CDR2 y la SEQ ID NO:3 en la regién CDRS3, y en el que la regién variable de la cadena pesada del
anticuerpo comprende la SEQ ID NO:4 en la region CDR1, la SEQ ID NO:5 en la region CDR2 y la SEQ ID NO:6 en
la region CDR3, o un fragmento o muteina de la misma capaz de enlazarse a la toxina alfa de S. aureus, en el que el
fragmento es un fragmento Fab o F(ab'); o una mezcla de los mismos; y en el que la muteina no tiene mas de 5
sustituciones conservativas, en el que una sustitucion conservativa es la sustitucién de un aminoacido perteneciente
a un grupo fisicoquimico particular con un aminoacido que pertenece al mismo grupo fisicoquimico, en el que el
anticuerpo es capaz de prevenir la formacién de abscesos causados por una infeccién por S. aureus.

La presente invencién proporciona ademas un anticuerpo monoclonal especifico para la toxina alfa de S. aureus, en
el que la region variable de la cadena ligera del anticuerpo tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID NO:7 y
la region variable de la cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:8, o un fragmento Fab o
F(ab')2 de la misma capaz de enlazarse a la toxina alfa de S. aureus, o una variante de dicho anticuerpo capaz de
enlazarse a la toxina alfa de S. aureus, en la que la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena
ligera de dicha variante del anticuerpo es idéntica al menos en un 95% a la SEC ID NO:7 y la secuencia de
aminoacidos de la region variable de la cadena pesada de dicha variante del anticuerpo es idéntica al menos en un
95% a la SEQ ID NO:8, en la que el anticuerpo es capaz de prevenir la formaciéon de un absceso causado por una
infeccion por S. aureus.

Aqui se divulga un anticuerpo monoclonal denominado 243-4 especifico para la toxina alfa de S. aureus, en el que la
region variable de la cadena ligera del anticuerpo comprende al menos una de la SEQ ID NO:1 en la regiéon CDR1,
la SEQ ID NO:2 en la region CDR2 y la SEQ ID NO:3 en la region CDRS3, y en el que la region variable de la cadena
pesada del anticuerpo comprende al menos una de la SEQ ID NO:4 en la regién CDR1, la SEQ ID NO:5 en la region
CDR2 y la SEC ID NO:6 en la regién CDR3, o un fragmento o muteina de la misma capaz de enlazar a la toxina alfa
de S. aureus, en el que la muteina del anticuerpo monoclonal lleva al menos una sustitucién conservativa en una
cualquiera de las regiones CDR en la cadena pesada o ligera.

Se divulga adicionalmente aqui un anticuerpo monoclonal humano, especifico para la toxina alfa de S. aureus en el
que la region variable de la cadena ligera del anticuerpo comprende la SEC ID NO:1 en la region CDR1, la SEC ID
NO:2 en la region CDR2 y la SEQ ID NO:3 en la region CDRS, y en el que la region variable de la cadena pesada
del anticuerpo comprende la SEQ ID NO:4 en la regiéon CDR1, la SEQ ID NO:5 en la regién CDR2 y la SEQ ID NO:6
en la region CDR3; o un fragmento o muteina del mismo capaz de enlazar la toxina alfa del S. aureus en el que la
muteina del anticuerpo monoclonal lleva al menos una sustitucion conservativa en una cualquiera de las regiones
CDR en la cadena pesada o ligera.

Sorprendentemente, se ha encontrado que los anticuerpos monoclonales de acuerdo con la invencion exhiben una
alta capacidad protectora contra la formacién de abscesos. La prevencion de la formacién de abscesos se ha
demostrado en un modelo de rifidn de ratdén mediante la administracion de un anticuerpo monoclonal humano
especifico de toxina alfa de acuerdo con la invencién. En base a la naturaleza de la toxina, es decir, que es una
proteina secretada en lugar de un componente asociado a la pared celular (polisacarido), cualquier efecto
bactericida directo, por ejemplo, la eliminacidn de la célula bacteriana o la funcién efectora indirecta relacionada con
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el sistema inmune, como la opsonofagocitosis mediada por el complemento, pueden descartarse y no explica la falta
de formacion de abscesos.

El término "anticuerpo monoclonal" como se usa aqui abarca cualquier anticuerpo monoclonal humano parcial o
totalmente independiente de la fuente a partir de la cual se obtiene el anticuerpo monoclonal. Se prefiere un
anticuerpo monoclonal completamente humano. Se prefiere la producciéon del anticuerpo monoclonal por un
hibridoma. El hibridoma puede ser un hibridoma de mamifero, tal como murino, bovino o humano. Un hibridoma
preferido es de origen humano. El anticuerpo monoclonal también se puede obtener por ingenieria genética y en
particular injerto de CDR de los segmentos de CDR como se define en las reivindicaciones sobre anticuerpos
monoclonales disponibles reemplazando las regiones de CDR del anticuerpo de fondo con los segmentos de CDR
especificos como se define en las reivindicaciones.

El término "region CDR" significa la region determinante de complementariedad de un anticuerpo, es decir, la region
que determina la especificidad de un anticuerpo para un antigeno particular. Tres regiones CDR (CDR1 a CDR3)
tanto en la cadena ligera como en la pesada son responsables del enlace al antigeno.

Las posiciones de las regiones CDR dentro de la cadena pesada son las siguientes:

Los aminoacidos 26 a 33 de la region CDR1 dentro del exén V,
Los aminoacidos 51 a 58 de la region CDR2 dentro del exén Vy,
Los aminoacidos 97 a 110 de la region CDRS3 dentro del exén V.

Las posiciones de las regiones CDR son independientes de la clase de anticuerpo, es decir, IgM, IgA o IgG.
Las posiciones de la regién CDR dentro de la cadena ligera tipo lambda son las siguientes:

Los aminoacidos 26 a 33 de la region CDR1 dentro del exén VA,
Los aminoacidos 51 a 53 de la region CDR2 dentro del exén VA,
Los aminoacidos 90 a 101 de la region CDRS3 dentro del exén VA.

Las alineaciones de aminoacidos del exén Vy, Vy y VA pueden obtenerse de la base de datos V Base
(http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/share/textes/).

El término "fragmento” significa cualquier fragmento del anticuerpo capaz de enlazarse a la toxina alfa de S. aureus.

El fragmento tiene una longitud de al menos 10, preferiblemente 20, mas preferiblemente 50 aminoacidos. Se
prefiere ademas que el fragmento comprenda la region de enlace del anticuerpo. Se prefiere que el fragmento sea
un anticuerpo Fab, F(ab'),, de cadena simple o de dominio. El mas preferido es un fragmento Fab o F(ab'), o una
mezcla de los mismos. Los fragmentos de anticuerpos pueden estar glicosilados, por ejemplo, que contienen
unidades estructurales de carbohidratos en las regiones variables del anticuerpo.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona ademas un anticuerpo monoclonal como se define aqui, en el
que el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo Fab, F(ab'),, de cadena simple o de dominio.

