ES2 773920 T3

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 773 920
Eint. a1

CO7K 16/12 (2006.01)
CO7K 16/40 (2006.01)
A61K 39/40 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 10.08.2010 ~ PCT/BR2010/000263
Fecha y nimero de publicacién internacional: 17.02.2011 WO11017791

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  10.08.2010 E 10807822 (1)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 25.12.2019  EP 2476702

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

T3

Tl'tulo: Anticuerpos monoclonales contra la proteina PBP2ay secuencias homaélogas para el
tratamiento de infecciones e inmunodiagndstico de bacterias del filo Firmicutes

Prioridad: @ Titular/es:

10.08.2009 BR P10976200 FUNDACAO OSWALDO CRUZ (100.0%)
Avenida Brasil 4365, Manguinhos

Fecha de publicacién y mencién en BOPI de la 21045-900 Rio de Janeiro, BR
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

15.07.2020 SENNA, JOSE PROCOPIO MORENO;
QUEIROZ, JOAO LUIZ SAMPAIO;
BATOREU, NADIA MARIA y

TEIXEIRA, MARIA DA GLORIA MARTINS

Agente/Representante:
MILTENYI, Peter

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de

la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2773920 T3

DESCRIPCION

Anticuerpos monoclonales contra la proteina PBP2a y secuencias homdlogas para el tratamiento de infecciones e
inmunodiagnéstico de bacterias del filo Firmicutes

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a anticuerpos monoclonales capaces de reconocer y unirse a la proteina PBP2a y a
otras proteinas que presentan secuencias homélogas a PBP2a, incluidos los patdgenos Staphylococcus aureus
resistentes a la meticilina - MRSA, Staphylococcus negativos a la coagulasa, Staphylococcus sciuri, Enterococcus
spp., y cualquier otra bacteria que posea PBP2a o secuencias homoélogas a esta proteina.

La invencion desvela ademas el uso de anticuerpos monoclonales capaces de reconocer y unirse a la proteina
PBP2a y a otras proteinas que presentan secuencias homologas a PBP2a en un inmunodiagndstico complementario
para la deteccion de resistencia a betalactamicos.

Fundamentos de la invencion

Las infecciones causadas por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) son una causa de gran
preocupacion para los médicos, presentando tasas de mortalidad y morbilidad superiores a las de las infecciones
causadas por estafilococos sensibles a la meticilina (1). Adicionalmente, estas infecciones causan un mayor tiempo
de hospitalizacion y un mayor gasto de antimicrobianos, lo que lleva a un mayor coste en el tratamiento de pacientes
infectados por este patégeno (1).

La vancomicina ha sido el antimicrobiano de primera eleccion para el tratamiento de infecciones causadas por
MRSA. Sin embargo, el creciente aislamiento de las cepas de MRSA en comunidades de los Estados Unidos y
Australia (2, 3, 4), junto con la identificacion de cepas de MRSA con resistencia intermedia a la vancomicina en
Japon, Estados Unidos (5) y Brasil (6) hacen que la escena actual se vuelva mas grave. La descripcion de las cepas
de MRSA totalmente resistentes a la vancomicina en 2004 (7) ha causado una gran preocupacion en la comunidad
médico-cientifica. En la actualidad, el MRSA representa un fuerte candidato para convertirse en la temible
"superbacteria o superbicho", un patégeno resistente a todos los medicamentos disponibles en la actualidad.

Normalmente, las tasas de prevalencia de MRSA (proporcién de todas las infecciones por S. aureus causadas por
MRSA) en infecciones hospitalarias estan aumentando gradualmente en las ultimas décadas. En un estudio
realizado por Jarvis et al., incluyendo 1268 UCI (unidades de cuidados intensivos) en 337 hospitales en los Estados
Unidos, el numero de infecciones por MRSA en las UCI cambi6 de 660 a 2.184 casos y la prevalencia aumento de
35 % a 64,4 % (8). En Japon, las tasas de prevalencia de infecciones hospitalarias (Hospital Infections, HI) causadas
por MRSA pueden presentar valores preocupantes, del 60 % al 90 % (9). En estudios realizados en los Estados
Unidos, el percentil cambié del 2 % en 1974 al 50 % en 1997 (10, 11) y, en algunos hospitales de Estados Unidos,
mas del 80 % de las HI estan causadas por MRSA (12). En Inglaterra, la prevalencia aument6 del 1,5 % al 15,2 %
entre 1989 y 1995 y ahora (2004) la estimacion es del 41,5 % (13).

Ademas de las altas tasas de prevalencia, especialmente en la ensefianza y hospitales de gran tamario, el MRSA es
considerado como el principal patégeno que causa brotes epidémicos en hospitales brasilefios (14). En 1986, mas
del 50 % de las cepas de S. aureus de origen hospitalario aisladas en pacientes de hospitales universitarios de Sao
Paulo eran resistentes a la meticilina y, en 1993, la incidencia de MRSA en el Hospital Pediatrico de la Escuela de
Medicina Paulista fue del 70 % (15). En un estudio realizado en hospitales de Belo Horizonte, Resende et al. (16)
sefialaron una prevalencia del 71 % de MRSA.

Las cepas de MRSA presentan una proteina de union a la penicilina con afinidad muy baja por los antimicrobianos
en la clase de betalactamicos, tales como PBP2a (17). En presencia de esta enzima, que esta codificada por el gen
mecA, la bacteria logra sintetizar el peptidoglicano, incluso en presencia de betalactamicos. Esta enzima también se
puede encontrar en Staphylococcus negativo a la coagulasa y en Staphylococcus sciuri, una bacteria presente en la
flora normal de los perros. Ademas de la resistencia a los betalactamicos, las cepas hospitalarias de MRSA
presentan resistencia a la mayoria de las otras clases de antimicrobianos disponibles, quedando el uso de
glucopéptidos (vancomicina y teicoplanina) como tratamiento de primera eleccion.

Dos estudios que usaron la vacuna de ADN contra PBP2a mostraron que esta proteina es inmunogénica y que la
respuesta inmunitaria obtenida pudo conferir protecciéon contra MRSA en ensayos realizados en modelo murino (18,
19). Sin embargo, se sabe que, en infecciones hospitalarias, la mayoria de los pacientes estdn inmunodeprimidos
(20). En estos casos, una vacuna no podria generar anticuerpos protectores a su debido tiempo para controlar una
infeccion bacteriana.

Inmunogenicidad frente a PBP2a

PBP2a es una enzima multimodular de clase Il segun la clasificacién de Goffin y Ghuysen (40). Esta enzima de 76
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kilodalton estda compuesta por una region de unién a la membrana, un dominio no transpeptidasa y un dominio
transpeptidasa, que contiene un nucleo activo de 4 aminoacidos (STQK), responsable de las reacciones de
transpeptidacion bacteriana (20 bis Ryfell, 1990).

Los estudios actuales con la vacuna de ADN contra PBP2a muestran que los resultados de la reduccion bacteriana
(cuantificacién renal) en animales inmunizados sometidos a exposicion por infeccion sistémica fueron de 3 a 4 veces
en el trabajo de Ohwada et al. y de 1.000 veces en el trabajo de Senna et al. Los autores de estos estudios usaron la
secuencia completa (a excepcion de la region de fijacion a la membrana) del gen mecA y un fragmento interno del
dominio transpeptidasa, respectivamente.

Saito, M. et al. ("Immunological detection of penicillin-binding protein 2‘ of methicillin-resistant staphylococci by using
monoclonal antibodies prepared from synthetic peptides”; Journal of Clinical Microbiology, vol. 33, no. 9) desvela
anticuerpos monoclonales especificos para la proteina PBP2a y usos de los mismos en el diagndstico para detectar
infeccion con MRSA.

El documento WO 88/02028 desvela anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a PBP2' y el uso de
dichos anticuerpos en el tratamiento de infecciones por estafilococos.

Pero, de acuerdo con lo mencionado anteriormente, una vacuna no puede generar anticuerpos protectores a su
debido tiempo para controlar una infecciéon bacteriana. Asi, en caso de infecciones por MRSA, la administracion de
anticuerpos monoclonales anti-PBP2a es la terapia mas adecuada para tratar estas infecciones.

Sumario de la invencion
El objeto de la invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

La invencién proporciona un anticuerpo monoclonal aislado que se une a la proteina PBP2a, caracterizado por que
comprende, en la region variable de la cadena ligera, una region CDR1 que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
una region CDR2 que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 7 y una regién CDR3 que consiste en la secuencia SEQ
ID NO:8, y, en la region variable de la cadena pesada, una region CDR1 que consiste en la secuencia SEQ ID NO:
12, una region CDR2 que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13 y una regién CDR3 que consiste en la secuencia
SEQ ID NO:14.

La invencion proporciona ademas un anticuerpo monoclonal aislado que se une a la proteina PBP5 de Enterococcus
spp., caracterizado por que comprende, en la region variable de la cadena ligera, una region CDR1 que consiste en
la secuencia SEQ ID NO: 6, una region CDR2 que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 7 y una region CDR3 que
consiste en la secuencia SEQ ID NO:8, y, en la region variable de la cadena pesada, una region CDR1 que consiste
en la secuencia SEQ ID NO: 12, una region CDR2 que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13 y una region CDR3
que consiste en la secuencia SEQ ID NO:14.

La invencion también proporciona anticuerpos de la invencion para su uso como medicamento. Los anticuerpos de la
invencion también proporcionan el uso en el tratamiento o la prevenciéon de una infeccion por bacterias del filo
Firmicutes.

El objetivo principal de la presente invencion es proporcionar anticuerpos monoclonales capaces de reconocer y
unirse a la proteina PBP2a (SEQ ID NO.:1) y a otras proteinas que presentan secuencias homélogas a PBP2a,
incluidos los patégenos Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina - MRSA, Staphylococcus negativos a la
coagulasa, Staphylococcus sciuri, Enterococcus spp., y cualquier otra bacteria que posea PBP2a o secuencias
homologas a esta proteina.

Ademas se desvela el uso de anticuerpos monoclonales capaces de reconocer y unirse a la proteina PBP2a y otras
proteinas que presentan secuencias homodlogas a PBP2a en un inmunodiagndstico complementario para la
deteccion de resistencia a betalactamicos.

Los anticuerpos monoclonales de la presente invencién estan representados por secuencias SEQ ID NO.: 6, SEQ ID
NO.: 7, SEQ ID NO.: 8, SEQ ID NO.: 9, SEQ ID NO.: 10, SEQ ID NO.: 11, SEQ ID NO.: 12, SEQ ID NO.: 13, SEQ ID
NO.: 14, SEQ ID NO.: 15, SEQ ID NO.: 16 y la SEQ ID NO.: 17.

Breve descripcion de la figura

La Figura 1 muestra la prueba inmunoenzimatica (ELISA) de sueros de animales inmunizados para producir
anticuerpos anti-PBP2a.

La Figura 2 muestra el resultado de un gel de poliacrilamida con muestras en bruto y muestras después de la
purificacion.
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La Figura 3 muestra la prueba de inmunotransferencia de lisados de MRSA y MSSA contra un sobrenadante que
contiene anticuerpos monoclonales anti-PBP2a.

La Figura 4 es una representacion de los resultados de citometria de flujo de bacterias MRSA (CEB) y MSSA,
incubadas con anticuerpo monoclonal anti-PBP2a y marcadas con ficoeritrina (PE).

La Figura 5 muestra la prueba de proteccion in vitro (CMI - concentracion minima inhibitoria) conferida por el
anticuerpo monoclonal purificado anti-PBP2a y la vancomicina contra un indculo de diferentes cepas de MRSA.

La Figura 6A muestra resultados de cuantificacion renal en animales tratados y no tratados con el anticuerpo
monoclonal anti-PBP2a, sometidos a infeccién sistémica con una dosis subletal de cepa CEB MRSA.

La Figura 6B muestra resultados de cuantificacion renal en animales tratados y no tratados con el anticuerpo
monoclonal anti-PBP2a, sometidos a infeccion sistémica con una dosis subletal de cepa ibérica MRSA (clon
epidémico europeo).

La Figura 6C muestra resultados de cuantificacion renal en animales tratados y no tratados con el anticuerpo
monoclonal anti-PBP2a, sometidos a infeccion sistémica con una dosis subletal de cepa WB79 CA-MRSA (cepa de
la comunidad brasilefia).

La Figura 7A muestra la curva de supervivencia de animales tratados (protegidos) y no tratados (control) después de
la infeccion por una dosis bacteriana letal (MRSA CEB).

La Figura 7B muestra la curva de supervivencia de animales tratados (protegidos) y no tratados (control) después de
la infeccion por una dosis bacteriana letal (MRSA ibérico).

La Figura 7C muestra la curva de supervivencia de animales tratados (protegidos) y no tratados (control) después de
la infeccion por una dosis bacteriana letal (WB79 CA-MRSA).

La Figura 8A muestra la cuantificacion bacteriana en rifiones de animales tratados con anticuerpo monoclonal anti-
PBP2a, vancomicina y asociacion anticuerpo + vancomicina y animales no tratados después de la infeccion con
bacterias (MRSA CEB).

La Figura 8B muestra la cuantificacion bacteriana en rifiones de animales tratados con anticuerpo monoclonal anti-
PBP2a.

Las Figuras 9 muestran la interaccion entre PBP2a recombinante (antigeno) y los anticuerpos monoclonales clon 38
(Figura 9A) y el clon 10 (Figura 9B).

