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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para "COMPOSI-
QC)ES, USOS DE POLIPEPTIDEOS E DE ANTICORPOS, BEM CO MO
KITS PARA A DETECQAO DE ANTICORPO QUE SE LIGA ESPEC IFICA-
MENTE A UM POLIPEPTIDEO".

Dados de Aplicacdo Continuos

Este pedido de patente reivindica o beneficio do Pedido de Pa-
tente U.S. Provisorio N° de Série 60/652.843, depositado em 14 de fevereiro
de 2005, que é incorporado aqui como referéncia.

Antecedente

As bactérias gram-positivas constituem notavelmente um grupo
diverso de organismos que causam uma variedade de doencas tanto em seres
humanos quanto em animais. Alguns dos agentes patogénicos reconhecidos
como importantes na saude de seres humanos e/ou de animais incluem as bac-
térias que pertencem as familias de Corynebacteriaceae, Enterococcacae, Mi-
crococcaceae, Mycobacteriaceae, Nocardiaceae e Peptococcaceae, que inclu-
em tais espécies de bactéria como Actinomyces spp., Bifidobacterium spp.,
Corynebacteryum spp., Enterococcus spp., Erysipelothrix spp., Eubacterium
spp., Kytococcus spp., Lactobacillus spp., Micrococcus spp., Mobiluncus spp.,
Mycobacteria spp., Peptostreptococcus spp., Propionibacteryum spp. e Sta-
phylococcus spp. Estes agentes patogénicos causam um grande numero de
manifestacdes clinicas em muitas espécies animais diferentes. O tratamento
para tais infecgdes foi historicamente antibioticos que atacam as estruturas e as
fungcbes comuns de organismos gram-positivos. Entretanto, muitos dos orga-
nismos gram-positivos ubiquos desenvolveram resisténcia a varias classes de
antibiéticos, tornando o tratamento das infec¢des dificil. O uso bem espalhado
de antibiéticos no tratamento de doengas bacterianas tanto em seres humanos
guanto nos animais para producdo de alimentos é provavelmente o fator de
contribuicdo principal na proliferacdo de cepas resistentes a antibiéticos de mui-
tas espécies de organismos gram-positivos. Portanto, ha uma grande necessi-
dade de encontrar tratamentos diferentes que previnem ou eliminam infec¢oes
por organismos gram-positivos em animais assim como em seres humanos.

Infeccdes por estafilococos em animais na agricultura.

Peticao 870170102134, de 27/12/2017, pag. 11/34
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Na industria agricola, um numero de doengas importantes €
causado por organismos gram-positivos. Os exemplos de estados de saude
clinicos causados por infecgdes por bactérias gram-positivas incluem, masti-
te, septicemia, pneumonia, osteomielite, meningoencefalite, linfangite, der-
matite, infeccbes do trato genital, metrite, doenga perinatal, abscessos da
pituitaria, artrite, bursite, orquite, cistite e pielonefrite, linfadenite caseosa,
tuberculose, linfangite ulcerativa, erisipelas, laminite, doenca de tyzzer, téta-
no, botulismo, enterite, edema maligno, "braxy" (ou bradsot), hemoglobinuria
bacilar, enterotoxemia. Os Staphylococcus spp., em particular, sdo capazes
de infectar muitas espécies diferentes de animais na agricultura e podem
causar enormes perdas econémicas. Por exemplo, é estimado que a indls-
tria de laticinios Norte Americana perca aproximadamente $185 por vaca
anualmente por causa da mastite, uma doencga frequentemente causada por
Staphylococcus aureus. Uma vez que ha 9,5 milhdes de cabecgas de vacas
de leite nos EUA, o custo anual da mastite € de aproximadamente $1,8 bi-
Ihdes. Isto € aproximadamente 10% do valor total das vendas de leite das
fazendas e aproximadamente dois tercos desta perda é causado pela produ-
¢ao reduzida de leite em vacas infectadas de forma subclinica. Outras per-
das sao causadas pelo leite anormal descartado e pelo leite retido de vacas
tratadas com antibibticos, custos da substituicdo precoce de vacas afetadas,
valor de venda reduzido de vacas eliminadas, custos de farmacos e servigos
veterinarios e maiores custos de trabalho. Em adi¢ao a esta prevaléncia den-
tro da industria de laticinios bovina, a mastite causada por cocos gram-
positivos € também comum entre cabras e ovelhas. Doengas adicionais de
animais causadas por S. aureus incluem botriomicose em cavalos, sinovite
purulenta e osteomielite nas aves, coriza em coelhos, abortos em suinos e
piemia por carrapatos em cordeiros. Outras espécies de estafilococos sdo os
agentes patogénicos de pele principais de caninos (S. intermedius) e de sui-
nos (S. hycius). Nas espécies de aves, os agentes patogénicos de estafilo-
cocos causam endocardite e septicemia.

Infeccdes por estafilococos em seres humanos
Os Staphylococcus spp. sao também agentes patogénicos hu-
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manos que causam uma ampla variedade de infecgbes. A espécie Staphylo-
coccus aureus, um colonizador comum da mucosa e da pele humana, & um
agente patogénico oportunista que pode causar varias infeccbes em seres
humanos. Por exemplo, S. aureus é o agente causador de varias infecgdes
de pele, incluindo impetigo, furunculose, celulite e sindrome da pele escal-
dada, assim como infecgbes de feridas pos-cirirgicas potencialmente fatais.
Em adicdo, a exposicdo de individuos imunocomprometidos ao S. aureus
nas instalagbes hospitalares resultou em infecgdes de 6rgéos tais como
pneumonia, infecgbes do trato urinario, osteomielite, artrite, bacteremia e
endocardite. S. aureus é também o agente causador de toxinoses, mais no-
tavelmente a sindrome de choque toxico e infecgbes alimentares. As infec-
¢cbes alimentares causadas pela enterotoxina B de estafilococos é a causa
mais comum de doenga de origem alimentar, superando até mesmo a sal-
monelose, a campilobacteriose e a listeriose. Outras espécies de estafiloco-
cos também causam doenga em seres humanos; S. epidermidis, S. hae-
molyticus e S. hominis comumente infectam dispositivos médicos implanta-
dos e S. saprophyticus esta associado com infecgdes do trato urinario em
mulheres.

Mecanismos de viruléncia dos estafilococos

Os estafilococos infectam uma variedade de tecidos hospedeiros
e evadem o sistema imunolégico através da produgdo de varios tipos de pro-
teinas secretadas, fatores de viruléncia expressos na superficie e sistemas
metabodlicos planejados para a sobrevivéncia em meio dos recursos limita-
dos e as defesas ativas associadas com o ambiente hospedeiro. A coloniza-
¢ao € a primeira etapa necessaria no estabelecimento da infecgao; varios
fatores incluindo a capsula, o acido lipoteicdico e o acido teicoico sao com-
ponentes estruturais comuns que contribuem para a colonizagéo. Em adicgéao,
as proteinas de superficie tais como a proteina de ligagdo a fibronectina e as
proteinas de ligagao a sialoproteina do osso de estafilococos se ligam espe-
cificamente aos componentes de tecidos do hospedeiro. As toxinas sdo co-
mumente produzidas entre os agentes patogénicos de estafilococos e sao

altamente danificadoras; varias doengas humanas, incluindo infec¢des ali-
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mentares, sindrome do choque toxico e estados esfoliativos da pele, sdo o
resultado direto de proteinas de toxinas secretadas extracelulares. Um anico
isolado pode codificar genes para 20-30 toxinas secretadas diferentes. Al-
guns dos produtos protéicos secretados sdo superantigenos que podem se
ligar de forma inespecifica @ molécula de MHC de classe Il de uma célula
apresentadora de antigenos e, simultaneamente, ao receptor de células T de
uma célula T. A ligacéo induz a sinalizagédo de células T e leva a liberacao
de altos niveis de fatores pro-inflamatérios, que, em Gltima analise, induzem
danos no hospedeiro por causa da resposta imunoloégica esmagadora. Uma
outra classe de fatores de viruléncia expressos na superficie desvia as bac-
térias do sistema imunolégico do hospedeiro. Por exemplo, a Proteina A ex-
pressa na superficie de S. aureus inibe a opsonizacao e a fagocitose através
da ligagao do componente Fc do anticorpo do hospedeiro. Varias proteases,
hemolisinas (alfa, beta, gama e delta), nucleases, lipases, hialuronidase e
colagenase também auxiliam as bactérias na extracdo de nutrientes das cé-
lulas circundantes e protegendo as mesmas contra as defesas do hospedei-
ro.

Resisténcia a antibidticos entre os estafilococos

O CDC estima que a cada ano quase 2 mithdes de pessoas nos
Estados Unidos da América adquirem uma infecgdo nosocomial, resultando
em 90.000 mortes anualmente. Destas infec¢bes fatais, 70% sao causados
por bactérias resistentes a antibiéticos. O aumento na resisténcia aos antibi-
oticos entre as espécies microbianas € particularmente pronunciado nos co-
lonizadores da pele e de mucosas tal como S. aureus. Por exemplo, a gran-
de maioria de S. aureus isolada de instalagdes hospitalares € resistente a
penicilina e 50% sao também resistentes as penicilinas semi-sintéticas, tais
como, meticilina, nafcilina e oxacilina. Destes isolados, os referidos como
MRSA
(S. aureus resistente a metacilina) foram primeiramente observados nos a-
nos 70 e estdo agora firmemente estabelecidos nas instalagdes hospitalares.
Recentemente, ha varios casos de infecgdes por MRSA na comunidade, em

que os individuos infectados nao tiveram exposigéo prévia a hospitais ou
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trabalhadores da area da salde. Esta tendéncia alarmante é intensificada
pelo isolamento de isolados de MRSA que s3o menos susceptiveis a van-
comicina, um glicopeptideo utilizado para tratar MRSA. Foi mostrado que
muito poucas cepas sao realmente resistentes a vancomicina de acordo com
a definicdo do CDC de resisténcia a vancomicina, mas varias cepas de MR-
SA foram caracterizadas como consistindo em subpopulagées com suscep-
tibilidade reduzida a vancomicina ou VISA (S. aureus intermediarios a van-
comicina). Uma vez que o isolamento de cepas resistentes a vancomicina e
intermediarias a vancomicina é um desenvolvimento relativamente novo, ha
poucos dados em relagédo a sua prevaléncia em hospitais e/ou na comunida-
de. Ocasionalmente, VRSA (S. aureus resistente a vancomicina) com resis-
téncia total a4 vancomicina e que carregam um plasmideo de resisténcia pro-
vavelmente adquirido de Enferococcus spp. foram também recuperados de
seres humanos.

Estratégias para a prevencdo e para o tratamento de infeccdes por

Staphylococcus

A emergéncia de varios agentes patogénicos gram-positivos que
sao resistentes a varios antibiéticos impulsionou esforgos de pesquisa volta-
dos para o desenvolvimento de vacinas preventivas para protecdo contra
doenga. As vacinas séo planejadas para serem administradas a pacientes
com a finalidade de ativar uma resposta de memoria em longo prazo partin-
do do sistema imunolégico, de forma que se o agente patogénico for encon-
trado em um momento futuro, o sistema imunolégico pode mais rapidamente
e eficientemente eliminar o agente patogénico. Até hoje, uma vacina ampla-
mente protetora contra agentes patogénicos gram-positivos associados com
um numero de doengas humanas graves, particularmente as doengas asso-
ciadas com infecgdes por estafilococos, ndo esta disponivel. As abordagens
de desenvolvimento de vacinas para a prevengao de infecgbes por estafilo-
cocos incluem as que relatam o uso de componentes de superficie microbia-
na que reconhecem as moléculas de matriz [MSCRAMMS (Nilsson e outros
1998. J Clin Invest 101: 2640-9; Menzies e outros 2002. J Infect Dis 185:
937-43; Fattom e outros 2004. Vaccine 22: 880 7], polissacarideos de super-
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ficie (McKenney e outros 2000; McKenney e outros 1999. Science 284:
1523-7; Maira-Litran e outros 2002. infect Immun 70: 4433-40; Maira-Litran e
outros 2004. Vaccine 22: 872-9; Maira-Litran e outros 2005. Infect Iimmun 73:
6752-62) e exoproteinas mutadas (Lowell e outros 1996. Infect Immun 64:
4686-93, Stiles e outros 2001. Infect Immun 69: 2031-6; Gampfer e outros
2002. Vaccine 20: 3675-84), na forma de antigenos em composi¢cdes vaci-
nais de subunidades, assim como uma cepa avirulenta viva (Reinoso e ou-
tros 2002. Can J Vet Res 66: 285-8) e varias abordagens de vacinas de DNA
(Ohwada e outros 1999. J Antimicrob Chemother 44: 767-74); Brouillette e
outros 2002. Vaccine 20: 2348-57; Senna e outros 2003. Vaccine 21: 2661-
6). Embora muitas destas composi¢cées tenham mostrado algum grau de
protecéo, estas atingiram pouca protecdo cruzada contra cepas de estafilo-
cocos diversas e falharam ainda na ativagdo de respostas imunolédgicas
substanciais em pacientes imunocomprometidos, uma populagcdo em risco
importante para infec¢bes nosocomiais.

As doengas de estafilococos mais graves sdo as mediadas pelas
exotoxinas purogénicas superantigénicas mencionadas anteriormente
(SPEs) que estimulam de forma inespecifica células T independente da a-
presentacao de antigenos. Tais doengas incluem sindrome de choque téxi-
co, doenga esfoliativa da pele e possivelmente sindrome de Kawasaki. Para
estas doengas mediadas por SPE, os agentes imunoterapéuticos que refor-
¢am o sistema imunologico durante uma infecgéo ativa sao frequentemente
mais eficientes que as vacinas, que sao tipicamente administradas antes da
infeccdo. A natureza esmagadora da resposta imunologica as SPE necessita
uma reduc¢ao rapida na atividade da toxina como o primeiro objetivo na tera-
pia. Até hoje, a neutralizagdo de toxinas na doenga mediada por S. aureus
foi mais eficientemente realizada através da administragao da imunoglobuli-
na humana intravenosa (IVIG), uma preparagao de anticorpo humano con-
centrada proveniente de varios milhares de doadores humanos (Takei e ou-
tros. 1993. J Clin Invest 91: 602-7; Stohl e Elliot. 1996. Ciin Immunol Immu-
nopathol 79: 122-33). A distribuicdo bem espalhada de S. aureus que coloni-

za aproximadamente 30% de adultos humanos saudaveis, coincide com as
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altas taxas de exposigdo para a maior parte da populagao, assim o nivel de
anticorpos antitoxina antiestafilococos na IVIG é frequentemente suficiente
para neutralizar a toxina tempo suficiente para estabilizar a resposta imuno-
ldgica até a carga bacteriana ser reduzida com antibisticos (Schlievert, 2001.
J Allergy Clin Immunol 108 (Supl. 4): S107-110). As preparagées de IVIG
partindo de varios fabricantes mostraram neutralizar a toxina em ensaios de
proliferagdo com células mononucleares do sangue periférico humano, inibir
a diferenciagéo de células B controlada por células T humanas induzida pela
toxina in vitro (Stohl e Elliot. 1996. Clin Immunol iImmunopathol 79: 122-33,
Stohl e Elliot. 1995. J Immunol 155: 1838-50; Stohl e outros. 1994. J Immu-
nol 153: 117-27) e reduzir a secregao de IL-4 e de IL-3 nas PBMCs estimu-
ladas com a enterotoxina B de estafilococo (Takei e outros. 1993. J Clin In-
vest 91: 602-7; Darenberg e outros. 2004. Clin Infect Dis 38: 836-42). A tera-
pia com IVIG, com sua capacidade provada de neutralizar as SPE, é agora
uma terapia recomendada para a sindrome de Kawasaki e estd ganhando
aprovagao como um metodo de tratamento para a sindrome de choque toxi-
co causada por estafilococos (Schlievert 2001. J Allergy Clin Immunol 108
(Supl. 4): S107-110). O uso de IVIG como uma lavagem de ferimentos imu-
noprotetora durante a cirurgia também foi investigado em camundongos
(Poelstra e outros. 2000. Tissue Eng 6(4): 401-411). Embora a IVIG padroni-
zada tenha utilidade para limitar o avango de algumas doencas mediadas
pelas SPEs de estafilococos, a seguranga, a eficiéncia e a consisténcia das
preparagdes de IVIG humanas geradas partindo de milhares de doadores
humanos nao selecionadas permanecem controversas (Baker e outros.
1992. N Engl J Med 327: 213-9; Miller e outros. 2001. J Allergy Clin Immunol
108: S91-4; Sacher, 2001. J Allergy Clin Immunol 108: S139-46; Darenberg
e outros. 2004. Clin Infect Dis 38; 836-42). Além disso, 0 beneficio da IVIG
na prevencgao de algumas infecgdes por estafilococos é duvidoso (Baker e
outros. 1992. N Engl J Med 327: 213-9; Hill, H. R. 2000. J Pediatr 137: 595-
7, Darenberg e outros. 2004. Clin Infect Dis 38: 836-42). Para aumentar a
eficiéncia da IVIG no tratamento de infec¢des por estafilococos em certas

populagdes em risco, uma IgG humana antiestafilococos policlonal com doa-
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dor selecionado derivada do plasma com altos titulos de anticorpo direciona-
do para o fator de aglomeragdo A MSCRAMMS de estafilococos (CIfA) e
para a proteina G de ligagao ao fibrinogénio (SdrG) foi criada e testada com
sucesso em bebés com baixo peso ao nascerem para prevenir septicemia
causada por estafilococos (Vernachio e outros. 2003. Antimicrob Agents
Chemother 47: 3400-6; Bloom e outros. 2005. Pediatr Infect Dis J 24: 858-
866; Capparelli e outros. 2005. Antimicrob Agents Chemother 49: 4121-7).
Um anticorpo monoclonal humanizado especifico para o fator de aglomera-
¢do A MSCRAMM de S. aureus, também esta sendo desenvolvido. O anti-
corpo foi selecionado de um conjunto de milhares de anticorpos anti-CIfA
murinos em relagdo a sua capacidade de se ligar ao CIfA de uma maneira
que impeca a ligagdo de S. aureus a fibronectina humana e foi subsequen-
temente humanizado através da mutagao de residuos direcionados especifi-
cos para imitar o anticorpo do subgrupo da linhagem germinativa humana
homologa (Hall e outros. 2003. Infect Immun 71: 6864-70; Domanski e ou-
tros. 2005. Infect Immun 73: 5229-32). O anticorpo especifico esta sendo
planejado para uso em associagdo com antibiéticos para o tratamento de
infeccdo por S. aureus grave que ameaga a vida, embora estudos com ani-
mais tenham demonstrado um efeito protetor profilatico.
Sumario

A presente invengéao fornece composi¢gées que incluem dois ou
mais polipeptideos isolados. Os dois ou mais polipeptideos isolados podem
ter um peso molecular de 88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa,
33 kDa ou uma combinagdo dos mesmos. Por exemplo, uma composi¢ao
pode incluir proteinas isoladas de 88 kDa e 55 kDa. Em alguns aspectos, a
composigao pode incluir polipeptideos isolados que possuem pesos molecu-
lares de 88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa e 33 kDa. O peso
molecular & determinado por eletroforese em um gel de dodecil sulfato de
sodio — poliacrilamida. Os polipeptideos podem ser isolados de um Staph-
ylococcus aureus quando incubado em meio que inclui um quelante de ferro
e nao podem ser isolados quando cultivado no meio sem o quelante de ferro.

A composicdo protege um animal, tal como um camundongo ou uma vaca
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ou um ser humano, contra o desafio com uma cepa de S. aureus, por exem-
plo, a cepa 19636 da ATCC. A composigao pode incluir ainda um veiculo
farmaceuticamente aceitavel e pode incluir ainda um polipeptideo isolado
que possui um peso molecular de 150 kDa, 132 kDa, 120 kDa, 75 kDa, 58
kDa, 50 kDa, 44 kDa, 43 kDa, 41 kDa, 40 kDa ou uma combinagao dos
mesmos e pode ser isolado de um S. aureus quando cultivado no meio sem
o quelante de ferro. Em alguns aspectos, os polipeptideos da composigéo
podem ser isolados da cepa 19636 da ATCC de S. aureus.

A presente invengdo fornece ainda métodos para a utilizagao
das composig¢des. Em um aspecto, o método é para o tratamento da infecgao
em um individuo e inclui a administragdo de uma quantidade eficiente de uma
composicdo da presente invengdo ao individuo que possui ou esta em risco
de ter uma infecgao causada por Staphylococcus spp. Em um outro aspecto,
0 método é para o tratamento de um sintoma em um individuo e inclui a admi-
nistragdo de uma quantidade eficiente de uma composi¢ao da presente inven-
¢do a um individuo que possui uma infecgdo causada por Staphylococcus
spp. O individuo pode ser um mamifero, tal como um ser humano, um cavalo
ou uma vaca. O Staphylococcus spp. pode ser S. aureus.

A presente invencao fornece ainda métodos para a utilizagéo de
anticorpo, por exemplo, anticorpo policlonal, que se liga especificamente aos
polipeptideos da presente invengdo. Em um aspecto, o método & para o tra-
tamento de uma infecgdo em um individuo e inclui a administragado de uma
guantidade eficiente de uma composicdo a um individuo que possui ou que
esta em risco de ter uma infecgdo causada por um Staphylococcus spp., em
que a composigao inclui um anticorpo que se liga especificamente a dois poli-
peptideos isolados da presente invengdo. Em um outro aspecto, o metodo é
para o tratamento de um sintoma em um individuo e inclui a administragao de
uma quantidade eficiente de uma composigéo a um individuo que possui uma
infeccdo causada por um Staphylococcus spp., em que a composi¢éo inclui
um anticorpo que se liga especificamente a dois polipeptideos isolados da
presente invengao. O individuo pode ser um mamifero, tal como um ser hu-

mano, um cavalo ou uma vaca. O Staphylococcus spp. pode ser S. aureus.
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Sao também fornecidos pela presente invengdo métodos para
diminuir a colonizagdo em um individuo. Em um aspecto, o método inclui a
administragdo de uma quantidade eficiente de uma composigéo da presente
invencao a um individuo colonizado por um Staphylococcus spp. Em um ou-
tro aspecto, o método inclui a administragao de uma quantidade eficiente de
uma composi¢do a um individuo colonizado por Staphylococcus spp., em
que a composicéo inclui um anticorpo que se liga especificamente a dois
polipeptideos isolados da presente invengao.

A presente invengao fornece um kit para a detecgéo do anticorpo
que se liga especificamente a um polipeptideo. O kit inclui, em recipientes
separados, um polipeptideo isolado da presente invengéo e um reagente
que detecta um anticorpo que se liga especificamente ao polipeptideo.

A presente invengao fornece ainda uma composicao que inclui
dois polipeptideos isolados que possuem pesos moleculares selecionados
de 88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa e 33 kDa, em que o pe-
so molecular € determinado por eletroforese em um gel de dodecil sulfato de
sodio — poliacrilamida. Cada polipeptideo da composigao possui um "finger-
print" de massa de pelo menos 80% de similaridade a um "fingerprint" de
massa de um polipeptideo do mesmo peso molecular polipeptideo expresso
pela cepa 19636 da ATCC de Staphylococcus aureus, em que 0 polipeptideo
pode ser isolado de um Staphylococcus aureus quando incubado em meios
que compreendem um quelante de ferro e ndo pode ser isolado quando cul-
tivado nos meios sem o quelante de ferro. Por exemplo, o polipeptideo isola-
do com um peso molecular de 88 kDa possui um "fingerprint" de massa de
pelo menos 80% de similaridade a um "fingerprint” de massa de um polipep-
tideo de 88 kDa expresso pela cepa 19636 da ATCC de Staphylococcus au-
reus e o polipeptideo isolado com um peso molecular de 55 kDa possui um
"fingerprint" de massa de pelo menos 80% de similaridade a um "fingerprint"
de massa de um polipeptideo de 55 kDa expresso pela cepa 19636 da
ATCC de Staphylococcus aureus.

Breve Descricao das Figuras
Figura 1. O perfil eletroforético das proteinas de Staphylococcus
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aureus de cepas diferentes derivadas de espécies diferentes cultivadas com
e sem ferro (faixas marcadas com Fe++ e DP, respectivamente).

Figura 2. A diferenga na mortalidade entre camundongos vaci-
nados e nao vacinados apés desafio homdlogo e heter6logo com Staphylo-
coccus aureus.

Figura 3. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier mostrando a
porcentagem de sobrevivéncia apds a vacinagdo e o desafio homologo com
S. aureus ATCC 19636.

Figura 4. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier mostrando a
porcentagem de sobrevivéncia apés a vacinagao e o desafio heterélogo com
S. aureus ATCC 19636.

Figura 5. A curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier mostrando a
porcentagem de sobrevivéncia apés a imunizagao passiva e o desafio homo-
logo com S. aureus ATCC 19636.

Figura 6. A curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier mostrando a
porcentagem de sobrevivéncia apos a imunizagao passiva e o desafio hete-
rologo com a cepa 1477 de S. aureus.