El término "muteina" abarca cualquier muteina del anticuerpo monoclonal que difiere por la adicion, delecion y/o
sustitucién de al menos un aminoacido. Preferiblemente, la muteina del anticuerpo monoclonal lleva al menos una
sustitucion conservativa en cualquiera de las CDRs en la cadena pesada y/o cadena ligera como se indica en las
reivindicaciones. Mas preferiblemente, la muteina no tiene mas de 5, no mas de 4, preferiblemente no mas de 3,
particularmente preferido no mas de 2 sustituciones conservativas. La capacidad del fragmento o muteina del
anticuerpo para ser capaz de enlazarse a la toxina alfa de S. aureus se determina mediante ELISA directo como se
describe en la seccion de Ejemplo: la toxina alfa purificada se inmoviliza en la fase sélida de las placas de ELISA.

Los fragmentos de anticuerpo o las muteinas de los anticuerpos se incuban con la toxina alfa inmovilizada, y los
anticuerpos enlazados o las muteinas de los mismos se visualizan mediante un anticuerpo adecuado secundario
conjugado con enzima.

El término "sustitucion conservativa" significa un reemplazo de un aminoacido que pertenece a un grupo
fisicoquimico particular con un aminoacido que pertenece al mismo grupo fisicoquimico. Los grupos fisicoquimicos
se definen de la siguiente manera:

El grupo fisicoquimico de aminoacidos no polares comprende: glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina,
prolina, fenilalanina y triptéfano. El grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales polares no cargadas
comprende asparagina, glutamina, tirosina, cisteina y cistina. El grupo fisicoquimico de aminoacidos que tiene una
cadena lateral polar con carga positiva comprende lisina, arginina e histidina. El grupo fisicoquimico de aminoacidos
que tiene una cadena lateral polar con carga negativa comprende acido aspartico y acido glutamico, con sus aniones
carboxilato también denominados aspartato y glutamato.
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Se divulga adicionalmente aqui un anticuerpo monoclonal especifico para la toxina alfa de S. aureus, en el que la
region variable de la cadena ligera del anticuerpo tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID NO:7 y la region
variable de la cadena pesada tiene la secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO:8, o un fragmento de la misma
capaz de enlazarse a la toxina alfa de S. aureus, o una variante de dicho anticuerpo capaz de enlazarse a la toxina
alfa de S. aureus, en la que la secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo es
al menos 85% idéntica a la SEQ ID NO:7 y la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada
del anticuerpo es al menos 85% idéntica a la SEQ ID NO:8

El término "variante", como se usa aqui, se refiere a un polipéptido, en el que la secuencia de aminoacidos exhibe un
cierto grado de identidad con la secuencia de aminoacidos como se establece en la lista de secuencias.

El término "% de identidad" conocido por las personas experimentadas en la técnica designa el grado de relacion
entre dos o mas moléculas de polipéptido, que se determina mediante el acuerdo entre las secuencias. El porcentaje
de "identidad" se encuentra a partir del porcentaje de regiones idénticas en dos o mas secuencias, teniendo en
cuenta los intervalos u otras caracteristicas de secuencia.

El porcentaje de identidad de los polipéptidos mutuamente relacionados se puede determinar por medio de
procedimientos conocidos. Como regla general, se utilizan programas informaticos especiales con algoritmos que
tienen en cuenta los requisitos especiales. Los procedimientos preferidos para la determinacién de la identidad en
primer lugar generan la mayor concordancia entre las secuencias estudiadas. Los programas informaticos para la
determinacion de la identidad entre dos secuencias incluyen, pero no se limitan a, el paquete del programa GCG,
que incluye GAP (Devereux J et al., (1984); Genetics Computer Group, Universidad de Wisconsin, Madison (WI);
BLASTP , BLASTN y FASTA (Altschul S et al., (1990)). El programa BLAST X puede obtenerse del Centro Nacional
de Informaciéon Biotecnoldogica (NCBI) y de otras fuentes (BLAST Handbook, Altschul S et al., NCB NLM NIH
Bethesda MD 20894; Altschul S et al., 1990). El conocido algoritmo de Smith Waterman también puede usarse para
la determinacion del porcentaje de identidad.

Los parametros preferidos para la comparacion de secuencias incluyen los siguientes:

Algoritmo: Needleman S.B. y Wunsch, C.D. (1970)
Matriz de Comparacion: BLOSUM62 de Henikoff S. y Henikoff J.G. (1992)
Penalizacion de intervalo: 12

Penalizacién por longitud de intervalo: 2

El programa GAP también es adecuado para usar con los parametros anteriores. Los parametros anteriores son los
parametros estandar (parametros estandar) para las comparaciones de secuencias de aminoacidos, en las que los
intervalos en los extremos no disminuyen el valor de identidad. Con secuencias muy pequefias en comparacion con
la secuencia de referencia, puede ser ademas necesario aumentar el valor de expectativa hasta 100.000 y en
algunos casos reducir la longitud de palabra (tamafio de palabra) a 2.

Se pueden utilizar otros algoritmos modelo, penalizaciones por apertura de intervalo, penalizaciones por extension
de intervalo y matrices de comparacion, incluidas las mencionadas en el Manual del programa, Wisconsin Package,
Version 9, septiembre de 1997. La eleccion dependera de la comparacion que se realice y de si la comparacion se
realiza entre pares de secuencias, donde se prefiere GAP o Best Fit, o entre una secuencia y una base de datos de
secuencias grandes, donde se prefieren FASTA o BLAST. Un acuerdo del 85% determinado con los algoritmos
antes mencionados se describe como el 85% de identidad. Lo mismo aplica para grados mas altos de identidad.

En realizaciones preferidas, las variantes de acuerdo con la invencién tienen una identidad de 85% o mas,
preferiblemente 90% o mas, y mas preferiblemente 95% o mas.

De acuerdo con una realizaciéon preferida de la presente invencion, el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo
humano. El término "humano", como se usa aqui, significa que el anticuerpo monoclonal humano esta
sustancialmente libre de secuencias de aminoacidos de especies foraneas, preferiblemente el anticuerpo
monoclonal humano consiste enteramente en una secuencia de aminoacidos humanos.

La cadena ligera del anticuerpo monoclonal de acuerdo con la presente invencidon puede ser del tipo kappa o
lambda.

En una realizacion preferida de la invencion, la cadena ligera es del tipo lambda. La cadena ligera puede ser una
cadena natural que incluye un tipo de cadena ligera naturalmente reordenada, modificada genéticamente o sintética.
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La cadena pesada del anticuerpo monoclonal de la presente invencion se puede seleccionar de los isotipos IgM, IgA
o0 IgG, preferiblemente 1gG.

De acuerdo con una realizacion preferida adicional de la invencion, la cadena pesada del anticuerpo monoclonal es
del tipo IgG.

El término "capaz de enlazar" como se usa aqui se refiere al enlace que se produce entre un anticuerpo y su
antigeno reconocido al que se produjo el anticuerpo. Este tipo de enlace es enlace especifico en contraste con no
especifico que ocurre en ausencia del antigeno.

Los anticuerpos capaces de enlazar a la toxina alfa se preparan usando una tecnologia de hibridoma, en la que la
célula B es una célula B de mamifero, tal como murino, bovino o humano. Preferiblemente, la célula B es una célula
B humana. Alternativamente, el anticuerpo monoclonal capaz de enlazar a la toxina alfa se puede obtener mediante
injerto de CDR de las regiones CDR como se indica en las reivindicaciones sobre anticuerpos monoclonales
disponibles produciendo de este modo un anticuerpo monoclonal especifico para la toxina alfa de S. aureus de
acuerdo con la presente invencion.