La Figura 10 es un grafico del segundo andlisis por citometria de flujo de muestras de MRSA en presencia de
anticuerpo anti-PBP2a marcado con FITC.

La Figura 11 muestra el resultado de la proteccion in vitro conferida por el anticuerpo contra la cepa de enterococos
VRE.

La Figura 12 se refiere a DLsg y dosis letales para la determinacion de infeccion intraperitoneal.

La Figura 13 muestra el resultado de eficacia de la proteccion in vivo de anticuerpos monoclonales anti-PBP2a y
PBPS5 contra enterococos contra la infeccion sistémica.

Descripcion detallada de la invencién

La apariciéon de infecciones por bacterias multirresistentes a los antimicrobianos presenta un aumento alarmante. La
prevalencia de infecciones hospitalarias causadas por MRSA ha aumentado en todas partes del mundo, presenta
una alta morbilidad y causa un alto coste debido al uso intensivo de antimicrobianos y al periodo mas largo de
hospitalizacion del paciente (24). El tratamiento basado en quimioterapia ha estado mostrando signos de
agotamiento, con la aparicién de muy pocos medicamentos realmente novedosos y eficientes en el mercado (25).

En este contexto, la inmunoterapia pasiva (re)aparece como una alternativa prometedora, presentando una gama de
caracteristicas ventajosas en comparacion con la quimioterapia convencional: entre ellas, la menor toxicidad, mayor
semivida plasmatica (que facilita el tratamiento mediante la reduccion de la dosis y quizas un menor coste final del
tratamiento), y, especialmente en el caso del producto presentado en el presente documento, toxicidad selectiva,
recomendado por Paul Ehrlich (donde el farmaco elimina selectivamente el patégeno referido) (25a). Esta ultima
caracteristica es extremadamente Uutil para evitar la llamada presion de seleccion, desempefiada por los
antimicrobianos de amplio espectro, que proporciona la aparicion de bacterias multirresistentes (26).
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Para desarrollar este producto, los inventores seleccionaron PBP2a como objetivo, segun estudios preliminares con
vacuna de ADN en modelos murinos (18, 19, 21) y analisis de moléculas inmunoestructurales. La estructura de la
PBP2a se dilucidé en 2002 (29) y esta depositada en el PDB (Protein Data Bank) con el codigo lwmr.

A diferencia de otros enfoques, los inventores trabajaron con una region interna de la molécula con 76 aminoacidos,
que flanquean el nucleo activo de la enzima (SxxK), en el dominio transpeptidasa. Los analisis de identificacion de
epitopos se realizaron en la molécula y en su presentacion a los diferentes alelos CHM de clase Il (programa
Tepitope), con verificacion posterior de su ubicacion en la molécula (programa SPDB-Viewer). Este enfoque nos
permite evaluar la facilidad de acceso de los anticuerpos a estos objetivos en la molécula nativa.

Este analisis computarizado mostré la presencia de epitopos cerca del nucleo activo de la enzima, con excelente
grado de reconocimiento por alelos CHM clase Il, ubicados en la superficie PBP2a (datos no mostrados).

Estas previsualizaciones in silico se confirmaron mediante las pruebas de reconocimiento de objetivos realizadas
(inmunotransferencia y citometria de flujo), y la unién de anticuerpos a esta region de PBP2a demostroé ser capaz de
conferir una alta proteccién, demostrado por los resultados obtenidos en las pruebas realizadas in vitro e in vivo. Los
anticuerpos generados por el fragmento de 76 aminoacidos mostraron una mayor proteccion que los generados por
la inmunizacién con PBP2a completa, como se ha mostrado anteriormente en los trabajos de Ohwada y Senna y
confirmado mediante los resultados de los inventores.

La epidemiologia de las infecciones causadas por MRSA muestra la presencia de los tipos clonales predominantes,
responsables de brotes y epidemias en hospitales de todo el mundo. Estos clones presentan una mayor capacidad
de colonizacién y virulencia en comparacion con las cepas de MRSA no epidémicas (30).

Como una forma de validar los resultados obtenidos, se pretendié trabajar con diferentes clones MRSA (clones
epidémicos), representantes de la mayoria de las infecciones (especialmente las hospitalarias) causadas por MRSA.

La cepa CEB (clon epidémico brasilefio) es responsable de la mayoria de las infecciones causadas por MRSA en
hospitales brasilefios (31), y también se identifica en otros paises de América del Sur (32, 33), Portugal y
Checoslovaquia (34). El clon epidémico europeo (MRSA ibérico) se encuentra en paises europeos y en Estados
Unidos (35).

Debido al aumento en los casos de infecciones comunitarias causadas por MRSA, una de estas cepas (WB79 CA-
MRSA), aislada en Brasil, se incluyd en los ensayos actuales. Estos ensayos presentan caracteristicas diferenciadas
de las que se encuentran en los hospitales, con mayor virulencia (presencia de leucocidina Panton-Valentine) y perfil
de resistencia a antimicrobianos diferente al de las cepas de MRSA hospitalarias (36). Recientemente, en Estados
Unidos se ha identificado un brote de infecciones por CA-MRSA en una poblacién de hombres que practicaban sexo
con otros hombres (37). A partir de esta fecha, se puede decir que las infecciones causadas por MRSA asumen un
caracter de ETS (enfermedad de transmision sexual).

Los resultados de protecciéon conferidos por la administracion del anticuerpo anti-PBP2a mostraron eficacia contra
todos los diferentes clones probados, lo que nos llevd a creer en su aplicabilidad para infecciones (comunitarias u
hospitalarias) causadas por cualquier tipo de MRSA.

Se deben comentar algunas caracteristicas importantes del producto de la presente invencion.

(i) Los resultados de la proteccion in vitro hacen creer que el mecanismo de accion involucrado, el bloqueo de una
region cercana al nucleo activo de la molécula, es suficiente para inhibir el crecimiento y la multiplicacién bacteriana.
De manera similar a la de los antibidticos betalactamicos, este mecanismo depende del tiempo, y requiere que la
bacteria esté en la fase de multiplicacion exponga al objetivo a la accién del farmaco.

(ii) Esta caracteristica se ve favorecida por las propiedades farmacocinéticas de los anticuerpos, que presentan una
larga semivida en plasma (38). En comparacion con la terapia con antibiéticos, esto significa una administracion en
menor numero de dosis, presentando facilidad de tratamiento para el paciente y tal vez reducir el coste final como
consecuencia. Estas ideas se confirmaron en la practica en el ensayo comparativo de protecciéon con vancomicina
(véase mas abajo).

(iii) La inhibicién del crecimiento bacteriano in vitro también significa que el anticuerpo no necesita los mecanismos
auxiliares de respuesta antigeno-anticuerpo tradicionales, tal como la opsonizacién y la activacion del complemento.
Considerando que la mayoria de las infecciones hospitalarias ocurren en pacientes que tienen un estado de
inmunodepresion, esta caracteristica del producto es extremadamente importante.

(iv) Se sabe que Staphylococcus aureus presenta una proteina A en su superficie. Esta molécula se une
caracteristicamente a la region Fc de las inmunoglobulinas, impidiendo la actividad opsonizante del sistema
inmunitario (38). Debido a los resultados obtenidos en los ensayos de los inventores, se cree que la concentracion
de anticuerpos administrados fue capaz de saturar la proteina A existente en la superficie bacteriana, y no previene
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el bloqueo de PBP2a por los anticuerpos administrados.

Las infecciones sistémicas causadas por MRSA se han tratado con el uso de glucopéptidos, especialmente
vancomicina. Sin embargo, este medicamento presenta una gama de efectos secundarios, con inmunotoxicidad (42),
ototoxicidad, nefrotoxicidad y neutropenia transitoria (43) entre ellos, y requiere administracién durante largos
periodos, presentando un alto coste de tratamiento final.

Al usar un modelo de infeccién murina, fue posible comparar un tratamiento con vancomicina versus anticuerpo
monoclonal y la combinacién de los dos medicamentos. Los resultados obtenidos indicaron que una dosis de
anticuerpo tenia una accion similar o superior a 5 dosis de vancomicina y que la administracion simultanea de los
dos farmacos era mucho mas eficiente en la eliminacion de la bacteria que la administracion aislada. Estos datos
son extremadamente significativos, ya que es posible pensar en un coste de tratamiento mas bajo con el anticuerpo
y una recuperacion mas eficiente de pacientes con estado grave con la administracion de vancomicina y anticuerpo.

Ademas del uso de anticuerpos monoclonales anti-PBP2a para tratar infecciones por MRSA, la presente invencion
todavia considera las siguientes aplicaciones:

(i) los resultados del reconocimiento de una proteina con un peso molecular cercano al de PBP5 en la cepa de
Enterococcus sp. cepa por el anticuerpo monoclonal anti-PBP2a indica que es posible obtener una respuesta
protectora contra este patdgeno con la administracion de anticuerpos. PBP5 presenta homologia con PBP2a, siendo
ambas clasificadas como PBP multimodulares de clase B, con baja afinidad por betalactamicos (40). Los
enterococos son bacterias que causan infecciones hospitalarias graves, presentando un alto grado de resistencia
intrinseca y adquirida a los antimicrobianos. Las cepas resistentes a la vancomicina (VRE) representan un reservorio
de genes de resistencia a los glucopéptidos y pueden transferirse a otros patdgenos. (41).

(i) Estos anticuerpos pueden tener aplicabilidad para la identificacion de PBP2a mediante pruebas de
inmunodiagnéstico. Por ejemplo, el uso de pruebas inmunes basadas en la aglutinacion de particulas de latex unidas
al anticuerpo puede proporcionar un resultado que prevea la resistencia a todos los antibiéticos betalactamicos en
pocas horas. En las pruebas convencionales de sensibilidad a los antimicrobianos (como las pruebas de sensibilidad
a antibidticos), estos resultados solo se publican después de 12 a 24 horas.

(iii) una vez que los anticuerpos monoclonales se han utilizado con éxito en aplicaciones tematicas contra las Ulceras
cronicas (infliximab, véase la referencia Streit et al., y el documento WO 1999041285 A1), estos anticuerpos pueden
administrarse tépicamente para promover la descolonizacion nasal por MRSA y para el tratamiento de lesiones
cutaneas causado por este patéogeno.

Segun el conocimiento y los problemas encontrados en el estado de la técnica, los inventores actuales realizaron
inmunizaciones en animales con una vacuna de ADN con construcciones correspondientes al gen mecA (SEQ ID
NO.: 2) sin la region de fijacion de membrana e inmunizaciones con una region interna de 76 aminoacidos del
dominio de transpeptidasa (SED ID NO.: 3) que comprende el nlcleo activo enzimatico.

Las inmunizaciones se realizaron en las mismas condiciones presentadas en los trabajos de Ohwada et al. y Senna
et al., que desarrollaron una vacuna de ADN contra PBP2a, utilizando la secuencia completa (excepto la region de
fijacion de membrana) del gen mecA y un fragmento interno del dominio transpeptidasa. Las inmunizaciones se
realizaron con 4 dosis, y los animales inmunizados y un grupo de control no inmunizado fueron desafiados por una
infeccion sistémica con MRSA y una determinacion del nimero de bacterias presentes en los rifiones de los
animales en dos periodos distintivos. Los resultados obtenidos mostraron que la inmunizacién con el fragmento de
transpeptidasa confirié6 una mayor reduccion en el nimero de bacterias presentes en los rifiones de los animales que
la de los animales inmunizados con el gen mecA.

Asi, se ve que los anticuerpos generados contra el fragmento de transpeptidasa proporcionaban una mejor
proteccion en las condiciones utilizadas (vacuna de ADN en modelo murino) que la de los anticuerpos contra PBP2a.
El fragmento de transpeptidasa incluye el nucleo activo enzimatico STQK (SEQ ID NO.: 4).

Como consecuencia, segun los resultados encontrados, los inventores dirigieron la invencién para producir
anticuerpos monoclonales capaces de reconocer y unirse a la proteina PBP2a y ofras proteinas que presentan
secuencias homologas a la proteina PBP2a y usar el fragmento de transpeptidasa que incluye el nicleo activo de la
enzima.

La invencion se describira a continuacién con referencia a los ejemplos, que no deben considerarse limitantes.
MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS:

1. Bacterias:

Se utilizaron las siguientes cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina: MRSA Ibérica, COL-MRSA
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(cedido por Unité des Agents Antimicrobiens - Institut Pasteur [Unidad de Antimicrobial Agents - Pasteur Institute],
Dr. Patrice Courvalin), WB79 CA-MRSA, and CEB-MRSA (cedida por el Dr. Agnes Figueiredo, Instituto de
Microbiologia [Microbiology Institute] of UFRJ); una cepa de Enterococcus faecalis resistente a la vancomicina; y una
cepa de Staphylococcus aureus sensible a meticilina (MSSA). Las cepas de Escherichia coli BL21 DE3 (Novagen) y
TOP10 (Invitrogen) también se usaron como control.

2. Animales:

Ratones hembra Balb/C, de 4 a 8 semanas de edad, obtenidos de CECAL-FIOCRUZ y alojados en LAEAN-
BioManguinhos se usaron en los ensayos de inmunizacion y proteccion in vivo.