Descricdo Detalhada das Modalidades Preferidas da Invencao

A presente invencao fornece polipeptideos e composigdes que
incluem polipeptideos. Como utilizado aqui, "polipeptideo” se refere a um po-
limero de aminoacidos ligado por ligagdes peptidicas. Assim, por exemplo, os
termos peptideo, oligopeptideo, proteina e enzima sao incluidos dentro da
definicao de polipeptideo. Este termo inclui ainda modificagoes pbs-expressao
do polipeptideo, tais como, glicosilagdes, acetilagdes, fosforilagbes e simila-
res. O termo polipeptideo n&o significa um comprimento especifico de um po-
limero de aminoacidos. Um polipeptideo pode ser isolado diretamente de uma
fonte natural ou pode ser preparado com o auxilio de técnicas recombinantes,
enzimaticas ou quimicas. No caso de um polipeptideo que ocorre naturalmen-
te, tal polipeptideo esta tipicamente isolado. Um polipeptideo “isolado" € um
que foi removido de seu ambiente natural. Por exemplo, um polipeptideo iso-
lado & um polipeptideo que foi removido do citoplasma ou da membrana de

uma célula e muitos dos polipeptideos, &cidos nucléicos e outro material celu-
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lar de seu ambiente natural ndo estdo mais presentes. Um polipeptideo "que
pode ser isolado" &€ um polipeptideo que poderia ser isolado de uma fonte parti-
cular. Um polipeptideo "purificado” é um que esta pelo menos 60% livre, prefe-
rencialmente pelo menos 75% livre e mais preferencialmente pelo menos 90%
livre de outros componentes com os quais estaria naturalmente associado. Os
polipeptideos que sdo produzidos fora do organismo nos quais ocorrem natu-
ralmente, por exemplo, por meios quimicos ou recombinantes, sdo considera-
dos como sendo isolados e purificados por definicdo, uma vez que nunca esti-
veram presentes em um ambiente natural. Como utilizado aqui, um "fragmento
de polipeptideo” se refere a uma parte de um polipeptideo que resulta da diges-
tao de um polipeptideo com uma protease. A nao ser que seja especificado de
outra maneira, "um", "uma", "o", "a", "pelo menos um" e "pelo menos uma" sao
utilizados de forma intercambiavel e significam um(a) ou mais de um(a). O ter-
mo "compreende” e variagbes do mesmo ndo possuem significado limitante
quando este termo aparece na descrigao e nas reivindicagoes.

Um polipeptideo da presente invengdo pode ser caracterizado
pelo peso molecular, pelo "fingerprint’ de massa ou a combinagao dos mes-
mos. O peso molecular de um polipeptideo, expresso tipicamente em quilo-
daltons (kDa), pode ser determinado utilizando métodos de rotina incluindo,
por exemplo, filtragdo em gel, eletroforese em gel incluindo eletroforese em
gel de dodecil sulfato de sodio (SDS) poliacrilamida (PAGE), eletroforese por
capilaridade, espectrometria de massa e cromatografia liquida incluindo
HPLC. Preferencialmente, o peso molecular & determinado através da reso-
lugdo de um polipeptideo utilizando um gel de SDS poliacrilamida que possui
um gel de empilhamento de aproximadamente 4% e um gel de resolugao de
aproximadamente 10% sob condigdes redutoras e desnaturantes. A nao ser
que seja indicado de outra maneira, o peso molecular se refere ao peso
molecular que é determinado por SDS-PAGE. Como utilizado aqui, um
“fingerprint' de massa' se refere a uma populagao de fragmentos de
polipeptideos obtida partindo de um polipeptideo apo6s a digestao com uma
protease. Tipicamente, os fragmentos de polipeptideos resultantes de uma

digestao sao analisados utilizando um método espectrométrico de massa.
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Cada fragmento de polipeptideo & caracterizado por uma massa ou por uma
proporcdo de massa (m) em relagdo a carga (z), que € referida como uma
"propor¢cao de m/z" ou um "valor de m/z".

Os métodos para gerar um "fingerprint' de massa de um polipep-
tideo sao rotineiros. Um exemplo de tal método é descrito no exemplo 13.

Os polipeptideos da presente invengao podem ser polipeptideos
regulados por metais. Como utilizado aqui, um "polipeptideo regulado por
metais" &€ um polipeptideo que & expresso por um microorganismo em um
nivel maior quando o microorganismo € crescido em condigoes de baixo teor
de metais comparado com o crescimento do mesmo microorganismo em
condicoes de alto teor de metais. As condigdes de baixo teor de metais e de
alto teor de metais sdo descritas aqui. Por exemplo, uma classe de polipep-
tideo regulado por metais produzida por Staphylococcus spp. nao & expres-
sa em niveis detectaveis durante o crescimento do microorganismo nas con-
dicdes de alto teor de metal, mas é expressa em niveis detectaveis durante
o crescimento em condicdes de baixo teor de metais. Os exemplos de tais
polipeptideos regulados por metais que podem ser isolados de S. aureus
ap6s o crescimento em condigdes de baixo teor de ferro possuem pesos mo-
leculares de 88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa e 33 kDa. Os
exemplos de tais polipeptideos regulados por metais que podem ser isolados
de S. aureus ap6s o crescimento em condigdes de baixo teor de zinco ou de
baixo teor de cobre possuem pesos moleculares de 115 kDa, 88 kDa, 80
kDa, 71 kDa, 69 kDa, 35 kDa, 30 kDa, 29, kDa e 27 kDa.

A presente invengao inclui ainda polipeptideos que nao sao regu-
lados por metais. Tais polipeptideos sao expressos na presenca de um ion me-
talico tal como cloreto férrico e também s&o expressos quando crescidos em
condicdes de baixo teor de ferro. Os exemplos de tais polipeptideos que po-
dem ser isolados de S. aureus possuem pesos moleculares de 150 kDa, 132
KDa, 120 kDa, 75 kDa, 58 kDa, 50 kDa, 44 kDa, 43 kDa, 41 kDa e 40 kDa.

O fato de um polipeptideo ser um polipeptideo regulado por me-
tais ou nao pode ser determinado por métodos Uteis para a comparagéao da

presenca de polipeptideos, incluindo, por exemplo, a filtragao em gel, a ele-
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troforese em gel incluindo eletroforese em gel de dodecil sulfato de sodio-
poliacrilamida (SDS-PAGE), eletroforese por capilaridade, espectrometria de
massa e cromatografia liquida incluindo HPLC. Culturas separadas de um
microorganismo séo crescidas sob condigdes de alto teor de metais e sob
condigdes de baixo teor de metais, os polipeptideos da presente invengao séo
isolados como descrito aqui e os polipeptideos presentes em cada cultura sao
resolvidos e comparados. Tipicamente, é utilizada uma quantidade equivalen-
te de polipeptideos de cada cultura. Preferencialmente, os polipeptideos sao
resolvidos utilizando um gel de SDS poliacrilamida que possui um gel de em-
pilhamento de aproximadamente 4% e um gel de resolugédo de aproximada-
mente 10% sob condicdes redutoras e desnaturantes. Por exemplo, 30 micro-
gramas (ng) do polipeptideo total de cada cultura podem ser utilizados e car-
regados nos cavidades de um gel. Apos correr o gel e corar 0s polipeptideos
com Coomasie Brilliant Blue (Azul Brilhante de Coomasie), as duas faixas po-
dem ser comparadas. Quando se determina se um polipeptideo € ou nao ex-
presso em um nivel detectavel, 30 ug do polipeptideo total de uma cultura sao
resolvidos em um gel de SDS-PAGE e corados com Coomasie Brilliant Blue
utilizando métodos conhecidos na técnica. Um polipeptideo que pode ser vi-
sualizado a olho nu é considerado como sendo expresso em um nivel detec-
tavel, enquanto um polipeptideo que néo pode ser visualizado a olho nu &
considerado como nao sendo expresso em um nivel detectavel.

Os polipeptideos da presente invengao podem ter atividade imu-
nogénica. "Atividade imunogénica” se refere a capacidade de um polipepti-
deo de ativar uma resposta imunolégica em um animal. Uma resposta imu-
nolégica a um polipeptideo é o desenvolvimento em um animal de uma res-
posta imunologica celular e/ou mediada por anticorpos ao polipeptideo. Ge-
ralmente, uma resposta imunolégica inclui, mas nao esta limitada a um ou
mais dos efeitos a seguir: a produgéo de anticorpos, células B, células T hel-
per, células T supressoras e/ou células T citotdxicas, direcionadas para um
epitopo ou epitopos do polipeptideo. "Epitopo” se refere ao local em um an-
tigeno ao qual células B e/ou células T especificas respondem de forma que

o anticorpo é produzido. A atividade imunogénica pode ser protetora. "Ativi-
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dade imunogénica protetora" se refere a capacidade de um polipeptideo de
ativar uma resposta imunolégica em um animal que previne ou inibe a infec-
céo por Staphylococcus spp., por exemplo, S. aureus. O fato de um polipep-
tideo ter atividade imunogénica protetora pode ser determinado através de
métodos conhecidos na técnica, por exemplo, como descrito nos exemplos
5, 9 ou 12. Por exemplo, um polipeptideo da presente invengao ou uma
combinacao de polipeptideos da presente invengéo, protege um roedor tal
como um camundongo contra o desafio com um Staphylococcus spp. Um
polipeptideo da presente invengao pode ter atividade soroativa. "Atividade
soroativa" se refere a capacidade de um polipeptideo candidato de reagir
com o anticorpo presente no soro convalescente de um animal infectado
com um Staphylococcus spp., por exemplo, S. aureus. Em alguns aspectos,
o soro convalescente pode ser de um animal infectado com o isolado 19636
da ATCC, cepa SAAV1, cepa 2176 ou cepa 1477. Os polipeptideos da pre-
sente invencdo podem ter atividade imunorreguladora. "Atividade imunorre-
guladora” se refere a capacidade de um polipeptideo de atuar de uma ma-
neira inespecifica para aumentar uma resposta imunolégica a um antigeno
particular. Os métodos para a determinagéo do fato de um polipeptideo ter
atividade imunorreguladora sdo conhecidos na técnica.

Um polipeptideo da presente invengdo pode ter as caracteristi-
cas de um polipeptideo expresso por um microorganismo de referéncia. As
caracteristicas podem incluir tanto o peso molecular quanto o "fingerprint’ de
massa. O microorganismo de referéncia pode ser um gram-positivo, prefe-
rencialmente um membro da familia Micrococcaceae, preferenciaimente,
Staphylococcus spp., mais preferencialmente, Staphylococcus aureus. Os
exemplos preferidos de cepa sao detalhados na Tabela 1.

Tabela 1. Cepas bacterianas.

Célula Bacteriana Denominacao do Laboratério
S. aureus Isolado 19636 da ATCC

S. aureus Cepa SAAV1

S. aureus Cepa 1477

S. aureus Cepa 2176
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Quando o microorganismo de referéncia for o isolado 19636 da
ATCC de S. aureus, um polipeptideo candidato é considerado como sendo
um polipeptideo da presente invengéo se este tiver um peso molecular de 88
kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa 35 kDa ou 33 kDa e tiver um "finger-
print" de massa que é similar ao "fingerprint" de massa de um polipeptideo
regulado por metais expresso por um microorganismo de referéncia e que
possui um peso molecular de 88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa 35
kDa ou 33 kDa, respectivamente. Preferencialmente, tais polipeptideos sdo
regulados por metais. Por exemplo, um polipeptideo candidato € um polipep-
tideo da presente invengéo se este tiver um peso molecular de 88 kDa e ti-
ver um "fingerprint" de massa similar ao "fingerprint" de massa de um poli-
peptideo de 88 kDa regulado por metais produzido pelo isolado 19636 da
ATCC de S. aureus da cepa de referéncia.

Quando o microorganismo de referéncia for o isolado SAAV1 de
S. aureus, um polipeptideo candidato é considerado como sendo um poli-
peptideo da presente invengao se este tiver um peso molecular (como de-
terminado por SDS-PAGE) de 88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35
kDa ou 33 kDa e tiver um "fingerprint" de massa que é similar ao "fingerprint"
de massa de um polipeptideo expresso por um microorganismo de referén-
cia e que possui um peso molecular (como determinado por SDS-PAGE) de
88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 kDa, respectivamen-
te. Preferencialmente, tais polipeptideos sdo regulados por metais. Por e-
xemplo, um polipeptideo candidato é um polipeptideo da presente invengao
se este tiver um peso molecular de 88 kDa e tiver um "fingerprint" de massa
similar ao "fingerprint" de massa de um polipeptideo de 88 kDa regulado por
metais produzido pelo isolado SAAV1 de S. aureus da cepa de referéncia.

Quando o microorganismo de referéncia for a cepa de 2176 de
S. aureus, um polipeptideo candidato é considerado como sendo um poli-
peptideo da presente invengao se este tiver um peso molecular (como de-
terminado por SDS-PAGE) de 88 kDa, 80 kDa, 65 kDa, 55 kDa, 37 kDa, 36
kDa, 35 kDa, 33 kDa ou 32 kDa e tiver um "fingerprint" de massa que é simi-

lar ao "fingerprint" de massa de um polipeptideo expresso por um microor-
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ganismo de referéncia e que possui um peso molecular (como determinado
por SDS-PAGE) de 88 kDa, 80 kDa, 65 kDa, 55 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35
kDa, 33 kDa ou 32 kDa, respectivamente. Preferencialmente, tais polipepti-
deos sédo regulados por metais. Por exemplo, um polipeptideo candidato &
um polipeptideo da presente invengao se este tiver um peso molecular de 88
kDa e tiver um "fingerprint" de massa similar ao "fingerprint" de massa de um
polipeptideo de 88 kDa regulado por metais produzido pelo isolado 2176 de
S. aureus da cepa de referéncia.

Quando o microorganismo de referéncia for a cepa 1477 de S.
aureus, um polipeptideo candidato é considerado como sendo um polipepti-
deo da presente invengao se este tiver um peso molecular (como determina-
do por SDS-PAGE) de 88 kDa, 80 kDa, 65 kDa, 55 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35
kDa, 33 kDa ou 32 kDa e tiver um "fingerprint" de massa que é similar ao
“fingerprint" de massa de um polipeptideo expresso por um microorganismo
de referéncia e que possui um peso molecular (como determinado por SDS-
PAGE) de 88 kDa, 80 kDa, 65 kDa, 55 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa, 33 kDa
ou 32 kDa, respectivamente. Preferencialmente, tais polipeptideos séo regu-
lados por metais. Por exemplo, um polipeptideo candidato é um polipeptideo
da presente invengao se este tiver um peso molecular de 88 kDa e tiver um
“fingerprint" de massa similar ao "fingerprint" de massa de um polipeptideo
de 88 kDa regulado por metais produzido pelo isolado 1477 de S. aureus da
cepa de referéncia.

Os polipeptideos expressos por um microorganismo de referén-
cia e referidos anteriormente pelo peso molecular podem ser obtidos através
do crescimento do microorganismo de referéncia sob condigcbes de baixo
teor de metais e do isolamento subsequente de um polipeptideo através dos
processos descritos aqui. Um polipeptideo candidato pode ser isolado de um
microorganismo, preferencialmente um microorganismo gram-positivo, mais
preferencialmente, um membro da familia Micrococcaceae, preferencialmen-
te, Staphylococcus spp., mais preferencialmente, Staphylococcus aureus.

Outros microorganismos gram-positivos dos quais os polipepti-

deos podem ser isolados incluem Corynebacterium spp., Enterococcus spp.,
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Erysipelothrix spp., Kytococcus spp. e Micrococcus spp., Mycobacterium
spp. e Erysipelothrix spp. Um polipeptideo candidato pode também ser pro-
duzido utilizando técnicas recombinantes, enzimaticas ou quimicas.

Um polipeptideo candidato pode ser avaliado através da analise
espectrometrica de massa para determinar se o polipeptideo candidato pos-
sui um "fingerprint" de massa similar ao de um dos polipeptideos expressos
por um microorganismo de referéncia e referido anteriormente pelo peso mo-
lecular. Tipicamente, o polipeptideo candidato ¢ isolado, por exemplo, atra-
vés da resolugéo do polipeptideo candidato por eletroforese em gel e do cor-
te da parte do gel contendo o polipeptideo candidato. Qualquer método de
eletroforese em gel que separe os polipeptideos com base nas caracteristi-
cas diferentes pode ser utilizado, incluindo a eletroforese em gel de uma di-
mens&o ou bidimensional, assim como a separagado cromatografica liquida
baseada, por exemplo, na hidrofobicidade, no pl ou no tamanho. O polipep-
tideo candidato é fragmentado, por exemplo, através da digestao com uma
protease. Preferencialmente, a protease cliva a ligagao peptidica no lado
carboéxi-terminal do aminoacido lisina e o aminoacido arginina, exceto quan-
do o aminoacido apoés a lisina ou a arginina € uma prolina. Um exemplo de
tal protease € a tripsina. Os métodos para digestao de um polipeptideo com
tripsina sao rotineiros e conhecidos na técnica. Um exemplo de tal método é
descrito no exemplo 13.

Os métodos para a analise espectrométrica de massa dos poli-
peptideos sao rotineiros e conhecidos na técnica e incluem, mas nao estao
limitados a espectroscopia de massa de tempo de vdo por dessor-
caolionizagao a laser auxiliada por matriz (MALDI-TOF MS). Tipicamente,
uma mistura contendo os fragmentos de polipeptideos obtidos partindo de
um polipeptideo candidato € misturada com uma matriz que funciona para
transformar a energia do laser na amostra e produz fragmentos de polipepti-
deos ionizados, preferencialmente monoisotdpicos. Os exemplos de matri-
zes que podem ser utilizadas incluem, por exemplo, o acido sinapinico ou o
acido ciano-4-hidroxicinamico. Um exemplo de um método para a analise de
polipeptideos por MALDI-TOF MS é descrito no exemplo 13. Os fragmentos
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de polipeptideos ionizados sdo separados de acordo com sua proporcao de
m/z e detectados por produzirem um espectro de propor¢ao de m/z versus
intensidade. O espectro inclui valores de m/z que representam os fragmen-
tos de polipeptideos derivados do polipeptideo candidato. Para qualguer po-
lipeptideo fornecido, a quantidade de cada fragmento de polipeptideo resul-
tante de uma digestao com tripsina deve ser equimolar. Entretanto, sabe-se
que a digestao com tripsina ndo é sempre 100% eficiente, por exemplo, al-
guns locais sdo mais eficientemente clivados. Assim, quando a MALDI-TOF
MS ¢ utilizada para determinar os valores de m/z, a intensidade de cada va-
lor m/z tipicamente néo ¢é idéntica. De forma geral, um espectro possui um
nivel de ruido de fundo presente ao longo da maior parte do eixo x (isto é, o
eixo que possui os valores das proporgdes de m/z). Este nivel de ruido de
fundo varia dependendo das condigées de corrida e da maquina utilizada e é
faciimente identificado por inspegéo visual do espectro. Um valor de m/z é
geralmente considerado como representante de um fragmento de polipepti-
deo quando a intensidade for pelo menos duas vezes maior, pelo menos 3
vezes maior ou pelo menos 4 vezes maior que o nivel de ruido de fundo. O
espectro inclui geralmente outros valores de m/z que sao artefatos resultan-
tes, por exemplo, da digestao incompleta, da superdigestao, de outros poli-
peptideos que podem estar presentes na mistura ou da protease utilizada
para digerir o polipeptideo incluindo valores de m/z resultantes da autélise
da protease. Este método de digestdo de um polipeptideo com uma protease
é reconhecido na técnica como resultando em um "fingerprint" de massa de
maior especificidade que pode ser utilizado para caracterizar acuradamente
0 polipeptideo e distingui-lo de outros polipeptideos.

Neste aspecto da invengao, quando um polipeptideo candidato &
analisado por espectroscopia de massa, preferencialmente tanto o polipepti-
deo candidato quanto o polipeptideo proveniente do microorganismo de refe-
réncia sao preparados e analisados juntos, diminuindo assim quaisquer arte-
fatos potenciais resultantes das diferengas na manipulacdo das amostras e
das condi¢des de corrida. Preferencialmente, todos os reagentes utilizados

para preparar e analisar os dois polipeptideos sdo os mesmos. Por exemplo,
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o polipeptideo proveniente do microorganismo de referéncia e o polipeptideo
candidato sdo isolados sob substancialmente as mesmas condi¢ées, frag-
mentados sob substancialmente as mesmas condicées e analisados por
MALDI-TOF MS na mesma maquina sob substancialmente as mesmas con-
digées. Um "fingerprint" de massa de um polipeptideo candidato é conside-
rado como sendo ao "fingerprint" de massa de um polipeptideo proveniente
de um microorganismo de referéncia quando pelo menos 80%, pelo menos
90%, pelo menos 95% ou substancialmente todos os valores de m/z presen-
tes no espectro do polipeptideo do microorganismo de referéncia e acima do
nivel de ruido de fundo estiverem também presentes no espectro do polipep-
tideo candidato.

Em um outro aspecto, um polipeptideo é considerado como sen-
do um polipeptideo da presente invengao se este tiver um peso molecular de
um polipeptideo de referéncia descrito na Tabela 2, 3, 4 ou 5 e tiver um "fin-
gerprint" de massa que inclui a populagdo de fragmentos de polipeptideos
do polipeptideo de referéncia como listado na Tabela 2, 3, 4 ou 5. Por exem-
plo, um polipeptideo da presente invengao inclui um polipeptideo de 88 kDa
e um “fingerprint” de massa que inclui fragmentos de polipeptideos que pos-
suem massas de HVDVR, YSYER, IIGDYRR, IFTDYRK, ELKELGQK, YAQVK-
PIR, QMQFFGAR, SMQPFGGIR, VSGYA VNFIK, NHATAWQGFK, LWEQVM-
QLSK, SLGKEPEDQNR, DGISNTFSIVPK, AGVITGLPDAYGR, TSTFLDIYAER,
SMQPFGGIRMAK, THNQGVFDAYSR, KAGVITGLPDAYGR, TLLYAINGGKDEK,
IEMALHDTEIVR, AGEPFAPGANPMHGR, VALYGVDFLMEEK, KTHNQGVF-
DAYSR, YGFDLSRPAENFK, TSSIQYENDDIMR, KAGEPFAPGANPMHGR,
RVALYGVDFLMEEK, LWEQVMQLSKEER, MLETNKNHATAWQGFK,
MHDFNTMSTEMSEDVIR, YGNNDDRVDDIAVDLVER, ETLIDAMEHPEEYPQLTIR,
YAQVKPIRNEEGLVVDFEIEGDFPK. O "fingerprint" de massa de um polipepti-
deo candidato pode ser determinado através de um método espectrométrico
de massa, por exemplo, por MALDI-TOF MS. O "fingerprint" de massa de
um polipeptideo candidato tera geralmente fragmentos adicionais de polipep-
tideos e, portanto, valores de m/z adicionais sem ser os listados para um
polipeptideo na Tabela 2, 3, 4 ou 5. Preferencialmente, quando o polipepti-
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deo candidato estiver sendo comparado com um polipeptideo na Tabela 2,
3, 4 ou 5, o polipeptideo candidato pode ser isolado de um microorganismo,
preferencialmente um microorganismo gram-positivo, mais preferencialmen-
te, um membro da familia Micrococcaceae, preferencialmente, Staphylococ-
cus spp., mais preferencialmente, Staphylococcus aureus. Outros microor-
ganismos gram-positivos incluem Corynebacterium spp., Enterococcus spp.,
Erysipelothrix spp., Kytococcus spp., Listeria spp., Micrococcus spp. € My-
cobacterium spp. e Erysipelothrix spp. Um polipeptideo candidato pode ser
obtido através do crescimento de um microorganismo sob condicdes de bai-
xo teor de metais e do isolamento subsequente de um polipeptideo através
dos processos descritos aqui.

E bem-conhecido na técnica que modificagdes de aminoacidos
podem ser acidentaimente introduzidas durante a manipula¢do das amos-
tras, tais como, a oxidacao e a formacao de derivados de carbamidometila.
Ainda, estes tipos de modificagées alteram o valor de m/z de um fragmento
polipeptidico. Por exemplo, se um fragmento polipeptidico contiver uma me-
tionina que € oxidada, o valor de m/z serd aumentado em 16 em relacéo ao
mesmo fragmento que nao contém a metionina oxidada. Consequentemen-
te, estes fragmentos polipeptidicos na Tabela 2, 3, 4 ou 5 que possuem a
notagéo "oxidagdo (M)" possuem um valor de m/z que & maior em 16 em
relagdo ao mesmo fragmento que ndo contém a metionina oxidada. E enten-
dido que os fragmentos polipeptidicos da Tabela 2, 3 ,4 ou 5 podem ser mo-
dificados durante a manipulagao das amostras.

Tabela 2. Caracteristicas dos polipeptideos obtidos do isolado 19636 da
ATCC de S. aureus.