En una realizacién adicional de la invencion, se proporciona un anticuerpo monoclonal capaz de enlazar la toxina
alfa de S. aureus, que puede obtenerse a partir de una célula B de mamifero, tal como murino, bovino o humano,
preferiblemente una célula B humana o un hibridoma obtenido por fusiéon de dicha célula B humana con una célula
de mieloma o heteromieloma.

En una realizacion adicional, la invencién proporciona un hibridoma capaz de producir el anticuerpo monoclonal
capaz de enlazar la toxina alfa de S. aureus como se define aqui.

El término "toxina alfa" como se usa aqui se refiere a una proteina bacteriana producida por S. aureus. La toxina alfa
sufre oligomerizacion en un preporo heptamérico después de enlazarse a la superficie celular de la célula huésped.
La formacion del poro es una causa principal de apoptosis y lisis celular. La capacidad del anticuerpo monoclonal
para enlazar tanto a las formas monoméricas como oligoméricas de la toxina alfa derivada de S. aureus es, por lo
tanto, de fundamental importancia para una proteccién potente.

El anticuerpo monoclonal de la invencidn es capaz de enlazar especificamente a formas monoméricas y
oligoméricas de toxina alfa de S. aureus. El anticuerpo monoclonal de la invencién o fragmento o muteina del mismo
es capaz de enlazarse especificamente a formas monoméricas u oligoméricas de toxina alfa de S. aureus o a
ambas.

El término "forma oligomérica" como se usa en este documento incluye una forma distinta a la forma monomeérica de
toxina alfa, tal como dimérica, trimérica, tetramérica, pentamera, hexamera, heptamérica, etc. o formas poliméricas,
tales como la forma heptamérica de preporo de la toxina alfa.

De acuerdo con una realizacion preferida adicional, el anticuerpo monoclonal de la invencién es terminalmente N,
internamente o terminalmente C modificado. Las modificaciones incluyen la di, oligo o polimerizacién de la forma
monomeérica, por ejemplo, mediante entrecruzamiento usando diciclohexilcarbodiimida. Los di, oligo o polimeros asi
producidos pueden separarse uno del otro mediante filtracion en gel. Las modificaciones adicionales incluyen
modificaciones de la cadena lateral, por ejemplo, modificaciones de residuos de g-amino-lisina, o modificaciones de
amino y carboxi terminal, respectivamente. Las modificaciones adicionales incluyen modificaciones
postraduccionales, por ejemplo, glicosilacion y/o desglicosilaciéon parcial o completa de la proteina y formacion de
enlaces disulfuro. El anticuerpo también puede conjugarse a un marcador, tal como un marcador enzimatico,
fluorescente o radioactivo. Preferiblemente, la modificacion se selecciona a partir de al menos uno de
oligomerizacion, glucosilacion o conjugacion a un farmaco o un marcador.

Ademas, la presente invencion proporciona acidos nucleicos que codifican la cadena pesada y la cadena ligera,
respectivamente, del anticuerpo monoclonal de la presente invencién. El acido nucleico puede ser un acido nucleico
de origen natural derivado de la linea germinal o de la reorganizacion que se produce en las células B,
alternativamente, los acidos nucleicos pueden ser sintéticos. Los acidos nucleicos sintéticos también incluyen acidos
nucleicos que tienen enlaces internucleosidicos modificados que incluyen fosfotioéster para aumentar la resistencia
de los acidos nucleicos a la degradacion. El acido nucleico puede modificarse por ingenieria genética o producirse
de forma completamente sintética mediante sintesis de nucleétidos.

La presente invencion proporciona un vector que comprende los acidos nucleicos que codifican la cadena ligera y la
cadena pesada del anticuerpo monoclonal de la invencion; preferiblemente, el vector también comprende un
promotor unido operativamente al acido nucleico para facilitar la expresion del mismo.

Aqui se divulgan vectores, que comprenden al menos un acido nucleico que codifica la cadena ligera del anticuerpo

monoclonal de la presente invencion y/o al menos un acido nucleico que codifica la cadena pesada del anticuerpo
monoclonal de la presente invencion. Los acidos nucleicos pueden estar presentes en el mismo vector o pueden
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estar presentes en forma de vectores binarios. El vector preferiblemente comprende el promotor unido
operativamente al acido nucleico para facilitar la expresion del acido nucleico que codifica la cadena ligera y/o la
cadena pesada. Preferiblemente, el vector también incluye un origen para replicacion y mantenimiento en una célula
huésped. El vector también puede comprender una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia sefial
ubicada en 5' del acido nucleico que codifica la cadena ligera o la cadena pesada. La secuencia sefial puede facilitar
la secrecion de la cadena codificada en el medio.

Preferiblemente, el vector se deriva de adenovirus, virus vaccinia, baculovirus, virus SV40, retrovirus, virus de
plantas o bacteriéfagos tales como derivados de lambda o M13. El vector particularmente preferido es un vector que
contiene las regiones constantes de cadenas pesadas de Ig humanas y cadenas ligeras humanas, tales como el
sistema de vector integrado para la expresion eucariota de inmunoglobulinas descrito por Persic et al., 1987.

Ademas, la presente invencion proporciona células huésped que comprenden el vector y/o el acido nucleico
adecuado para la expresion del vector. En la técnica, se conocen numerosos sistemas de expresion procariotas y
eucariotas en los que células huésped eucariotas tales como células de levadura, células de insecto, células de
plantas y células de mamifero, tales como células HEK293, células PerC6, células CHO, células COS o células
HELA y sus derivados son preferidos. Particularmente preferidas son las lineas celulares de produccién humana. Se
prefiere que las células huésped transfectadas secreten el anticuerpo producido en el medio de cultivo. Si se logra la
expresion intracelular, entonces la renaturalizacion se realiza de acuerdo con procedimientos estandar tales como
por ejemplo, los descritos por Benetti et al., 1998.

Los anticuerpos monoclonales humanos de acuerdo con la invencién se generan a partir de linfocitos de sangre de
un paciente convaleciente y, por lo tanto, da como resultado anticuerpos refinados y seleccionados de forma natural
con alta afinidad por la neutralizacion y proteccion eficaz contra infecciones.

La presente invencion también proporciona métodos para producir el anticuerpo monoclonal. En una realizacion, el
anticuerpo monoclonal se produce cultivando el hibridoma descrito anteriormente. El anticuerpo monoclonal
producido se secreta en el sobrenadante y se puede purificar a partir de él aplicando técnicas cromatograficas
convencionales.