3. Inmunizacioén:

Los ratones (4 animales) recibieron una dosis inicial de 100 microgramos de plasmido pCl-Neo: fragmento del gen
mecA de MRSA (18), seguido de una dosis de 10 microgramos de proteina recombinante purificada 14 dias
después, correspondiente a una region interna de PBP2a de MRSA (21), emulsionada en adyuvante completo de
Freund, seguido de ofra dosis 14 dias después, emulsionado en adyuvante incompleto de Freund. Catorce dias
después, el animal con la mejor respuesta inmunitaria (evaluada por inmunoensayo enzimatico - ELISA) recibio una
dosis intravenosa de 10 microgramos de proteina purificada diluida en PBS (solucion salina tamponada con fosfato).
Tres dias después de la inyeccion IV, el animal fue sometido a eutanasia por asfixia en CO; (Protocolo CEUA
L0009-07 - FIOCRUZ), y el bazo se extrajo asépticamente para la fusion celular. El suero del animal con la mejor
respuesta inmunitaria se usé como control positivo para otras pruebas inmunolégicas.

4. Produccion de anticuerpos monoclonales:

Los linfocitos extraidos del bazo se sometieron a fusion con células de mieloma SP2/0-Agl4 (ATCC 1581), utilizando
polietilenglicol para la fusion, y se cultivaron en medio de hipoxantina-aminopterina-timidina a 37 °C en una
atmodsfera de 10 % de CO», segun el protocolo para producir anticuerpos monoclonales en Current Protocols in
Immunology (22). Los hibridomas resultantes se evaluaron mediante la prueba ELISA después de 14 dias, utilizando
la proteina recombinante purificada como antigeno, de acuerdo con lo que se describe a continuacion. Los mejores
hibridomas fueron sometidos a clonacion, con seleccion de los mejores clones por ELISA y estos ultimos
almacenados en nitrégeno liquido.

5. Enzimoinmunoensayo- ELISA:

Las placas de plastico de 98 pocillos Maxisorb se sensibilizaron con 500 nanogramos/pocillo de proteina
recombinante (fragmento PBP2a) en tampdn de carbonato/bicarbonato y se incubaron a 4 °C durante toda la noche.
Al dia siguiente, las placas se lavaron tres veces con PBS que contenia 0,05% de Tween 20 y se bloquearon en
PBS y leche desnatada al 5 % durante dos horas a 37 °C. Se utilizaron las muestras a analizar (suero de animales
inmunizados diluidos a 1:100 o sobrenadantes de cultivo celular) e incubados durante 2 horas a 37 °C. La placa se
lavo tres veces con PBS y Tween 20 (0,05 %) nuevamente, y el conjugado anti-lg (anti-ratén HRP Ig SIGMA A 0412)
se afadio a una dilucién 1:5.000, seguido de incubacién a 37 °C durante 90 minutos. Después de este periodo, la
placa se lavo tres veces con PBS y Tween 20 (0,05 %), con adicion de revelador de color de TMB peroxidasa
(BioRad) e incubacion durante 15 minutos protegido de la luz. La reaccién se interrumpié mediante la adicion de
H2S04 0,5 N y la lectura se realizé a 450 nm. Se usé un suero policlonal hiperinmune diluido a 1:200 como control
positivo.

5.1. Ensayos de avidez basados en enzimoinmunoensayo
5.1.1. Ensayo de avidez con urea (Niederhouser et al. - 5.1):

El protocolo es similar al inmunoensayo uno (5), con las siguientes modificaciones: después de la incubacién de la
muestra (100 ng de clon 10 anticuerpo monoclonal purificado y 2,0 ng de clon 38 de anticuerpo monoclonal
purificado) durante dos horas a 37 °C, las muestras se sometieron a tres lavados con urea 8 M en PBS y Tween 20
(0,05 %), seguido de cuatro lavados en PBS y Tween 20 (0.05 %), presentando la misma muestra procesada
normalmente (sin tratamiento con urea) como control. Después de leer las densidades 6pticas de la muestra, la tasa
de avidez se calculé por la relacién de la lectura con urea dividida por la lectura sin urea, multiplicado por 100
(resultado de percentil).

5.1.2. Ensayo de avidez con tiocianato de amonio (Goldblat el al. - 5.2)

El protocolo es similar al inmunoensayo uno (5), con las siguientes modificaciones: después de la incubacién de la
muestra (100 ng de clon 10 anticuerpo monoclonal purificado y 2,0 ng de clon 38 de anticuerpo monoclonal
purificado) durante dos horas a 37 °C, las muestras se sometieron a tratamiento con tiocianato de amonio durante
30 minutos a 37 °C en las siguientes concentraciones: 3 M; 1,5 M; 1,0 M; 0,75 M; 0,50 M; 0,25 M; y 0,125 M. Se uso6
una muestra no tratada con tiocianato de amonio como control para cada clon.
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Después de leer las densidades opticas de la muestra, la tasa de avidez se calculé mediante la siguiente formula:
AR (tasa de avidez) = [(log 50 - log A) x (B - A)/log B - log A] + A; donde log 50 = 1,70. A es la concentracion mas
baja de tiocianato de amonio que resulta en una reduccion de la absorbancia inferior al 50 %, y B es la
concentracion mas alta de tiocianato de amonio que resulta en una reduccién de la absorbancia superior al 50 %.

6. Produccion y purificacion de anticuerpos monoclonales:

Se cultivd una muestra de los clones 10 y 38 previamente seleccionados en un medio sin suero (GIBCO VP-SFM)
con la adicion de BSA al 1 % en viales de 100 ml en una estufa con atmosfera de CO; al 10 %. Los sobrenadantes
fueron sometidos a centrifugacion, seguido de filtracion en filtros de 0,22 micrometros y purificado en cromatografia
de alta resolucion (HPLC) con resina SelectSure protein A MAB (GE). Los anticuerpos se neutralizaron a pH 7,0 con
Tris 1 M, pH 10,0, se dializaron contra PBS 0,5x en agua desionizada. Las muestras fueron sometidas a un proceso
de liofilizacion, se resuspendieron en agua desionizada, se cuantificaron por el método de Lowry y se evaluaron
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida.

7. Reconocimiento de objetivos:
7.1. Reconocimiento de PBP2a in vitro - inmunotransferencia:

Una cepa de MRSA (CEB), una cepa de Staphylococcus aureus sensible a la meticilina (MSSA), una cepa de
Enterococcus faecium resistente a la vancomicina y la cepa de Escherichia coli BL-21 DE3 se cultivaron en fase
exponencial. Se centrifugd un ml de cada muestra y se lisé mediante agitacion en perlas de vidrio en un dispositivo
mini Bead Beater (Biospect Products), 3 veces durante 30 segundos. Una parte alicuota de cada muestra se sometio
a electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante al 12 % (SDS-PAGE), y las proteinas se transfirieron
posteriormente a una membrana de nylon (Hybond N-BioRad). La membrana se bloqued con agitacion suave
durante dos horas en tampén PBS que contenia leche desnatada al 10 % y BSA al 1 % (seroalbumina bovina). La
membrana se lavo tres veces en PBS y Tween 20 (0,05 %) y tres veces en PBS. Después, esta ultima se introdujo
en incubacion durante dos horas, con sobrenadante de anticuerpo monoclonal anti-PBP2a diluido en PBS en
proporciéon 1:1. Tras la incubacién, la membrana se lavd como se ha descrito previamente, y el conjugado de
fosfatasa alcalina (anticuerpo anti-IlgG murino - Sigma A3688) a una proporcion de 1:15.000 y se incubd durante
noventa minutos. Después de este periodo, el lavado en PBS se realizé6 nuevamente y se realizé el desarrollo con
sustrato Western Blue para fosfatasa alcalina (Promega).

7.2. Reconocimiento de PBP2a en la superficie de la bacteria - citometria de flujo:

Se cultivé una cepa de MRSA (CEB) en fase estacionaria (ON) o exponencial. Las muestras se lavaron en PBS 1x y
se resuspendieron a una DOggo de 0,6 (~102 bacterias/ml). Estos ultimos se centrifugaron en 1 ml (102 bacterias) y
se resuspendieron en BSA al 0,5 % y una dilucién 1:10 de suero normal (murino/humano). Después, las muestras se
incubaron durante 30 minutos a 4 °C y, a continuacion, los concentrados (pellas) se lavaron 2 veces en PBS y se
volvieron a suspender en 100 microlitros de PBS que contenian BSA al 0,5 % y una dilucién 1: 10.000 de anticuerpo
monoclonal anti-PBP2a y se incubaron durante 30 minutos a 4 °C. Después de esta etapa, las muestras se lavaron
como anteriormente nuevamente y se resuspendieron en 100 microlitros de PBS y BSA al 0,5 % y una dilucion
(1:1000) de conjugado anti-lg de raton con PE (ficoeritrina), incubandose después en la oscuridad durante 30
minutos a 4 ° C. A continuacion, las muestras se lavaron nuevamente y se fijaron durante 15 minutos a 4 °C en PBS
que contenia paraformaldehido al 2 %. Después de esta preparacion, las muestras se analizaron en un citometro de
flujo (Becton y Dickinson - FACScalibur).

8. Ensayos de proteccion in vitro: determinacion de la concentracion minima inhibitoria:

Las cepas de MSRA (CEB, Ibérica, COL y CA) se cultivaron en fase exponencial hasta 600 nm de densidad optica
igual a 0,5. El inéculo aplicado se ajusté para que contuviera aproximadamente 100.000 bacterias. Se afiadieron
caldo de Miller Hinton, in6culo bacteriano y cantidades crecientes de anticuerpo monoclonal anti-PBP2a purificado a
tubos de ensayo o placas de 24 cavidades. Las placas o tubos se sometieron a incubacion a 37 °C durante 12
horas. Después de este periodo, se observéd presencia o ausencia de turbidez en las muestras. La concentracion
minima inhibitoria se consideré como la menor cantidad de anticuerpo capaz de inhibir el crecimiento del in6culo
bacteriano (100.000 bacterias).

9. Ensayos de proteccion in vivo:

9.1. Determinacion de la dosis letal y la DLso para cepas de MRSA.

La determinacion de la dosis letal y la DLsy se realizaron de acuerdo con el método Reed-Muench (23) para las
cepas de MRSA (CEB, Ibérica, WB79 CA y COL). Se inoculé a grupos de ratones Balb/C hembra de 8 semanas por

via intraperitoneal dosis crecientes de bacterias y se observaron durante 7 dias. Se sacrificé a los animales que
sobrevivieron después de este periodo, de acuerdo con las normas de bienestar animal establecidas.
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9.2. Infeccion sistémica y ensayos de cuantificacion renal bacteriana.

Las cepas de MRSA (CEB, ibérica y WB79 CA) se cultivaron en fase exponencial (DOgoo ~0,6), se lavaron y se
resuspendieron en PBS estéril 1x a DOgoo ~0,5, correspondiente a aproximadamente 2 x 108 bacterias. Esta
concentracion se calculd por dilucion y siembra en placas de agar BHI que contenian 10 microgramos de
oxacilina/ml. Los ratones Balb/C hembra de 8 semanas recibieron una dosis intraperitoneal de 400 microgramos de
anticuerpo monoclonal anti-PBP2a purificado en el primer dia. Al sexto dia, se sacrificd a los animales y se
extirparon los rifiones asépticamente. Después, los rifiones se homogeneizaron en 1 ml de caldo estéril de Luria 'y se
diluyeron sucesivamente en series de 10. Se sembraron cien microlitros de cada dilucién en placas de agar BHI que
contenian 10 microgramos/ml de oxacilina y se incubaron durante 24 horas a 37 °C, realizandose un recuento de
colonias resultantes y calculos de diluciones totales.

9.3. Ensayo de supervivencia.

Las cepas de MRSA se cultivaron en las mismas condiciones descritas anteriormente, pero se realizé un ajuste de
inéculo para la DLsy previamente establecida. Los ratones Balb/C hembra de 8 semanas recibieron una dosis
intraperitoneal de 500 microgramos de anticuerpo monoclonal anti-PBP2a purificado en el primer dia. Al dia
siguiente, se infectd estos animales mas un grupo de control Con una dosis de aproximadamente 2,5 a 6,0 x 108
bacterias por via intraperitoneal, conforme a la DLsy de cada cepa. Los animales fueron observados durante 10 dias,
sacrificando a los supervivientes.

10. Estudio comparativo de proteccion in vivo de anticuerpos monoclonales anti-PBP2a y vancomicina -
cuantificacion renal:

Ensayo |

Cuatro grupos de ratones Balb/C hembra de 8 semanas (4 animales por grupo) recibieron una dosis infecciosa de
6,0 x 107 bacterias (CEB-MRSA) por via intraperitoneal. Los animales recibieron dosis de anticuerpo monoclonal
purificado (MAB), vancomicina, MAB + vancomicina, y control negativo, de acuerdo con los siguientes grupos:

grupo 1: MAB (400 microgramos) (primer dia)

grupo 2: vancomicina (150 microgramos, via intramuscular, 12/12 horas)

grupo 3: vancomicina + MAB (350 microgramos) (1 dia después de la infeccion)

grupo 4: control

Las primeras dosis de anticuerpo y vancomicina se administraron 4 horas después de la administraciéon de la dosis
infecciosa. Se sacrificd a los animales al cuarto dia, y los rifiones fueron extirpados asépticamente y sometidos a
calificacion renal, de acuerdo a lo descrito anteriormente.

Ensayo Il

Este ensayo se realizd de la misma manera que el anterior, pero, con una dosis infecciosa mas baja (7,0 x 108
bacterias), con el grupo 1 siendo tratado con 500 microgramos de anticuerpo monoclonal purificado; tratandose el
grupo 2 con vancomicina (150 microgramos, via intramuscular, 12/12 horas; 5 dosis); tratandose el grupo 3 con
vancomicina + 500 microgramos de anticuerpo monoclonal; y siendo el grupo 4 el control (animales no tratados).