Denomi- Peso Molecu- | Valor de m/z de Frag-
nacéo do | lar Aproxima- | mentos Polipeptidicos | Sequéncia de Aminoacido Prevista

Polipepti- | do em Quilo- | Resultantes da Diges- | do Fragmento Polipeptidico

deo daltons (kDa)' | tao com Tripsina®
P23 88 625,4 HVDVR
717.3 YSYER

892,5 IIGDYRR
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Denomi- Peso Molecu- | Valor de m/z de Frag-
nagdo do | lar Aproxima- | mentos Polipeptidicos | Sequéncia de Aminoacido Prevista
Polipepti- | do em Quilo- | Resultantes da Diges- | do Fragmento Polipeptidico
deo daltons (kDa)' | tdo com Tripsina® ]
942,56 IFTDYRK
9445 ELKELGQK
974,6 YAQVKPIR
984,5 QMQFFGAR
992,5 SMQPFGGIR
1097,6 VSGYAVNFIK
1159,5 NHATAWQGFK
1261,7 LWEQVMQLSK
12727 SLGKEPEDQNR
1277,7 DGISNTFSIVPK
1289,7 AGVITGLPDAYGR
13157 TSTFLDIYAER
1322,7 SMQPFGGIRMAK
1394,7 THNQGVFDAYSR
1417.,8 KAGVITGLPDAYGR
1421,8 TLLYAINGGKDEK
1426,8 IEMALHDTEIVR
1508,8 AGEPFAPGANPMHGR
1513,9 VALYGVDFLMEEK
1522,8 KTHNQGVFDAYSR
1543,9 YGFDLSRPAENFK
1571.,8 TSSIQYENDDIMR
1636,9 KAGEPFAPGANPMHGR
1670,0 RVALYGVDFLMEEK
1676,0 LWEQVMQLSKEER
1876,2 MLETNKNHATAWQGFK
2043,1 MHDFNTMSTEMSEDVIR
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Denomi- Peso Molecu- | Valor de m/z de Frag-
nacdo do | lar Aproxima- | mentos Polipeptidicos | Sequéncia de Aminoacido Prevista
Polipepti- | do em Quilo- | Resultantes da Diges- | do Fragmento Polipeptidico
deo daltons (kDa)' | tao com Tripsina®
2078,2 YGNNDDRVDDIAVDLVER
22855 ETLIDAMEHPEEYPQLTIR
2892,9 YAQVKPIRNEEGLVVDFEI-
EGDFPK
P25 55 783,6 LHSWLK
911,7 KLHSWLK
937,6 TYTFHLR
996,6 KFDGTGPFK
1025,6 QAIGHMVNR
1063,6 KWDVSEDGK
1185,6 IYNSIDDAFK
12776 NLEMAMYYDK
1324,7 ENKQLTYTTVK
1346,7 AESLLDEAGWKK
1381,8 TVRQAIGHMVNR
1394,8 TYTFHLRDDVK
1400,7 KGETNFAFTDDR
1419,7 FHDGTPFDADAVK
1422.8 NVTDINFDMPTR
1428,8 DKIYNSIDDAFK
1483,8 EQAEYLQAEFKK
1509,8 VMPAGETAFLSMKK
15479 FHDGTPFDADAVKK
1550,9 NVTDINFDMPTRK
1559,9 LNINGETSDKIAER
1788,1 EILDGQEKPATQLFAK

1930,1

GSSSQKEQAEYLQAEFK
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Denomi- Peso Molecu- | Valor de m/z de Frag-
nagcdo do | lar Aproxima- | mentos Polipeptidicos | Sequéncia de Aminoacido Prevista
Polipepti- | do em Quilo- | Resultantes da Diges- | do Fragmento Polipeptidico
deo daltons (kDa)' | tio com Tripsina®
1946,0 DESADFNKNDQYWGEK
2100,4 IAKEILDGQEKPATQLFAK
2239,3 VSFTQSQYELPFNEMQYK
2493,5 EAYQPALAELAMPRPYVFVSPK +
Oxidagéo (M)
2900,6 DIGDMNPHVYGGSMSAESMIYE-
PLVR + 2 oxidagbes (M)
2916,6 DIGDMNPHVYGGSMSAESMIYE-
PLVR + 3 oxidacdes (M)
P26 38 993,6 IVYVGADEK
996,7 QALNNPVLK
1237,7 ETVKIENNYK
12727 ENPDVILAMDR
1502,0 IAATKPEVIFISGR
1507,9 NAVVLDYGALDVMK
1523,9 ALPNFLESFKDDK
1559,9 LWYFAAGSTTTTIK
1716,0 FGGLVYDTLGFNAVDK
1737,0 IVYVGADEKNLIGSMK
1844 1 FGGLVYDTLGFNAVDKK
19291 GRFGGLVYDTLGFNAVDK
1998,2 TVMYLLVNEGELSTFGPK
22344 EVNGDKIAATKPEVIFISGR
31438 VSNSNHGQNVSNEYVNKENPD-
VILAMDR
P27 37 699,5 FEYIK
7294 DAWPLK
792,5 ASVVNFR
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Denomi- Peso Molecu- | Valor de m/z de Frag-
nagédo do | lar Aproxima- | mentos Polipeptidicos | Sequéncia de Aminoacido Prevista
Polipepti- | do em Quilo- | Resultantes da Diges- | do Fragmento Polipeptidico
deo daltons (kDa)' | tao com Tripsina®
852,4 VYDQLSK
987,56 HAMGTTEIK
1008,5 LIDDLYEK
1020,5 YKDAWPLK
1074,5 EKEAEDLLK
1083,6 LKPDLIVASK
1169,5 FEYIKNDLK
1182,5 KTESEWTSSK
1184,5 YDDKVAAFQK
1223,5 NEKVYDQLSK
1278,6 IAPTVSTDTVFK
1497,6 TESEWTSSKEWK
1502,7 DAWPLKASVVNFR
1558,8 QVDNGKDIIQLTSK
1605,8 LIDDLYEKLNIEK |
1623,8 IVGQEPAPNLEEISK
1712,8 ESIPLMNADHIFVVK
1800,9 IYAGGYAGEILNDLGFK
19570 IYAGGYAGEILNDLGFKR
2252,0 NNQVSDDLDEITWNLAGGYK
3383,9 RVVTLYQGATDVAVSLGVKPV-
GAVESWTQKPK
P28 36 646,4 DVWAR
7255 IIKPVR
1068 4 IGKYTSVGTR
1185,5 KQPNLEEISK

13276

LKPDLIIADSSR
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Denomi- Peso Molecu- | Valor de m/z de Frag-
nagado do | lar Aproxima- | mentos Polipeptidicos | Sequéncia de Aminoacido Prevista
Polipepti- | do em Quilo- | Resultantes da Diges- | do Fragmento Polipeptidico
deo daltons (kDa)' | tdo com Tripsina®
1343,6 VDIVDRDVWAR
2080,9 GPYLQLDTEHLADLNPER
2438,1 AGLLAHPNYSYVGQFLNEILGFK
27894 IVVLEYSFADALAALDVKPVGI-
ADDGK
P29 35 760,5 AGWAEVK
1012,6 TVDIPKDPK
1107,6 KDWEETTAK
1204,7 VAPTVVVDYNK
1238,6 YLEQQEMLGK
12446 LYTYGDNWGR
1259,7 IAVVAPTYAGGLK
1281,7 GGEVLYQAFGLK
1516,8 AGWAEVKQEEIEBK
1683,9 LGANIVAVNQOVDQOSK
18771 EKPDLIIVYSTDKDIK
1884,0 AIGQDATVSLFDEFDKK
2227 1 VDAGTYWYNDPYTLDEFMR
27814 YAGDYIVSTSEGKPTPGYESTNMWK
P30 33 834,5 QAIEFVK
864,5 YIAQLEK
9465 QGTPEQMR
962,5 QAIEFVKK
976,5 DKFNDIPK
1054,5 AMITSEGAFK
1202,5 SNIETVHGSMK
1268,6 HLLVETSVDKK
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Denomi- Peso Molecu- | Valor de m/z de Frag-
nagdo do | lar Aproxima- | mentos Polipeptidicos | Sequéncia de Aminoacido Prevista
Polipepti- | do em Quilo- | Resultantes da Diges- | do Fragmento Polipeptidico
deo daltons (kDa)' | tdo com Tripsina®
1443,6 DIFGEVYTDSIGK
1450,7 TIQQTFIDNDKK
14547 VVITNEILYDMAX
1571,7 KDIFGEVYTDEIGK
1593,7 QDPHAWLSLDNGIXK
1818,0 DVKPIYILNGEEGNKDK
1836,9 DKQDPHAWLSLDNGIK
1911,9 QYGITPGYIWEINTEK
25823 LTDADVILYNGLNLETGNGWFEK
2710,2 KLTDADVILYNGLNLETGNGWFEK
2942 4 NYGGDNVDIESIVPVGQDPHEYEVKPK

Peso molecular como determinado por SDS-PAGE.

2. O valor de m/z de um fragmento polipeptidico pode ser convertido na massa
através da subtragdo de 1 do valor de m/z. Cada massa inclui uma faixa de
mais ou menos 300 partes por milhao (ppm) ou mais ou menos 1 Da.

Tabela 3. Caracteristicas dos polipeptideos obtidos do isolado SAAV1 de S.

aureus.
Denomi- Peso Molecular | Valor de m/z de Frag- | Sequéncia de Aminoacido Prevista do
nagio do | Aproximado em | mentos Polipeptidicos | Fragmento Polipeptidico
Polipepti- | Quilodaltons Resultantes da Diges-
deo (kDa)' tdo com Tripsina’
P33a 55 783,4 LHSWLK
911,5 KLHSWLK
937,5 TYTFHLR
996,5 KFDGTGEFX
1025,5 QAIGHMVNR
1039,4 NDQYWGEK
1178,5 GTDSLDKDSLK




28

Denomi- Peso Molecular | Valor de m/z de Frag- | Sequéncia de Aminoacido Prevista do
nagdo do | Aproximado em | mentos Polipeptidicos | Fragmento Polipeptidico
Polipepti- | Quilodaltons Resultantes da Diges-
deo (kDa)’ ta0 com Tripsina®
1185,5 IYNSIDDAFK
1222,6 DKYTVELNLK
1229,5 JISTLIDNVKVK
1346,6 AESLLDEAGWKK
1355,5 EQAEYLQAEFK
1381,6 VMPAGETAFLSMK
1400,5 KGETNFAFTDDR
1419,6 FHDGTPFDADAVK
1422,6 NVITDINFDMPTR
1483,6 EQAEYLOAEFKK
15477 FHDGTPFDADAVKK
1550,6 NVTDINFDMPTRK
15659,7 LNINGETSDKIAER
1787.9 EILDGQEKPATQLFAK
1945,8 DESADFNKNDOQYWGEK
2239,0 VESFTQSQYELPFNEMQYK
2354, 1 QIDDEGIFIPISHGSMIVVAPK
2868,1 DIGDMNPHVYGGSMSAESMIYEPLVR
P33B 55 8954 FPYAANGH
904,5 ALLHASHR
1045,5 EEGLATIKASK
1384,5 GEAYFVDNNSLR
1435,7 TIEADYVLVTVGR
1669,8 RPNTDELCLEELGVEK
1841,0 NAITATGSRPIEIPNFK
2179,2 TSISNIYAIGDIVPGLPLAHK
2546,2 FVEBQHSENLGVIAESVSLNFQK
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Denomi- | Peso Molecular | Valor de m/z de Frag- | Sequéncia de Aminoacido Prevista do
nac@o do | Aproximado em | mentos Polipeptidicos Fragmento Polipeptidico
Polipepti- | Quilodaltons Resultantes da Diges-
deo (kDa)' tdo com Tripsina®

2587,3 VVGDFPIETDTIVIGAGPGGYVAAIR
P35 37 699,4 FEYIX

729,4 DAWPLK

7924 ASVVNEFR

8524 VYDQLSK

1008,4 LIDDLYEK

1020,4 YKDAWPLK

1074,4 EKEAEDLLK

1083,5 LKPDLIVASK

1169,5 FEYTKNDLK

1182,4 KTESEWTSSK

1184,4 YDDKVAAFQK

1278,5 JAPTVETDTVFK

15658,7 QVDNGKDIIQLTSK

1623,7 IVGQEPAPNLEEISK

1712,7 ESIPLMNADHEIFVVK

1800,7 IYAGGYAGEILNDLGFK

1956,8 IYAGGYAGEILNDLGFKR

22519 NNQVSDDLDEI TWNLAGGYK

3227,5 VVTLYQGATDVAVSLGVKPVGAVESWTQKPK
P38 33 864,5 YIAQLEK

946,4 QGTPEQMR

976,5 DKFNDIFK

1054,5 AMITSEGAFK

1146,5 FNDIPKEQR

1268,6 HLLVETSVDKK

1322,5 TIQQTFIDNDK
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Denomi- | Peso Molecular | Valor de m/z de Frag- | Sequéncia de Aminoacido Prevista do
nagado do | Aproximado em | mentos Polipeptidicos | Fragmento Polipeptidico
Polipepti- | Quilodaitons Resultantes da Diges-
deo (kDa)’ tdo com Tripsina®
1443,6 DIFGEVYTDSIGK
1450,6 TIQQTFIDNDKK
1454,6 VVTTNSILYDMAK
1593,7 QDPHAWLSLDNGIK
1818,9 DVKPIYLNGEEGNKDK
1836,8 DEQDPHAWLSLDONGIK
1911,9 QYGITPGYIWEINTEK
2942 4 NVGGDNVDIHSIVPVGODPHEYEVKPK

1. Peso molecular como determinado por SDS-PAGE.

2. O valor de m/z de um fragmento polipeptidico pode ser convertido na massa
através da subtracéo de 1 do valor de m/z. Cada massa inclui uma faixa de
mais ou menos 300 partes por milhdo (ppm) ou mais ou menos 1 Da.

Tabela 4. Caracteristicas dos polipeptideos obtidos do isolado 2176 de S.

aureus.

Denomi- Peso Molecu- | Valor de m/z de Frag- | Sequéncia de Aminoacidos Prevista do Fragmento

nacédo do | lar Aproxima- | mentos Polipeptidicos | Polipeptidico

Polipepti- do em Quilo- | Resultantes da Diges-

deo daltons (kDa)' | tdo com Tripsina®

P478 88 736,35 IIGDYR
814,49 IFTDYR
942 42 IFTDYRK
945,36 TGNTPDGRK
974,40 YAQVKPIR
984,27 QMQFFGAR
992,41 SMQPFGGIR
1087,31 EQQLDVISR
1097,31 VSGYAVNFIK
1159,37 NHATAWQGFK
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Denomi- Peso Molecu- | Valor de m/z de Frag- | Sequéncia de Aminoacidos Prevista do Fragmento
nacdo do | lar Aproxima- | mentos Polipeptidicos | Polipeptidico
Polipepti- do em Quilo- | Resultantes da Diges-
deo daltons (kDa)' | tao com Tripsina®
1261,37 LWEQVMOQLSK
1289,46 AGVITGLPDAYGR
1315,42 TSTFLDIYAER
1322,39 LREELSEQYR
1394,37 THNQGVFDAYSR
1417,52 KAGVITGLPDAYGR
1426,36 IEMALHDTEIVR
1487,39 NHATAWQGFKNGR
1508,42 AGEPFAPGANPMHGR
1513,52 VALYGVDFLMEEK
1543,43 YGFDLSRPAENFK
1571,50 TSSIQYENDDIMR
1636,56 KAGEPFAPGANPMHGR
1859,80 DLETIVGVQTEKPFKR
1876,77 TMATGIAGLSVAADSLSAIK
2042,57 MHDFNTMSTEMSEDVIR
2077,68 YGNNDDRVDDTAVDLVER
2158,88 AGVITESEVQEI IDHFIMK
2284,90 ETLIDAMEHPEEYPQLTIR
2575,08 FLHSLDNLGPAPEPNLTVLWSEVR
2628,01 SGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFK
2756,06 SGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFKK
3262,33 VASTITSHDAGYLDKDLETIVGVQTEKPFK
P479 80 625,27 HVDVR
736,26 IIGDYR
814,22 [FTDYR
942,27 IFTDYRK
974,26 YAQVKPIR
984,18 QMQFFGAR
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Denomi- Peso Molecu- | Valor de m/z de Frag- | Sequéncia de Aminoacidos Prevista do Fragmento
nacdo do | lar Aproxima- | mentos Polipeptidicos | Polipeptidico
Polipepti- do em Quilo- | Resultantes da Diges-
deo daltons (kDa)1 tdo com Tripsina2
992,23 SMQPFGGIR
1087,16 EQQLDVISR
1097,24 VSGYAVNFIK
1159,12 NHATAWQGFK
1243,14 VDDIAVDLVER
1261,22 LWEQVMOILSK
1272,24 SLGKEPEDQNR
1277,18 DGISNTESIVPK
1289,21 AGVITGLPDAYGR
1315,19 TSTFLDIYAER
1322,21 LREELSEQYR
1394,16 THNQGVFDAYSR
1417,32 KAGVITGLPDAYGR
1426,23 IEMALHDTEIVR
1487,19 NHATAWQGFKNGR
1508,25 AGEPFAPGANPMHGR
15613,21 VALYGVDFLMEEK
1522,25 KTHNQGVFDAYSR
1543,26 YGFDLSRPAENFK
1571,23 TSSIQYENDDIMR
1636,29 KAGEPFAPGANPMHGR
1703,43 DLETIVGVQTEKPFK
1751,45 EAVQWLYLAYLAAIK
1859,63 DLETIVGVQTEKPFKR
1876,50 TMATGIAGLSVAADSLSAIK
1936,37 NEEGLVVDFEIEGDFPK
2042,43 MHDFNTMSTEMSEDVIR
2077,45 YGNNDDRVDDIAVDLVER
2158,57 AGVITESEVQENDHFIMK
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Denomi-

Peso Molecu-

Valor de m/z de Frag-

Sequéncia de Aminoacidos Prevista do Fragmento

nacdo do | lar Aproxima- | mentos Polipeptidicos | Polipeptidico
Polipepti- | do em Quilo- | Resultantes da Diges-
deo daltons (kDa)' | tdo com Tripsina®
228461 ETLIDAMEHPEEYPQLTIR
2574,77 FLHSLDNLGPAPEPNLTVLWSVR
262761 SGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFK
2755,70 SGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFKK
2907,65 EFIQLNYTLYEGNDSFLAGPTEATSK
3261,91 VASTITSHDAGYLDKDLETIVGVQTEKPFK
3421,02 TPDYNELFSGDPTWVTESIGGVGIDGRPLVTK
P480 65 625,35 HVDVR
717,38 YSYER
733,42 LPDNFK
736,44 [IGDYR
814,33 IFTDYR
853,31 YGNNDDR
942,33 IFTDYRK
944,39 ELKELGQK
974,52 YAQVKPIR
984,36 QMQFFGAR
992,44 SMOQPFGGIR
1049,44 TLLYAINGGK
1087,43 EQQLDVISR
1097,51 VSGYAVNFIK
1159,52 NHATAWQGFK
1289,53 AGVITGLPDAYGR
1315,51 TSTFLDIYAER
1322,46 LREELSEQYR
1394,50 THNQGVFDAYSR
1417 65 KAGVITGLPDAYGR
1442 56 IEMALHDTEIVR + Oxidacao (M)
1467,60 VSGYAVNFIKLTR
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Denomi- Peso Molecu- | Valor de m/z de Frag- | Sequéncia de Aminoacidos Prevista do Fragmento
nacdo do | lar Aproxima- | mentos Polipeptidicos | Polipeptidico
Polipepti- do em Quilo- | Resultantes da Diges-
deo daltons (kDa)' | tdo com Tripsina®
1522,61 KTHNQGVFDAYSR
1524,55 AGEPFAPGANPMHGR + Oxidacso (M)
1529 64 VALYGVDFLMEEK + Oxidagso (M)
1543,62 YGFDLSRPAENFK
1652,68 KAGEPFAPGANPMHGR + Oxidagao (M)
1671,76 TSTFLDIYAERDLK
1766,76 VDDIAVDLVERFMTK + Oxidagao (M)
1876,86 TMATGIAGLSVAADSLSAIK
2077,93 YGNNDDRVDDIAVDLVER
2225,07 DSEHTMSVLTITSNVVYGKK +
Oxidacgao (M)
2575,33 FLHSLDNLGPAPEPNLTVLWSVR
2628,25 SGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFK
2748,36 NLTSMLDGYAMQCGHHLNINVENR
2756,63 SGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFKK
3001,02 DEKSGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFK
3420,75 TPDYNELFSGDPTWVTESIGGVGIDGRPLVTK
P481 55 634,33 AKSNSK
883,24 TFYPEAR
1014,24 QFWGHLVK
1131,17 WIPLMMKGR
1207,21 VINEEFEISK
1324,10 NEDWQLYTAGK
1360,28 TLLFGPFANVGPK
1386,31 LDRPAIESSNER
1565,30 IDEGTDVNFGELTR
1584,34 EFINPLPHISYVR
1699,29 EIEPDWNIHVYER
1744,36 EPPGTPPMTVPHLDTR
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Denomi- Peso Molecu- | Valor de m/z de Frag- | Sequéncia de Aminoacidos Prevista do Fragmento
nacdo do | lar Aproxima- | mentos Polipeptidicos | Polipeptidico
Polipepti- | do em Quilo- | Resultantes da Diges-
deo daltons (kDa)' | t&o com Tripsina®
2046,52 OVTDYVFPIGAGGGAIPLLQK
2189,43 TEYPEARNEDWOLYTAGK
2806,58 HLGGFPISGQFLACTNPQVIEQHDAK
P482 37 699,28 FEYIK
729,26 DAWPLK
792,33 ASVVNFR
852,28 VYDQLSK
1008,30 LIDDLYEK
1020,31 YKDAWPLK
1083,43 LKPDLIVASK
1278,36 IAPTVSTDTVFK
1623,44 IVGQEPAPNLEEISK
1712,62 ESIPLMNADHIFVVK
1800,61 ITAGGCYAGEILNDLGFK
1956,77 IYAGGYAGEI LNDLGFKR
2251,77 NNQVSDDLDEITWNLAGGYK
3227,44 VVTLYQGATDVAVSLGVKPVGAVESWTQKPK
P483 36 646,50 DVWAR
672,41 KLNAVK
716,41 VDIVDR
725,61 IIKPVR
842,50 IAPTLSLK
850,47 QNINSFK
1068,50 IGDYTSVGTR
1075,42 MHMTDHAK + Oxidac&o (M)
1185,563 KQPNLEEISK
1327,59 LKPDLIIADSSR
1343,58 VDIVDRDVWAR
1592,76 LKPDLIIADSSRHK
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Denomi- Peso Molecu- | Valor de m/z de Frag- | Sequéncia de Aminoacidos Prevista do Fragmento
nacdo do | lar Aproxima- | mentos Polipeptidicos | Polipeptidico
Polipepti- do em Quilo- | Resultantes da Diges-
deo dattons (kDa)' | tdo com Tripsina®
2081,00 GPYLQLDTEHLADLNPER
2438,24 AGLLAHPNYSYVGQFLNELGFK
2789,48 IVVLEYSFADALAALDVKPVGIADDGK
2917,60 IVVLEYSFADALAALDVKPVGIADDGKK
P484 35 857,38 AAAIDLAGR
1022,23 NIEADTGMR + Oxidacao (M)
1056,32 VVDANIAAQR
1075,36 ADIDLPFER
1285,44 LVGGAGEETIIAR
1435,44 AMAVATEQEMKAR
1632,50 HHTEVILENPDNISK
1813,65 VVEAESEVPLAMAEALR
1887,67 VIETPFIAGVAMNGIEVK
220985 AGLALTTNOLESHYLAGGNVDR
2806,95 TVLSKGLDSGTAFEILSIDIADVDISK
3337,42 AGLALTTNQLESHYLAGGNVDRVVDANIAAQR
P485 33 625,28 ADYEK
864,28 YIAQLEK
946,23 QGTPEQMR
1045,26 ALEQAGKSLK
1268,35 HLLVETSVDKK
1443,34 DIFGEVYTDSIGK
1450,40 TIQQTFIDNDKK
1454.37 VVTTNSILYDMAK
1571,45 KDIFGEVYTDSIGK
1576,44 DVKPIYLNGEEGNK
1593,47 QDPHAWLSLDNGIK
1819,59 DVKPIYLNGEEGNKDK
1836,62 DEKQDPHAWLSLDNGIK
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Denomi- Peso Molecu- | Valor de m/z de Frag- | Sequéncia de Aminoacidos Prevista do Fragmento
nacdo do | lar Aproxima- | mentos Polipeptidicos | Polipeptidico
Polipepti- do em Quilo- | Resultantes da Diges-
deo daltons (kDa)' | tao com Tripsina’
1911,66 QYGITPGYIWEINTEK
2172,83 VIAVSKDVKPIYLNGEEGNK
2582,00 LTDADVILYNGLNLETGNGWFEK
2942 26 NVGGDNVDIHSIVPVGQDPHEYEVKPK
P486 32 625,42 ADYEK
864,41 YIAQLEK
1268,48 HLLVETSVDKK
1443,49 DIFGEVYTDSIGK
1450,53 TIQQTFIDNDKK
1454,61 VVTTINSILYDMAK
1576,64 DVKPIYLNGEEGNK
1593,57 QDPHAWLSLDNGIK
1818,77 DVKPIYLNGEEGNKDK
1836,78 DKQDPHAWLSLDNGIK
1911,81 QYGITPGYIWEINTEK
2582,18 LTDADVILYNGLNLETGNGWFEK
2942,32 NVGGDNVDIHSIVPYGODPHEYEVKPK

1. Peso molecular como determinado por SDS-PAGE.

2. O valor de m/iz de um fragmento polipeptidico pode ser convertido na

massa através da subtragdo de 1 do valor de m/z. Cada massa inclui

uma faixa de mais ou menos 400 partes por milhdo (ppm) ou 1 Dalton.

Tabela 5. Caracteristicas dos polipeptideos obtidos do isolado 1477 bovino

de S. aureus.