Alternativamente, el anticuerpo monoclonal se produce mediante la célula huésped que comprende un vector de
acuerdo con la presente invencion y cultivando la célula huésped bajo condiciones adecuadas para la expresion
recombinante de la cadena de anticuerpo codificada. Preferiblemente, la célula huésped comprende al menos un
acido nucleico que codifica la cadena ligera y al menos un acido nucleico que codifica la cadena pesada y es capaz
de ensamblar el anticuerpo monoclonal de tal manera que se genera una estructura tridimensional que es
equivalente a la estructura tridimensional de un anticuerpo monoclonal producido por un mamifero, preferiblemente
una célula B humana. Si la cadena ligera se produce por separado de la cadena pesada, entonces ambas cadenas
pueden purificarse y posteriormente ensamblarse para producir un anticuerpo monoclonal que tiene esencialmente
la estructura tridimensional de un anticuerpo monoclonal producido por un mamifero, preferiblemente una célula B
humana.

El anticuerpo monoclonal también se puede obtener por expresion recombinante de la cadena ligera y/o pesada
codificada en la que el acido nucleico se produce aislando un acido nucleico que codifica un anticuerpo monoclonal
de manera conocida e injertando la secuencia de acido nucleico que codifica las CDRs como se define en las
reivindicaciones sobre el acido nucleico aislado.

La presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende al menos un anticuerpo
monoclonal o los acidos nucleicos de la invencion como se define aqui y un portador o ingrediente
farmacéuticamente aceptable.

Se divulgan adicionalmente aqui composiciones farmacéuticas que comprenden al menos un anticuerpo monoclonal
y/o al menos un acido nucleico que codifica una cadena ligera y/o pesada del anticuerpo monoclonal.

La composicion farmacéutica puede comprender ademas farmacos antibiéticos tales como estreptomicina, penicilina
y vancomicina, etc., preferiblemente acoplados al anticuerpo monoclonal de la invencion.

Las composiciones farmacéuticas comprenden el anticuerpo monoclonal en un intervalo de dosificacién de 0,1 a 100
mg/kg de peso corporal.

Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar de cualquier manera conocida tal como administracion
intravenosa, intramuscular, intradérmica, subcutanea, intraperitoneal, tdpica, intranasal, o como aerosol por
inhalacion.

En una realizacion preferida de la invencién, las composiciones farmacéuticas se usan para la profilaxis o el

tratamiento de la formacion de abscesos, en donde la formacion de abscesos es causada por una infeccion por S.
aureus en un 6rgano de un paciente mamifero, tales como ganado, cerdo, gatos, perros, caballos, humanos. En una
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realizacion preferida de la invencion, las composiciones farmacéuticas se aplican a pacientes humanos. Ademas, la
infeccion por S. aureus a tratar con la composicion farmacéutica de la invencién puede ser, por ejemplo, una
infeccion de la mama, tal como mastitis.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona un anticuerpo monoclonal o el acido nucleico que codifica la
region variable de la cadena ligera y la cadena pesada como se define aqui para usar en la profilaxis o tratamiento
de una formacion de abscesos en un érgano en un paciente mamifero, preferiblemente humano.

Las composiciones farmacéuticas, el anticuerpo monoclonal o el acido nucleico que codifica la region variable de la
cadena ligera o la cadena pesada como se define aqui se aplican para la profilaxis o tratamiento de una formacion
de absceso en un 6rgano, tal como rifién, corazén, higado, vesicula biliar, pancreas, intestino delgado, intestino
grueso, pulmén, cerebro, piel, 0jo, tejido linfatico o bazo. En una realizacion preferida de la invencion, el absceso a
tratar es un absceso abdominal. En consecuencia, el érgano abdominal que se tratara es el higado, la vesicula biliar,
el bazo, el pancreas, el intestino delgado, los rifiones y el intestino grueso.

El término "formacion de abscesos" como se usa aqui se refiere a la formacion de un absceso en un érgano, como
rifdn, corazon, higado, vesicula biliar, pancreas, intestino delgado, intestino grueso, pulmon, cerebro, piel, ojo, tejido
linfatico o bazo. El término "absceso" como se usa aqui significa una recopilacion de pus que se ha acumulado en
una cavidad formada por el tejido sobre la base de un proceso infeccioso (generalmente causado por bacterias o
parasitos). Las toxinas liberadas por estas bacterias multiplicadoras destruyen las células y desencadenan una
respuesta inflamatoria, que atrae grandes cantidades de glébulos blancos al area y aumenta el flujo sanguineo
regional. Estos leucocitos descomponen los tejidos muertos y absorben las bacterias por medio de la fagocitosis. El
pus espeso verde o amarillento se forma a partir de los tejidos descompuestos, las bacterias muertas y los
leucocitos, y el fluido extracelular que se ha acumulado. Un absceso se caracteriza por la encapsulacion de una
pared de absceso que esta formada por las células sanas adyacentes en un intento de evitar que el pus infecte las
estructuras vecinas. Es una reaccion defensiva del tejido para evitar la propagacion de materiales infecciosos a otras
partes del cuerpo. Los abscesos pueden ocurrir en cualquier tipo de tejido sdlido, pero con mayor frecuencia en la
superficie de la piel (donde pueden ser pustulas superficiales (fordnculos) o abscesos profundos de la piel), en los
pulmones, el cerebro, los rifiones y las amigdalas. Las principales complicaciones son la diseminacion del material
del absceso, como la siembra de érganos en tejidos adyacentes o remotos y la extensa muerte regional del tejido
(gangrena). La formacién de abscesos se detecta mediante la evaluacion de la carga bacteriana dentro del 6rgano.

El término "absceso abdominal” como se usa aqui se refiere a un absceso en un 6rgano de la cavidad abdominal. La
cavidad abdominal es la cavidad del cuerpo que contiene la mayor parte de las visceras y que se encuentra debajo
(o inferior a) la cavidad toracica y sobre la cavidad pélvica. Es una parte de la cavidad abdominopélvica. Los érganos
de la cavidad abdominal incluyen el estdbmago, el higado, la vesicula biliar, el bazo, el pancreas, el intestino delgado,
los rifiones y el intestino grueso.

La "siembra de 6rganos" tal como se usa aqui significa la diseminacion de bacterias vivas desde el sitio local de
infeccion a tejidos y érganos distantes. La siembra de 6rganos se caracteriza por la presencia de células bacterianas
infectivas vivas en tejido sano sin formacion de colonias macroscopicas encapsuladas de células bacterianas.

"Carga bacteriana" como se usa aqui se define como la cantidad de células bacterianas vivas dentro de un tejido
anatomico bien definido expresado como la cantidad de células bacterianas que crecen en colonias en medios de
crecimiento solidos, tales como placas de agar. Con el fin de evaluar la carga bacteriana dentro de un érgano, el
organo se extrae quirurgicamente del tejido circundante y el tejido del drgano se tritura bajo condiciones estériles en
solucion salina estéril para destruir la organizacion bien estructurada del tejido y separar las células bacterianas del
tejido de mamifero. Una cantidad definida de suspension celular (o diluciones en serie de las mismas en solucion
salina estéril) se extiende sobre medios sdélidos de crecimiento bacteriano. La carga bacteriana se expresa como
"unidades formadoras de colonias" por rifion (por ejemplo, cfu/rifién).

La presente invencion también proporciona un kit de prueba para el diagnostico de infecciones por S. aureus que
comprende al menos un anticuerpo monoclonal de la presente invencion y, opcionalmente, otros ingredientes
adecuados para llevar a cabo una prueba de diagndstico.