11. Identificaciéon de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de las cadenas ligeras y
pesadas del anticuerpo monoclonal anti-PBP2a

11.1 Extraccion de ARNm de células de hibridoma

Se proces6 un centrifugado (precipitado) de 10 ml de un cultivo celular de hibridoma productor de anticuerpos
monoclonales para la extraccion de ARNm usando el kit RNeasy Minikit (Qiagen).

11.2 Obtencion de ADNc

Reaccion con transcriptasa inversa: Se uso el kit de transcriptasa inversa M-MLV (Invitrogen) para obtener ADN
complementario, siguiendo las pautas de fabricacion.

11.3. Amplificaciéon de cadenas VH y VL por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones se realizaron utilizando las secuencias de inicio (cebadores) a continuacion.
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11.4. Secuenciacion de cadenas ligeras y pesadas de anticuerpo monoclonal anti-PBP2a

Etapas de secuenciacion:

I. Amplificacion

Esto se realizé utilizando las secuencias iniciales anteriores, definidas por la SEQ ID NO.: 18 a SEQ ID NO.: 39.

Il. Secuenciacion

Se uso el dispositivo ABI Prism 3100, Genetic Analyser (Hitachi).

11.5. Analisis de secuencia e identificacion de CDR de cadena ligera y pesada

Las secuencias de ADN obtenidas se analizaron con la ayuda del programa DNA Star, y se tradujeron a secuencias
de aminoacidos (sitio ExXPASy - Programa de traduccion) para su posterior analisis por los algoritmos de Kabat (24) y

Chotia (25) para la identificacion de CDR de cadena ligera y pesada.

12. Determinacion de las constantes de asociacion y disociacion para anticuerpos monoclonales (clones 10
y 38 mediante el método de resonancia de plasmoén superficial [SPR] [Biacore])

Las mediciones de SPR se realizaron utilizando un sensor CM-5 en un dispositivo Biacore X® (Biacore AB, Uppsala,
Suecia). Los reactivos de uniéon y tampones HBS-EP (hepes 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, 0,005 % P20
[Tween 0, pH 7,4]) se adquirieron a GE Healthcare.

Ejemplo 2
1. Obtencion de anticuerpos monoclonales anti-PBP2a murinos:

Un grupo de animales se sometid al protocolo de inmunizacién de acuerdo con lo descrito anteriormente. El
resultado evaluado por la prueba ELISA se describe en la Figura 1.

Después del proceso de fusion (fusion del numero 90-LATAM), el sobrenadante de 96 cavidades (hibridomas) se
analizé mediante la prueba ELISA. De este total, se seleccionaron las cinco mejores muestras y se expandieron las
células (clonacién). Después, de nuevo, las muestras positivas se analizaron mediante ELISA. Las muestras
positivas se validaron mediante inmunotransferencia contra la proteina recombinante purificada (PBP2a) para validar
los resultados obtenidos con el ELISA. El resultado final esta en la Tabla 1.

La Figura 1 revela el resultado de la prueba de inmunoenzima (ELISA) de los sueros de los animales inmunizados
para producir anticuerpos anti-PBP2a. Cada roce corresponde al suero diluido 1:100 de los animales inmunizados.
El suero de control positivo esta en marca angular [[LL]. Primera barra de cada marca: suero preinmune; segunda
barra: suero después de la cuarta inmunizacion; y tercera barra: suero después de la quinta inmunizacion.

Tabla I. Clonaciones de fusion 90: balance final

Hibridomas Numero total Clones Positivos Clones positivos Clones
clonados de clones (ELISA) (inmunotransferencia) seleccionados

77 70 2 1 (clon 38) 1
68 108 10 1 (clon 10) 1
79 91 Cero - -
17 101 Cero - -
70 48 2 Cero -

418 14 2 2

De los clones seleccionados, el clon 77-38 se sometid a un proceso de reclonacién para verificar la estabilidad
celular para secretar anticuerpos monoclonales. De las 50 cavidades analizadas, todas presentaron resultados
positivos por prueba ELISA. Estos clones se expandieron y se almacenan en nitrégeno liquido en las instalaciones
de LATAM (Laboratorio de tecnologia de anticuerpos monoclonales).

2. Crecimiento, produccion y purificacion de anticuerpos monoclonales:
El proceso se estandarizé de acuerdo con lo descrito anteriormente. La produccién obtenida es de aproximadamente

4 miligramos de anticuerpo monoclonal por cada 100 ml de sobrenadante sometido al proceso de purificacion. Los
resultados obtenidos se pueden ver a continuacion.

11
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En la Figura 2, se puede ver un gel de poliacrilamida con muestras crudas y después de la purificacion. Esta Figura
2 muestra el gel de poliacrilamida no desnaturalizante con muestras de sobrenadante antes (columna 1) y después
de la purificacion (2) en columna de HPLC con resina MAb SelectSure. Las columnas 3 a 9 corresponden a las
fracciones de muestra purificadas obtenidas. La flecha indica el tamafio aproximado de 150 kDa.

3. Caracterizacion funcional de anticuerpos monoclonales:
3.1. Reconocimiento de PBP2a in vitro - inmunotransferencia

Para investigar la capacidad de reconocimiento de anticuerpos por el objetivo en el patégeno (PBP2a y secuencias
similares), la prueba de inmunotransferencia se realizé con bacterias que presentan PBP2a (CEB y COL MRSA),
una cepa MSSA (Staphylococcus aureus sensible a meticilina) (que no presenta PBP2a), una cepa de Enterococcus
sp resistente a la vancomicina (que presenta PBP5), una transpeptidasa con baja afinidad por los antibidticos
betalactamicos (homodlogos a PBP2a) y una cepa de Escherichia coli (donde se genero la proteina recombinante)
como control negativo. Los resultados obtenidos muestran que el anticuerpo pudo reconocer una proteina con un
peso molecular de aproximadamente 76 kDa en MRSA y cepas de Enterococcus sp., correspondiente al tamafio de
PBP2a y PBP5, respectivamente. No se observd reactividad del anticuerpo monoclonal con proteinas de
Staphylococcus aureus sensible a meticilina (PBP2a negativo) ni con la cepa de Escherichia coli. Los resultados se
pueden ver en la Figura 3 (inmunotransferencia contra MRSA y MSSA).

El resultado de la prueba de inmunotransferencia de lisados de MRSA y MSSA contra el sobrenadante que contiene
anticuerpos monoclonales anti-PBP2a se muestra en la Figura 3.

1. - Marcador de peso molecular (caleidoscopio);

2. - Muestra de MSSA cultivada en fase exponencial;

3y 4. - Muestra de MRSA cultivada en fase exponencial;

5. - Muestra de MSSA cultivada en fase estacionaria (durante la noche); y

6y 7. - Muestras de MRSA cultivadas en fase estacionaria. La flecha izquierda indica el peso molecular de PBP2a.

3.2. Reconocimiento de PBP2a en la superficie de la bacteria - citometria de flujo

El objetivo de la prueba de citometria de flujo es validar la capacidad de reconocimiento de objetivos en la bacteria
en su forma nativa por el anticuerpo monoclonal. En pruebas anteriores (inmunotransferencia), se observo el
reconocimiento del objetivo en proteinas sometidas a un proceso de desnaturalizacion, que se produce durante la
separacion de proteinas por electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante. De nuevo, se analizé una cepa
de control negativo (MSSA, PBP2a-negativa) y una cepa MRSA (CEB) desarrollada en fases exponenciales y
estacionarias. Los resultados obtenidos muestran que el anticuerpo es capaz de reconocer el objetivo en la
superficie bacteriana en ambas condiciones. La presencia de proteina A en la superficie de Staphylococcus no fue
capaz de inhibir la unién del anticuerpo con PBP2a. Los resultados obtenidos se pueden ver en la Figura 4.

La Figura 4 muestra los resultados de la citometria de flujo de bacterias MRSA (CEB) y MSSA incubadas con
anticuerpo monoclonal anti-PBP2a y marcadas con ficoeritrina (PE). En (1), bacterias MSSA; en (2), MRSA cultivado
en fase estacionaria; en 3, MRSA cultivado en fase exponencial. Las poblaciones de MRSA presentan un
desplazamiento a la derecha, correspondiente a un incremento en las células marcadas por el conjugado
fluorescente.

4. Evaluacion de la proteccion conferida por el anticuerpo monoclonal anti-PBP2a:
4.1. Pruebas de proteccion in vitro
Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Estos ensayos tienen como objetivo evaluar la capacidad del anticuerpo para unirse directamente al objetivo en un
sistema cerrado. Para anticuerpos monoclonales con finalidad terapéutica, los resultados positivos tienen una
importancia extrema, ya que significan que el anticuerpo puede reconocer el objetivo y bloquear el crecimiento
bacteriano sin la ayuda del sistema inmunitario del huésped, tal como la activacion del complemento y los
mecanismos de opsonizacion, resultante de la accion combinada con el sistema inmunitario innato y adaptativo del
huésped. Las cepas CEB, COL y MRSA ibérica se evaluaron, donde se observaron valores de CMI similares
(aproximadamente 500 microgramos) en las condiciones evaluadas. Estos datos indican que, independientemente
del origen genético de las diferentes cepas de MRSA, las dosis de anticuerpos necesarias para bloquear el
crecimiento no son las mismas. Estos resultados se pueden ver en la Figura 5.

La Figura 5 muestra la prueba de la proteccion in vitro (CMI - concentracién minima inhibitoria) conferida por el

anticuerpo monoclonal purificado anti-PBP2a y la vancomicina contra un indculo de 10° células de diferentes cepas
de MRSA. La ausencia de turbidez indica que no hubo crecimiento bacteriano en las condiciones analizadas.
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1A: CEB MRSA (clon epidémico brasilefio + 250 ug de anticuerpo;
2A: CEB MRSA + 500 pg de anticuerpo;

3 A: CEB MRSA + 750 ug de anticuerpo;

4A y 6A: controles negativos de la cepa CEB MRSA.

1B: COL MRSA + 250 ug de anticuerpo;

2B: COL MRSA + 500 pg de anticuerpo;

3B: COL MRSA + 750 g de anticuerpo;

4B y 6B: controles negativos de la cepa COL MRSA.

1C: MRSA ibérico (clon epidémico europeo - CEE) + 250 ug de anticuerpo;
2C: EEC MRSA + 500 ug de anticuerpo;

3C: EEC MRSA + 750 ug de anticuerpo;

4C y 6C: controles negativos de la cepa EEC MRSA.

1D: CEB MRSA + 150 ug de vancomicina;

2D: CEB MRSA + 300 pg de vancomicina;

3D: CEB MRSA + 500 pg de vancomicina;

4D: CEB MRSA + 750 pg de vancomicina;

5D y 6D: controles negativos.

4.2. Pruebas de proteccion in vivo
4.2.1. Determinacion de dosis letales y subletales para las cepas CEB, Ibérica, WB79 CA y COL MRSA:

Estos ensayos fueron necesarios para evaluar la proteccion in vivo en los dos modelos utilizados: la cuantificacion
renal por dosis subletal y la prueba de supervivencia después de una infeccion sistémica con un inéculo de bacterias
mas grande, capaz de causar la muerte en aproximadamente el 50 % de los casos animales (DLso). La ruta elegida
fue intraperitoneal, debido a la facilidad de administracion y la ausencia de pérdidas. Se utiliz6 una adaptacion del
método Reed-Muench para realizar el ensayo, con dos animales por condiciéon (dosis bacteriana infecciosa en
concentraciones crecientes) para determinar las dosis DLsp y subletal, y se probaron tres dosis diferentes, una vez
que tuvimos conocimiento previo sobre las dosis letales medias para Staphylococcus aureus. La cepa MR MRSA, el
primer clon de MRSA en secuenciar su genoma, se utiliza como cepa de referencia para estudios sobre este
patégeno. Sin embargo, se mostré poco virulento, y necesitaba altas dosis infecciosas en relacién con los otros
clones de MRSA para causar infeccion en animales. Por lo tanto, no se us6 en ensayos de proteccion.

4.2.2. Ensayos de proteccion renal después de infeccion sistémica con dosis subletal

Usando un modelo de cuantificacion renal después de la infeccion, Estos ensayos permiten evaluar la capacidad de
los anticuerpos para reducir la presencia de bacterias en los 6rganos vitales (rifiones) después de una infeccion
sistémica. Se alcanzé una reduccion superior a 3 log (1.000 veces) en tres ensayos independientes con cepas de
MRSA virulentas de diferentes antecedentes genéticos. En estos ensayos, los animales recibieron una dosis previa
de 500 microgramos de anticuerpo. La proteccion conferida por una dosis de anticuerpo mas baja (250
microgramos) se evaluo en el ensayo con la cepa CA-MRSA, donde también se observé una reduccién bacteriana,
pero inferior a la obtenida con la dosis de 500 microgramos. Los resultados se pueden ver en las Figuras 6A, 6B y
6C.