Denomi- Peso Molecu- | Valor de m/z de Frag- | Sequéncia de Aminodcidos Prevista do Fragmento
nacdo do | lar Aproxima- | mentos Polipeptidicos | Polipeptidico
Polipepti- do em Quilo- | Resultantes da Diges-
deo daltons (kDa)' | t&o com Tripsina®
P487 88 717,39 YSYER
736,52 IIGDYR




38

Denomi- Peso Molecu- | Valor de m/z de Frag- | Sequéncia de Aminoacidos Prevista do Fragmento
naggo do | lar Aproxima- | mentos Polipeptidicos | Polipeptidico
Polipepti- do em Quilo- | Resultantes da Diges-
deo daltons (kDa)' | t3o com Tripsina®
814,46 IFTDYR
942,46 IFTDYRK
974,54 YAQVKPIR
984,41 QMQFFGAR
992,40 SMQPFGGIR
1087,49 EQQLDVISR
1097,50 VSGYAVNFIK
1159,39 NHATAWQGFK
1261,45 LWEQVMQLSR
1272,50 SLGKEPEDQNR
1277,50 DGISNTFSIVPK
1289,54 AGVITGLPDAYGR
1315,54 TSTFLDIYAER
1322,53 LREELSEQYR
1394,50 THNQGVFDAYSR
1417,62 KAGVITGLPDAYGR
1426,65 IEMALHDTEIVR
1508,59 AGEPFAPGANPMHGR
1522,61 KTHNQGVFDAYSR
1543,68 YGFDLSRPAENFK
1877,74 TMATGIAGLSVAADSLSAIK
2077,86 YGNNDDRVDDIAVDLVER
2159,08 AGVITESEVQENIDHFIMK
2285,07 ETLIDAMEHPEEYPQLTIR
2575,32 FLHSLDNLGPAPEPNLTVLWSVR
2628,24 SGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFK
2756,41 SGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFKK
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Denomi-

Peso Molecu-

Valor de m/z de Frag-

Sequéncia de Aminoéacidos Prevista do Fragmento

nagdo do | lar Aproxima- | mentos Polipeptidicos | Polipeptidico
Polipepti- | do em Quilo- | Resultantes da Diges-
deo dattons (kDa)' | tdo com Tripsina®
3262,68 VASTITSEDAGYLDKDLETIVGVQTEKPFK
P488 | 80 625,49 HVDVR
814,54 IFTDYR
942,66 IFTDYRK
974,69 YAQVKPIR
984,59 OMOFFGAR
992,55 SMQPFGGIR
1159,64 NHATAWQGFK
1261,63 LWEQVMOQLSK
1272,74 SLGKEPEDQNR
1277,69 DGISNTFSIVPK
1289,76 AGVITGLPDAYGR
1315.73 TSTFLDIYAER
1322,72 SMQPFGGIRMAK
1394,73 THNQGVFDAYSR
1417,86 KAGVITGLPDAYGR
1422,76 TLLYAINGGKDEK
1426,80 IEMALHDTEIVR
1508,82 AGEPFAPGANPMHGR
1513,80 VALYGVDFLMEEK
1543,82 YGFDLSRPAENFK
1571,82 TSSIQYENDDIMR
1703,99 DLETIVGVQTEKPFK
1860,23 DLETIVGVQTEKPFKR
1877,07 TMATGIAGLSVAADSLSAIK
1937,09 NEEGLVVDFEIEGDFPK
2078,13 YGNNDDRVDDIAVDLVER
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Denomi-

Peso Molecu-

Valor de m/z de Frag-

Sequéncia de Aminoacidos Prevista do Fragmento

nagdo do | lar Aproxima- | mentos Polipeptidicos | Polipeptidico
Polipepti- do em Quilo- | Resultantes da Diges-
deo daltons (kDa)' | tso com Tripsina®
2575,56 FLHSLDNLGPAPEPNLTVLWSVR
2628,30 SGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFK
2908,63 EFIQLNYTLYEGNDSFLAGPTEATSK
P489 |65 733,67 IVKFAR
944,71 ELKELGQK
974,79 YAQVKPIR
984,69 OMQFFGAR
1049,83 TLLYAINGGK
1087,78 EQQLDVISR
1097,79 VSGYAVNFIK
1243.80 VDDIAVDLVER
1272,82 SLGKEPEDQNR
1289,87 AGVITGLPDAYGR
1299,92 LPDNFKTYCAK
1315,83 TSTELDIYAER
1322,84 SMQPFGGIRMAK
1390,93 DQKGALSSLSSVAK
1394,84 THNQGVFDAYSR
1577,94 VASTITSHDAGYLDK
1637,09 KAGEPFAPGANPMHGR
1704,16 DLETIVGVQTEKPFK
2030,42 MSIKTSSIQYENDDIMR
2078,34 YGNNDDRVDDIAVDLVER
2284,60 ETLIDAMEHPEEYPQLTIR
2575,77 FLHSLDNLGPAPEPNLTVLWSVR
2628,64 SGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFK
P490 |55 883,81 TFYPEAR
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Denomi- Peso Molecu- | Valor de m/z de Frag- | Sequéncia de Aminoéacidos Prevista do Fragmento
nacdo do | lar Aproxima- | mentos Polipeptidicos | Polipeptidico
Polipepti- do em Quilo- | Resultantes da Diges-
deo daltons (kDa)' | tdo com Tripsina®
1014,87 QFWGHI VK
1131,97 WIPLMMEKGR
1207,99 VINEEFEISK
1231,97 YSFDOVIMTK
1325,02 NEDWOQLYTAGK
1361,17 TLLFGPFANVGPK
1362,14 GREDNPGIMAASK + Oxidaggo (M
1387,14 LDRPAIESSNER
1481,24 NEDWQLYTAGKR
1566,28 IDEGTDVNFGELTR
1585,34 EFINPLPHISYVR
1700,36 EIEPDWNIHVYYER
1761,49 EPPGTPPMTVPHLDTR + Oxidacio (M)
2047,67 QVTDYVFIGAGGGAIPLLQK
2208,82 VYGKEPPGTPPMTVPHLDTR +
Oxidagao (M)
2865,21 HLGGFPISGQFLACTNPQVIEQHDAK
P492 |36 857,57 AAAIDLAGR
1056,59 VVDANIAAQR
1075,61 ADIDLPFER
1285,74 LVGGAGEETIIAR
1632,95 HHTEVLENPDNISK
1814,09 VVEAESEVPLAMAEALR
2284.45 AAAIDLAGRDVLEAVQMSVNPK A
Oxidacéao (M)
2300,40 AGLALTTNQLESHYLAGGNVDR
2807,80 TVLSKGLDSGTAFEILSIDIADVDISK
P493 |35 762,46 FVFHGR
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Denomi- Peso Molecu- | Valor de m/z de Frag- | Sequéncia de Aminoacidos Prevista do Fragmento
nagdo do | lar Aproxima- | mentos Polipeptidicos | Polipeptidico
Polipepti- | do em Quilo- | Resultantes da Diges-
deo dattons (kDa)' | tao com Tripsina®
964,39 DGFNNIER
1363,56 GHVYNGISGGQFK
1443 56 YTPTSILYFNPK
1450,64 QLAEDLQKHLGAK
1819.,88 NHSEYVTDMRLIGIR + Oxidaggo (M)
1875,84 DLPPMEQVFEDTLDLDK
1941,00 IRPEDMHIMANIFLPK + Oxidacéo (M)
2081,10 RIRPEDMHIMANIFLPK
2283,30 ISHLVLTRTGLYIIDSQLLK
P495 |32

1. Peso molecular como determinado por SDS-PAGE.

2. O valor de m/z de um fragmento polipeptidico pode ser convertido na
massa através da subtracdo de 1 do valor de m/z. Cada massa inclui
uma faixa de mais ou menos 430 partes por milhdo (ppm) ou 1 Dalton.

Ainda em um outro aspecto, a presente invengao inclui ainda
polipeptideos que possuem similaridade com uma sequéncia de aminoaci-
dos. A similaridade é referida como similaridade estrutural e é geralmente
determinada através do alinhamento dos residuos das duas sequéncias de
aminoacidos (isto &€, uma sequéncia de aminoacidos candidata e uma se-
quéncia de aminoacidos de referéncia) para otimizar o nimero de aminoaci-
dos idénticos ao longo dos comprimentos de suas sequéncias; os espacos
em qualquer uma ou em ambas as sequéncias sdo permitidos na obtengéo
do alinhamento para otimizar o nimero de aminoacidos idénticos, embora os
aminoacidos em cada sequéncia tenha que permanecer todavia em sua or-
dem apropriada. As sequéncias de aminoacidos de referéncia sao descritas
nas Tabelas 6, 7, 8 e 9. Duas sequéncias de aminoacidos podem ser com-
paradas utilizando algoritmos disponiveis comercialmente. Preferencialmen-

te, duas sequéncias de aminoacidos sdo comparadas utilizando o programa
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BLASTP do algoritmo de busca BLAST 2, como descrito por Tatusova e ou-
tros, (FEMS Microbiol Lett 1999, 174: 247-250) e disponivel na World Wide
Web, por exemplo, no site da internet mantido pelo National Center for Bio-
technology Information, National Institutes of Health. Preferencialmente, os
valores preestabelecidos para todos os parametros de busca do BLAST 2
sao utilizados, incluindo matriz = BLOSUM62; penalidade de espago aberto
= 11, penalidade de extensao de espago = 1, espaco x "dropoff' = 50, espe-
rado = 10, tamanho da palavra = 3 e opcionalmente, filtro acionado. Na
comparagéo de duas sequéncias de aminoacidos utilizando o algoritmo de
busca BLAST, a similaridade estrutural é referida como "identidades". Prefe-
rencialmente, uma sequéncia de aminoacidos candidata possui pelo menos
80% de identidade, pelo menos 90% de identidade, pelo menos 95% de i-
dentidade, pelo menos 96% de identidade, pelo menos 97% de identidade,
pelo menos 98% de identidade ou pelo menos 99% de identidade a uma se-
quéncia de aminoacidos de referéncia. Preferencialmente, o peso molecular
da sequéncia de aminoéacidos candidata e da sequéncia de aminoacidos de
referéncia tem substancialmente o mesmo valor. Preferencialmente, o peso
molecular da sequéncia de aminoacidos candidata e da sequéncia de ami-
noacidos de referéncia é determinado por eletroforese em gel de SDS polia-
crilamida. Um polipeptideo candidato pode ser obtido através do crescimento
de um microorganismo sob condigdes de baixo teor de metais e do isola-
mento subsequente de um polipeptideo através dos procedimentos descritos
aqui.

Tipicamente, uma sequéncia de aminoacidos candidata que
possui similaridade estrutural a uma sequéncia de aminoacidos de referéncia
possui atividade imunogénica, atividade imunogénica protetora, atividade

soroativa, atividade imunorreguladora ou uma combinagao das mesmas.
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Tabela 6. Isolado 19636 da ATCC de S. aureus.

Sequéncia do NCBI identificadora do polipeptideo
Peso molecular do polipeptideo | identificado pelo algoritmo de computador como
de referéncia (kDa)’ possuindo a melhor combinagédo ao "fingerprint"

de massa do polipeptideo de referéncia

88 49243545
55 81762012
38 82750440
37 49243435
36 57286380
35 49245508
33 49243946

1. Peso molecular como determinado por SDS-PAGE.
Tabela 7: S. aureus SAAV1.
Sequéncia do NCBI identificadora do polipeptideo

Peso molecular do| - ]
] identificado pelo algoritmo de computador como
polipeptideo de refe- . ) ] )
o ] possuindo a melhor combinagdo ao "fingerprint"
réncia (kDa) )
de massa do polipeptideo de referéncia

55 57286470
55 48874

37 49243435
33 | 49243946

1. Peso molecular como determinado por SDS-PAGE.
5 Tabela 8. S. aureus 2176.
Peso molecular | Sequéncia do NCBI identificadora do polipeptideo identi-

do polipeptideo | ficado pelo algoritmo de computador como possuindo a

de referéncia | melhor combinagao ao "fingerprint" de massa do polipep-

kDa)' tideo de referéncia
88 57285406
80 57285406
65 57285406

55 57286528
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Peso molecular | Sequéncia do NCBI identificadora do polipeptideo identi-
do polipeptideo | ficado pelo algoritmo de computador como possuindo a
de referéncia | melhor combinagéo ao “fingerprint” de massa do polipep-
kDa)' tideo de referéncia

37 49482358

36 57286380

35 16927153

33 57285658

32 5785658

1. Peso molecular como determinado por SDS-PAGE.
Tabela 9. S. aureus 1477.

Sequéncia do NCBI identificadora do polipeptideo
Peso molecular do | . .

] ] identificado pelo algoritmo de computador como
polipeptideo de re- . ) .
o ] possuindo a melhor combinagéao ao "fingerprint" de
feréncia (kDa) )
massa do polipeptideo de referéncia

88 ' 49482458
80 57285406
65 57285406
55 57286528
36 1592715
35 49484031

1. Peso molecular como determinado por SDS-PAGE.

Os polipeptideos expressos por um microorganismo de referén-
cia e referidos anteriormente pelo peso molecular podem ser obtidos através
do crescimento do microorganismo de referéncia sob condigbes de baixo
teor de metais e do isolamento subsequente de um polipeptideo através dos
processos descritos aqui. Um polipeptideo candidato pode ser isolado par-
tindo de um microorganismo, preferencialmente um microorganismo gram-
positivo, mais preferencialmente, um membro da familia Micrococcaceae,
preferencialmente, Staphylococcus spp., mais preferencialmente, Staphylo-
coccus aureus. Outros microorganismos gram-positivos incluem Corynebac-
terium spp., Erysipelothrix spp., Mycobacterium spp. e Erysipelothrix spp.
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Um polipeptideo candidato pode também ser produzido utilizando técnicas
recombinantes, enzimaticas ou quimicas.

S&o tambem fornecidas pela presente invengéo preparacdes de
células inteiras de um microorganismo, em que o microorganismo expressa
um ou mais dos polipeptideos da presente invengdo. As células presentes
em uma preparagao de células inteiras sao preferencialmente inativadas de
forma que as células nao podem se replicar, mas a atividade imunogénica
dos polipeptideos da presente invengio expressos pelo microorganismo &
mantida. Tipicamente, as células sdo mortas através da exposicéo a agentes
tal como glutaraldeido, formalina ou formaldeido.

Composicdes

Uma composig¢éo da presente invengao pode incluir pelo menos
um polipeptideo descrito aqui ou um numero de polipeptideos que € um nu-
mero inteiro maior que 1 (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo
menos 4). Por exemplo, uma composigéo pode incluir 2, 3, 4, 5 ou mais poli-
peptideos regulados por metais isolados que possuem pesos moleculares de
88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa, 33 kDa ou qualquer sub-
conjunto ou combinagdo dos mesmos. Uma composi¢do pode incluir poli-
peptideos que podem ser isolados de 1 microorganismo ou podem ser isola-
dos de uma combinagdo de 2 ou mais microorganismos. Por exemplo, uma
composigao pode incluir polipeptideos que podem ser isolados de 2 ou mais
Staphyloccocus spp. ou de um Staphyloccocus spp. € um microorganismo
diferente que ndo é um membro do género Staphyloccocus. A presente in-
vengao fornece ainda composi¢des que incluem uma preparacgdo de células
inteiras, em que a célula inteira expressa um ou mais dos polipeptideos da
presente invencao. Por exemplo, a célula inteira pode ser um Staphylocco-
cus spp. Em alguns aspectos, uma composigdo pode incluir preparagées
inteiras de 2, 3, 4, 5 ou 6 cepas.

Opcionalmente, um polipeptideo da presente invengado pode es-
tar ligado covalentemente ou conjugado a um polipeptideo veiculo para au-
mentar as propriedades imunologicas do polipeptideo. Os polipeptideos vei-
culos uteis sdo conhecidos na técnica. O acoplamento quimico dos polipep-
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tideos da presente invencao pode ser realizado utilizando métodos conheci-
dos e rotineiros. Por exemplo, varios reagentes de reticulagado homobifuncti-
onais e/ou heterobifunctionais tais como bis (sulfossuccinimidil) suberato, bis
(diazobenzidina), adipimidato de dimetila, pimelimidato de dimetila, superi-
midato de dimetila, suberato de dissuccinimidila, glutaraldeido, m-
maleimidobenzoil-N-hidroxissuccinimida, sulfo-m-maleimidobenzoil-N-
hidroxissuccinimida, 4-(N-maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato de sul-
fossuccinimidila, 4-(p-maleimido-fenil) butirato de sulfosuccinimidila e (1-etil-
3-(dimetil-aminopropil) carbodiimida podem ser utilizados (vide, por exemplo,
Harlow e Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, de forma geral e Capitulo
5, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nova York, NY
(1988)).

As composicées da presente invengdo incluem ainda opcional-
mente um veiculo farmaceuticamente aceitavel. "Farmaceuticamente aceita-
vel" se refere a um diluente, um veiculo, um excipiente, um sal etc, que sao
compativeis com os outros ingredientes da composicédo e ndo deletérios ao
receptor dos mesmos. Tipicamente, a composigéo inclui um veiculo farma-
ceuticamente aceitavel quando a composigao for utilizada como descrito a-
qui. As composigdes da presente invengao podem ser formuladas em prepa-
racbes farmacéuticas em uma variedade de formas adaptadas para a rota
escolhida de administragao, incluindo as rotas adequadas para estimular
uma resposta imunolégica a um antigeno. Assim, uma composicao da pre-
sente inveng&o pode ser administrada através de rotas conhecidas incluindo,
por exemplo, oral; parental incluindo intradermal, transcutanea e subcuta-
nea; intramuscular, intravenosa, intraperitoneal etc. e de forma tépica, tal
como, intranasal, intrapulmonar, intramamaria, intravaginal, intrauterina, in-
tradermal, transcutanea e retal etc. E previsto que uma composig¢ao pode ser
administrada a uma superficie de mucosa, tal como através da administra-
¢ao na mucosa nasal ou respiratéria (por exemplo, spray ou aerossol), para
estimular a imunidade da mucosa, tal como a produgio de anticorpos IgA
secretores, ao longo de todo o corpo do animal.

Uma composigéo da presente invengao pode ainda ser adminis-
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trada através de um implante de liberacdo controlada ou retardada. Os im-
plantes adequados para uso de acordo com a invengdo s&o conhecidos e in-
cluem, por exemplo, os descritos em Emery e Straub (WO 01/37810 (2001)) e
Emery e outros, (WO 96/01620 (1996)). Os implantes podem ser produzidos
em tamanhos pequenos o suficiente para serem administrados por aerossol
ou spray. Os implantes incluem ainda nanoesferas e microesferas.

Uma composig¢ao da presente invencao pode ser administrada
em uma quantidade suficiente para tratar certos estados de saiude como
descrito aqui. A quantidade de polipeptideos ou de células inteiras presentes
em uma composi¢éo da presente invengdo pode variar. Por exemplo, a do-
sagemm de polipeptideos pode estar entre 0,01 microgramas (ug) e 300 mg,
tipicamente entre 0,1 mg e 10 mg. Quando a composigao for uma prepara-
céo de células inteiras, as células podem estar presentes a uma concentra-
¢éo de, por exemplo, 10? bactérias/mL, 10° bactérias/mL, 10* bactérias/mL,
10° bactérias/mL, 10° bactérias/mL, 107 bactérias/mL, 10° bactérias/mL ou
10° bactérias/mL. Para uma composigao injetavel (por exemplo, subcutanea,
intramuscular etc.) os polipeptideos podem estar presentes na composicéo
em uma quantidade tal que o volume total da composigdo administrada seja
de 0,5 mL até 5,0 mL, tipicamente de 1,0-2,0 mL. Quando a composigao for
uma preparagao de células inteiras, as células estao preferencialmente pre-
sentes na composigdo em uma quantidade que o volume total da composi-
¢éo administrada seja de 0,5 mL até 5,0 mL, tipicamente de 1,0-2,0 mL.
A quantidade administrada variara dependendo de varios fatores incluindo,
mas nao limitados aos polipeptideos especificos escolhidos, ao peso, a con-
dicdo fisica e a idade do animal e da rota de administragdo. Assim, o peso
absoluto do polipeptideo incluido em uma certa forma de dosagemm unitaria
pode variar amplamente e depende de fatores, tais como, a espécie, a ida-
de, o peso e a condigao fisica do animal, assim como, o método de adminis-
tracado. Tais fatores podem ser determinados por um versado na técnica.
Outros exemplos de dosagens adequadas para a inven¢ao sao descritos em
Emery e outros, (Patente U.S. N° 6.027.736).

As formulagbées podem ser apresentadas de forma conveniente
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na forma de dosagem unitaria e podem ser preparadas através de métodos
bem-conhecidos na técnica da farmacia. Os métodos de preparagao de uma
composicao com um veiculo farmaceuticamente aceitavel incluem a etapa
de colocar o composto ativo (por exemplo, um polipeptideo ou uma célula
inteira da presente inveng&o) em associagdo com um veiculo que constitui
um ou mais ingredientes acessorios. Em geral, as formulagdes sao prepara-
das colocando uniformente e intimamente o composto ativo em associagao
com um veiculo liquido, um veiculo solido finamente dividido ou ambos e
entao, se necessario, moldando o produto nas formulagdes desejadas.

Uma composigao que inclui um veiculo farmaceuticamente acei-
tavel também pode incluir um adjuvante. Um "adjuvante" se refere a um a-
gente que pode atuar de uma maneira inespecifica para aumentar a respos-
ta imunoldgica para um antigeno particular, reduzindo potencialmente, as-
sim, a quantidade de antigeno necessaria em qualquer certa composigao de
imunizag&do e/ou a frequéncia de injegao necessaria para gerar uma resposta
imunolégica adequada para o antigeno de interesse. Os adjuvantes podem
incluir, por exemplo, IL-1, IL-2, emulsificantes, dipeptideo de muramilas,
brometo de dimetil dioctadecil aménio (DDA), avridina, hidroxido de aluminio,
6leos, saponinas, alfa-tocoferol, polissacarideos, parafinas emulsificadas
(incluindo, por exemplo, as disponiveis sob 0 nome comercial EMULSIGEN
da MVP Laboratories, Ralston, Nebraska), ISA-70, RIBI e outras substancias
conhecidas na técnica. E esperado que os polipeptideos da presente inven-
¢ao tenham atividade imunorreguladora e que tais polipeptideos possam ser
utilizados como adjuvantes que atuam diretamente como ativadores de célu-
las T e/ou B ou que atuam sobre tipos celulares especificos que aumentam a
sintese de varias citocinas ou que ativam as vias de sinalizagao intracelular.
E esperado que tais polipeptideos aumentem a resposta imunolégica para
aumentar o indice protetor da composigao existente.

Em uma outra modalidade, uma composi¢do da invencdo que
inclui um veiculo farmaceuticamente aceitavel pode incluir um modificador
da resposta biologica, tal como, por exemplo, IL-2, IL-4 efou IL-6, TNF, IFN-

alfa, IFN-gama e outras citocinas que afetam as células imunolégicas. Uma
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composi¢ao de imunizagéo também pode incluir outros componentes conhe-
cidos na técnica tal como um antibiético, um agente conservante, um antio-
xidante ou um agente quelante.

Métodos de Producéo

A presente invencao fornece ainda métodos para a obtencéao
dos polipeptideos descritos aqui. Os polipeptideos e as células inteiras da
presente invengao podem ser isolados de um membro da familia Micrococ-
caceae, preferencialmente, Staphylococcus spp., mais preferencialmente,
Staphylococcus aureus. Outros microorganismos gram-positivos dos quais
os polipeptideos podem ser isolados incluem Corynebacterum spp., Erysipe-
lothrix spp., Mycobacterium spp. e Erysipelothrix spp. Os microorganismos
uteis para a obtengao dos polipeptideos da presente invencao e para a pro-
dugao de preparagdes de células inteiras estao disponiveis comercialmente
em um banco tal como a American Type Culture Collection (ATCC). Em adi-
¢ao, tais microorganismos podem ser facilmente obtidos através de técnicas
de rotina e conhecidas na técnica. Os microorganismos podem ser derivados
de um animal infectado na forma de um isolado de campo e utilizado para a
obtecao dos polipeptideos e/ou das preparagdes de células inteiras da pre-
sente invengao ou armazenados para uso futuro, por exemplo, em um banco
congelado a -20°C até -95°C ou -40°C até -50°C, em meios bacteriolégicos
contendo 20% de glicerol e outros meios similares.

Quando um polipeptideo da presente invengao tiver que ser ob-
tido partindo de um microorganismo, o microorganismo pode ser incubado
sob condi¢des de baixo teor de metais. Como utilizado aqui, a expressao
"condi¢cdes de baixo teor de metais" se refere a um ambiente, tipicamente
um meio bacteriologico, que contém quantidades de um metal livre que faz
com que um microorganismo expresse os polipeptideos regulados por me-
tais em um nivel detectavel. Como utilizado aqui, a expressao "condi¢gbes de
alto teor de metais" se refere a um ambiente que contém quantidades de um
metal livre que faz com que um microorganismo ndo expresse um ou mais
dos polipeptideos regulados por metais descritos aqui em um nivel detecta-

vel ou diminua a expressao de tal polipeptideo. Os metais sao os presentes
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na tabela periédica sob os Grupos 1 até 17 (notagdo IUPAC; também referi-
dos como os Grupos I-A, II-A, 1II-B, IV-B, V-B, VI-B, VII-B, VI, |-B, 1I-B, lli-A,
IV-A, V-A, VI-A e VII-A, respectivamente, sob a notagdo CAS). Preferencial-
mente, os metais sdo aqueles nos Grupos 2 até 12, mais preferenciaimente,
Grupos 3-12. Ainda mais preferencialmente, o metal é ferro, zinco, cobre,
magnesio, niquel, cobalto, manganés, molibdénio ou selénio, mais preferen-
cialmente, ferro.