Los ingredientes adecuados para llevar a cabo una prueba de diagnéstico son, por ejemplo, una solucién reguladora
con una osmolalidad dentro de un intervalo de 280-320 mOsm/litro y un valor de pH dentro de un intervalo de pH 6-
8; una solucion reguladora que contiene agentes quelantes; una solucidon reguladora que contiene cationes
monovalentes o bivalentes con la concentracion de cation total de la composicion reguladora que varia desde
aproximadamente 0,02 M a aproximadamente 2,0 M; y/o una solucién reguladora que contiene suero derivado de
animales o humanos a una concentracion entre 0,01% y 20%.

El kit de prueba es adecuado para el diagnostico especifico confiable de una infeccion por S. aureus. Un ensayo de
prueba puede basarse en una prueba de ELISA convencional en forma liquida o enlazada a la membrana. La
deteccion puede ser directa o indirecta, como se conoce en la técnica, en la que el anticuerpo esta conjugado
opcionalmente a un marcador enzimatico, fluorescente o radioactivo.
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Se divulga adicionalmente aqui el uso de al menos un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la invencion para
detectar el enlace a la toxina alfa en una muestra. El enlace del anticuerpo de acuerdo con la invencién a la toxina
alfa se puede detectar, por ejemplo, con anticuerpo secundario de cabra anti IgG humana conjugada con HRP.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1

La Figura 1 muestra el ADN vy la secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
monoclonal humano 243-4. La regiéon CDR1 de 243-4 esta en las posiciones 26 a 33, la region CDR2 de 243-4 esta
en las posiciones 51 a 58, y la region CDR3 de 243-4 esta en las posiciones 97 a 110.

Figura 2

La Figura 2 muestra el ADN y la secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
monoclonal humano 243-4. La regiéon CDR1 de 243-4 esta en las posiciones 26 a 33, la region CDR2 de 243-4 esta
en las posiciones 51 a 53, y la region CDR3 de 243-4 esta en las posiciones 90 a 101.

Figura 3

La Figura 3 muestra la especificidad del antigeno del anticuerpo monoclonal humano 243-4. La especificidad
antigénica del anticuerpo 243-4 se evalud enlazandose a un panel de toxinas bacterianas en un ensayo ELISA.
ELISA se realizé en placas de microtitulacion recubiertas con toxinas purificadas. Después de una incubacion
durante la noche a temperatura ambiente, las placas de microtitulacion se bloquearon con BSA y se detectd el
enlace de mAb 243-4 a toxinas inmovilizadas con anticuerpo secundario de IgG de cabra antihumano conjugado con
HRP. El enlace del anticuerpo monoclonal humano 243-4 a la toxina alfa de S. aureus esta claramente favorecida
con respecto al enlace a todas las otras toxinas probadas.

Figura 4

La Figura 4 muestra el enlace del anticuerpo monoclonal humano 243-4 a la toxina alfa de cepas epidémicas de S.
aureus en experimentos de inmunoprecipitacion Western. La produccion de toxinas alfa de doce cepas S. aureus
epidémicas se controlé a partir de cultivos bacterianos en la fase de crecimiento estacionario. Después del cultivo,
los sobrenadantes bacterianos normalizados y la toxina alfa purificada se cargaron en un gel de SDS-PAGE y se
aplicaron a la electrotransferencia. Después de bloquear la membrana de nitrocelulosa se incubd con el anticuerpo
monoclonal humano purificado 243-4. La produccion y el reconocimiento tanto de la toxina alfa monomérica como de
la heptamérica de cada cepa epidémica evaluada se demostré mediante el enlace del anticuerpo monoclonal
humano 243-4.

En la Figura 4, M significa tamafio de marcador, los nimeros 1-12 son cepas epidémicas de S. aureus y aTox es
una toxina alfa purificada.

Figura 5

La Figura 5 muestra la determinacion de afinidad del anticuerpo monoclonal humano 243-4 por BlAcore. La cinética
de enlace del anticuerpo monoclonal humano 243-4 se analizé usando un instrumento BlAcore 2000. Se aplicaron
diferentes concentraciones de toxina alfa a una célula de flujo inmovilizada con mAb 243-4. Se registraron las fases
de asociacion y disociacion para calcular la constante de disociacion del anticuerpo. Los datos cinéticos se
evaluaron mediante ajuste global utilizando el software BlAevaluation 4.1.

Figura 6

La Figura 6 muestra la neutralizacion de la toxina alfa por el anticuerpo monoclonal humano 243-4 en un modelo de
cultivo de tejido de lesion de célula alveolar humana. Las células epiteliales alveolares humanas A549 se
cocultivaron durante 16 h con la toxina alfa en presencia de anticuerpo de control de isotipo o anticuerpo monoclonal
243-4. Después de ese tiempo, las células se analizaron mediante el ensayo de lactato deshidrogenasa (LDH), que
proporciona una lectura de la lesién celular causada por la toxina alfa y revela el grado de proteccion que se puede
lograr con los anticuerpos aplicados. Para la interpretacion de los resultados, el grado de lisis celular, que resulté de
la preincubacion con la concentraciéon mas alta de toxina alfa, se establecié en 100%. Las células tratadas con toxina
solo mostraron una titulacién de lisis en dependencia de la concentracién de toxina alfa aplicada. Se observé la
misma titulacién cuando la toxina alfa se preincubd con el anticuerpo control de isotipo, lo que indica que no hay
efecto protector del control del isotipo. Por el contrario, las células epiteliales alveolares humanas se protegieron de
la lisis dependiente de la toxina alfa mediante incubacién con anticuerpo monoclonal humano 243-4. El experimento
se realiz6 en tres ocasiones independientes, cada una de las cuales confirmé la protectividad del anticuerpo 243-4.
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Figura 7

La Figura 7 muestra el efecto protector del anticuerpo monoclonal humano 243-4 en un modelo de ratén relacionado
con un catéter venoso central de infeccion de 6rganos multiples. Veinticuatro horas después de la colocacion del
catéter, los ratones recibieron 1x10e7 CFU de S. aureus cepa US300 y 7,5 mg/kg de mAb 243-4 o PBS a través del
catéter. Dos dias mas tarde, los ratones del grupo de tratamiento recibieron una segunda dosis de anticuerpo (5
mg/kg), mientras que los ratones del grupo de control recibieron solo PBS. Cinco dias después de la cirugia, se
sacrificd a los ratones para controlar la carga bacteriana de los rifiones y la formacién de abscesos renales. Los
ratones inmunizados con el anticuerpo monoclonal 243-4 mostraron una fuerte reduccion de la carga bacteriana y no
se observé formacion de abscesos renales, mientras que todos los ratones de control poseian una alta carga renal
bacteriana y una fuerte formacién de abscesos.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion, pero no estan destinados a limitar el alcance de la presente invencion.
Otras realizaciones seran evidentes para las personas experimentadas en la técnica al estudiar la especificacion y
teniendo en cuenta los conocimientos generales comunes.

Ejemplos

Ejemplo 1

Secuencias de ADN y aminoacidos de 243-4

La especificidad del anticuerpo esta determinada por la secuencia de ADN y de aminoacidos, respectivamente. Se
determinaron las secuencias de ADN de los fragmentos variables de las cadenas pesada y ligera.