La Figura 6A muestra los resultados de la cuantificacion renal en animales tratados y no tratados con anticuerpo
monoclonal anti-PBP2a y sometidos a infecciéon sistémica con una dosis subletal de cepa MRSA CEB. En rayas
horizontales: log de la concentracién de bacterias aisladas de los rifiones de cada animal no tratado. En patron a
cuadros: log de la cantidad de bacterias aisladas de los rifiones de cada animal tratado con el anticuerpo.
Cuantificacion bacteriana: controles: C1: 2.000 bacterias; C2: 29.000 bacterias; C3: 220.000 bacterias; C4: 52.000
bacterias (media de 75.750 bacterias). Animales tratados (protegidos): P1: 20 bacterias; P2, P3 y P4: 10 bacterias
(media de 12,5 bacterias). Reduccion en la cantidad de bacterias recuperadas de los animales tratados en relacion
con los no tratados: 6.060 veces.

La Figura 6B muestra los resultados de la cuantificacion renal en animales tratados y no tratados con anticuerpo
monoclonal anti-PBP2a y sometidos a infeccion sistémica con una dosis subletal de la cepa MRSA ibérica (clon
epidémico europeo). En rayas horizontales: log de la concentracion de bacterias aisladas de los rifiones de cada
animal no tratado. En patréon de cuadros grandes: log de la cantidad de bacterias aisladas de los rifiones de cada
animal tratado con el anticuerpo. Las barras en el patron de cuadros pequefios indican los medios obtenidos
respectivos. Cuantificacion bacteriana: controles: C1: 210.000 bacterias; C2: 44.000 bacterias; C3: 300.000
bacterias; C4: 290.000 bacterias (media de 211.000 bacterias). Animales tratados (protegidos): P1: 80 bacterias; P2:
200 bacterias; P3: 10 bacterias; y P4: 60 bacterias (media de 87,5 bacterias). Reduccion en la cantidad de
bacterias recuperadas de animales tratados en relacion con los no tratados: 2420 veces.

La Figura 6C muestra los resultados de la cuantificacion renal en animales tratados y no tratados con anticuerpo

monoclonal anti-PBP2a y sometidos a infeccion sistémica con una dosis subletal de la cepa WB79 CA-MRSA (cepa
comunitaria brasilefia). Cinco primeras barras (en xx, trazos horizontales y patrén de cuadros grandes): log de la
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concentracion de bacterias aisladas de los rifiones de cada animal no tratado. Primera barra (en xx): estimacion en
relacion con un animal muerto antes de la eutanasia. Barras 6, 7, 8 y 9 (en trazos horizontales y patron de cuadros):
log de la cantidad de bacterias aisladas de los rifiones de animales tratados con 250 pg de anticuerpo monoclonal
anti-PBP2a. Barras 10, 11, 12 y 13 (en triangulos): log de la cantidad de bacterias aisladas de los rifiones de cada
animal tratado con 500 ug de anticuerpo. Barras con cuadros (las barras 52, 92 y 13?) indican los medios respectivos
obtenidos. Cuantificacion bacteriana: controles: C1: 650.000 bacterias; C2: 26.000 bacterias; C3: 17.000 bacterias;
C4: 500.000 bacterias (estimacion de animales muertos) (media de 231.000 bacterias). Animales tratados con 250
Mg de anticuerpo: P1: cero; P2: 5.400 bacterias; P3: 830 bacterias; y P4: 10 bacterias (media de 1.560 bacterias).
Animales tratados con 500 ug de anticuerpo: P1: 80; P2: cero; P3: 210; P4: 80 bacterias (media de 92,5),
Reduccioén en la cantidad de bacterias recuperadas de animales tratados en relacion con los no tratados con
250 pg de anticuerpo: 149 veces. Con 500 pg: 2.497 veces.

4.2.3. Ensayo de supervivencia

En este tipo de ensayo, los inventores evaluaron la proteccion conferida por el anticuerpo a los animales después de
una infeccidon con una carga bacteriana capaz de matar al 50 % de los animales (DLsg) 0 mas. Se evalud la
proteccion contra las tres cepas utilizadas en el ensayo de cuantificacion renal. Se observé una reduccion
significativa en (i) el tiempo de supervivencia y (ii) la supervivencia misma de los animales bajo tratamiento con
anticuerpos monoclonales anti-MRSA en los tres ensayos independientes.

En el ensayo con LA cepa MRSA CEB, el 70 % de los animales bajo tratamiento sobrevivieron a la infeccion, frente a
solo el 10 % del grupo control (no tratado). En el ensayo con la cepa MRSA ibérica, los resultados obtenidos fueron
similares, con un 60 % de proteccién en animales bajo tratamiento y un 100 % de muerte en el grupo control. En el
ensayo con la cepa CA MRSA, se vio una proteccion del 100 %, en comparacion con el 70 % en los animales de
control. Estos resultados se pueden ver en las Figuras 7a, 7b y 7c.

La Figura 7A muestra la curva de supervivencia de los animales tratados (protegidos) y no tratados (control) después
de la infeccién mediante una dosis de 2,3 x 108 bacterias (CEB MRSA) administrada por via intraperitoneal (DLso).

La Figura 7B muestra la curva de supervivencia de animales tratados (protegidos) y no tratados (control) después de
la infeccion mediante una dosis de 4,2 x 102 bacterias (MRSA ibérico) administradas por via intraperitoneal (~ DLso).

La Figura 7C muestra la curva de supervivencia de los animales tratados (protegidos) y no tratados (control)
después de la infeccion mediante una dosis de 1,1 x 10° bacterias (WB79 CA-MRSA) administrada por via
intraperitoneal (~ DLso).

4.2.4. Estudio comparativo sobre la proteccion conferida por anticuerpos monoclonales frente a
vancomicina

Como la vancomicina es un antimicrobiano de primera eleccion para el tratamiento de infecciones graves por MRSA,
se realiz6é un estudio comparativo sobre protecciéon en un modelo diferente a los anteriores. En el presente estudio,
se infectdé a los animales y la administracion de los anticuerpos antimicrobianos o monoclonales se inicid justo
después de cuatro horas de infeccion. El estudio se realizé con tres grupos distintos: uno tratado con vancomicina,
otro tratado con anticuerpos monoclonales y un tercero con administracion simultanea de anticuerpos +
antimicrobianos. Las dosis de vancomicina se ajustaron y administraron de manera similar a los casos de
infecciones en seres humanos (500 mg cada 12 horas).

Los resultados obtenidos indicaron que hubo una reducciéon de aproximadamente 15 veces en la cantidad de
bacterias presentes en los rifiones de los animales tratados con antimicrobianos o anticuerpos tres dias después de
la infeccién. Sin embargo, se observé una reduccién de 4.617 veces en el grupo que recibidé tratamiento con
antimicrobianos y anticuerpos.

Basandose en estos resultados, se puede concluir que la proteccién conferida por una dosis de anticuerpo
correspondia a cinco dosis de vancomicina y que la administracion simultanea de vancomicina y anticuerpos fue
muy eficiente para reducir la carga bacteriana observada en los rifiones de animales infectados. Este estudio se
repitié con una dosis infecciosa un poco mas baja para poder observar mejor la accién protectora de los anticuerpos
monoclonales anti-MRSA, tanto aislados como en asociacién con vancomicina (véanse las figuras 8).

Después de la realizacion del segundo ensayo con una dosis infecciosa mas baja, los resultados obtenidos
confirmaron los resultados iniciales. La proteccién conferida por el tratamiento con anticuerpo monoclonal causé una
reduccion de 89 veces, que fue mayor que la proteccion obtenida con el tratamiento con 5 dosis de vancomicina
(reduccién de 35 veces). Sin embargo, el resultado de reduccion mas significativo se observo en el grupo tratado con
anticuerpo + vancomicina, causando una reduccién de 450 veces.

La Figura 8A muestra la cuantificacion bacteriana en rifiones de animales tratados con anticuerpo monoclonal anti-
PBP2a, vancomicina y asociacion de anticuerpo + vancomicina y en animales no tratados después de la infeccion
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con 6,0 x 107 bacterias (CEB MRSA). El inicio del tratamiento ocurri6 4 horas después de la infeccion. La
vancomicina se administré6 cada 12 horas (5 dosis). Barras 1, 2, 3, 4 y 5 (trazos): log de la concentracion de
bacterias recuperadas de animales no tratados (controles). C1: 7.000.000; C2: 295.000; C3: 380.000; C4: 3.200.000
(media: 2.718.750 bacterias). Barras 6, 7, 8, 9 y 10 (patron de cuadros): log de la concentracién de bacterias
recuperadas de animales tratados con 400 pg de anticuerpo monoclonal anti-PBP2a. P1: 4.200; P2: 310.000; P3:
330.000; P4: 90.000 (media de 183.550 bacterias). Barras 11, 12, 13, 14 y 15 (esferas): animales tratados con
vancomicina. P1: 110.000; P2: 58.000; P3: 500.000; P4: 21.000 (media de 172.250 bacterias). Barras 16, 17, 18, 19
y 290 (triangulos): log de la concentracion de bacterias recuperadas de animales tratados con anticuerpo (300 ug) +
vancomicina. P1: 1.100; P2: 700; P3: 450; P4: 90 (media de 585 bacterias).

La Figura 8B muestra la cuantificacion bacteriana en rifiones de animales tratados con anticuerpo monoclonal anti-
PBP2a (barras 7 a 12), vancomicina (barras 13 a 18), asociacion anticuerpo + vancomicina (19 a 24) y de animales
no tratados (barras 1 a 6) después de la infeccion con 7,0 x 10°® bacterias (CEB MRSA). El tratamiento comienza en
4 horas después de la infeccién. Vancomicina administrada cada 12 horas (5 dosis). Barras 1 a 6: log de la
concentracion de bacterias recuperadas de animales no tratados (controles). C1: 6.000; C2: 1.000; C3: 500; C4:
118.000; y C5: 1.000 (media: 25.220 bacterias). Barras 7 a 12: log de la concentraciéon de bacterias recuperadas de
animales tratados con 500 pg de anticuerpo monoclonal anti-PBP2a. MB1: 450; MB2: 200; MB3: 100; MB4: 20; MB5:
cero (media de 284 bacterias). Barras 13 a 18: animales tratados con vancomicina. VC1: 100; VC2: 700; VC3: cero;
VC4: cero; VC5: 2800 (media de 720 bacterias). Barras 19 a 24: log de la concentracion de bacterias recuperadas de
animales tratados con anticuerpo (500 pg) + vancomicina. MBV1: 130; MBV2: 20; MBV3: 10; MBV4: 80; MBV5: 20
(media de 56 bacterias).

5. Ensayos de avidez
Resultados de las pruebas de avidez de los clones de anticuerpos monoclonales 10 y 38:

Avidez del protocolo de urea:
clon 10:1,03/1,46 (lectura de las DO con/sin tratamiento) = 70,5 %
clon 38: 1,00/1,21 =82,6 %

Avidez del protocolo de tiocianato de amonio:

Clon 10 (DO):

Control: 1,12

Muestras tratadas con tiocianato:

2M=0,046;1,5M=0,047; 1 M=0,107; 0,75 M =0,483; 0,5 M = 0,602; 0,375 M = 0,684
Tasa de avidez: 2,47

Clon 38 (DO):

Control: 1,22

Muestras tratadas con tiocianato:

2M=0,056;1,5M=0,062; 1 M=0,129; 0,75 M =0,648; 0,5 M =0,758; 0,375 M = 0,793
Tasa de avidez: 4,40

Se ve que las tasas de avidez del clon 38 fueron mas altas que las del clon 10 en ambos ensayos. Adicionalmente,
se verifica que, de acuerdo con ambos protocolos, fue necesario usar 50 veces mas anticuerpos del clon 10 que del
clon 38 para alcanzar una DO cercana a 1,0.

6. Determinacion de las constantes de asociacion y disociacion de los anticuerpos monoclonales (clones 10
y 38 por el método de resonancia de plasmén superficial [SPR] [BlAcore])

Los resultados obtenidos por el método SPR confirmaron los resultados preliminares de la avidez de anticuerpos,
donde el clon 38 mostré resultados superiores a los del clon 10 nuevamente. Segun los datos vistos en la Tabla I,
se ve que el clon 38 muestra afinidad 450 veces mayor que el clon 10.

Esta afinidad se debe principalmente a su mayor indice de asociacion, que es aproximadamente 100 veces mas alto
que el clon 10 uno. Debido a la muy alta afinidad del clon 38, sus medidas presentan parametros cercanos al
umbral de deteccién del equipo. Sin embargo, debido a la atencién en la planificacion y direccion de ensayos, se
obtuvo un ajuste excelente para los datos de prueba utilizando el modelo de Langmuir, lo que indica que los datos
obtenidos son fiables.

La Figura 9 muestra la interaccién entre PBP2a recombinante (antigeno) y el clon 38 de los anticuerpos
monoclonales (Figura 9A) y el clon 10 (Figura 9B). Las curvas de trazos ahumados representan los datos SPR en las
concentraciones de acuerdo con la clave correcta. Todas las muestras se analizaron por duplicado, y el modelo
tedrico de Langmuir 1:1 para cada curva se muestra en negro debajo de cada curva. Las unidades de respuesta se
representan en el eje vertical y el tiempo se representa en la linea horizontal en segundos. Las lineas mas cercanas
que se refieren al eje horizontal representan la linea base para cada muestra (control negativo).
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Tabla ll

Constantes de disociaciéon e interaccion entre el antigeno (PBP2a) y los clones 10 y 38 de los anticuerpos
monoclonales.

ka (M-'s™) ka (s) Kb (nM)
Clon10 | 442x10%+5,7 | 1,16 x 10+ 5,63 x 107 26,2
Clon 38 | 545x10°+384 | 3,13x10°+2,11x 10" | 5,7 x 10~

7. Identificacion de regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de cadenas ligeras y pesadas
del anticuerpo monoclonal anti-PBP2a

Después del proceso de extraccion de ARNm en las células de hibridoma del clon que produce los anticuerpos
usados (clon 38), se realizd la obtencién de ADNc y se realizaron reacciones de PCR con este material para
diferentes alelos de cadena ligera y pesada. Los materiales obtenidos se sometieron a secuenciacion usando las
mismas secuencias de inicio (definidas por la SEQ ID NO.: 18 a SEQ ID NO.: 39) utilizado en reacciones de PCR. La
cadena ligera 391 y la cadena pesada 310 se identificaron en tres secuencias distintas. Aplicando los algoritmos de
Kabat y Chotia, se obtiene la identificacion de CDR de cadena ligera y pesada, los cuales son el objetivo de las
reclamaciones adjuntas.