As condi¢des de baixo teor de metais sdo geralmente o resulta-
do da adi¢do de um composto quelante de metal a um meio bacteriolégico, o
uso de um meio bacteriolégico que contém baixas quantidades de um metal
ou a combinagao dos mesmos. As condi¢cdes de alto teor de metais estao
geralmente presentes quando um quelante nao esta presente no meio, um
metal € adicionado ao meio ou a combinagédo dos mesmos. Os exemplos de
quelantes de metais incluem compostos naturais e sintéticos. Os exemplos
de compostos naturais incluem compostos fenodlicos vegetais, tais como,
flavendides. Os exemplos de flavendides incluem os quelantes de cobre ca-
tequina e naringenina e os quelantes de ferro miricetina e quercetina. Os
exemplos de quelantes sintéticos de cobre incluem, por exemplo, tetratiomo-
libdato e os exemplos de quelantes sintéticos de zinco incluem, por exemplo,
N.N,N',N'-tetracis (2-piridilmetil)-etileno diamina. Os exemplos de quelantes
sintéticos de ferro incluem 2,2'-dipiridila (também referido na técnica como
o,a'-bipiridila), 8-hidroxiquinolina, acido etilenodiamina-di-O-hidroxifenil-
acetico (EDDHA), desferrioxamina metanossulfonato (desferol), transferrina,
lactoferrina, ovotransferrina, sideréforos bioldgicos, tais como, os catecolatos
e os hidroxamatos e o citrato. Um exemplo de um quelante de cation diva-
lente geral é a resina Chelex®. Preferencialmente, 2,2'-dipiridila é utilizado
para quelar o ferro. Tipicamente, 2,2'-dipiridila & adicionado no meio a uma
concentragao de pelo menos 300 microgramas/mililitro (ug/mL), pelo menos
600 pg/mL ou pelo menos 900 pug/mL. Altos niveis de 2,2'-dipiridila podem
ser 1200 pg/mL, 1500 pg/mL ou 1800 pg/mL.

O genoma de S. aureus codifica trés homoélogos Fur: Fur, PerR e

Zur. Embora as proteinas Zur e PerR paregcam estar primariamente envolvi-
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das na regulagao da homeostase do zinco e dos genes de estresse a pero-
xido, respectivamente, foi demonstrado que a proteina Fur regula varios sis-
temas de captagao de sideroforos de ferro em resposta a limitacdo de ferro.
A proteina Fur também desempenha uma fungdo na resisténcia ao estresse
oxidativo e na viruléncia. E esperado que um organismo gram-positivo, pre-
ferencialmente, um S. aureus, com uma mutagdo em um gene fur resulte na
expressao constitutiva de muitos, se ndo de todos, os polipeptideos regula-
dos por metais da presente invengdo. A produgdo de uma mutagéo fur em
um gram-positivo, preferencialmente, um S. aureus, pode ser obtida utilizan-
do métodos de rotina incluindo, por exemplo, mutagénese por transposon,
quimica ou direcionada ao sitio Gtil para a produgéo de mutagbes de nocaute
génico em bactérias gram-positivas.

O meio utilizado para incubar o microorganismo e o volume do
meio utilizado para incubar o microorganismo podem variar. Quando um mi-
croorganismo estiver sendo avaliado em relagdo a capacidade de produzir
um ou mais dos polipeptideos descritos aqui, 0 microorganismo pode ser
crescido em um volume adequado, por exemplo, 10 mililitros até 1 litro de
meio. Quando um microorganismo estiver sendo crescido para a obtengao
de polipeptideos para uso, por exemplo, na administragdo a animais, o mi-
croorganismo pode ser crescido em um fermentador para permitir o isola-
mento de quantidades maiores de polipeptideos. Os métodos para o cresci-
mento de microorganismos em um fermentador sado rotineiros e conhecidos
na técnica. As condigdes para o crescimento de um microorganismo incluem
preferencialmente um quelante de metal, mais preferencialmente, um que-
lante de ferro, por exemplo, 2,2'-dipiridila, um pH entre 6,5 e 7,5, preferenci-
almente entre 6,9 e 7,1 e uma temperatura de 37°C.

Em alguns aspectos da invengdo, um microorganismo pode ser
coletado apos o crescimento. A coleta inclui a concentragdo do microorga-
nismo em um volume menor e a suspensdo em um meio diferente que o
meio de cultura. Os métodos para concentrar um microorganismo sao roti-
neiros e conhecidos na técnica e incluem, por exemplo, filtragdo ou centrifu-

gacado. Tipicamente, o microorganismo concentrado € suspenso em um tam-
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pao apropriado. Um exemplo de um tampao que pode ser utilizado contém
Tris-base (7,3 gramas/litro), em um pH de 8,5. Opcionalmente, o tampao
final também minimiza a degradagéo proteolitica. Isto pode ser realizado
possuindo um tampéo final em um pH maior que 8,0, preferencialmente, de
pelo menos 8,5 e/ou incluindo um ou mais inibidores de proteinase (por e-
xemplo, fluoreto de fenilmetanossulfonila). Opcionalmente e preferencial-
mente, o microorganismo concentrado é congelado a -20°C ou abaixo disso
até ser rompido.

Quando o microorganismo tiver que ser utilizado como uma pre-
paragédo de células inteiras, as células coletadas podem ser processadas
utilizando métodos de rotina e conhecidos para inativar as células. Alternati-
vamente, quando um microorganismo tiver que ser utilizado para preparar os
polipeptideos da presente invengdo, o microorganismo pode ser rompido
utilizando métodos quimicos, fisicos ou mecéanicos de rotina e conhecidos na
técnica, incluindo, por exemplo, fervura, prensa francesa, uitra-som, digestao
de peptidoglicana (por exemplo, através da digestdao com lisozima) ou ho-
mogenizagdo. Um exemplo de um dispositivo adequado util para a homoge-
nizagdo € um Avestin Homogenizer modelo C500-B, (Avestin Inc, Ottawa
Canada). Como utilizado aqui, "rompimento” se refere a quebra da célula. O
rompimento de um microorganismo pode ser medido através de métodos
que sao rotineiros e conhecidos na técnica, incluindo, por exemplo, altera-
¢bes na densidade éptica. Tipicamente, um microorganismo € submetido ao
rompimento até a transmitancia percentual ser aumentada em 20% quando
uma diluigao de 1:100 é medida. Quando métodos fisicos ou mecanicos sao
utilizados, a temperatura durante o rompimento & mantida tipicamente baixa,
preferencialmente a 4°C, para minimizar adicionalmente a degradagao pro-
teolitica. Quando os métodos quimicos sdo utilizados, a temperatura pode
ser aumentada para otimizar o rompimento celular. Uma combinag¢ao de mé-
todos quimicos, fisicos e mecanicos pode também ser utilizada para solubili-
zar a parede celular do microorganismo. Como utilizado aqui, o termo "solu-
bilizar" se refere a dissolu¢ao de materiais celulares (por exemplo, polipepti-

deos, acidos nucléicos, carboidratos) na fase aquosa do tampao em que o
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microorganismo foi rompido e & formagao de agregados de materiais celula-
res insoltveis. Sem pretender estar limitado por teoria, acredita-se que as
condi¢des para a solubilizaggo resultam na agregacao dos polipeptideos da
presente invengdo em agregados insolUveis que sdo grandes o suficiente
para permitir o isolamento facil, por exemplo, através da centrifugacao.

Os agregados insoluveis que incluem um ou mais dos polipepti-
deos da presente invengdo podem ser isolados através de métodos gue sao
rotineiros e conhecidos na técnica. Preferenciaimente, os agregados insolu-
veis sdo isolados por centrifugagao. Tipicamente, a centrifugagdo dos polipep-
tideos, tais como, os polipeptideos de membrana, pode ser realizada através
de forgas centrifugas de 100.000 x g. O uso de tais forgas centrifugas requer o
uso de ultracentrifugas e o aumento da escala para volumes grandes do pro-
cesso de amostras € frequentemente dificil € ndo econédmico com estes tipos
de centrifugas. Os métodos descritos aqui fornecem a produgéo de agregados
insollveis grandes o suficiente para permitir o uso de centrifugas de fluxo con-
tinuo, por exemplo, T-1 Sharples (Alfa Laval Separations, Warminster, PA),
que podem ser utilizadas com uma vazao de 250 mL/minuto a 0,117 MPa (17
psi) a uma forga centrifuga de 46.000 x g até 60.000 x g. Podem ser utilizadas
outras centrifugas de grande escala, tais como, as configuragdes cilindro tubu-
lar, de camara e de disco. Tais centrifugas sao utilizadas rotineiramente e co-
nhecidas na técnica e estao disponiveis comercialmente de fabricantes tais
como Pennwalt, Westfalia e alpha-Laval.

As proteinas coletadas finais sdo lavadas e/ou submetidas a dia-
lise contra um tampao apropriado utilizando métodos conhecidos na técnica,
por exemplo, diafiltragdo, precipitagdo, cromatografia hidrofébica, cromato-
grafia de troca idnica ou cromatografia de afinidade ou ultrafiltracéo e lava-
gem dos polipeptideos, por exemplo, em alcool, por diafiltragao. Apés o iso-
lamento, os polipeptideos sdo suspensos em tampao e armazenados a bai-
Xa temperatura, por exemplo, -20°C ou abaixo.

Em tais aspectos da presente invengdo em que uma preparagao
de células inteiras tem que ser produzida, apos o crescimento, um microor-

ganismo pode ser morto com a adigao de um agente tal como glutaraldeido,
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formalina ou formaldeido, a uma concentragao suficiente para inativar as
células na cultura. Por exemplo, a formalina pode ser adicionada a uma con-
centracao de 0,3% (vol:vol). Apés um periodo de tempo suficiente para inati-
var as células, as células podem ser coletadas, por exemplo, por diafiltragao
e/ou centrifugacéo e lavadas.

Métodos de Uso

Um aspecto da presente invengao é adicionalmente direcionado

aos métodos de utilizagdo das composicdes da presente invencdo. Os mé-
todos incluem a administracdo a um animal de uma quantidade eficiente de
uma composi¢ao da presente invengdo. O animal pode ser, por exemplo,
uma ave (incluindo, por exemplo, galinhas ou perus), um bovino (incluindo,
por exemplo, gado), um caprino (incluindo, por exemplo, cabras), um ovino
(incluindo, por exemplo, ovelha), um suino (incluindo, por exemplo, porco),
um bis&o (incluindo, por exemplo, bufalo), um equino (incluindo, por exem-
plo, cavalos), um animal de companhia (incluindo, por exemplo, caes ou ga-
tos), membros da familia Cervidae (incluindo, por exemplo, cervo, alce, alce
americano, caribu e rena) ou um ser humano.

Em alguns aspectos, os métodos podem incluir ainda adminis-
tragGes adicionais (por exemplo, uma ou mais administragcdes de reforgo) da
composi¢éo ao animal para aumentar ou estimular uma resposta imunolégi-
ca secundaria. Um reforgo pode ser administrado em um momento apos a
primeira administragao, por exemplo, 1 até 8 semanas, preferencialmente 2
até 4 semanas, apds a primeira administragio da composig¢éo. Os reforgos
subsequentes podem ser administrados uma, duas, trés, quatro ou mais ve-
zes ao ano. Sem pretender estar ligado a teoria, é esperado que em alguns
aspectos da presente invengédo os reforgos anuais ndo sejam necessarios,
uma vez que o animal sera desafiado no campo através da exposicdo aos
microorganismos expressando os polipeptideos presentes nas composigoes
que possuem epitopos que sado idénticos a ou estruturalmente relacionados
aos epitopos presentes nos polipeptideos da composicdo administrada ao

animal.
Em um aspecto, a invengao esta direcionada a métodos de pro-
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dugao de anticorpos, por exemplo, através da inducao da produgao de anti-
corpo em um animal ou através de técnicas recombinantes. O anticorpo pro-
duzido inclui o anticorpo que se liga especificamente a pelo menos um poli-
peptideo presente na composicao. Neste aspecto da invengédo, uma "quanti-
dade eficiente" é uma quantidade eficiente para resultar na produgéo de an-
ticorpo no animal. Os métodos para a determinacédo do fato de um animal ter
produzido anticorpos que se ligam especificamente aos polipeptideos pre-
sentes em uma composicdo da presente invengdo podem ser determinados
como descrito aqui. A presente invengao inclui ainda anticorpos que se ligam
especificamente a um polipeptideo da presente invengéo e composicées que
incluem tais anticorpos. O método pode ser utilizado para produzir o anticor-
po que se liga especificamente aos polipeptideos expressos por um microor-
ganismo sem ser o microorganismo do qual os polipeptideos da composicao
foram isolados. Como utilizado aqui, um anticorpo que pode "se ligar especi-
ficamente" a um polipeptideo € um anticorpo que interage com o epitopo do
antigeno que induziu a sintese do anticorpo ou que interage com um epitopo
relacionado estruturalmente. Pelo menos alguns dos polipeptideos presentes
nas composigdes da presente invengado incuem tipicamente epitopos que
sdo conservados nos polipeptideos de espécies diferentes e de géneros di-
ferentes de microorganismos. Consequentemente, é esperado que o anti-
corpo produzido utilizando uma composigao derivada de um microorganismo
se ligue aos polipeptideos expressos por outros microorganismos e fornega
uma protegao de espectro amplo contra organismos gram-positivos. Os e-
xemplos de microorganismos gram-positivos aos quais o anticorpo pode se
ligar especificamente sao Micrococcaceae, preferencialmente, Staphylococ-
cus spp., mais preferencialmente, Staphylococcus aureus; membros da fami-
lia Streptococcaceae, preferencialmente, Streptococcus pyogenes, Strepto-
coccus pneumoniae, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis, Strep-
tococcus bovis, Streptococcus equi ou Streptococcus dysgalactiae; e Bacil-
lus spp., Clostridium spp., Corynebacterium spp., Enterococcus spp., Erysi-
pelothrix spp., Listeria spp., Micrococcus spp. € Mycobacterium spp., Kyto-

coccus spp. e Erysipelothrix spp.
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A presente invengéo se direciona ainda ao uso de tal anticorpo
para se direcionar a um microorganismo que expressa um polipeptideo da
presente invencéo ou um polipeptideo que possui um epitopo estruturalmen-
te relacionado a um epitopo presente em um polipeptideo da presente in-
vencao. Um composto pode estar ligado de forma covalente a um anticorpo,
em que o composto pode ser, por exemplo, uma toxina. Similarmente, tais
compostos podem estar ligados covalentemente a um sideroforo bacteriano
para o direcionamento para o microorganismo. O acoplamento ou a conju-
gacao quimica de um anticorpo da presente invengdo ou uma parte do
mesmo (tal como um fragmento Fab), pode ser realizada utilizando métodos
conhecidos e rotineiros. Em um aspecto, a invengdo se direciona ainda ao
tratamento de uma infecgdo em um animal, incluindo um ser humano, cau-
sada por um microorganismo gram-positivo, preferencialmente por um mem-
bro da familia Micrococcaceae, preferencialmente, Staphylococcus spp.,
mais preferencialmente, S. aureus; membros da familia Streptococcaceae,
preferencialmente, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus bovis, Strep-
tococcus equi ou Streptococcus dysgalactiae; Bacillus spp., Clostridium spp.,
Corynebacterium spp., Enterococcus spp., Erysipelothrix spp., Kytococcus
spp., Listeria spp., Micrococcus spp., Mycobacterium spp. e Erysipelothrix
spp. Como utilizado aqui, o termo "infecgao" se refere a presenga de um mi-
croorganismo gram-positivo no corpo de um animal, que pode ou nio ser
clinicamente evidente. Um animal com uma infecgdo por um membro do gé-
nero Staphylococcus que nao é clinicamente evidente é frequentemente re-
ferido como um veiculo assintomatico. O método inclui a administracao de
uma quantidade eficiente da composigédo da presente invengédo a um animal
que possui uma infecgdo causada por um microorganismo gram-positivo e a
determinagédo se o numero de microorganismos que causam a infeccao di-
minuiu. Os métodos para a determinagéo do fato de uma infeccéo ser cau-
sada por um microorganismo gram-positivo sdo rotineiros e conhecidos na
técnica, como s&o os métodos para a determinagéo se a infecgdo aumentou.

Em um outro aspecto, a presente invengao esta direcionada aos
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metodos para o tratamento de um ou mais sintomas de certos estados de
saude em um animal que podem ser causados pela infecgdo por um micro-
organismo gram-positivo, preferenciaimente, por um membro da familia Mi-
crococcaceae, preferencialmente, Staphylococcus spp., mais preferencial-
mente, S. aureus; membros da familia Streptoococcaceae, preferencialmen-
te, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus aga-
lactiae, Streptococcus uteris, Streptococcus bovis, Streptococcus equi ou
Streptococcus dysgalactiae; Bacillus spp., Clostridium spp., Corynebacterium
spp., Enterococcus spp., Erysipelothrix spp., Kytococcus spp., Listeria spp.,
Micrococcus spp., Mycobacterium spp. e Erysipelothrix spp. O método inclui
a administragdo de uma quantidade eficiente de uma composicao da presen-
te invengdo a um animal que tem ou esta em risco de ter uma condigao ou
sintomas de um estado de saude e a determinacdo do fato de que pelo me-
nos um sintoma do estado de saude é alterado, preferencialmente, reduzido.
Os exemplos de estados de salde causados por infecgdes microbianas in-
cluem, por exemplo, mastite, septicemia, pneumonia, meningoencefalite,
linfangite, dermatite, infecgdes do trato genital, sufocamentos, metrite, doen-
¢a perinatal, abcessos na pituitaria, artrite, bursite, orquite, cistite e pielone-
frite, linfadenite caseosa, tuberculose, linfangite ulcerativa, listeriose, erisipe-
las, laminite, antrax, doen¢a de tyzzer, tétano, botulismo, enterite, edema
maligno, "braxy" (ou bradsot), hemoglobinuria bacilar, enterotoxemia, lesGes
necréticas da pele e infecgdes nosocomiais. Os exemplos de estados de
satde causados por S. aureus incluem ainda, por exemplo, botriomicose em
cavalos, sinovite purilenta e osteomelite em aves, abortos em suinos e pie-
mia por carrapatos em cordeiros. Os exemplos de estados de saude causa-
dos por Streptococcus spp. incluem ainda, por exemplo, inflamagao de gar-
ganta, febre escarlate, impetigo, endocardite ulcerativa, febre reumatica e
cervicite glomerulonefrite pos-estreptococcica em seres humanos, cervicite
em equinos e suinos e meningite e abscessos na papada em suinos.

O tratamento dos sintomas associados com estes estados de
saude pode ser profilatico ou, alternativamente, pode ser iniciado apos o de-

senvolvimento de um estado de salde descrito aqui. Como utilizado aqui, o
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termo "sintoma" se refere a uma evidéncia objetiva em um individuo de um
estado de salde causado pela infeccdo por um microorganismo. Os sinto-
mas associados com os estados de salde referidos aqui e as avaliagbes de
tais sintomas sao rotineiros e conhecidos na técnica. O tratamento que é
profilatico, por exemplo, iniciado antes de um individuo manifestar os sinto-
mas de um estado de saude causado por um microorganismo, €& referido
aqui como tratamento de um individuo que esta "em risco” de desenvolver o
estado de saude. Tipicamente, um animal "em risco" de desenvolver um es-
tado de saide é um animal presente em uma area em que animais que tém
o0 estado de saude foram diagnosticados e/ou provavelmente foram expostos
a um microorganismo causador do estado de saude. Consequentemente, a
administragdo de uma composi¢ao pode ser realizada antes, durante ou de-
pois da ocorréncia dos estados de salude descritos aqui. O tratamento inicia-
do apds o desenvolvimento de um estado de sadde pode resultar na diminu-
icéo da gravidade dos sintomas de um dos estados de sadde ou na remogao
completa dos sintomas. Neste aspecto da invengdo, uma "quantidade efici-
ente” € uma quantidade eficiente para prevenir a manifestacao dos sintomas
de uma doenga, para diminuir a gravidade dos sintomas de uma doenga
e/ou remover completamente os sintomas. O tratamento bem sucedido de
uma infecgéo por um microorganismo gram-positivo em um animal é descrito
no exemplo 5, que demonstra a prote¢do contra a doenga causada por S.
aureus em medelos de camundongos através da administragdo de uma
composigao da presente invengédo. Estes modelos de camundongos consti-
tuem um modelo comumente aceito para estudo de doenca humana causa-
da por estes microorganismos. O tratamento bem sucedido de uma infecgéo
por microorganismo gram-positivo em um animal é também descrito nos e-
xemplos 10-12, que demonstra a protegdo contra a doenga causada por S.
aureus em vacas através da administragdo de uma composigao da presente
invengao.

A presente invengao fornece ainda métodos para diminuir a co-
lonizag&o por microorganismos gram-positivos, por exemplo, bloqueando os

sitios de ligagdo do microorganismo gram-positivo, incluindo tecidos do sis-
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tema esquelético (por exemplo, ossos, cartilagem, tendbes e ligamentos),
sistema muscular, (por exemplo, musculos esqueléticos e lisos), sistema
circulatério (por exemplo, cora¢éo, vasos sanguineos, capilares e sangue),
sistema nervoso (por exemplo, cérebro, medula espinhal e nervos periféri-
cos), sistema respiratorio (por exemplo, narina, traquéia, pulmées, brén-
quios, bronquicelos, alvéolos), sistema digestivo (por exemplo, boca, glandu-
las salivares, esofago, figado, estémago, intestinos grosso e delgado), sis-
tema excretor (por exemplo, rins, ureteres, bexiga e uretra), sistema endo-
crino (por exemplo, hipotalamo, pituitaria, tirdide, pancreas e glandulas adre-
nais), sistema reprodutivo (por exemplo, ovarios, oviduto, Gtero, vagina,
glandulas mamarias, testiculos e vesiculas seminais), sistemas linfati-
co/imunologico (por exemplo, linfa, nodos e vasos linfaticos, células sangui-
neas mononucleares ou brancas, tais como, macréfagos, neutréfilos, moné-
citos, eosindfilos, basdfilos, linfocitos e células T e B) e cepas de células es-
pecificas (por exemplo, células precursoras, células epiteliais, células-tronco)
e similares. Preferencialmente, o microorganismo gram-positivo € um mem-
bro da familia Micrococcaceae, preferencialmente, Staphylococcus spp.,
mais preferencialmente, S. aureus; um membro da familia Streptooccaceae,
preferencialmente, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus bovis, Strep-
tococcus equi ou Streptococcus dysgalactiae; Bacillus spp., Clostridium spp.,
Corynebhacterium spp., Enterococus spp., Erysipelothrix spp., Kytococcus
spp., Listeria spp., Micrococcus spp., Mycobacterium spp. e Erysipelothrix
spp. O método inclui a administragdo de uma quantidade eficiente de uma
composigao da presente invengdo a um animal colonizado por ou em risco
de ser colonizado por, um microorganismo gram-positivo. Neste aspecto da
inveng&o, uma "quantidade eficiente" € uma quantidade suficiente para dimi-
nuir a colonizagédo do animal pelo microorganismo. Os métodos para a avali-
acao da colonizagdo de um animal por um microorganismo sao rotineiros e
conhecidos na técnica. Por exemplo, a colonizagao do trato intestinal de um
animal por um microorganismo pode ser determinada através da medida da

presenga do microorganismo nas fezes do animal. E esperado que a diminu-
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icdo da colonizagdo de um animal por um microorganismo reduza a trans-
missdo do microorganismo a seres humanos.

Uma composicdo da invengao pode ser utilizada para fornecer
imunizag&o ativa ou passiva contra infeccao bacteriana. De forma geral, a
composicao pode ser administrada a um animal para fornecer imunizagéao
ativa. Entretanto, a composigdo também pode ser utilizada para induzir a
produgdo de produtos imunoldgicos, tais como, anticorpos, que podem ser
coletados do animal produtor e administrados a um outro animal para forne-
cer imunidade passiva. Componentes imunolégicos, tais como, anticorpos,
podem ser coletados para preparar composigdes (preferencialmente conten-
do anticorpo) partindo do soro, do plasma, do sangue, do colostro etc. para
terapias de imunizagdo passiva. As composigdes de anticorpos incluindo
anticorpos monoclonais e/ou antiidiotipos também podem ser preparadas
utilizando métodos conhecidos. Os anticorpos quiméricos incluem regides
constantes derivadas de seres humanos das cadeias tanto pesada quanto
leve e regides variaveis derivadas de murinos que sdo especificas ao anti-
geno (Morrison e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1984, 81(21): 6851-5;
LoBuglio e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86(11): 4220-4; Bouli-
anne e outros, Nature, 1984, 312(5995): 643-6.). Os anticorpos humanizados
substituem a regido constante e a estrutura murinas (FR) (da regido variavel)
pelos correspondentes humanos (Jones e outros, Nature, 1986, 321(6069):
522-5; Riechmann e outros, Nature, 1988, 332(6162): 323-7; Verhoeyen e
outros, Science, 1988, 239(4847): 1534-6; Queen e outros, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 1989, 86(24): 10029-33; Daugherty e outros, Nucleic Acids Res.,
1991, 19(9): 2471-6.). Alternativamente, podem ser utilizadas certas cepas
de camundongos que foram engenheiradas geneticamente para produzir
anticorpos que sao quase completamente de origem humana; apés a imuni-
zacgao, as células B destes camundongos séo coletadas e imortalizadas para
a produgdo de anticorpos monoclonais humanos (Bruggeman e Taussig,
Curr. Opin. Biotechnol., 1997, 8(4): 455-8; Lonberg e Huszar, Int. Rev. Im-
munol., 1995; 13(1): 65-93; Lonberg e outros., Nature, 1994, 368: 856-9; Ta-
ylor e outros., Nucleic Acids Res., 1992, 20: 6287-95.). As composi¢cdes pas-
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sivas de anticorpos e fragmentos dos mesmos, por exemplo, scFv, Fab,
F(ab'), ou Fv ou outras formas modificadas dos mesmos, podem ser admi-
nistradas a um receptor na forma de soro, plasma, sangue, colostro e simila-
res. Entretanto, os anticorpos também podem ser isolados do soro, do plas-
ma, do sangue, do colostro e similares, utilizando métodos conhecidos para
uso posterior em uma forma concentrada ou reconstituida tal como, por e-
xemplo, solugdes para lavagem, molhos impregnados e/ou agentes topicos e
similares. As preparagdes para imunizagdo passiva podem ser particular-
mente vantajosas para o tratamento de doenca sistémica aguda ou para a
imunizagao passiva de animais jovens que falharam em receber niveis ade-
quados de imunidade passiva através do colostro materno. Os anticorpos
uteis para a imunizagdo passiva podem também ser Uteis para a conjugacao
com varios farmacos ou antibiéticos que poderiam ser diretamente direcio-
nados para bactérias que expressam durante uma infecgao sistémica ou lo-
calizada um polipeptideo da presente invengdo ou um polipeptideo que pos-
sui um epitopo estruturaimente relacionado a um epitopo presente em um
polipeptideo da presente invengao.