Para el aislamiento de ARN, las células de hibridoma 5x10e5 se sedimentaron mediante centrifugacion y se
homogeneizaron usando columnas Qiashredder (no.79654, Qiagen). Luego se aisl6 el ARNm de pellas celulares de
hibridoma homogeneizadas utilizando el RNeasy-Kit (no.74124, Qiagen) de acuerdo con el manual de instrucciones
del proveedor. Construido sobre ARNm aislado, el ADNc se sintetiz6 mediante transcripcion inversa usando la
transcriptasa inversa Superscript 1l (n0.18064-022, Invitrogen). Los genes del anticuerpo 243-4 se amplificaron a
partir de ADNc sintetizado usando el kit Advantage 2 PCR (no.639206, Clontech) de acuerdo con el manual de
instrucciones del proveedor. La amplificacion especifica de los genes del anticuerpo se garantiz6 mediante la
aplicacion de combinaciones de cebadores disefiadas para la amplificacion de genes de la region variable IgG
reordenada humana (Welschof et al., 1995). Para la amplificacién de los dominios de cadena pesada variable (VH) y
los dominios de cadena ligera variable (VL), se utilizé un conjunto de cebadores directos especificos de cadena en
combinacion con un cebador inverso especificamente recocido en los dominios constantes de la cadena pesada o la
cadena ligera (amplificacion VH CH IgG en combinacion con VH1, VH2 y VHS3; amplificacion VL CL A en
combinacion con VLA, 1, VLA 2/5, VLA, 3, VLA, 4a, VLA, 4b y VLA, 6; ver tabla 1). A continuacion, los amplificados de
PCR se clonaron en el plasmido pCR4-TOPO del Kit de Clonacion TOPO TA para Secuenciacion (#K457540,
Invitrogen) y finalmente se envidé el ADN de plasmido purificado para secuenciaciéon (Microsynth, Balgach, Suiza)
utilizando los cebadores especificos de plasmido del kit de clonacion TOPO (T3 y T7, ver tabla 1). Las secuencias
de ADN obtenidas se procesaron y alinearon usando el paquete de software de gestion de clones (no.875-501-1787,
Scientific & Educational Software). Como resultado de las alineaciones realizadas, se definidé una secuencia
consenso y posteriormente se analizd utilizando la base de datos V Base de todas las secuencias de la region
variable de la linea germinal humana (http://imgt.cines.fr/IMGT_vquest/share/textes/). Con base en los resultados
iniciales de la secuenciacion, secuencias de cebador internas especificas de cadena adicionales (VL-atox as y VH-
atox as, ver la Tabla 1) se disefiaron y aplicaron para confirmar la secuencia de anticuerpo identificada en las
regiones de recocido de las combinaciones de cebadores que se usaron anteriormente. Los genes del anticuerpo asi
generados se aplicaron a la secuenciacion como se describié anteriormente, como se muestra en las Figuras 1y 2.

Tabla 1

Secuencias de cebador utilizadas para la amplificacion y secuenciacién de dominios variables
de anticuerpo 243-4

Cebador |Fuente SEQ |Secuencia (5-3) Aplicacion
ID
NO
CH IgG 9 PCR,
Welschof et ‘ secuenciacion
al, J Immunol GAC C(G™)GA TGG GCC CTT GGT
Met, 179, .
1995 GGA
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Secuencias de cebador utilizadas para la amplificacion y secuenciacién de dominios variables
de anticuerpo 243-4

Cebador |Fuente SEQ |Secuencia (5-3) Aplicacion
ID
NO
VH1 10 PCR,
secuenciacion
C(G5°)AG GTG CAG CTG GTG CAG
TCT" '
VH2 11 PCR,
secuenciacion
CAG GTG(A“’Q) CAG CTG CAG
G(C)AG TC* '
VH3 12 PCR,
secuenciacion
GAG GTG CAG CTG G(TsO)TG GAG
TCT" .
CLA 13 PCR,
secuenciacion
AGA GGA G(C*)GG GAA CAG AGT
GAC"
VLA 1 14 PCR,
secuenciacion
CAG TCT GTG T(C®)TG ACG(T™)
CAG CCG CCC TCA®
VLA 2/5 15 PCR,
secuenciacion
CAG TCT GCG CTG ACT CAA(G™)
CCG G(C*)CcC TCT!
VLA 3 16 PCR,
secuenciacion
TCC TAT GAA CTG ACT CAG CCA
CCC{T) T
VLA 4a 17 PCR,
TCT GAA CTG ACT CAG CCG(A®T®) |secuenciacion
C(GSO)CC TC*
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Secuencias de cebador utilizadas para la amplificacion y secuenciacién de dominios variables
de anticuerpo 243-4

Cebador |Fuente SEQ |Secuencia (5-3) Aplicacion
ID
NO
VLA 4b 18 | TCT GAA CTG ACT CAG GAC cCT PCR,
secuenciacion
GC(THT*
VLA 6 19 PCR,
A(GSO)AT TTIT ATG CTG ACT CAG |secuenciacion
CCC CAC TCT'
T3 #K457540 20 ATT AAC CCT CAC TAAAGG GA secuenciacion
T7 Invitrogen 21 | TAATAC GAC TCA CTATAG GG secuenciacion
VL-atox 22 PCR,
as AGG CTG TCA TCC CAT GTT GCA |[secuenciacién
CAG
Disefo interno
VH-atox 23 CTG CTG CTC CCA GAT CGT CTC |PCR,
as ac secuenciacion

* Las bases entre paréntesis representan sustituciones en la posicion anterior y el
numero indica el porcentaje al que los nucledtidos estan sustituidos.

Ejemplo 2

Especificidad de antigeno del anticuerpo monoclonal humano 243-4 (ELISA)

La especificidad antigénica del anticuerpo 243-4 se evalu6 mediante el enlace a un panel de toxinas bacterianas
(toxina alfa: no.120, List Biological Laboratories; todas las demas toxinas: produccion interna, Kenta Biotech AG) en
un ensayo ELISA. El ELISA se realizé en placas de microtitulacion (no.439454, Nunc MaxiSorp) recubiertas con
toxinas purificadas a una concentracién de 1 pg/ml cada una. Después de una incubacién durante la noche a
temperatura ambiente, las placas de microtitulacion se bloquearon durante 2 horas con BSA al 0,5% y se detecto el
enlace de mAb 243-4 (1 pg/ml) a toxinas inmovilizadas con anticuerpo secundario IgG de cabra antihumano
conjugado con HRP a dilucién 1:2.000 (no.62-8420, Zymed Laboratories, Invitrogen). Las reacciones se detuvieron
con HCI.

La densidad 6ptica se leyd en un lector de ELISA a 490 nm usando el software Softmax Pro®, como se muestra en
la Figura 3.

Ejemplo 3

Enlace a la toxina alfa de cepas epidémicas de S. aureus en experimentos de inmunoprecipitacion Western

La produccién de alfa-toxina de doce cepas epidémicas de S. aureus se controlé6 después de 16 horas de
crecimiento en medio BHI (n0.255003, Becton Dickinson) a 37 °C. Las cepas se obtuvieron del centro de referencia
aleman S. aureus (Instituto Robert Koch, Wernigerode) y representan las cepas epidémicas mas prevalentes que
causan actualmente infecciones por S. aureus. Algunas de estas cepas producen menos toxina alfa en comparacion
con otras que dan como resultado una potencia de sefial diferente.