Los inventores presentan las secuencias de CDR de cadena ligera y pesada a continuacion.

SEQ ID NO.: 6 - aminoacidos de la CRD1 de la cadena ligera.
RSSQSIGHSNGNTYLE

SEQ ID NO.: 7 - aminoacidos de la CDR 2 de la cadena ligera.
KVSNRFS

SEQ ID NO.: 8 - aminoacidos de la CDR 3 de la cadena ligera.
FQGSYVPLT

SEQ ID NO.: 9 - ADN de CDR 1 de la cadena ligera.
cgcagcagccagagcattggccatagcaacggcaacacctatctggaa

SEQ ID NO.: 10 - ADN de CDR 2 de la cadena ligera.
aaagtgagcaaccgctttagc

SEQ ID NO.: 11 - ADN de CDR 3 de la cadena ligera.
tttcagggcagctatgtgccgctgacce

SEQ ID NO.: 12 - aminoacidos de CDR 1 de la cadena pesada.
GFSITSSSSCWH

SEQ ID NO.: 13 - aminoacidos de CDR 2 de la cadena pesada.
RICYEGSISYSPSLKS

SEQ ID NO.: 14 - aminoacidos de CDR 3 de la cadena pesada.
ENHDWFFDV

SEQ ID NO.: 15 - ADN de CDR 1 de la cadena pesada.
ggctttagcattaccagcagcagcagctgctggceat

SEQ ID NO.: 16 - ADN de CDR 2 de la cadena pesada.
cgcatttgctatgaaggcagcattagctatagcccgagcctgaaaage

SEQ ID NO.: 17 - ADN de CDR 3 de la cadena pesada.
gaaaaccatgattggttttttgatgtg

Datos complementarios

Se realizaron otros ensayos adicionales, procediendo al desarrollo de la invencion. Estos se indican a continuacion,
a través de ejemplos.

Ejemplo 3

Se realiz6 un segundo estudio con la cepa CEB MRSA, siguiendo el mismo protocolo descrito en el Ejemplo 1, punto
7.2, con la adicion de dos pulsos de agitacion mediante vortex, de 15 segundos cada uno, después de cada lavado;
con el objetivo de desagregar los aglomerados de Staphylococcus aureus y aumentar la cantidad de PBP2a
expuesta a los anticuerpos.

Se probaron los marcadores FITC (isotiocianato de fluoresceina) y PE (ficoeritrina), con muestras de control (i.
bacteria pura, sin contacto con anticuerpo monoclonal; y ii. bacteria pura mas marcador FITC o PE) y la muestra
tratada con anticuerpo monoclonal y sometida a marcado con PE o FITC que se analiza. Las lecturas en el
dispositivo FACsalibur se realizaron en modo lineal.

La Figura 10 es un grafico de analisis por citometria de flujo de muestras de MRSA en presencia de anticuerpo anti-
PBP2a marcado con FITC. La curva (x) corresponde a la muestra no marcada, y la curva (y) corresponde a la
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muestra marcada.

Los resultados obtenidos mostraron que el dispositivo detecté aproximadamente el 22 % de la poblacion marcada,
confirmando el reconocimiento del objetivo (PBP2a) presente en la superficie bacteriana por los anticuerpos anti-

PBP2a (Figura 10).
Ejemplo 4

Los inventores aun estudiaron la proteccion conferida por el anticuerpo monoclonal anti-PBP2a del Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina contra enterococos. De acuerdo con lo que ya se ha mencionado anteriormente en
el presente documento, el anticuerpo reconoce las proteinas presentes en cepas de Enterococcus sp.,
probablemente PBP5, una transpeptidasa con baja afinidad por betalactamicos, presente en todas las cepas de
enterococos, con peso molecular de aproximadamente 76 kDa (237 aminoacidos). Esta enzima presenta homologia
que se refiere a PBP2a de MRSA, de acuerdo con la alineacion (ClustalW) relacionada a continuacion:

PBPS5Efas MERSNRNKKSSKNPLILGVSALVLIAAAVGGYYAYSQWQAKQELAEAKKTATTFLNVLSK 60
pBPSefam = —----- KHGKNRTGAYTAG-~AVILIAAAGGGYFYYQHYQETQAVEAGEKTVEQFVQALNK 53
PBP2a = e MKKIKIVPLILIVVVVGFGIYFYASKDKEINNTIDATEDKNFKQVYKD 48
* e s et . * & - LY
PBPS5Efas QEFDKLPSVVQEASLKKNGYDTKSVVEKYQATYSGIQAEGVKASDVQVKKAKDNQYTFTY 120
PBPS5efam GDYNKAAEMTSKKAANKSALSEKEI LDKYONIYGAADVKGLQISNLKVDKKDDSTYSFSY 113
PBP2a S8 =~ ISKSDNGEVEMTERPIKIYNSLGVKDINIQDRKIKKVSKNKKRVDA 97
: o0 ur et AN RN I S P .
PBPSEfas KLSMSTPLGEMKDLSYQSSTAKKGDTYQIAWKPSLI FPDMSGNDKISIQVDNAKRGEIVD 180
PBPSefam KAKMNTSLGELKDLSYKGTLDRNDGQTTINWQPNLVEPEMEGNDKVSLTTQEAARGNIID 173
PBP2a OYKIKTNYGNIDRN VQFNFVKEDGMWKLDWDHSVIIPGMQKDQSIHIENLKSFRGKILD 156
T.¥ HEIN ] . PR L SO SN N R gy Fhphod
PBPSEfas RNGSGLAINKVFDEVGVVPGKLGSGAEKTANIKAFSDKFGVSVDE IN---QKLSQGWVQA 237
PBPSefam RNGEPLATTGKLKQLGVVPSKLGDGDEKTANIKAIASSFOLTEDA IN-~-~QAISQSWVQP 230
PBP2a RNNVELANTGTHMRLGIVPKNVS~~~~~ KKDYYAIAKELSISLDYINNKWIYIGYKMIPS 211
ok, kA arkakR o, R A I DS T HE.
PBPSEfas DSEVPITVASEPVTELPTG--AATKDTESRYYPLGEACAINR-VYGTITAEDIEKN--PE 292
PBPSefam DYFVPLKIIDGATPELPAG--ATIQEVDGRYYPLGEAAAQLIGYVGDITAEDIDKN--PE 286
PBP2a FHFKTVKKMDEY LSDFAKKFHLTTNETESRNYPLEKATSHLLGYVGPINSEELKQKEYKG 271
* oL, . R I S I i R I SIS
PBP5Efas LSSTGVIGKTGLERAFDKELRGODGGSLVILDDK-ENVKKALQTKEKKDGQTTKLTIDSG 351
PBP5efam LSSNGKIGRSGLEMAFDKOLRGTTGGKLSITDAD-GVEKKVLIEHEVONGKDIKLTIDAK 345
PBP2a YKDDAVIGKKGLEKLYDKKLOHEDGYRVTIVDDNSNTIAHTLIEKKKKDGKDIQLTIDAK 331
. **:'*** :**_*: * : * ok . :.* T ::’lr: *:**w*:
PBPS5Efas VQQQAFAIFDKRPGSAVITDPQKGDLLATVS SPSYDPNKMANGI SQKEYDAYNNNKDLPF 411
PBPSefam AQKTAFDSLGGKAGSTVATTPKTGDLLALASSPSYDPNKMTNGISQEDYKSYEENPEQPF 405
PBP2a VQKSIYNNMKNDYGSGTATHPQTGELLALVSTPSYDVYPFMYGMSNEEYNKLTEDKKEPL 391
S T B A g kpkokk kg k kR 3 kadkaaok, 38 .t
PBPSEfas TARFATGYAPGSTFKIITGAIGLDAGTLKPDEELE INGLKWQKDKSWGGYFATRVKEAS- 470
PBPSefam ISRFATGYAPGSTFRMITAAIGLDNGTIDPNEVLT INGLKWQKDSSWGSYQVTRVSDVS- 464
PBP2a LNKFQITTSPGSTQKILTAMIGLNNKTLDDKTSYKIDGKGWQKDKSWGGYNVTRYEVVNG 451
B :_i" :**** *::*- LA *:-» . *:* ****_i-ﬁ*.* SRR
PBP5Efas PVNLRTALVNSDNIYFAQQTLRMGEDKFRAGLNKFIFGEELDLPTAMTPAQISNEDKENS 530
PBP5efam QVDLKTALIYSDNIYTAQETLKMGEKKFRIGLDKFIFGEDLDLPISMNPAQISNEDSENS 524
PBP2a NIDLKQAIESSDNIFFARVALELGSKKFEKGMKKLGVGEDIPSDY PFYNAQISNKN~-LDN 510
saky Wp  AkAdg hgp o ak gdh ke g kg kb A R I I
PBP5Efas ELLLADTGYGQGQLLISPIQOATMY SVFONNGTLVY PKLVLDKETKK-KDNVISANAANT 589
PBPSe fam DILLADTGYGQGELLINPIQQAAMYSVFANNGTLVYPKLIADKETKD-KKNVIGETALQT 583
PBP2a EILLADSGYGQGEILINPVQILSIYSALENNGNINAPHLLKDTKNKVWKKNIISKENINL 570
:*****:*t*i*::**‘*:* ::d—*-: ***_} *:*: *_:.* *'*:i‘ .3
PBPSEfas IATDLLGSVEDPSGYVYNMYNPNFSLAAKTGTAEIKDKQODTDGKENSFLLTLDRSNNKFL 649
PBPS5efam TVPDLREVVQDVNGTAHSLSALGIPLAAKTGTAEIKEKQDVKGKENSFLFAFNPDNQGYM 643
PBP2a LNDGMQQVVN-~KTHKEDIYRSYANLIGKSGTAELKMKQGESGRQIGWFISYDKDNPNMM 628
. ot *- . . * * kkkde sk hk _*:: REEE T Lk .
PBPSEfas TMIMVENSGENGSATDISKPLIDYLEATIK-===—~~~~— 679
PBPS5efam MVSMLENKEDDDSATKRASELLQYLNQNYQ---——=—=—~ 673
PBP2a MAINVYDVQDKGMASYNAKISCKVYDELYENGNYKYD[DE 668

4 S : ‘. . : B
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La alineacion se realizd con secuencias correspondientes a PBP5 de los enterococos E. faecalis (Efas) y E. faecium
(Efam) con PBP2a de MRSA. Secuencias marcadas (negrita - PBP5; subrayado - PBP2a) corresponde a la region
PBP2a utilizada para generar anticuerpos monoclonales. Los aminoacidos correspondientes al nucleo activo de la
enzima estan marcados en cursiva.

Asi, ensayos de proteccion in vitro, determinacion de la dosis letal y DLsy, y se realizaron ensayos in vivo (dosis
subletal con cuantificacion renal y ensayo de supervivencia con dosis letal) con una cepa de enterococo en el
modelo murino (ratones Balb/C), como se realizaron anteriormente con MRSA. Estos resultados se pueden ver en
los informes correspondientes.

1.1. Ensayos de proteccion in vitro

El objetivo de este ensayo fue evaluar la proteccion in vitro conferida por el anticuerpo contra la cepa de enterococo
VRE.

Prueba de proteccion in vitro (CMI), clon 38 de anticuerpo monoclonal purificado (90/DA5/CB5/AA3 hib 77) contra la
cepa clinica de Enterococcus f. (VRE), Richet laboratory.