Os modelos de animais, em particular, os modelos de camun-
dongos, estao disponiveis para a avaliagdo experimental das composi¢oes
da presente invencao. Estes modelos de camundongos saoc comumente a-
ceitos para o estudo de doenca humana causada por membros do género
Staphylococcus e S. aureus em particular. Em tais casos em que um mem-
bro do género Staphylococcus causa doenga em um animal, por exemplo,
uma vaca, o hospedeiro natural pode ser utilizado para avaliar experimen-
talmente as composigdes da presente invengéo.

Um outro aspecto da presente invengao forence métodos para a
detecc¢éo do anticorpo que se liga especificamente aos polipeptideos da pre-
sente invengao. Estes métodos sao Uteis, por exemplo, na detecgéo do fato
de um animal ter anticorpo que se liga especificamente aos polipeptideos da
presente invengao e no diagnéstico do fato de um animal poder ter um esta-
do de salude causado por um microorganismo que expressa os polipeptideos

descritos aqui ou que expressa polipeptideos que compartiiham epitopos
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com os polipeptideos descritos aqui. Tais sistemas de diagndstico podem
estar na forma de um kit. Os métodos incluem o contato de um anticorpo
com uma preparagao que inclui um polipeptideo da presente invencao para
resultar em uma mistura. O anticorpo pode estar presente em uma amostra
biolbgica, por exemplo, sangue, leite ou colostro. O método inclui ainda a
incubagéo da mistura sob condigdes que permitam que o anticorpo se ligue
especificamente ao polipeptideo para formar um complexo polipepti-
deo:anticorpo. Como utilizado aqui, o termo complexo polipeptideo:anticorpo
se refere ao complexo que resulta quando um anticorpo se liga especifica-
mente a um polipeptideo. A preparagao que inclui os polipeptideos da pre-
sente invengédo pode incluir ainda reagentes, por exemplo, um tampéao, que
fornece condigbes apropriadas para a formagiao do complexo polipepti-
deo:anticorpo. O complexo polipeptideo:anticorpo é entao detectado. A de-
teccao dos anticorpos é conhecida na técnica e pode incluir, por exemplo,
imunofluorescéncia ou peroxidase. Os métodos para a detecgdo da presen-
¢a de anticorpos que se ligam especificamente aos polipeptideos da presen-
te invengdo podem ser utilizados em varios formatos que foram utilizados
para detectar o anticorpo, incluindo radioimunoensaio e ensaio imunoabsor-
vente ligado a enzima.

A presente invengéo fornece ainda um kit para a deteccdo do
anticorpo que se liga especificamente aos polipeptideos da presente inven-
¢éo. O anticorpo detectado pode ser obtido partindo de um animal suspeito
de ter uma infecgdo causada por um microorganismo gram-positivo, mais
preferencialmente, um membro da familia Micrococcaceae, preferencialmen-
te, Staphylococcus spp., mais preferencialmente, S. aureus; Streptococcus
spp., Bacillus spp., Clostridium spp., Corynebacterium spp., Enterococus
spp., Erysipelothrix spp., Kytococcus spp., Listeria spp., Micrococcus spp.,
Mycobacterium spp. e Erysipelothrix spp.

O kit inclui pelo menos um dos polipeptideos da presente inven-
¢ao ou um numero de polipeptideos que € um numero inteiro maior que 1
(por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3 etc.), em um material de embala-
gem adequado em uma quantidade suficiente para pelo menos um ensaio.
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Opcionalmente, outros reagentes tais como tampdes e solugdes necessarios
para a pratica da invengdo também estéo incluidos. Por exemplo, um kit
também pode incluir um reagente para permitir a deteccdo de um anticorpo
que se liga especificamente a um polipeptideo da presente invengéo, tal co-
mo um anticorpo secundario marcado de forma detectavel planejado para se
ligar especificamente a um anticorpo obtido de um animal. Sdo também in-
cluidas tipicamente instrucdes para uso dos polipeptideos embalados. Como
utilizado aqui, a expressao "material embalado” se refere a uma ou mais es-
truturas fisicas utilizadas para armazenar o contetido do kit. O material de
embalagem é construido através de métodos bem-conhecidos, geralmente
para fornecer um ambiente livre de contaminantes esterilizado. O material de
embalagem pode ter um rétulo que indica que os polipeptideos podem ser
utilizados para detectar o anticorpo que se liga especificamente aos polipep-
tideos da presente invengado. Em adigdo, o material de embalagem contém
instrucdes que indicam como os materiais dentro do kit sdo empregados pa-
ra a deteccao do anticorpo. Como utilizado aqui, o termo "embalagem” se
refere a um recipiente tal como vidro, plastico, papel, folha de aluminio e si-
milares, capaz de manter dentro de limites fixos os polipeptideos e outros
reagentes, por exemplo, um anticorpo secundario. Assim, por exemplo, uma
embalagem pode ser um cavidade de placa em microlitros ao qual quantida-
des em microgramas de polipeptideos foram afixadas. Uma embalagem
também pode conter um anticorpo secundario. As "instrugdes para uso" in-
cluem tipicamente uma expresséo tangivel descrevendo a concentragado do
reagente ou pelo menos um parametro para método de ensaio, tal como as
quantidades relativas de reagente e de amostra que devem ser misturadas,
os periodos de tempo de manutengdo para as misturas de reagen-
te/amostra, a temperatura, as condigoes de tampao e similares.

A presente invengao ¢ ilustrada pelos exemplos a seguir. Deve
ser entendido que os exemplos, os materais, as quantidades e os procedi-
mentos particulares devem ser interpretados amplamente de acordo com o

ambito e o espirito da invengédo como apresentado aqui.
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EXEMPLOS

Exemplo 1
Preparacao de Proteinas Requladas por Ferro

Escala de Laboratério

As composicées derivadas de cepas diferentes de Staphylococ-
cus aureus incluindo novas proteinas expressas sob restricdo ao ferro e/ou
outros graus de quelagao de ions metalicos foram avaliadas em relagéo a
eficiéncia contra um desafio virulento em camundongos. A eficiéncia da
composigéo foi avaliada através da coleta de dados sobre os parametros a
seguir (1) a eficiéncia de cada composigao para fornecer prote¢ao homoéloga
e heteréloga contra um desafio virulento vivo em camundongos, (2) a efici-
éncia de cada composic¢ao para reduzir lesdes necréticas da pele e (3) a efi-
ciéncia das composicdes derivadas de Staphylococcus crescido em condi-
¢bes contendo ferro eliminado ou cheio para fornecer protegao.

As cepas de Staphylococcus aureus avaliadas neste estudo e-
ram originadas de trés espécies de animais; aves, seres humanos e bovinos.
O isolado de aves SAAV1 era um isolado de campo que se originava de um
bando de perus doentes possuindo um alto grau de osteomielite e sinovite.
Os isolados bovinos (cepa 1477 e cepa 2176) foram obtidos de dois reba-
nhos de leite comerciais diferentes possuindo uma alta incidéncia de mastite
clinica. O isolado humano foi obtido na ATCC (cepa 19636) e era originado
de um paciente que possuia osteomielite clinica.

Os estoques maes para inoculo ("Maste seed Stocks") de cada
isolado foram preparados através da inoculagédo do isolado apropriado em
200 mL de Tryptic Soy Broth (TSB, Difco Laboratories, Detroit, Ml) contendo
300 uM de 2,2-dipiridila (Sigma-Aldrich St. Louis, MO). A cultura foi crescida
durante agitagao a 200 rpm durante 6 horas a 37°C e coletada por centrifu-
gacao a 10.000 x g. O pélete bacteriano foi ressuspenso em 100 mL de cal-
do TSB contendo 20% de glicerol e distribuido de forma esterilizada em fras-
cos criogénicos de 2 mL (1 mL por frasco) e armazenado a -90°C até o uso.

Cada estoque mae para inoculo foi expandido em um in6culo de

trabalho. Um frasco de cada isolado mae para inéculo foi inoculado em
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200 mL de Tryptic Soy Broth (TSB, Difco Laboratories, Detroit, Ml) contendo
1000 pM de 2,2-dipiridila (Sigma-Aldrich St. Louis, MO). A cultura foi cresci-
da durante agitagao a 200 rpm durante 6 horas a 37°C e coletada por centri-
fugagédo a 10.000 x g. O pélete bacteriano foi ressuspenso em 100 mL de
caldo TSB contendo 20% de glicerol e distribuido de forma esterilizada em
frascos criogénicos de 2 mL (1 mL por frasco) e armazenado a -90°C ate o
uso. O in6éculo de trabalho foi utilizado para a produgao de composigdes en-
riguecidas com proteinas de membrana reguladas pelo ferro, incluindo prote-
inas de membrana reguladas pelo ferro.

Todas as cepas foram adaptadas para crescerem em meios com
ferro altamente eliminado (isto €, meios contendo niveis muito baixos de fer-
ro livre). Isto foi realizado através do subcultivo das bactérias em TSB con-
tendo concentragbes crescentes de 2,2-dipiridila (de 300 até 1600 pM).

As proteinas foram preparadas partindo de bactérias como a se-
guir. As bactérias foram crescidas partindo dos estoques congelados de in6-
culo de trabalho através do subcultivo em 25 mL de meio com ferro eliminado
(contendo 1000 uM de 2,2'-dipiridila) e meio cheio de ferro, entao incubadas a
37°C durante agitagao a 400 rpm. Apds 12 horas de incubagéo, 5 mL de cada
cultura foram transferidos para 500 mL de meios com ferro eliminado ou cheio
de ferro pré-incubados a 37°C. As culturas foram incubadas durante 8 horas a
37°C durante agitagao a 100 rpm, entao as células foram peletizadas por cen-
trifugacéo a 10.000 x g durante 20 minutos. Os péletes bacterianos foram res-
suspensos em 100 mL de solugdo salina fisiolégica esterilizada e centrifuga-
dos a 10.000 x g durante 10 minutos. Os péletes foram entéao ressuspensos
em 45 mL de solucéo salina tamponada com Tris, pH 7,2 (TBS; 25 mM de
Tris, 150 de mM NaCl) e as suspensées bacterianas resultantes foram distri-
buidas na forma de aliquotas de 9 mL em 5 tubos individuais. Um mililitro de
TBS contendo 50 unidades de lisoestafina (Sigma, St. Louis, MO) foi adicio-
nado a cada tubo para fornecer um volume final de 5 unidades/mL. Apos a
incubagéo a 37°C durante 30 minutos durante agitagdo a 200 rpm, 1 mL de
TBS contendo 0,1 mg de lisozima (Sigma) foi adicionado em cada tubo. As

suspensdes bacterianas foram entdo incubadas durante mais 45 minutos du-
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rante agitagéo a 200 rpm. Depois, as suspensdes foram centrifugadas a 3050
X g durante 12 minutos a 4°C para peletizar restos celulares grandes. Os so-
brenadantes foram coletados por aspiracido sem perturbar o pélete. O sobre-
nadantes foi entao centrifugado a 39.000 x g durante 2,5 horas. Os péletes
resultantes contendo as proteinas foram ressuspenas em 200 pL de tampao
Tris, pH 7,2, sem solugao salina. A solugdo de proteinas para cada isolado foi
combinada para um volume final de 1 mL e armazenada a -90°C.

Os extratos enriquecidos com proteinas derivados S. aureus foram
fracionados por tamanho em géis de SDS-PAGE utilizando um gel de empilha-
mento a 4% e um gel de resolugédo a 10%. As amostras para eletroforese foram
preparadas através da combinagao de 10 pL de amostra com 30 ulL de tampao
redutor de amostra de SDS (62,5 mM de Tris-HCI, pH 6,8, 20% de glicerol, 2%
de SDS, 5% de B-mercaptoetanol) e fervidas durante 4 minutos. As amostras
foram submetidas a eletroforese em corrente constante de 18 mA durante 5
horas a 4°C utilizando um suprimento de forga de célula Protein 1l xi (BioRad
Laboratories, Richmond, CA, modelo 1000/500). O peso molecular de cada pro-
teina individual como é observado visualmente no gel de SDS-PAGE foi esti-
mado utilizando um densitdmetro GS-800 (BioRad) utilizando um marcador de
peso molecular de faixa ampla como um padrao de referéncia (BioRad).

Os padrées de SDS-PAGE das proteinas de cada isolado quan-
do crescido na presenga de 1600 uM de dipiridila mostraram um padréao de
expressao de proteinas muito diferente comparado com a mesma cepa
quando crescida na presenga de 300 uM de dipiridila. Por exemplo, quando
crescido em 300 puM de dipiridila, o isolado SAAV1 resultou em proteinas
reguladas por metais de 90 kDa, 84 kDa, 72 kDa, 66 kDa, 36 kDa, 32 kDa e
22 kDa, enquanto crescido em 1600 uM de dipiridila resultou em proteinas
reguladas por metais de 87,73 kDa, 54,53 kDa, 38,42 kDa, 37,37 kDa, 35,70
kDa, 34,91 kDa e 33,0 kDa. Similarmente, quando crescido em 300 uM de
dipiridila o isolado 19636 resultou em proteinas de 42 kDa e 36 kDa, en-
guanto cultivado em 1600 pyM de dipiridila resultou em proteinas reguladas
por metais de 87,73 kDa, 54,53 kDa, 38,42 kDa, 37,37 kDa, 35,70 kDa,

34,91 kDa e 33,0 kDa. Todas as condigdes incluindo o crescimento em mei-
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os cheios de ferro, resultaram na expressdo das proteinas a seguir que pre-
sumidamente ndo eram reguladas por metais: 150 kDa, 132 kDa, 120 kDa,
75 kDa, 58 kDa, 50 kDa, 44 kDa, 43 kDa, 41 kDa e 40 kDa.

Alem disso, o crescimento de cepas diferentes de S. aureus em
1600 uM de dipiridila resultou em padrdes similares de expressao de protei-
nas. As composicdes enriquecidas em proteinas de membrana reguladas
pelo ferro partindo do isolado de aves (SAAV1) incluiam proteinas com pe-
sos moleculares de 87,73 kDa, 54,53 kDa, 38,42 kDa, 37,37 kDa, 35,70 kDa,
34,91 kDa e 33,0 kDa. Os pesos moleculares das proteinas do isolado
19636 da ATCC eram essencialmente idénticos aos do isolado de ave. Am-
bos os isolados bovinos, quando crescidos com 1600 uM de 2,2-dipiridila,
expressavam perfis de bandas similares aos dos isolados de ave e da ATCC
para a maior parte das proteinas (87,73 kDa, 54,53 kDa, 37,7 kDa, 35,70
kDa, 34,91 kDa e 33,0 kDa). Entretanto, nenhum dos isolados bovinos pro-
duziu a proteina de 38,42 kDa observada nos isolados de ave e da ATCC e
os isolados bovinos expressavam trés proteinas (80,46 kDa, 65,08 kDa e
31,83 kDa) nao observadas com as cepas de ave e da ATCC (ver a figura 1
e a Tabela 10). Todas as condigdes resultaram na expressao das proteinas
a seguir que nao eram reguladas por metais: 150 kDa, 132 kDa, 120 kDa, 75
kDa, 58 kDa, 50 kDa, 44 kDa, 43 kDa, 41 kDa e 40 kDa.
Tabela 10. Pesos moleculares de polipeptideos regulados por metais obtidos

artindo de isolados de Staphylococcus aureus.

SAAV1 de ave | 19636 de humano | 1477 de bovino | 2176 de bovino
87,73 87,73 87,73 87,73
- - 80,46 80,46
- - 65,08 65,08
54,53 54,53 54,53 54,53
38,42 38,42 - -
37,37 37,37 37,37 37,37
35,70 35,70 35,70 35,70
34,91 34,91 34,91 34,91
33,0 33,0 33,0 33,0
31,83 31,83
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De forma interessante, nao havia diferenca nos perfis de protei-
nas quando examinados por SDS-PAGE entre o sobrenadante clarificado e
o0 pélete bacteriano apdés o tratamento das bactérias com lisoestafi-
nal/lisozima. Tanto o pélete bacteriano extraido quanto o sobrenadante ti-
nham exatamente os mesmos perfis de proteinas quando examinados por
SDS-PAGE. Esta mesma observagéo também foi verificada quando as célu-
las bacterianas eram rompidas utilizando um homogeneizador Avestin a
206,84 MPa (30.000 psi). O pélete bacteriano resultante, apos a centrifuga-
¢ao a baixa velocidade era idéntico em relagdo ao seu perfil de proteinas
quando comparado com o do sobrenadante clarificado apds a centrifugacéao
a alta velocidade a 30.000 x g durante 2,0 horas a 4°C.

Exemplo 2
Preparacdo das composicoes imunizantes derivadas de Staphylococcus au-

reus

As proteinas do isolado humano 19636 da ATCC e do isolado
1477 bovino, crescidos em condigbes com o ferro eliminado e preparadas
como descrito no exemplo 1, foram utilizadas para formular duas composi-
¢cOes vacinais. As proteinas do isolado da ATCC tinha pesos moleculares de
87,73 kDa, 54,53 kDa, 38,42 kDa, 37,37 kDa, 35,70 kDa, 34,91 kDa e 33,0
kDa, enquanto que o isolado bovino expressava proteinas que possuiam
pesos moleculares de 87,73 kDa, 80,46 kDa, 65,08 kDa, 54,53 kDa, 37,37
kDa, 35,70 kDa, 34,91 kDa, 33,0 kDa e 31,83 kDa. Cada composi¢cao tam-
bém continha as proteinas a seguir que ndo eram reguladas por metais: 150
kDa, 132 kDa, 120 kDa, 75 kDa, 58 kDa, 50 kDa, 44 kDa, 43 kDa, 41 kDa e
40 kDa. As vacinas de estoque foram preparadas partindo das duas cepas
através da emulsificagdo de cada suspensdo protéica aquosa (500 pg de
proteina total/mL) em um adjuvante comercial (EMULSIGEN, MVP Laborato-
ries, Ralston, Nebraska) utilizando um recipiente de homogeneizagéo KA
Ultra Turrax T-50 (IKA, Cincinnati, OH) para fornecer uma dose final de 50
pg de proteina total em um volume injetével de 0,1 mL com uma concentra-
¢éo de adjuvante de 22,5% vol/vol. Como uma vacinagéao de controle, uma

composicao protéica foi preparada partindo do isolado 1477 bovino crescido
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sob condigdes cheias de ferro (TSB suplementado com 300 pM de cloreto
férrico) como descrito no exemplo 1. Uma vacina de placebo foi preparada
atraves da substituicao de solugao salina fisiologica pela suspenséao protéica
aquosa no protocolo anterior.

Exemplo 3
Vacinacao de Camundongos

Setenta (N = 70) fémeas de camundongos CF-1 obtidas de Har-
lan Breeding Laboratories (Indianapolis, IN) pesando 16-22 gramas foram
distribuidas igualmente em 7 grupos (10 camundongos/grupo). Os camun-
dongos foram mantidos em gaiolas para camundongos de policarbonato
(Ancore Corporation, Bellmore, NY). Uma unica gaiola foi utilizada para cada
grupo de tratamento e o alimento e a agua foram fornecidos ad libitum a to-
dos os camundongos. Todos os camundongos foram vacinados de forma
intraperitoneal com 0,1 mL da composi¢ao apropriada duas vezes em inter-
valos de 14 dias como a seguir:

Grupo-1: vacinado com Placebo

Grupo-2: vacinado com proteinas de 19636 da ATCC expressas sob restri-
¢ao de ferro.

Grupo-3: vacinado com Placebo

Grupo-4: vacinado com proteinas de 1477 Bovino expressas sob restricao
de ferro.

Grupo-5: vacinado com proteinas de 1477 Bovino expressas sob restricdo
de ferro.

Grupo-6: vacinado com proteinas de 19636 da ATCC expressas sob restri-
¢ao de ferro.

Grupo-7: vacinado com 1477 Bovino FeCls, em que "1477 Bovino FeCl3" se
refere as proteinas obtidas de 1477 Bovino crescido em TSB suplementado
com 300 uM de cloreto férrico.

Exemplo 4
Preparacao do Organismo para Desafio

As cepas de Staphylococcus aureus 19636 da ATCC e a cepa

1477 descritas anteriormente foram utilizadas como os organismos para de-
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safio. Sucintamente, os isolados de estoques congelados (descritos anteri-
ormente) foram estriados sobre placas de agar sangue e incubados a 37°C
durante 18 horas. Uma coldnia isolada de cada isolado foi subcultivada em
50 mL de Tryptic Soy Broth (Difco) contendo 1600 uM de 2,2'-dipiridila. As
culturas foram incubadas a 37°C durante 6 horas durante rotagdo a 200 rpm,
entao centrifugadas a 10.000 x g durante 10 minutos a 4°C para peletizar as
bactérias. Os péletes de bactérias foram lavados duas vezes por centrifuga-
¢do em TBS a 4°C. Os péletes finais foram ressuspensos em TBS até uma
densidade &ptica de 42% de Transmitancia (T) a 562 nm em um volume de
aproximadamente 25 mL de TBS e utilizados para o desafio. Logo antes do
desafio, 1 mL destas suspensdes bacterianas foi diluido em série e plaquea-
do em agar para determinar o nimero de unidades formadoras de col6nias
(CFU) por dose para camundongo.
Exemplo 5
Desafio
Quatorze dias apo6s a segunda vacinagdo, os camundongos em
todos os grupos (1-7) foram desafiados subcutaneamente na parte posterior
do pescogo com 0,1 mL do organismo apropriado. Os sete grupos de ca-
mundongos foram desafiados como a seguir:
Grupo-1 (Vacinado com Placebo): desafiado com 19636 da ATCC
Grupo-2 (Vacinado com as proteinas de 19636 da ATCC expressas sob res-
tricdo de ferro): desafiado com 19636 da ATCC
Grupo-3 (Vacinado com Placebo): desafiado com 1477 Bovino
Grupo-4 (Vacinado com as proteinas de 1477 Bovino expressas sob restri-
¢ao de ferro): desafiado com 1477 Bovino
Grupo-5 (Vacinado com as proteinas de 1477 Bovino expressas sob restri-
¢ao de ferro): desafiado com 19636 da ATCC
Grupo-6 (Vacinado com as proteinas de 19636 da ATCC expressas sob res-
tricao de ferro): desafiado com 1477 Bovino
Grupo-7 (Vacinado com 1477 Bovino FeCls): desafiado com 1477 Bovino
Como determinado pelo protocolo de enumeragao descrito no

exemplo 4, a concentragéo de S. aureus 19636 utilizada para desafio era de
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1,35 x 10% CFU por dose para camundongo e a concentragao de S. aureus
1477 utilizada para desafio era de 1,65 x 10® CFU por dose para camundon-
go. A morbidez, a mortalidade e a patologia grosseira foram registradas dia-
riamente durante 7 dias apés o desafio.

Quando sao comparados os camundongos desafiados com o
isolado 19636 da ATCC, 70% dos camundongos do Grupo 1 vacinados com
placebo morreram dentro de um periodo de 7 dias de desafio (Tabela 11 e
figura 2). Isto demonstrava que a cepa 19636 causava uma alta taxa de mor-
talidade em camundongos no nivel de dose administrado. Em contraste aos
camundongos no Grupo 1, apenas 10% dos camundongos do Grupo 2 mor-
reram dentro de um periodo de 7 dias apos o desafio. Estes resultados ilus-
travam que os camundongos desafiados com a cepa 19636 estavam signifi-
cativamente protegidos pela vacinagdo com a composi¢dao de 19636 (p =
0,020, teste Exato de Fischer). Além disso, uma analise de Kaplan-Meier dos
dados de tempo até a morte indicou que a vacina forneceu protegao signifi-
cativa (p = 0,0042, teste de logrank) contra o desafio homoélogo (figura 3).
Em adigao, apenas 20% dos camundongos no Grupo 5 morreram dentro de
um periodo de 7 dias de desafio, indicando que a composigado 1477 bovina
oferecia protegao significativa contra o desafio com a cepa 19636 da ATCC
(p = 0,015 teste de logrank para mortalidade). Quando os dados foram anali-
sados atraveés de uma curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier e o teste de
logrank (figura 4), a protegao contra a mortalidade foi determinada como
sendo significativa (p = 0,015 teste de logrank para mortalidade), indicando
que a composicao vacinal derivada da cepa 1477 fornecia protecéo heteré-

loga contra o desafio com a cepa 19636.
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Tabela 11. Mortalidade de Camundongos Vacinados e Nao Vacinados Apos
o Desafio com Staphylococcus aureus (isolado 19636 humano da ATCC e
isolado 1477 bovino).