Los diferentes genotipos de las cepas evaluadas se representan en la Tabla 2. Después del cultivo, las bacterias se
sedimentaron mediante centrifugacion y los sobrenadantes del cultivo se normalizaron a ODggo= 0,6 de los cultivos
bacterianos iniciales. Se cargaron 25 pl de cada sobrenadante en un gel SDS-PAGE al 4-20% (no.EC60252,
Invitrogen) seguido de electrotransferencia durante 1 hora. Se cargé un ug de toxina alfa purificada (no.120, List

14



10

15

20

25

30

ES 2651762713

Biological Laboratories) y se transfirié en paralelo como referencia. Después de bloquear con 5% de leche en polvo
durante 1 hora, la membrana de nitrocelulosa (no.LC2000, Invitrogen) se incub6é con 50 pg/ml de anticuerpo
monoclonal humano purificado 243-4. El enlace del anticuerpo 243-4 a la toxina alfa finalmente se detecté con
anticuerpo secundario IgG de cabra antihumano conjugado con HRP a una dilucién 1:2.000 (no.62-8420, Zymed
Laboratories, Invitrogen, como se muestra en la Figura 4).

Tabla 2

Panel de cepas adquiridas del hospital y la comunidad de S. aureus resistentes a la meticilina
(MRSA) de lineas clonales representativas

Designacion de |NUmero del aislado del |Tipo =2 | Tipo de
inmunoprecipitacion Western Instituto Robert Koch MLS™ cc secuencia Spa3
1 93-00134 ST247 |8 t051

2 06-00842 ST8 8 t008

3 06-02222 ST9 8 t008

4 06-01579 ST239 |8 t031

5 06-00219 ST5 5 t002

6 06-00409 ST225 |5 t003

7 06-01019 ST45 45 |t1384

8 06-02182 ST22 22 |t965

9 03-02773 ST1 1 t175

10 06-00373 ST8 8 t008

11 05-01089 ST22 22 |t310

12 06-00300 ST80 80 |t044

*1) tipificacion de secuencia de multiples locus
*2) complejo clonal

*3) Analisis de la region repetida variable del gen de la proteina A (spa)

Ejemplo 4

Determinacion de afinidad (por BlAcore)

La resonancia de plasmoén superficial se midid usando un instrumento BlAcore 2000 (BlAcore). Todos los
experimentos se realizaron en regulador Mops 20 mM, pH 7,0, 150 mM de NaCl y 0,1 mg/ml de BSA. Primero, se
inmovilizé 1gG antihumana de cabra (no0.81-7100, Zymed Laboratories, Invitrogen) en un chip CM5 (BlAcore) a
aproximadamente 13.200 RU por acoplamiento de amina como se describe en el manual de aplicaciones BIA.
Ademas del recubrimiento covalente inicial, el anticuerpo 243-4 se enlazé al chip sensor mediante la interaccién con
el anticuerpo IgG antihumano preimmobilizado, produciendo finalmente un nivel de inmovilizacion adicional de
aproximadamente 240 RU. Para la caracterizacion cinética de los pulsos de interaccién antigeno-anticuerpo de
concentraciones crecientes de toxina alfa (3,9 nM, 7,8 nM, 15,62 nM, 31,25 nM, 62,5 nM, 125 nM, 250 nM y 500 nM;
no.120, List Biological Laboratories) inyectado a una rata de flujo de 50 pl/min. Después de cada ciclo de medicién (5
minutos de asociacion seguido de 30 minutos de disociacion) el complejo anticuerpo-antigeno se resolvié por
regeneracion de la superficie con 10 mM de glicina-HCl a pH 1,7. Para el calculo de la constante de disociacion del
anticuerpo 243-4, las fases de asociacion y disociacion se registraron y evaluaron mediante ajuste global utilizando
el software BlAevaluation 4.1 (BIAcore AB, como se muestra en la Figura 5). Para el analisis de ajuste global, solo
se tuvieron en cuenta estas concentraciones de antigeno, lo que permitié el analisis siguiendo el modelo de enlace
Langmuir 1:1 (£ 125 nM, Tabla 2) y como se resalta en el manual BlAcore.
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Tabla 3

Constantes cinéticas de la interaccion cuantitativa toxina alfa-anticuerpo 243-4

Concentracion de antigeno | kass (I mol™ s™) Kaiss (s™) Ko (en M)
3,9nM 57*10* 8,2*10° 1,4*10”
7,8 nM 6,1*10* 1,0*10° 1,6 *10”
15,62 nM 6,2*10* 8,0*10° 1,3*10”
31,25 nM 6,3*10* 9,7*10° 1,5*10"
62,5nM 6,6 * 10* 9,0*10° 1,4*10”
125 nM 6,2*10* 8,9*10° 1,4*10”
Valor medio 6,2*10*+£0,3*10* 18,9*10°+0,7*10° [1,4*10°+0,1*10"
Ejemplo 5

Modelo de cultivo tisular de lesion de célula alveolar humana

Se cultivaron en placa células epiteliales alveolares humanas A549 en medio RPMI (no.R0883, Sigma-Aldrich) a una
densidad de 3x10e5 células por pozo. En concentraciones paralelas crecientes de toxina alfa (5 pg/ml-50 pg/mi;
no.120, List Biological Laboratories) se preincubaron solo con medio, 20 ug/ml de anticuerpo de control de isotipo
(lambda IgG1 humana, proteina de mieloma purificada; no.l 5029, Sigma-Aldrich) o 20 ug/ml de anticuerpo
monoclonal purificado 243-4. Después de 4 horas de incubacién a 37 °C, se afadieron soluciones de toxina alfa o
toxina alfa-anticuerpo a las células y se continud la incubacion durante 16 horas adicionales. Después de ese
tiempo, las células se analizaron mediante el ensayo de lactato deshidrogenasa (LDH) (no.04744934001, Roche),
que proporciona una lectura de la liberacion de LDH celular en el medio de cultivo, como se muestra en la Figura 6.

Ejemplo 6

Modelo de ratén de infeccion de érganos multiples

Ratones hembra Balb/c (Charles River, Sulzfeld, Alemania), que pesaban 27-31 g, se aclimataron durante 14 dias
antes de la cirugia. Los ratones se obtuvieron del proveedor especificado como libre de patégenos. Para la
colocacién del catéter, los ratones fueron anestesiados intraperitonealmente con xilazina (8 mg/kg de peso
corporal)/ketamina (100 mg/kg de peso corporal). Se realizé una incision horizontal minima en la piel en el lado
izquierdo del cuello afeitado para colocar el catéter de polietileno de una sola luz (diametro exterior 0,6 mm, Fohr
Medical Instruments, Seeheim, Alemania) en la vena cava superior. Veinticuatro horas después de la colocacion del
catéter, los ratones recibieron 1x10e7 CFU de la cepa US300 de S. aureus (en 100 ul) y 7,5 mg/kg de mAb 243-4
purificado o PBS (en 50 pl) a través del catéter. Dos dias mas tarde, los ratones del grupo de tratamiento recibieron
una segunda dosis de anticuerpo (5 mg/kg), mientras que los ratones del grupo de control recibieron solo PBS.