Condiciones:

Muestra: purificada del sobrenadante por HPLC, Resina SelecSure MAB, dializada, liofilizada.
Cuantificacion de anticuerpos (método de Lowry): 3,5 mg/mi

Inéculo: Cepa VRE

Preindculo: 1 colonia de VRE en 20 ml de Lb y vancomicina (10 mg/ml), A 37 °C, 160 rpm
In6culo: 400 ml de preindculo en 20 ml de Lb, Erlenmayer de 200 ml, 37 °C, 160 rpm, lectura de la DOsggo nm tras 7
horas: 0,7

Cuantificacién: 5,5 x 108 bacterias/ml

Condiciones de ensayo:

Inéculo: 5,5 x 10° bacterias

Concentraciones de anticuerpo: 300, 400, 500, 600 y 700 mg de anticuerpo

Medio de cultivo: 1 ml de caldo Luria

Placa de cultivo celular, 24 cavidades

Control positivo: Caldo Luria + indculo bacteriano

Control negativo: Caldo Luria

Incubacién: 18 horas, 37 °C

La figura 11 muestra el resultado de la evaluacion de la proteccion conferida por el anticuerpo. En la Figura 11, se
tiene:

A. 300 mg de anticuerpo
B. 400 mg de anticuerpo
C. 500 mg de anticuerpo
D. 600 mg de anticuerpo
E. Control negativo

F. Control positivo

G. 700 mg de anticuerpo

1.2. Determinacion de la DLso y la dosis letal por via intraperitoneal - Enterococcus faeclum resistente a la
vancomicina

Protocolo:

Animales Balb/C hembra de 7 semanas, peso medio de 20 gramos

Dia 01 - preinéculo: 1 colonia de cepas VRE en 10 ml de caldo Lb y vancomicina (10 mg/ml), Tubo Falkow de 50 ml,
crecimiento a 37 °C, 160 rpm

Dia 02 - indculo: 1 ml de preinéculo en 50 ml de caldo Lb/vancomicina (erlenmayer de 250 ml) - 4 viales, 37 °C, 160
rpm, crecimiento hasta DOggpo nm = 0,80

centrifugacion durante 10 min, 4.000 rpm, resuspension en PBS 1x estéril, DO 1,2

Cuantificacién: 2,1 x 10° bacterias/ml

A. 60 microlitros (1,5 x 107)

B. 300 microlitros (6,5 x 107)

C. 900 microlitros (reducido a 300 microlitros/dosis) (1,5 x 108)

D. 4,5 ml (reducido a 300 microlitros/dosis) (6,5 x 108)

E. 9,0 ml (1,2 x 10° bacterias) (reducido a 300 microlitros/dosis)

F. 45,0 ml (6,5 x 10° bacterias) reducido a 300 microlitros/dosis)

La observacion del animal se realizé desde el dia 02 hasta el décimo dia del ensayo.
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El resultado se muestra en la Figura 12 y se concluye que la dosis letal es 1,2 x 10° bacterias y la DLso es 6,5 x 108
bacterias.

Cuantificacion renal de animales supervivientes al séptimo dia:

A(15x 107
B (6,5 x 107
C(1,5x 108
D (6,5 x 108

. sin crecimiento bacteriano
. sin crecimiento bacteriano
: 3.100 bacterias

: 2,8 x 10* bacterias

~— — ~— ~—

1.3. Prueba de proteccion in vivo - prueba de supervivencia - dosis letal, infeccion sistémica por via
intraperitoneal en un modelo murino

El objetivo de este ensayo fue evaluar la eficacia de la proteccion in vivo para el anticuerpo monoclonal anti-PBP2a
contra la infeccion sistémica con dosis letales, Cepa de Enterococcus faecium (VRE).

1. Anticuerpo (purificado del sobrenadante del cultivo celular en medio con suero)

- Muestra purificada dializada y liofilizada (HPLC SelecSure MAB), resuspendida y filtrada antes de su uso.

- Cuantificacion (método de Lowry): 1,0 mg/ml

2. Modelo murino: Animales Balb/C hembra de 8 semanas, peso de 23 a 25 gramos

3. Protocolo:

grupo A (6 animales): 650 mg de anticuerpo (350 mg + 300 mg)

grupo B (6 animales): control (administracion de solucion salina)

4. Preparacion de inéculo bacteriano:

Cepa VRE:

preindculo, dia 01, 10 ml de caldo BHI y vancomicina a 10 mg/ml A, 37 °C, 160 rpm

inoculo, dia 03: 300 ml de preinéculo en 30 ml de BHI y vancomicina, DOgg de 1,31, centrifugado durante 10 min,
4.000 rpm, resuspendido en PBS estéril 0,5x, ajuste a una DO = 1,10, diluciones y placas para cuantificacion (2,0 x
108 bacterias/ml); inoculo: 12 ml, centrifugado resuspendido en 300 ml, via IP (~ 2,2 x 10° bacterias)

Calendario:

Dia 01: Inoculacion IP de anticuerpos (350 mg)

Dia 02: Inoculacion IP de anticuerpos (300 mg), infeccion sistémica por la tarde (IP, 250 ml de solucién bacteriana -
2,2 x 10° bacterias)

Dia 02 al Dia 13: observacion de los animales.

Los resultados se muestran en la Figura 13. Solo 2 animales tratados murieron (66,6 % de proteccion). Todos los
animales de control murieron al segundo dia.

1.4. Prueba de proteccion in vivo: infeccion sistémica por via intraperitoneal en modelo murino con
Enterococcus faecium resistente a la vancomicina

El objetivo fue evaluar la eficacia de la proteccion in vivo del anticuerpo monoclonal anti-PBP2a y PBP5 de
enterococos contra la infeccion sistémica, cepa de E. faecium (VRE).

Prueba:

1. Anticuerpo (purificado del sobrenadante del cultivo celular en medio con suero)

- Muestra purificada, dializada, liofilizada y resuspendida (AffiPrep ProteinA Biorad/HPLC SelecSure MAB).

- Cuantificacion (método de Lowry): 1,5 mg/ml

2. Modelo murino: hembra, Animales Balb/C de 8 semanas, peso de 19 a 23 gramos

3. Protocolo:

grupo A (4 animales): 500 microgramos de anticuerpo (en 2 meses, d01, d02)

grupo B (4 animales): control no protegido

4. Preparacion de inéculo bacteriano:

Cepa de MRSA ibérica:

preinéculo, 10 ml de caldo Lb A, 37 °C, 120 rpm

inoculo: 200 microlitros de preindculo en 20 ml de Lb, DOgoo de 0,80, centrifugado durante 10 min, 4.000 rpm,
resuspendido en PBS estéril 0,5x, ajuste a una DO = 0,51, diluciones y placas para cuantificacion (2,4 x 108
bacterias/ml); inéculo: 500 microlitros, Via IP (2,4 x 108 bacterias)

Calendario:

Dia 01: inoculacion de 250 microgramos de anticuerpo por via intraperitoneal

Dia 02: inoculacion de 250 microgramos de anticuerpo por via intraperitoneal e infeccion sistémica (intraperitoneal,
500 microlitros de solucion bacteriana)

Dia 06: eutanasia, cuantificacion bacteriana en rinones

Segun los resultados anteriores, se puede destacar que:
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Ensayos de proteccion in vitro: determinacién de la concentraciéon minima inhibitoria:

Un total de 700 microgramos de anticuerpos puede bloquear el crecimiento de 550.000 bacterias. Estos valores son
mas altos que la CMI obtenida para las cepas MRSA, que eran aproximadamente 500 microgramos.

Ensayos de proteccion in vivo:
Prueba de proteccion in vivo: infecciéon sistémica por via intraperitoneal en modelo murino con dosis subletal de
Enterococcus faecium resistente a la vancomicina.

Los animales recibieron 500 microgramos de anticuerpo monoclonal, por via intraperitoneal (IP), y fueron sometidos
a infeccion sistémica, Via IP, con 2,4 x 108 bacterias. Cuatro dias después, fueron sometidos a eutanasia y
extirpacion de los rifiones para cuantificacion bacteriana. Los animales tratados presentaron una media de 87,5
bacterias/animal, mientras que los controles (animales infectados no tratados) presentaron una media de 211.000
bacterias/animal.

Prueba de supervivencia después de la administraciéon de la dosis letal

Los animales recibieron 650 microgramos de anticuerpo monoclonal (via IP) y fueron sometidos a infeccion
sistémica (via IP) y observados diariamente durante 10 dias. Los animales de control (no tratados) murieron hasta el
segundo dia después de la infeccion; dos de los animales tratados (6) murieron al segundo dia; los otros
permanecieron vivos hasta el final del ensayo. La tasa de supervivencia fue del 66,6 %.

Por lo tanto, una vez mas, se confirmé que el anticuerpo monoclonal anti-PBPa de MRSA demostrd conferir
proteccion cruzada contra enterococos. Sin embargo, las dosis necesarias para conferir proteccion fueron mas altas
que las utilizadas contra MRSA en condiciones similares. Esto probablemente se deba a la menor capacidad del
anticuerpo para reconocer PBP5 con la misma eficacia que PBP2a, para lo cual se desarrollo.

Por lo tanto, la presente invencidon descrita en el presente documento, anticuerpos monoclonales anti-PBP2a,
capaces de unirse especificamente a PBP2a y secuencias homologas, tiene aplicabilidad en infecciones causadas
por bacterias que presentan esta proteina o sustancias similares (MRSA, MRSE y Enterococcus spp., y cualquier
otro patdgeno que tenga una proteina homologa a PBP2a).

Es importante enfatizar que una vez que estas infecciones son un problema mundial y que los ensayos se realizaron
contra los principales clones de MRSA epidémicos conocidos, el producto de la presente invencién tiene aplicacion
en cualquier lugar donde haya infecciones por este patdgeno.

Los documentos relativos al estado de la técnica del conocimiento de los inventores, citados en el presente informe
descriptivo, se enumeran a continuacion.
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Ala Tyr

23

Ile

10

Lys

Phe

Gly

Gly

Lys

90

Gly

Met

Lys

Ile

Glu
170

Leu

Asp

Lys

Glu

val

75

Asn

Asn

Trp

Asp

Leu
155

Ile

Lys

Gln

val

60

Lys

Lys

Ile

Lys

Gln

140

Asp

Gly

val

Glu

val

45

Glu

Asp

Lys

Asp

Leu

125

Ser

Arg

Ile

val

Ile

30

Tyr

Met

Arg
Arg

110

Asp

Asn

val

val

15

Asnh

Lys

Thr

Asnh

val

95

Asnh

Trp

His

Asnh

Pro
175

val

Asn

Asp

Ile
80

Asp

val

Asp

val
160

Lys



Asn

Ser

Asp

Arg

Gly

Lys

Lys

Asn

305

Gly

Tyr

Gln

Tyr

Glu

385

Pro

Lys

Gln

val

val

Glu

Thr

210

Asp

Asn

Pro

Asp

Lys

290

Ser

Lys

Asn

Thr

Pro

370

Asp

Gly

Thr

Lys

Asn

Ser

195

Phe

Phe

Tyr

Ile

Asp

275

Leu

Asn

Asp

Asn

Gly

Phe

Lys

Ser

Leu

Lys

180

Tyr

val

Ala

Pro

Asn

260

Ala

Gln

Thr

Ile

Met

340

Glu

Met

Lys

Thr

Asp

Lys

Asn

Lys

Ile

Pro

Lys

Leu

245

Ser

val

His

Ile

Gln

325

Lys

Leu

Tyr

Glu

Gln

405

Asp

Ser

Ile
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Asp

Lys

Leu

Lys

230

Gly

Glu

Ile

Glu

Ala

310

Leu

Asn

Leu

Gly

Pro

390

Lys

Lys

Trp

Asp

Tyr

Gln

Lys

215

Phe

Lys

Glu

Gly

Asp

His

Thr

Asp

Ala

Met

375

Leu

Ile

Thr

Gly

Leu

Lys Ala
185

Gln Met

200

Thr val

His Leu

Ala Thr

Leu Lys

265

Lys Lys

Gly Tyr

Thr Leu

Ile Asp

Tyr Gly

Leu val

360

Ser Asn

Leu Asn

Leu Thr

Ser Tyr

425

Gly Tyr

Lys Gln

24

Ile

Asp

Lys

Thr

Ser

250

Gln

Gly

Arg

Ile

Ala

330

Ser

Ser

Glu

Lys

Ala

410

Lys

Asn

Ala

Ala

Gln

Lys

Thr

235

His

Lys

Leu

val

Glu

315

Lys

Gly

Thr

Glu

Phe

395

Met

Ile

val

Ile

Lys

Asn

Met

220

Asn

Leu

Glu

Glu

Thr

300

Lys

val

Thr

Pro

Tyr

380

Gln

Ile

Asp

Thr

Glu

Glu

Trp

Asp

Glu

Leu

Tyr

Lys

285

Ile

Lys

Gln

Ala

Ser

365

Asn

Ile

Gly

Gly

Leu

190

val

Glu

Thr

Gly

Lys

270

Leu

val

Lys

Lys

Ile

350

Tyr

Lys

Thr

Leu

Lys

430

Tyr

Ser

Ser

Gln

Tyr

Glu

Tyr

255

Gly

Tyr

Asp

Lys

Ser

335

His

Asp

Leu

Thr

Asn

415

Gly

Glu

Asp

Ile

Asp

Leu

Ser

240

val

Tyr

Asp

Asp

Asp

320

Ile

Pro

val

Thr

Ser

400

Asn

Trp

val

Asn
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450 455 460

Ile Phe Phe Ala Arg val Ala Leu Glu Leu Gly Ser Lys Lys Phe Glu
465 470 475 480

Lys Gly Met Lys Lys Leu Gly val Gly Glu Asp Ile Pro Ser Asp Tyr
485 490 495

Pro Phe Tyr Asn Ala GIn Ile Ser Ash Lys Ash Leu Asp Ash Glu Ile
500 505 510

Leu Leu Ala Asp Ser Gly Tyr Gly Gln Gly Glu Ile Leu Ile Asn Pro
515 520 525

val GIn Ile Leu Ser Ile Tyr Ser Ala Leu Glu Ash Asn Gly Asn Ile
530 535 540

Asnh Ala Pro His Leu Leu Lys Asp Thr Lys Asn Lys Val Trp Lys Lys
545 550 555 560

Asn Ile Ile Ser Lys Glu Asn Ile Asn Leu Leu Thr Asp Gly Met Gln
565 570 575

Gln val val Asn Lys Thr His Lys Glu Asp Ile Tyr Arg Ser Tyr Ala
580 585 590

Asn Leu Ile Gly Lys Ser Gly Thr Ala Glu Leu Lys Met Lys Glnh Gly
595 600 605

Glu Thr Gly Arg GIn ITe Gly Trp Phe Ile Ser Tyr Asp Lys Asp Asn
610 615 620

Pro Asn Met Met Met Ala Ile Asn val Lys Asp Val Gln Asp Lys Gly
625 630 635 640

Met Ala Ser Tyr Asn Ala Lys Ile Ser Gly Lys val Tyr Asp Glu Leu
645 650 655

Tyr Glu Asn Gly Ash Lys Lys Tyr Asp Ile Asp Glu
660 665

<210> 2

<211> 2007

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<220>

<221> misc_feature

<223> acido nucleico del gen mecA que codifica la PBP2a

<400> 2

ttattcatct atatcgtatt ttttattacc gttctcatat agctcatcat acactttacc

tgagattttg gcattgtagc tagccattcc tttatcttgt acatctttaa cattaatagc

25

60
120



5

catcatcatg
ttctccttgt
tctataaata
attgatattt
taagtgaggt
tactgggtta
atctaaattt
accaacacct
tctagcaaag
taccacttca
accatcgatt
tgttaatatt
ttctttttta
atagacgtca
agcagtacct
atcaatagtt
gattgtattg
tttatcgtaa
atattctttt
agtcgetttt
ttttgcgaaa
atcatcttgt
ttctttageg
atatgctgtt
tgattttaaa
atgatcccaa
atcaatgtta
agatactttt
tatttttatc
gctatcttta
ttctttatct