Grupos N° de Ca- | N° de | Percentual
mundon- Mor- | de Mortali-
gos tes dade (%)

Grupo-1* (Placebo, Desafio com |10 710 |70

19636 da ATCC)

Grupo-2* (19636 da ATCC, Desafio | 10 1/10 |10

Homologo)

Grupo-3* (Placebo, Desafio com 1477 | 10 2/110 |20

Bovino)

Grupo-4* (1477 Bovino, Desafio Ho- | 10 1/10 |10

moblogo)

Grupo-5* (1477 Bovino, Desafio Hete- | 10 2/10 |20

rélogo)

Grupo-6* (19636 da ATCC, Desafio | 10 010 |0

Heterblogo)

Grupo-7* (1477 Bovino FeCls, Desafio | 10 2110 |20

com 1477 Bovino)

* Grupo-1, (Vacinado com Placebo/Desafiado com 19636 da ATCC)

* Grupo-2, (Vacinado com as proteinas de 19636 da ATCC expressas sob
restricao de ferro/Desafiado com 19636 da ATCC)

* Grupo-3, (Vacinado com Placebo/Desafiado com 1477 Bovino)

* Grupo-4, (Vacinado com as proteinas de 1477 Bovino expressas sob res-
tricao de ferro/Desafiado com 1477 Bovino)

* Grupo-5, (Vacinado com as proteinas de 1477 Bovino expressas sob res-
tricdo de ferro/Desafiado com 19636 da ATCC)

* Grupo-6, (Vacinado com as proteinas de 19636 da ATCC expressas sob
restricao de ferro/Desafiado com 1477 Bovino)

* Grupo-7, (Vacinado com 1477 Bovino FeCls/Desafiado com 1477 Bovino)

Quando sdo comparados os camundongos desafiados com o
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isolado 1477 bovino, apenas 20% dos camundongos no grupo vacinado com
placebo (Grupo 3) morreram dentro de um periodo de 7 dias de desafio. En-
tretanto, o desafio com o isolado 1477 bovino ativou o desenvolvimento de
lesGes necréticas na pele em 6 (75%) dos camundongos sobreviventes do
Grupo 3. Estas lesées foram medidas e o tamanho médio das lesées nos
camundongos sobreviventes era de 18,5 mm (Tabela 12). Em contraste,
20% dos camundongos do Grupo 4 morreram dentro de um periodo de 7
dias de desafio, mas apenas trés (38%) dos camundongos sobreviventes
desenvolveram lesdes (diametro médio, 2,7 mm). Os resultados indicam que
a composigao de 1477 bovino oferecia protegdo homoéloga significativa con-
tra o desenvolvimento de lesdes nos camundongos desafiados com a cepa
1477 bovina (p = 0,009, teste t Student). Em adigdo, a vacinagdo com a
composigdo de 19636 da ATCC protegia contra o desafio com a cepa 1477,
uma vez que nenhum camundongo morreu no Grupo 6 e apenas trés (30%)
dos camundongos desenvolveram lesdes na pele (didametro médio, 3,7 mm).
Tomados juntos, a mortalidade reduzida e/ou o desenvolvimento de lesdes
nos camundongos nos Grupos 5 e 6 demonstram a natureza de protecéo
cruzada significativa das composi¢oes derivadas das cepas 19636 e 1477 (p
= 0,012, teste t Student com base no tamanho das lesées). Na demonstra-
¢éo da eficiéncia da composigdo quando comparada com as proteinas nao
reguladas pelo ferro, 20% dos camundongos no Grupo 7 morreram e 4 dos
sobreviventes desenvolveram lesées na pele (didametro médio, 15,8 mm). Os
camundongos do Grupo 7 demonstravam algum grau de protegao através da
vacinagao com as proteinas do isolado 1477 uma vez que menos camun-
dongos desenvolveram lesdes comparados com os do Grupo 3 vacinados
com placebo. Entretanto, as lesées na pele observadas nos camundongos
no Grupo 7 eram mais frequentes e tinham um diametro maior que as lesées
nos camundongos do Grupo 4, indicando que, em relagao as proteinas iso-
ladas de células crescidas sob condi¢des cheias de ferro, as proteinas isola-
das das bactérias crescidas sob restricdo de ferro ofereciam protegédo supe-

rior contra um desafio idéntico.
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Tabela 12. A Inducéo de Lesdes Necroticas nos Camundongos Sete Dias
Apos o Desafio com Staphylococcus aureus (Isolado 19636 da ATCC e/ou
Isolado 1477 Bovino)

Diametro das lesdes (milimetro) por camundongo

Grupo-1 Grupo-2 Grupo-3 Grupo-4 Grupo-5 Grupo-6 Grupo-7
Sem lesédo Sem lesdo | 26 5 5 5 25

Sem lesao Sem lesdo | 25 2 Semlesdo | 5 25

Sem lesédo Sem lesdo | 24 1 Semlesdo | 1 10

Morto Sem lesdo | 24 Sem lesdo | Semlesdo | Semlesdo | 3

Morto Semlesdo |7 Sem lesdo | Semlesdo | Sem lesdo | Sem leséo
Morto Semlesdo | 6 Sem lesdo | Semlesdo | Sem lesdo | Sem lesdo
Morto Semlesdo | Semlesdo | Semiesdo | Semlesdo | Semlesdo | Sem lesdo
Morto Sem leséo | Semlesdo | Semlesdo | Semlesdo | Sem lesdo | Sem lesdo
Morto Sem lesdo | Morto Sem lesdo | Morto Sem lesdo | Morto
Morto Morto Morto Morto Morto Sem lesdo | Morto
Diametro médio das lesdes (mm) entre os camundongos sobreviventes

0 0 17,5 2,7 5 37 15,8 J

* Grupo-1, (Vacinado com Placebo/Desafiado com 19636 da ATCC)
* Grupo-2, (Vacinado com as proteinas de 19636 da ATCC expressas sob
restricao de ferro/Desafiado com 19636 da ATCC)
* Grupo-3, (Vacinado com Placebo/Desafiado com 1477 Bovino)
* Grupo-4, (Vacinado com as proteinas de 1477 Bovino expressas sob res-
tricao de ferro/Desafiado com 1477 Bovino)
* Grupo-5, (Vacinado com as proteinas de 1477 Bovino expressas sob res-
tricdo de ferro/Desafiado com 19636 da ATCC)
* Grupo-6, (Vacinado com as proteinas de 19636 da ATCC expressas sob
restricao de ferro/Desafiado com 1477 Bovino)
* Grupo-7, (Vacinado com 1477 Bovino FeCls/Desafiado com 1477 Bovino)

A natureza de protegdo cruzada das proteinas observada no es-
tudo de desafio com camundongos € sustentada pelos pesos moleculares
similares das proteinas das cepas de S. aureus descritos no Exemplo 1 (Fi-

gura 1). Embora houvesse diferengas notaveis no perfil de SDS-PAGE das
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proteinas dos isolados derivados de bovinos, especificamente a auséncia de
uma proteina de 38,4 kDa e a presenga de 3 proteinas adicionais, as protei-
nas das cepas tanto 1477 quanto 19636 da ATCC ativavam protecao heteré-
loga. Estes resultados indicam que proteinas similares entre as cepas 19636
e 1477 séo provavelmente responsaveis pela protecdo cruzada observada
nos Grupos 5 e 6. Em contraste, os perfis de proteinas da cepa 1477 cresci-
da sob condigées de ferro eliminado e cheias de ferro sdao notavelmente dife-
rentes. As proteinas isoladas sob condigdes de ferro eliminado sdo mais pro-
tetoras quando comparadas com as proteinas isoladas sob condi¢des cheias
de ferro, demonstradas pela redugdo no desenvolvimento de lesdes entre os
camundongos do Grupo 4 comparados com os camundongos do Grupo 7.
Exemplo 6

Em mamiferos, foi mostrado que a resposta aos danos de teci-
dos ou a infecgdo bacteriana resulta em uma resposta inflamatoria aguda.
Esta resposta aumenta a permeabilidade de capilares e a infiltragao fagociti-
ca resultando nos sinais clinicos reconhecidos como inflamagao; inchago,
febre, dor e vermelhidao; se deixada descontrolada, esta pode levar a morte.
A ativacao de fatores humorais e a liberagao de citocinas medeiam os even-
tos sistémicos conhecidos coletivamente como a resposta de proteinas de
fase aguda que resulta em uma cascata de eventos fisiolégicos e bioquimi-
cos. A duragdo desta resposta esta diretamente relacionada com a gravida-
de dos danos e a magnitude da infecgdo sistémica. Foi bem documentado
que durante septicemia bacteriana, cirurgia importante, queimaduras e outro
trauma corporal, ha uma alteragdo na concentracdo de um nimero de ions
metalicos no soro tais como, ferro, cobre e zinco. Por exemplo, durante a
fase aguda de uma infecgdo hd um decréscimo nos niveis do plasma de fer-
ro e zinco e um aumento no cobre. A alteragao destes ions metalicos tracos
no soro pode afetar diretamente a gravidade e a progressdo de qualquer
infecgao bacteriana.

Neste estudo foi verificada a expressdo de proteinas de Staph-
ylococcus aureus sob varias condigbes de restricdo de ions metalicos para

imitar a expressao de novas proteinas que podem ser expressas durante a
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invasao sistémica. As cepas de Staphylococcus aureus avaliadas neste es-
tudo eram originadas de amostras clinicas de trés espécies diferentes de
animais; aves (cepa SAAV1), humanos (cepa 19636) e bovinos (cepas 1477
e 2176). Sucintamente, as culturas de cada isolado foram preparadas partin-
do de estoques maes para inoculagdo em 200 mL de Tryptic Soy Broth
(TSB). Cada cultura foi crescida durante agitagdo a 200 rpm durante 6 horas
a 37°C. Dez mL de cada cultura foram transferidos para 500 mL de TSB que
sofreu eliminagado contendo um dos quatro quelantes de ion metalico; 2,2-
dipiridila (Dp), 2-piridilmetil-etileno diamina (TPEN), catequina e naringenina
(todos obtidos na Sigma, St. Louis, MO). Em adigao, cada cultura também foi
crescida em meios cheios de cations contendo cloreto férrico, cloreto de zin-
co e/ou cloreto de cobre preparados a concentragdes de 300 uM. Os quelan-
tes de ions metalicos foram utilizados na concentragéo a seguir: 2,2-dipiridila
(800 uM), catequina e naringenina foram utilizadas a 300 uM e 2-piridilmetil-
etileno diamina foi utilizada a uma concentragdo de 100 uM. As culturas fo-
ram crescidas com cada quelante durante 8 horas, em cujo ponto de tempo
a cultura foi subcultivada uma segunda vez durante 12 horas adicionais. Ca-
da cultura foi subcultivada durante trés passagens consecutivas em interva-
los de 12 horas. No final da terceira passagem, cada cultura foi coletada por
centrifugacao a 10.000 x g durante 20 minutos. Cada cultura foi lavada duas
vezes por centrifugacdo a 10.000 x g e ressuspensa em 20 mL de solugao
salina tamponada com Tris, pH 7,2 a 4°C.

Cada pélete bacteriano foi ressuspensa em 45 mL de solugao
salina tamponada com Tris, pH 7,2 (25 mM de Tris e 150 mM de NaCl) e as
suspensodes bacterianas resultantes foram distribuidas na forma de aliquotas
de 9 mL em 5 tubos individuais, vinte tubos no total. Um mililitro de TBS con-
tendo 50 unidades de lisoestafina (Sigma, St. Louis, MO) foi adicionado em
cada tubo para fornecer uma concentragéo final de 5 unidades/mL. Apos a
incubacgéo a 37°C durante 30 minutos durante agitagéo a 200 rpm, 1 mL de
TBS contendo 0,1 mg de lisozima (Sigma) foi adicionado durante 45 minutos
adicionais durante agitagao a 200 rpm. Depois, as suspensées foram centri-
fugadas a 3050 x g durante 12 minutos a 4°C para peletizar restos celulares
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grandes. Os sobrenadantes foram coletados por aspiragao sem perturbar o
pelete. O sobrenadantes foi entéo centrifugado a 39.000 x g durante 2,5 ho-
ras. Os péletes resultantes, enriquecidas de proteinas de membrana regula-
das por metais, foram ressuspensas em 200 uL de tampao Tris, pH 7,2. As
solugbes de proteinas para cada isolado foram combinadas para um volume
total de 1 mL e armazenadas a -90°C.

As proteinas obtidas dos isolados de S. aureus SAAV1, 19638,
1477 e 2176 crescidos sob condigées com a eliminacao de ferro, zinco e
cobre incluiam polipeptideos regulados por metais.

Os extratos celulares, derivados de cada isolado foram fraciona-
dos por tamanho em géis de SDS-PAGE utilizando um gel de empilhamento
a 4% e um gel de resolugdo a 10%. As amostras para eletroforese foram
preparadas através da combinagao de 10 uL de amostra com 30 pL de tam-
pao redutor de amostra de SDS (62,5 mM de Tris-HCI, pH 6,8, 20% de glice-
rol, 2% de SDS, 5% de beta-mercaptoetanol) fervidos durante 4 minutos. As
amostras foram submetidas a eletroforese a 18 mA de corrente constante
durante 5 horas a 4°C utilizando um fornecimento de forca Protein Il xi cell
(BioRad Laboratories, Richmond, CA, modelo 1000/500).

Os padrées de SDS-PAGE das proteinas crescidas sob a pre-
senga de quelantes de zinco e/ou cobre exibiram padrées de banda exclusi-
vos em todos os isolados que eram diferentes quando comparados com os
mesmos isolados crescidos sob restricdo de ions na presenca de 2,2'-
dipiridila. Por exemplo, quando o isolado 19636 foi crescido sob restricdo de
ferro ou na presenga do quelante 2,2'-dipiridila, proteinas exclusivas regula-
das pelo ferro foram expressas nas regides de 87,73 kDa, 54,53 kDa, 38,42
kDa, 37,37 kDa, 35,70 kDa, 34,91 kDa e 33,0 kDa. Estas proteinas foram
reguladas para menos quando o isolado foi crescido na presenga de cloreto
férrico. Entretanto, quando o mesmo isolado foi crescido na presenga do
quelante de zinco e/ou de cobre, um novo subconjunto de proteinas foi ex-
presso em relagdo as proteinas expressas sob restricdo de ferro; os novos
peptideos possuindo pesos moleculares de aproximadamente 115 kDa, 88
kDa, 80 kDa, 71 kDa, 69 kDa, 35 kDa, 30 kDa, 29 kDa e 27 kDa. Em adigao,
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uma proteina de 87,73 kDa foi expressa sob condi¢des de restricao de ferro
ou de restricdo de cobre, mas ndo quando as culturas eram restritas de zin-
co. As proteinas expressas sob restricido de ferro pareciam estar reguladas
para menos quando o crescimento estava sob restricdo de zinco e/ou restri-
¢ao de cobre, mas ndo completamente desligada como observado quando o
isolado foi crescido em cloreto férrico.

Parece que ha novas proteinas expressas quando o organismo
é crescido sob restricdo de cobre e/ou restricdo de zinco que ndo sdo ex-
pressas quando o mesmo isolado é crescido sob condigdes com restricao de
ferro. Uma vez que os metais de transigdo sao utilizados por organismos
para construir enzimas que catalisam varias rea¢des bioquimicas, os ions
metalicos desempenham uma funcéo vital na sobrevivéncia do microorga-
nismo durante uma infecgao sistémica. E talvez por esta razao que durante a
septicemia haja um decréscimo transitério na disponibilidade destes metais
de transicao, tornando-os indisponiveis para o crescimento do organismo.
Estas novas proteinas poderiam muito bem aumentar a eficiéncia protetora
da composicao existente crescida sob restricao de ferro porque podem tam-
bém ser expressas pelas bactérias sob a restricdo de ions metalicos sofrida
durante a invasao sistémica.

Exemplo 7
Composicoes da presente invencido também podem ser produzidas sob

condicoes comerciais em grande escala.

Fermentacéao

Um frasco criogénico do indculo de trabalho (2 mL a 10°
CFU/mL) como descrito no exemplo 1 foi utilizado para inocular 500 mL de
Tryptic Soy Broth (TSB) sem dextrose (Difco) pré-aquecidos até 37°C con-
tendo 0,125 g/L de 2,2-dipiridila (Sigma), 2,7 gramas de extrato de levedura
BiTek (Difco) e glicerol (3% vol/vol). A cultura foi incubada a 37°C durante 12
horas durante agitagcdo a 200 rpm em cujo periodo de tempo foi utilizada pa-
ra inocular 2 litros do meio acima e permitida crescer durante 4 horas adicio-
nais a 37°C. Esta cultura foi utilizada para inocular um fermentador de super-
ficie de bancada Virtis de 20 litros, (Virtis, Gardiner, NY) carregado com 13
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litros do meio descrito anteriormente. O pH foi mantido constante entre 6,9 e
7,1 por titulagdo automatica com 50% de NaOH e 10% de HCI. A velocidade
de agitacao foi ajustada em 400 rev/minuto e a cultura foi aerada com 11
litros de ar/minuto a 37°C. A formagao de espuma foi controlada automati-
camente através da adicdo de 11 mL de agente desespumante (Mazu DF
204 Chem/Serv, Minneapolis, MN). Foi permitido que a cultura crescesse
continuamente nestas condi¢des durante 4 horas em cujo periodo de tempo
foi bombeada de forma esterilizada para um fermentador de 150 litros (W. B.
Moore, Easton, PA). O fermentador foi carregado com 120 litros de ("TSB
tryptic soy broth")sem dextrose (3.600,0 gramas), extrato de levedura BiTek
(600 gramas), glicerol (3.600 mL), 2,2-dipiridila (3,0 gramas) e agente de-
sespumante Mazu DF 204 (60 mL). Os parametros da fermentagdo eram
como a seguir: o oxigénio dissolvido (OD) foi mantido a 30% +/- 10% através
do aumento da agitagao para 220 rev/minuto purgado com 60 litros de
ar/minuto e retropressao de 0,068 MPa (10 libras por polegada quadrada
(psi)). O pH foi mantido constante entre 6,9 e 7,1 através da titulagcdo auto-
matica com 50% de NaOH e 10% de HCI e a temperatura foi mantida a
37°C. Na hora 4,5 (DOsy4o 8-9) da fermentagéo, a cultura foi transferida para
um fermentador de 1.500 litros New Brunswick Scientific IF-15000 carregado
com 1200 litros de ("TSB tryptic soy broth")sem dextrose (36.000 gramas),
extrato de levedura BiTek (6.000 gramas), glicerol (36.000 mL), 2,2-dipiridila
(30,0 gramas) e agente desespumante Mazu DF 204 (600 mL). Os parame-
tros da fermentagéo eram como a seguir: o oxigénio dissolvido (OD) foi man-
tido em 60% +/- 10% com oxigénio suplementar através do aumento da agi-
tacao para 300 rev/minuto purgado com 300 até 1100 litros de ar/minuto e
retropressao de 0,034 MPa (5 libras por polegada quadrada (psi)). A medida
gue a fermentacgao progredia o oxigénio suplementar foi adicionado partindo
de 0-90 litros/minuto para auxiliar no controle do oxigénio dissolvido. O pH
foi mantido constante entre 6,9 e 7,4 através de titulagdo automatica com
50% de NaOH e 10% de HCI e a temperatura foi mantida a 37°C.
Aproximadamente 5 horas apés a inoculagdo do fermentador

grande, a cuitura foi suplementada com nutrientes adicionais através da ali-
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mentacao de 70 litros de meio contendo 18.000 gramas de TSB sem dextro-
se, 3.000 gramas de extrato de levedura, 30,0 gramas de 2,2-dipiridila e
18.000 mL de glicerol. A taxa de alimentagao foi ajustada em aproximada-
mente 28 litros/hora durante agitacao crescente. No final da alimentacgéo, foi
permitido que a fermentacao continuasse durante 4 horas adicionais em cujo
ponto a fermentacao foi terminada através da diminuicdo da temperatura do
fermentador para 18°C (DOs4p 35-40 a uma diluigado de 1:100).
Coleta

A fermentagéao bacteriana foi concentrada e lavada utilizando um
Pall Filtron Tangential Flow Maxiset-25 (Pall Filtron Corporation, Northboro,
MA) equipado com trés filtros de canal aberto Alpha 300-K de 2,78 m? (30
pés?), N2 de catalogo AS300CS5, (Pall Filtron) conectados a uma bomba de
alimentagdao Waukesha Modelo U-60 (Waukesha Cherry-Burrell, Delevan,
WI). O volume da cultura original de 1250 litros foi reduzido para 50 litros
(2,5 litros/minuto) utilizando uma pressao de entrada no filtro de 0,206 MPa
(30 psi) e uma pressao de retentato de 0,034-0,041 MPa (5-6 psi). O retenta-
to bacteriano foi ajustado de volta para 150 litros utilizando solugéo salina
tamponada com Tris pH 8,5 e entdo concentrado novamente em 50 litros
para auxiliar na remog¢do de quaisquer proteinas exdégenas contaminantes,
tais como, exoproteinas incluindo toxinas secretadas e proteases. O pH ele-
vado da solugao salina tamponada com Tris ajuda a prevenir muito da de-
gradagao proteolitica que pode ocorrer durante 0 armazenamento da sus-
pensao de células inteiras. Os inibidores de protease podem ser utilizados
ao invés de ou em adi¢do a um pH elevado. O retentato foi misturado vigo-
rosamente enquanto estava no tanque de 200 litros utilizando uma mistura-
dora controlada magneticamente montada na parte inferior. O retentato foi
distribuido de forma esterilizada (3,5 litros) em recipientes Nalgene de 4 li-
tros esterilizados N2 2122 e colocado em um freezer a -20°C para armaze-
namento como um ponto de quebra na produgdo ou poderia ser processado
adicionalmente. A massa do pélete foi calculada através da centrifugagéo de
amostras de 30 mL da cultura fermentada e do coletado final. Sucintamente,

os tubos conicos Nalgene de 50 mL pré-pesados foram centrifugados a
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39.000 x g durante 90 minutos em uma centrifuga Beckman J2-21 utilizando
um rotor JA-21 (Beckman Instruments, Palo Aito, CA). No final da corrida, o
sobrenadantes foi vertido e os tubos foram pesados novamente. A massa do
pélete foi calculada para cada estagio. O processo de fermentacdo forneceu
uma massa de pélete Umida de aproximadamente 60 quilogramas.
Rompimento

Oitenta quilogramas de suspensdo de células bacterianas em
solugao salina tamponada com Tris pH 8,5 foram transferidos assepticamen-
te para um tanque de processo com camisa de 1000 litros com vapor no lo-
cal (Lee, Modelo 259LU) com uma misturadora montada na parte superior
(Eastern, Modelo TME-1/2, EMI Incorporated, Clinton, CT) contendo 900 li-
tros de TBS pH 8,5. A suspensao bacteriana em massa foi resfriada rapida-
mente até 4°C com mistura continua durante 18 horas a 200 rpm em cujo
periodo de tempo foi rompida por homogeneizagédo. Sucintamente, o tanque
de 1000 litros contendo a suspensao bacteriana foi conectado com um Ho-
mogeneizador Avestin modelo C-500-B, (Avestin Inc, Ottawa, Canada). Um
segundo tanque de processo com camisa de 1000 litros (vazio) foi conecta-
do ao homogeneizador de forma que o fluido no tanque de processo pudes-
se ser passado através do homogeneizador, para dentro do tanque vazio e
de volta mais uma vez, permitindo varias passagens de homogeneizagao
enquanto ainda se mantinha um sistema fechado. A temperatura durante a
homogeneizagao foi mantida a 4°C. No inicio da primeira passagem, o fluido
foi circulado a 0,482 MPa (70 psi) através de uma bomba Waukesha modelo
10DO (Waukesha) ao longo do homogeneizador (1892 L (500 galées)/hora),
enquanto que a pressdo do homogeneizador era ajustada em 206,84 MPa
(30.000 psi). Antes da primeira passagem, duas amostras pré-
homogeneizagao foram eliminadas do homogeneizador para estabelecer
uma linha de base para a determinagdo do grau de rompimento e para o
monitoramento do pH. O grau de rompimento foi monitorado por transmitan-
cia (% de T a 540 nm a uma diluigdo de 1:100) comparada com a da amos-
tra nao homogeneizada. O numero de passagens através do homogeneiza-

dor foi padronizado para fornecer uma transmitancia percentual final entre
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78-91% de T a uma diluigao de 1:100 preferencialmente entre 86-91%. Apos
a homogeneizagao, o tanque foi removido do homogeneizador e colocado
em uma alga de refrigeragao a 4°C e misturado a 240 rpm.