Cinco dias después de la cirugia, se sacrificd a los ratones para controlar la carga bacteriana de los rifiones y la
formacién de abscesos renales. Por esa razoén, los rifiones se recolectaron asépticamente de animales sacrificados y
se homogeneizaron en solucion salina. Antes de la extraccion del 6rgano, se confirmd la ubicacion del catéter en la
vena cava superior y, antes de la homogeneizacion renal, se examinaron macroscopicamente los érganos para
determinar la formacion de abscesos. Finalmente, se cultivaron diluciones en serie de los homogenizados de
organos en placas MPK durante al menos 48 horas a 37 °C. Las unidades formadoras de colonias (CFU) se
calcularon y documentaron como CFU/rifién, como se muestra en la Figura 7.
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Tabla 4

Formacion de abscesos renales diferenciales en animales de grupo de tratamiento y control

Ratén
1

Grupo de Tratamiento |Ratén
MAb 2

Ratén
3

No hay formacion de abscesos en ambos rifiones
No hay formacién de abscesos en ambos rifiones

No hay formacién de abscesos en ambos rifiones

Ratén

4 Fuerte formacion de abscesos en ambos riflones

Ratén

5 Fuerte formacion de abscesos en ambos rifilones

Grupo Control

Raton |No se determiné ya que el raton murié antes del final del
6 experimento
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<210> 6
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5 10
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1 5
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agaggagggg aacagagtga ¢
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<211> 27
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<400> 16
tcctatgaac tgactcagcc accct

<210> 17
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<400> 17
tctgaactga ctcagccgcec ctc

<210> 18
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> PCR-cebador

<400> 18
tctgaactga ctcaggaccc tgct
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<210> 19
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> PCR-cebador

<400> 19
aattttatgc tgactcagcc ccactct 27

<210> 20
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial
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<223> cebador de secuenciacion

<400> 20
attaaccctc actaaaggga 20
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<210> 22
<211> 24
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<223> PCR-cebador

<400> 22
aggctgtcat cccatgttgec acag 24

<210> 23
<211> 23
<212> ADN
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<220>
<223> PCR-cebador

<400> 23
ctgctgctce cagatcgtct cge 23

<210> 24

<211> 387
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<212> ADN
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<223> cadena ligera de region variable de anticuerpo humano monoclonal 243-4

<400> 25
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cccgggaaag
agcccgtcat
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ctgggaccaa
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tggagcagag
caagtttggc
gatgggaatc
ggtctctttc
ggecteggac
tettgattte

atecegte

accctecageg
caacatcgga
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ttactgtgea

ggtcacegte
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acccactgga
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24
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tggectttac
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo monoclonal especifico para la toxina alfa de S. aureus, en el que la region variable de la cadena ligera
del anticuerpo comprende la SEQ ID NO:1 en la regién CDR1, la SEQ ID NO:2 en la regién CDR2 y la SEQ ID NO:3
en la region CDR3, y en el que la region variable de la cadena pesada del anticuerpo comprende la SEQ ID NO:4 en
la regién CDR1, la SEQ ID NO:5 en la region CDR2 y la SEQ ID NO:6 en la region CDR3, o un fragmento o muteina
del mismo capaz de enlazar a la toxina alfa de S. aureus, en el que el fragmento es un fragmento Fab o F(ab'), o
una mezcla de los mismos; y en el que la muteina no tiene mas de 5 sustituciones conservativas, en el que una
sustitucion conservativa es la sustitucion de un aminoacido que pertenece a un grupo fisicoquimico particular con un
aminoacido que pertenece al mismo grupo fisicoquimico, en el que el anticuerpo, fragmento o su muteina es capaz
de prevenir la formacion de abscesos causados por una infeccién por S. aureus.

2. Anticuerpo monoclonal especifico para la toxina alfa de S. aureus, en el que la region variable de la cadena ligera
del anticuerpo tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID NO:7 y la region variable de la cadena pesada tiene
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:8, o un fragmento Fab o F(ab'), de los mismos capaz de enlazar a la
toxina alfa de S. aureus, o una variante de dicho anticuerpo capaz de enlazar a la toxina alfa de S. aureus, en el que
la secuencia del aminoacido de la region variable de la cadena ligera de dicha variante del anticuerpo es al menos
95% idéntica a la SEC ID NO:7 y la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada de dicha
variante del anticuerpo es al menos 95% idéntico a la SEQ ID NO:8, en el que el anticuerpo o variante de este es
capaz de prevenir la formacion de abscesos provocada por una infeccién por S. aureus.

3. Anticuerpo monoclonal de la reivindicacién 1 o 2, en el que el anticuerpo es un anticuerpo humano.

4. Anticuerpo monoclonal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la cadena ligera es del tipo
lambda y/o la cadena pesada es del tipo 1gG.

5. Anticuerpo monoclonal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el anticuerpo es terminalmente N,
internamente o terminalmente C modificado; preferiblemente, la modificacion se selecciona entre al menos uno de
oligomerizacion, glicosilacion o conjugacion a un farmaco o un marcador.

6. Anticuerpo monoclonal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 obtenible a partir de una célula B de mamifero
o un hibridoma obtenido por fusién de dicha célula B de mamifero con una célula de mieloma o heteromieloma.

7. Hibridoma capaz de producir el anticuerpo monoclonal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a4 o 6.

8. Acido nucleico que codifica la cadena ligera y la cadena pesada del anticuerpo monoclonal de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 o0 6.

9. Vector que comprende los acidos nucleicos que codifican la cadena ligera y la cadena pesada de la reivindicacion
8; preferiblemente, el vector también comprende un promotor unido operativamente al acido nucleico para facilitar la
expresion del mismo.

10. Célula huésped aislada que comprende el vector de la reivindicacién 9 o el acido nucleico de la reivindicacion 8.

11. Un método para producir el anticuerpo monoclonal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o 6 que
comprende cultivar el hibridoma de la reivindicacién 7 bajo condiciones que permiten la secrecion de un anticuerpo o
cultivar la célula huésped de la reivindicacion 10 bajo condiciones adecuadas para la expresion del anticuerpo
monoclonal.

12. Composicion farmacéutica que comprende al menos un anticuerpo monoclonal de las reivindicaciones 1 a 5 o
los acidos nucleicos de la reivindicacion 8 y un portador o ingrediente farmacéuticamente aceptable.

13. Anticuerpo monoclonal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o el acido nucleico de la reivindicacién 8 para
uso en la profilaxis o tratamiento de una formacién de absceso en un 6rgano, en el que la formacién de absceso es
causada por S. aureus.

14. Anticuerpo monoclonal para su uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que el érgano es rifidn, corazon,
higado, pulmén, cerebro, piel o bazo.

15. Kit de prueba para el diagndstico de una infeccion por S. aureus en una muestra que comprende al menos un
anticuerpo monoclonal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o los acidos nucleicos de la reivindicacion 8.
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Figura 3:
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P. aeruginosa, exotoxina A
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Figura 5:
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Figura 6:
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Figura 7:
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