aagtggaaca

<210>3
<211>76
<212> PRT

tttggattat
ttcattttga
Tcttctttat
tctttggaaa
gcgttaatat
atcagtattt
ttgtttgaaa
agttttttca
aaaatgttat
tatcttgtaa
ttataacttg
ttttgagttg
tcttcggtta
tatgaaggtg
gagccataat
agttgaatat
ctattatcgt
agtttttcga
tgttttaatt
tctagaggat
tcacttaaat
acccaatttt
attgctttat
cctgtattgg
ttttcaatat
tctaacttcc
ccgtagtttg
tttattttac
ggacgttcag
taaacttgtt
tttgaagcat

atttttatct

ES 2773920 T3

ctttatcata
gttctgcagt
gtgttttatt
Taatattttt
tgccattatt
caccttgtcc
tttgagcatt
tgcctttttc
ctgatgattc
cgttgtaacc
ttttatcgtc
aacctggtga
atttattata
tgcttacaag
catttttcat
ctttgccatc
caacgattgt
gtcccttttt
cttcagagtt
agttacgact
attcatccat
gatccatttg
aatctttttt
ccaattccac
gtatgctttg
acataccatc
Ttttaatttt
gatcctgaat
Ttcatttctac
tgaaattttt
aaaaatatat

ttttcat

tgatataaac
accggatttg
tacgacttgt
cttccaaact
ttctaatgeg
gtaacctgaa
ataaaatgga
aaatttctta
tattgcttgt
accccaagat
taatgttttg
agttgtaatc
ttcttcgtta
tgctaataat
gttgttataa
TTttttcttt
gacacgatag
accaataact
aatgggacca
ttctgtttca
ttttttaacg
ttgtttgata
agatacattc
attgtttcgg
gtctttctge
ttctttaaca
atattgagca
gtttatatct
ttcaccatta
atcttcaatt

accaaacccg

26

cacccaattt
ccaattaagt
tgcataccat
ttgtttttcg
ctatagattg
tcagctaata
taatcacttg
ctgcctaatt
tttaagtcga
Ttatcttttt
ttatttaacc
tggaacttgt
ctcatgccat
tcacctgttt
atactctttt
Ttctctatta
ccatcttcat
gcatcatctt
acataaccta
ttagttgtaa
gttttaagtg
tagtcttcag
tttggaacga
Tctaaaattt
attcctggaa
aaattaaatt
tctactcgtt
ttaacgccta
tcgcttttag
gcatcaatag

acaactacaa

gtctgccagt
ttgcataaga
cagttaatag
tgtcttttaa
aaaggatctg
atatttcatt
gtatatcttc
cgagtgctac
Tattaccatt
gccaaccttt
caatcattgc
tgagcagagg
acataaatgg
gagggtggat
gaactttagc
atgtatgtgc
gttggagctt
tatagccttt
atagatgtga
gatgaaattt
gaacgaaggt
aaatacttag
tgcctatctc
taccacgttc
taatgacgct
gaacgttgcg
Ttttattttt
aactattata
aaatataact
Ttattattaat

ctattaaaat

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2007
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<213> Staphylococcus aureus

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> secuencia de aminoacidos del fragmento de PBP2a

<400> 3

Met Tyr Gly Met Ser Ash Glu Glu Tyr Asnh Lys Leu Thr Glu Asp Lys
1 5 10 15

Lys Glu Pro Leu Leu Asn Lys Phe Gln Ile Thr Thr Ser Pro Gly Ser
20 25 30

Thr Gln Lys ITe Leu Thr Ala Met Ile Gly Leu Asn Ash Lys Thr Leu
35 40 45

Asp Asp Lys Thr Ser Tyr Lys Ile Asp Gly Lys Gly Trp GIn Lys Asp
50 55 60

Lys Ser Trp Gly Gly Tyr Asn val Thr Arg Tyr Glu
65 70 75

<210> 4

<211>4

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> secuencia de aminoacidos del centro activo da PBP2a

<400> 4
Ser Thr Gln Lys
1

<210>5

<211> 228

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 5

atgtatggca tgagcaacga agaatataac aaactgaccg aagataaaaa agaaccgctg
ctgaacaaat ttcagattac caccagcccg ggcagcaccc agaaaattct gaccgcgatg
attggcctga acaacaaaac cctggatgat aaaaccagct ataaaattga tggcaaaggdc

tggcagaaag ataaaagctg gggcggctat aacgtgaccc gctatgaa

<210> 6

<211> 16

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> secuencia de aminoacidos de la cadena ligera para CDR1

<400> 6

27

60
120
180
228
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Arg Ser Ser GIn Ser Ile Gly His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu

1

<210>7

<211>7

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<220>
<221> MISC_FEATURE

<223> secuencia de aminoacidos de la cadena ligera para CDR2

<400> 7

<210> 8

<211>9

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<220>
<221> MISC_FEATURE

<223> secuencia de aminoacidos de la cadena ligera para CDR3

<400> 8

1

<210>9

<211> 48

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<220>
<221> misc_feature

<223> secuencia de ADN de la cadena ligera para CDR1

<400> 9

cgcagcagcc agagcattgg ccatagcaac ggcaacacct atctggaa

<210> 10

<211> 21

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<220>
<221> misc_feature

<223> secuencia de ADN de la cadena ligera para CDR2

<400> 10
aaagtgagca accgctttag ¢

<210> 11

<211> 27

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<220>
<221> misc_feature

<223> secuencia de ADN de la cadena ligera para CDR3

<400> 11
tttcagggca gctatgtgcc gctgacc

5

21

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser

1

27

ES 2773920 T3

28

5

10

Phe Gln Gly Ser Tyr val Pro Leu Thr
5

48

15
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<210> 12

<211> 12

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<220>
<221> MISC_FEATURE

<223> secuencia de aminoacidos de la cadena pesada para CDR1

<400> 12

Gly Phe Ser Ile Thr Ser Ser Ser Ser Cys Trp His

1

<210> 13

<211> 16

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<220>
<221> MISC_FEATURE

<223> secuencia de aminoacidos de la cadena pesada para CDR2

<400> 13

Arg Ile Cys Tyr Glu Gly Ser Ile Ser Tyr Ser Pro Ser Leu Lys Ser
1 5

<210> 14

<211>9

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<220>
<221> MISC_FEATURE

<223> secuencia de aminoacidos de la cadena pesada para CDR3

<400> 14

1

<210> 15

<211> 36

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<220>
<221> misc_feature

<223> secuencia de ADN de la cadena pesada para CDR1

<400> 15
ggctttagca ttaccagcag cagcagctgc tggcat

<210> 16

<211> 48

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<220>
<221> misc_feature

<223> secuencia de ADN de la cadena pesada para CDR2

<400> 16

ES 2773920 T3

5

36

29

10

10

Glu Asn His Asp Trp Phe Phe Asp val
5

15
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cgcatttgct atgaaggcag cattagctat agcccgagec tgaaaage 48

<210> 17

<211> 27

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<220>
<221> misc_feature

<223> secuencia de ADN de la cadena pesada para CDR3

<400> 17
gaaaaccatg attggttttt tgatgtg =~ 27

<210> 18

<211> 33

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 18
atggaagctt gctgggtcta caagcetgtgg att

<210> 19

<211> 30

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 19
atggaaatgg cagcctggtc ttattcctct

<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 20
gatgtgaagc ttcaggagtc 20

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 21
caggtgcagc tgaaggagtc 20

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 22
caggtgcagc tgaagcagtc 20

<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 23
caggttactc tgaaagagtc 20

<210> 24

<211> 21

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

33

30

30
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<400> 24
gaggtccagc tgcaacaatc t

<210> 25

<211> 20

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 25

ES 2773920 T3

21

gaggtccagc tgcagcagtc 20

<210> 26

<211> 21

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 26
caggtccaac tgcagcagcec t

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 27
gaggtgaagc tggtggagtc

<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 28
gatgtgaact tggaagtgtc

<210> 29

<211>29

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 29

21

20

20

tggacaggga tccagagttc caggtcact 29

<210> 30

<211> 21

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 30
gacattgtga tgacccagtc t

<210> 31

<211> 21

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 31
gatgttitga tgacccaaac t

<210> 32

<211> 18

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 32

21

21

31
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gatattgtga taacccag 18

<210> 33

<211> 21

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 33
gacattgtgc tgacccaatc t

<210> 34

<211> 21

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 34
gatattgtgc taactcagtc t 21

<210> 35

<211> 21

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 35
gatatccaga tgacacagac t

<210> 36

<211> 21

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 36
gacatccagc tgactcagtc t

<210> 37

<211> 21

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 37
caaattgttc tcacccagtc t

<210> 38

<211> 21

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 38
caggctgttg tgactcagga a

<210> 39

<211> 18

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 39
tacagttggt gcagcatc 18

21

21

21

21

21

ES 2773920 T3
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal aislado que se une a la proteéna PBP2a, caracterizado por que comprende, en la
region variable de la cadena ligera, una region CDR1 que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6, una region CDR2
que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 7 y una region CDR3 que consiste en la secuencia SEQ ID NO:8, y, en la
region variable de la cadena pesada, una regiéon CDR1 que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 12, una region
CDR2 que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13 y una region CDR3 que consiste en la secuencia SEQ ID NO:14.

2. El anticuerpo monoclonal aislado de acuerdo con la reivindicaciéon 1, caracterizado por que en la regién variable
de la cadena ligera, la region CDR1 esta codificada por una secuencia que consiste en la SEQ ID NO:9, la region
CDR2 esta codificada por una secuencia que consiste en SEQ ID NO:10 y la region CDR3 esta codificada por una
secuencia que consiste en SEQ ID NO:11 y en la region variable de la cadena pesada, la region CDR1 esta
codificada por una secuencia que consiste en la SEQ ID NO:15, la region CDR2 esta codificada por una secuencia
que consiste en una secuencia de SEQ ID NO: 16 y la regiéon CDR3 esta codificada por una secuencia que consiste
en la SEQ ID NO:17.

3. Un anticuerpo monoclonal aislado que se une a la proteina PBP5 de Enterococcus spp., caracterizado por que
comprende, en la region variable de la cadena ligera, una region CDR1 que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
una region CDR2 que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 7 y una regién CDR3 que consiste en la secuencia SEQ
ID NO:8, y, en la region variable de la cadena pesada, una region CDR1 que consiste en la secuencia SEQ ID NO:
12, una region CDR2 que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 13 y una regién CDR3 que consiste en la secuencia
SEQ ID NO:14.

4. El anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicacion 3, caracterizado por que en la region variable de la
cadena ligera, la region CDR1 esta codificada por una secuencia que consiste en la SEQ ID NO:9, la regiéon CDR2
esta codificada por una secuencia que consiste en la SEQ ID NO: 10 y la region CDR3 esta codificada por una
secuencia que consiste en la SEQ ID NO: 11 y en la region variable de la cadena pesada, la region CDR1 esta
codificada por una secuencia que consiste en la SEQ ID NO:15, la region CDR2 esta codificada por una secuencia
que consiste en una secuencia de SEQ ID NO: 16 y la region CDRS3 esta codificada por una secuencia que consiste
en la SEQ ID NO:17.

5. Un anticuerpo monoclonal aislado como se define en las reivindicaciones 1 a 4 para su uso como medicamento.

6. Un anticuerpo monoclonal aislado como se define en las reivindicaciones 1 a 4 para su uso en el tratamiento o
prevencion de una infeccion por bacterias del filo Firmicutes.
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FIG. 1

Sueros de ELISA de la fusion 88
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FIG. 4
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FIG. 6A
Cuantificacion renal de CEB MRSA
FIG. 6B
Cuantificacion renal de MRSA ibérica
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FIG. 7B

FIG. 7C
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FIG. 8A
Vancomicina frente a tratamiento con MAB
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FIG. %A

FIG.9B
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Fig. 10
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Fig 12
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Fig. 14

Cuantificacion renal de MRSA ibérica

log bact
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