Coleta de Proteina

A suspenséo bacteriana rompida contendo as proteinas regula-
das pelo ferro como ilustrado na figura 1 foi coletada por centrifugagéo utili-
zando T-1 Sharples (Alfa Laval Seperations, Warminster, PA). Sucintamente,
o tanque de processo com camisa de 1000 litros contendo o homogenato
bacteriano rompido foi alimentado em 12 Sharples com uma taxa de alimen-
tacdo de 250 mL/minuto a 0,117 MPa (17 psi) a uma forga centrifuga de
60.000 x g. O efluente foi coletado em um segundo tanque de processo com
camisa de 1000 litros através de uma alga esterilizada permitindo varias
passagens atraves das centrifugas enquanto se mantinha um sistema fe-
chado. A temperatura durante a centrifugagéo foi mantida a 4°C. O homoge-
nato foi passado 8 vezes através das centrifugas. Aproximadamente 50% da
proteina foram coletados apds a segunda passagem, em cujo ponto, o fluido
do homogenato foi concentrado em 1/3 de seu volume original, que encurtou
o tempo do processo durante as 6 passagens seguintes. O tanque do homo-
genato foi desconectado assepticamente das centrifugas e conectado a uma
estrutura Millipore Pellicon Tangential Flow Filter (Millipore Corporation, Bed-
ford, MA), equipada com um filtro da série Alpha 30K Centrasette de canal
com tela de 2,32 m? (25 pés?) (Pall Filtron) conectado com uma bomba de
alimentacdo Waukesha Modelo U30 para concentragdo. Apds a concentra-
¢ao, a centrifugagao foi continuada até o processo estar completado. A pro-
teina foi coletada ap6s cada passagem. A proteina foi coletada, ressuspensa
e distribuida em 50 litros de solugdo salina tamponada com Tris pH 8,5 con-
tendo 0,15% de formulina (Sigma) como conservante.

Diafiltracao

A suspensao de proteina foi lavada por diafiltracédo a 4°C para
remover quaisquer proteinas exégenas (proteases, toxinas, enzimas cito-
plasmaticas e metabolicas etc). Sucintamente, os 50 litros de proteina foram

transferidos de forma esterilizada para um tanque de processo de 200 litros
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contendo 150 litros de solugdo salina tamponada com Tris esterilizada, pH
8,5 equipado com uma misturadora Dayton montada na parte inferior, Mode-
lo 22846 (Dayton Electric, Chigago, IL) girando a 125 rev/minuto. O tanque
de processo foi conectado de forma esterilizada a uma estrutura Millipore
Pellicon Tangential Flow Filter (Millipore Corporation), equipada com um filtro
da série Alpha 30K Centrasette de canal com tela de 2,32 m? (25 pész) (Pall
Filtron) conectado com uma bomba de alimentagdo Waukesha Modelo U30.
A solugdo de proteina de 200 litros foi concentrada por filtragao até um vo-
lume alvo de 50 litros em cujo ponto 150 litros de solugéo salina esterilizada
foram adicionados. A suspensao de proteina foi entdo concentrada até apro-
ximadamente 50 litros. O concentrado de proteina foi armazenado em um
tanque de processo com camisa de 50 litros equipado com uma misturadora
montada na parte superior € armazenado a 4°C.

E interessante observar que a composicéo derivada do processo
em grande escala utilizando a homogeneizagdo como um meio de rompi-
mento gerou perfis de bandas idénticos quando verificados por SDS-PAGE
quando comparados com 0s do processo em escala menor no exemplo 1.
Estes resultados mostram que a lisoestafina poderia ser substituida como o
agente de lise bacteriana utilizando o homogeneizador Avestin C500-B. Esta
descoberta permite a producgéo a baixo custo de grandes volumes de protei-
nas reguladas pelo ferro partindo de staphlylococci.

Exemplo 8
Hiperimunizacao de camundongos e preparacido de anticorpo policlonal

A imunizagao passiva com anticorpo purificado isolado de ca-
mundongos vacinados com proteinas derivadas de cepas 19636 de S. au-
reus crescidas sob condig¢des limitantes de ferro era protetora contra um de-
safio com S. aureus homoélogo e heterélogo. Quinze camundongos CD1 a-
dultos foram vacinados como descrito no exemplo 3 com a composi¢ao de
proteinas derivada da cepa ATCC19636 de S. aureus crescida sob condi-
cdes de eliminagao de ferro como descrito nos exemplos 1 e 2. Os camun-
dongos foram vacinados de forma intraperitoneal 3 vezes em intervalos de 7

dias com 50 ug de composigéo de proteina em cada vacinacéo. Sete dias
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apos a terceira imunizagao, os camundongos foram sangrados completa-
mente por perfuragdo cardiaca. O soro foi agrupado e o anticorpo purificado
utilizando a precipitagdo padronizada com sulfato de aménio. As proteinas
exogenas do soro foram removidas logo antes da precipitacdo dos anticor-
pos através da adigao de 0,5 volume de sulfato de aménio saturado pH 7,2.
A solugao foi agitada a 100 rpm durante 24 horas a 4°C. A solugéo foi nova-
mente centrifugada a 3000 x g durante 30 minutos. O sobrenadante foi cole-
tado e precipitado novamente através da adi¢ao de sulfato de aménio sufici-
ente para levar a concentragéo final a 55% de saturagdo. A solugao foi agi-
tada a 100 rpm durante 24 horas a 4°C. O precipitado foi centrifugado a
3000 x g durante 30 minutos. O pélete final de cada amostra foi ressuspensa
em 2 mL de PBS pH 7,2. Os anticorpos precipitados foram entdo submetidos
a dialise utilizando uma tubulagao de dialise com limite molecular de 50.000
(Pierce, Rockford IL) durante 30 horas contra trés trocas de 1 litro de solugéo
salina tamponada com fosfato para remover o sulfato de aménio. As primei-
ras trocas de 2 litros foram conservadas com azida sédica a 0,02%. O ultimo
litro de solugdo tampao nao continha conservante. O produto da didlise foi
coletado e centrifugado novamente para remover qualquer resto celular re-
manescente a 3000 x g durante 30 minutos. A solugdo de anticorpos foi ar-
mazenada a 4°C durante menos que 48 horas antes do uso. Cada amostra
foi plaqueada em agar sangue para verificar a esterilidade antes da infuséo.
Exemplo 9
Imunizagao Passiva e Desafio

Para avaliar o efeito protetor do anticorpo infundido produzido

contra proteinas de S. aureus expressas durante a limitacao de ferro, dois
grupos de 15 camundongos cada receberam infusao intraperitoneal com a
preparagao do anticorpo purificado (Grupo 1) ou solugdo salina fisiologica
(Grupo 2) em uma infusao de 200 pL. Dois grupos adicionais de 15 camun-
dongos cada receberam infusdo subcutanea com a preparagao de anticorpo
purificado (Grupo 3) ou solugédo salina fisiolégica (Grupo 4). Apés 60 minu-
tos, os 2 grupos de 15 camundongos que receberam uma infusdo intraperi-

toneal foram desafiados de forma intraperitoneal com 1,3 x 108 cfU da cepa




10

15

20

25

30

86

19636 de S. aureus. Similarmente, os 2 grupos de 15 camundongos que re-
ceberam uma infusdo subcutanea foram desafiados de forma subcutanea
com 1,3 x 10° cfU da cepa 1477 de S. aureus para testar em relagao a pro-
tecao cruzada contra o desafio por uma cepa diferentes de S. aureus. A mor-
talidade e/ou o tamanho das lesdes foi registrado durante 5 dias e os figados
de todos os camundongos foram removidos pés-mortem, homogeneizados e
plaqueados para determinar o numero de S. aureus presente como uma
medida de infecgao sistémica. As curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier
(figuras 5 e 6) mostram o efeito protetor fornecido pela infeccdo de anticor-
pos de camundongos vacinados com as proteinas de S. aureus expressas
durante a restricao de ferro. Embora a diferenga entre os grupos que recebe-
ram infusdo e os de controle em relagdo aos grupos desafiados com 19636
da ATCC nao fosse significativa (p = 0,076, teste de log-rank), o figado do
camundongo isolado que morreu dentro do grupo que recebeu infusao de
anticorpo no Dia 1 foi cultivado em agar sangue para determinar a auséncia
e/ou a presencga do organismo de desafio (S. aureus). A cultura derivada
deste camundongo era negativa em relagdo a Staphylococcus e nao exibia
crescimento sobre a placa de agar sangue ou em meio de cultura. Em con-
traste, os figados dos camundongos que morreram dentro do grupo de pla-
cebo, eram todos positivos em relagdo a presenga de Staphylococcus, na
verdade, foram obtidas culturas puras em cada placa de agar sangue deri-
vada dos figados destes camundongos. Embora os dados dos figados né&o
excluam a possibilidade de que o camundongo que morreu dentro do grupo
que recebeu infusdo com anticorpo tenha morrido de infec¢do por S. aureus,
a infeccdo nao era sistémica, como era no grupo de placebo e o camundon-
go pode ter morrido por outras razées. A observagao desta morte do camun-
dongo que recebeu infusdo com anticorpo resulta em uma diferenga signifi-
cativa entre os tratamentos com infusdo com anticorpo e com placebo (p =
0,015, teste de log-rank). Os dados para o desafio cruzado, em que os ca-
mundongos receberam infusdo com anticorpo gerados apos a vacinagao
com proteinas derivadas de 19636 da ATCC e desafiados pela cepa 1477 de

S. aureus, também exibiram uma tendéncia protetora. Entre os dias 7 e 14
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apos o desafio, todos os camundongos nos grupos com infusao e sem infu-
sao comecaram a desenvolver lesdes necroticas da pele. Entretanto, a veri-
ficacao superficial dos camundongos revelou claramente um retardo visivel
na formacao de uma lesado que pode ser observada assim como a gravidade
da lesao entre os grupos. Os camundongos que receberam infusdo desen-
volveram lesdes mais lentamente quando comparados com os camundon-
gos de controle que ndo receberam infusdo que desenvolveram lesao mais
rapida que os camundongos que receberam infusdo e em um grau maior de
gravidade. Os camundongos que receberam infusdo tiveram cicatrizagao
mais rapida que os camundongos que nado receberam infusdo. Isto era cla-
ramente evidente entre 21 e 35 dias ap6s o desafio. A verificagao superficial
de camundongos 35 dias ap6s o desafio mostrou que os camundongos que
nao receberam infusdo ficavam gravemente desfigurados e revelou um mai-
or grau de formacao de cicatrizes. Na verdade, muitos destes camundongos
perderam a postura normal, em que tinham uma aparéncia torcida, em con-
traste com os camundongos que receberam infusdo que nao desenvolveram
quase o tecido de cicatriz extensivo e/ou desfiguragdo como ilustrado pela
aparéncia torcida que os camundongos que ndo receberam infusdo desen-
volvidas. De forma geral, estes dados sugerem que a infusao intraperitoneal
de anticorpos produzidos contra proteinas induzidas pelo ferro de S. aureus
pode tanto proteger contra quanto limitar a gravidade da infecgao por S. au-
reus.

Exemplo 10
Avaliacdo de uma composicdo vacinal derivada de Staphylococcus aureus

em um rebanho de leite infectado de forma cronica

Um rebanho de leite comercial possuindo um historico de conta-
gens de células somaticas altamente cronicas que podem ser atribuidas a
Staphylococcus aureus foi escolhido para a avaliagdo de uma composigéo
vacinal como descrito no exemplo 1. O critério para o estabelecimento da
eficiéncia da vacina deste estudo experimental era: 1) menor incidéncia de
mastite clinica causada por Staphylococcus aureus entre os vacinados com-

parados com os controles nao vacinados, 2) melhoria (isto €, um decrésci-
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mo) na contagem de células somaticas entre os vacinados comparados com
os controles e 3) diminuigao nas taxas de isolamento positivo de culturas de
S. aureus entres vacinados e controles ndo vacinados. O sangue pode ser
tirado no momento da primeira vacinagéo (dia 0) e novamente em 3 e 6 se-
manas apos a imunizagao inicial. As reagdes no local da injecdo ou as rea-
¢Oes sistémicas apos as vacinagdes foram monitoradas ao longo de todo o
estudo. Em adi¢édo, amostras de leite no tanque de massa foram cultivadas e
enumeradas quantitativamente para determinar se havia um decréscimo no
numero de CFU de Staphylococcus aureus cultivado apds a vacinagao.

Trés dos isolados de Staphylococcus derivados de vacas lactan-
tes infectadas de forma crénica dentro do rebanho foram crescidos sob con-
digbes de restricao de ferro e condigbes sem restricdo de ferro como descrito
no exemplo 1. Os trés isolados foram denominados TTX101, TTX102 e
TTX103. As amostras extraidas foram examinadas por SDS-PAGE para
comparar perfis de bandas entre os isolados. Perfis de bandas idénticos fo-
ram observados entre os isolados examinados; as composigées produzidas
partindo de cada isolado incluiam proteinas possuindo pesos moleculares de
87,73 kDa, 80,46 kDa, 65,08 kDa, 54,53 kDa, 37,37 kDa, 35,70 kDa, 34,91
kDa, 33,0 kDa e 31,83 kDa. Estas proteinas possuem os mesmos pesos mo-
leculares que as descritas anteriormente na tabela 10. Em adigcao, quando
foram comparados os isolados, foram observados perfis de bandas idénticos
aos das proteinas que foram expressas em todas as condigbes que nao fo-
ram reguladas pelo ferro: 150 kDa, 132 kDa, 120 kDa, 75 kDa, 58 kDa, 50
kDa, 44 kDa, 43 kDa, 41 kDa e 40 kDa. Estes resultados eram coerentes
com as observagbes anteriores. Um isolado denominado TTX101 foi esco-
lhido como o isolado para a produgdo de uma composi¢cao que sera utilizada
neste estudo.

Exemplo 11
Preparacio de vacina de Staphylococcus aureus (TTX101)

Uma composigao foi preparada como descrito no exemplo 1 uti-
lizando o isolado TTX101. A composi¢édo incluia proteinas expressas sob

condi¢des de eliminagdo de ferro que possuiam pesos moleculares de 87,73
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kDa, 80,46 kDa, 65,08 kDa, 54,53 kDa, 37,37 kDa, 35,70 kDa, 34,91 kDa,
33,0 kDa e 31,83 kDa assim como proteinas n&o reguladas por metais que
possuiam pesos moleculares de 150 kDa, 132 kDa, 120 kDa, 75 kDa, 58
kDa, 50 kDa, 44 kDa, 43 kDa, 41 kDa e 40 kDa. A composi¢ao de imuniza-
¢ao derivada da cepa TTX101 foi utilizada para preparar a vacina experi-
mental através da emulsificagdo da suspensao de proteinas extraidas (400
Mg de proteinas totais por mililitro) em um adjuvante comercial (EMULSI-
GEN, MVP Laboratories, Ralston NE) utilizando um recipiente de homoge-
neizagao IKA Ultra Turrax T-50 (IKA, Cincinnati, OH) para fornecer uma dose
final de 800 ug de proteinas totais em um volume injetavel de 2,0 mL com
uma concentragado de adjuvante de 22,5% vol/vol. A vacina foi administrada
de forma subcutanea duas vezes em intervalos de 21 dias.

Exemplo 12
Planejamento experimental e vacinacédo do rebanho

Dezoito dias antes da primeira vacinagao todas as vacas lactan-
tes envolvidas no estudo (N=80) foram testadas em relagéo a S. aureus a-
través de métodos de cultura biologicos aerdbicos padronizados cultivando
amostras de leite individuais derivadas de cada vaca lactante. Em adigao, as
Contagens de Células Somaticas (SCC) foram enumeradas pela Dairy Herd
Improvement Association utilizando métodos padronizados. Quatorze das 80
vacas foram diagnosticadas clinicamente com mastite e tiveram cultura posi-
tiva para S. aureus. O restante das vacas (N=66) teve teste negativo para S.
aureus. As oitenta vacas foram divididas igualmente em dois grupos deno-
minados de grupo-1, vacinado (N=40) e grupo-2, nao vacinado (N=40). As
quatorze vacas clinicamente diagnosticadas como positivas em relagéo a
Staphylococcus foram distribuidas iguaimente entre ambos os grupos de
forma que cada grupo de estudo continha 7 vacas com mastite clinica. As
SCC médias entre os grupos antes da primeira vacinagdo eram de 203.219
nos controles nao vacinados comparadas com 240.443 nos vacinados (n&o
estatisticamente diferente p = 0,7).

Dezoito dias apos a primeira amostragem, todas as vacas no

grupo 1 foram vacinadas de forma subcutanea no quarto dianteiro direito
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superior com 2 mL de vacina como descrito no exemplo 11. Dez dias depois
da vacinagao, amostras de leite foram tiradas neste periodo de tempo por
DHIA para a enumeragao de células somaticas de cada vaca individualmen-
te. As amostras de leite nao foram testadas bacteriologicamente neste peri-
odo de tempo para a determinagdo da presenca de Staphylococcus. A dife-
renca nas SCC entre os grupos neste periodo de tempo era de 125.241 (va-
cinados) comparados com 196.297 (controles). Isto era uma diferenga de
36% no numero de células somaticas entre os vacinados comparados com
os controles nado vacinados. A diferenga nas SCC entre os controles e os
vacinados neste periodo de amostragem nao era estatisticamente diferente
(p = 0,5). A falta de diferenga estatistica nas SCC entre os grupos em ambos
os periodos de amostragem era por causa da grande variagdo nas SCC in-
dividuais entre as vacas. O local da injecao de cada vaca vacinada também
foi examinado neste mesmo periodo de tempo. Nenhuma das vacas exami-
nadas exibiu qualquer reagao adversa ao tecido no local da injegao através
de exame fisico. Em adi¢ao, nado havia perda mensuravel na produgao de
leite causada pela vacinagao.

Vinte e um dias depois da vacinac¢ao, todas as vacas do grupo-1
(vacinadas) receberam sua segunda vacinag¢ao ou reforco. Durante o perio-
do de tempo entre a primeira e a segunda vacinagio, as vacas em ambos os
grupos (vacinadas e controles) desenvolveram danos nas tetas causados
por uma queda drastica na temperatura ambiental resultando na formagao
de lesdes na extremidade da teta, resultando no desenvolvimento de tetas
infectadas e aumentando potencialmente o isolamento de Staphylococcus
durante a amostragem, que foi observado no terceiro periodo de amostra-
gem. Vinte e trés dias ap6s a segunda vacinagao, amostras de leite foram
tiradas por DHIA para a enumeragado de Células Somaticas de cada vaca
individual. As amostras de leite também foram testadas bacteriologicamente
em relagao a presenga de Staphylococcus aureus. Havia um aumento dras-
tico na taxa de isolamento de S. aureus neste periodo de tempo nas vacas
que tiveram testes negativos no primeiro periodo de amostragem. Nos con-
troles ndo vacinados 42,9% destas vacas agora com teste positivo para S.
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aureus, em contraste com as vacinadas, que exibiam apenas um aumento
de 35,5%. Isto era uma diferenca de 7,4% entre os vacinados comparados
com os controles nao vacinados. E dificil dizer que a melhoria na taxa de
isolamento de S. aureus no grupo vacinado era causada pelo efeito da vaci-
na isoladamente. Nao se pode deixar passar a dificuldade na obtengao de
amostras de leite limpas de vacas que tiveram danos nas tetas o que pode-
ria aumentar a contaminagéo potencial do leite por S. aureus quando a a-
mostra € obtida. Todavia, havia uma diferenca significativa nas SCC médias
entre as vacinadas comparadas com as de controle. As SCC médias do gru-
po vacinado era de 222.679 comparadas com 404.278 células somaticas
que sao medidas no grupo de controle. Isto era uma diferenga de 44,9% en-
tre as vacinadas comparadas com as de controle ndo vacinadas. E interes-
sante especular que a diferenga observada nas SCC entre estes grupos
também coincide com a diferenca na taxa de isolamento de S. aureus entre
os grupos. Entretanto, devido a grande variagéo nas SCC entre animais indi-
viduais e o tamanho de amostra pequeno do teste experimental no numero
de animais, a diferenca nao era estatisticamente diferente (p = 0,28).

Neste mesmo periodo de tempo, o local da inje¢céo de cada vaca
vacinada foi examinado em relagéo a qualquer reacédo adversa ao tecido que
pode ter sido causada pela composigao vacinal. Nenhuma das vacas exami-
nadas exibia qualquer reagéo adversa no local da injegao através de exame
fisico. As composicdes vacinais pareciam ser altamente compativeis ao teci-
do e ndo causavam perda mensuravel na produgao de leite apos cada vaci-
nagao.

O monitoramento das vacas é continuado através da medida das
SCC e das amostras de leite em relacdo a presenga ou a auséncia de Sta-
phylococcus aureus. Algumas das vacas de cada grupo sao vacinadas uma
terceira vez 42 dias ap6s a segunda vacinagdo. Isto parece ser uma diferen-
ca que favorece o uso da composigao vacinal para diminuir as contagens de
células somaticas e para controlar a infecgdo causada por Staphylococcus
aureus. O monitoramento adicional inclui sorologia com base nos titulos de

anticorpos para a composi¢do vacinal, alteragbes na produg¢ao de leite nas
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vacas vacinadas por causa da melhora na saide e SCC diminuidas de ani-
mais vacinados comparados com grupos n&o vacinados. Em adig¢éo, outros
experimentos sao realizados para investigar o indice de protegao da vacina
com base na resposta a dose ap6s o desafio com um S. aureus virulento.
Exemplo 13

Uma vez que foi demonstrado que os pesos moleculares das
proteinas entre as diferentes cepas de S. aureus eram similares e uma vez
que foi observada protecdo heteréloga no estudo de desafio com camun-
dongos, procurava-se determinar se as proteinas que compartilhavam pesos
moleculares similares na figura 1 era proteinas similares. A técnica escolhida
para caracterizar as proteinas foi a espectrometria de massa de dessor-
¢aolionizagéo a laser auxiliada por uma matriz (MALDI-MS). Uma parte da
composicao foi resolvida utilizando SDS-PAGE como descrito no exemplo 1
e o gel foi corado com azul Brilhante de Coomassie para visualizar as prote-
inas.

Materiais e Métodos

Corte e lavagem. O gel foi lavado durante 10 minutos com agua
duas vezes. Cada banda de proteina de interesse foi cortada através da in-
cisao o mais proximo possivel da banda de proteina para reduzir a quantida-
de de gel presente na amostra.

Cada pedago de gel foi cortado em cubos de 1 x 1 mm e coloca-
do em um tubo de 1,5 mL. Os pedagos de gel foram lavados com agua du-
rante 15 minutos. Todos os volumes dos solventes utilizados nas etapas de
lavagem eram aproximadamente equivalentes a duas vezes o volume do
pedaco de gel. O pedaco de gel foi lavado a seguir com agua/acetonitrila
(1:1) durante 15 minutos. Quando as proteinas foram coradas com prata, a
mistura de agua/acetonitrila foi removida, os pedagos de gel secos em um
SpeedVac (ThermoSavant, Holbrook, NY) e entdo reduzidos e alquilados
como descrito abaixo. Quando os pedagos de gel ndo eram corados com
prata, a mistura de agua/acetonitrila era removida e a acetonitrila era adicio-
nada para cobrir até os pedagos de gel ficarem brancos grudentos, em cujo

momento a acetonitrila foi removida. Os pedagos de gel foram reidratados
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em 100 mM de NH,HCO; e apés 5 minutos, um volume de acetonitrila equi-
valente a duas vezes o volume dos pedagos de gel foi adicionado. Este foi
incubado durante 15 minutos, o liquido foi removido e os pedagos de gel se-
cos em um SpeedVac.

Redugdo & alquilagdo. Os pedacos secos de gel foram reidrata-
dos em 10 mM de DTT e 100 mM de NH4HCO; e incubados durante 45 mi-
nutos a 56°C. Apods permitir que os tubos resfriassem até a temperatura am-
biente, o liquido foi removido e 0 mesmo volume de uma mistura de 55 mM
de iodoacetamida e 100 mM de NH4HCO; foi adicionado imediatamente.
Este foi incubado durante 30 minutos & temperatura ambiente na escuridao.
O liquido foi removido, a acetonitrila foi adicionada para cobrir até os peda-
¢os de gel ficarem brancos grudentos, em cujo momento a acetonitrila foi
removida. Os pedagos de gel foram reidratados em 100 mM de NH4,HCO; e
apos 5 minutos, um volume de acetonitrila equivalente a duas vezes o volu-
me dos pedagos de gel foi adicionado. Este foi incubado durante 15 minutos,
o liquido foi removido e os pedacos de gel foram secos em um Speed Vac.
Se o gel fosse corado com azul de coomassie e ainda ficasse algum coo-
massie residual, a lavagem com 10 mM de NH4HCOs/acetonitrila era repeti-
da.

Digestdo in-gel. Pedagos de gel foram completamente secos em
um Speed Vac. Os pedagos foram reidratados em tampao de digestao (50
mM de NH4HCO3;, 5§ mM de CaCly, 12,5 nanogramas por microlitro (ng/ul)
de tripsina) a 4°C. Foi adicionado tampao suficiente para cobrir os pedagos
de gel e mais foi adicionado quando necessario. Os pedagos de gel foram
incubados em gelo durante 45 minutos e o sobrenadante foi removido e
substituido por 5-2 pL do mesmo tampao sem tripsina. Este foi incubado a
37°C durante a noite em uma incubadora com ar.

Extragdo dos peptideos. Um volume suficiente de 25 mM de
NH4HCO; foi adicionado para cobrir os pedagos de gel e incubado durante
15 minutos (tipicamente em um ultra-som em banho). O mesmo volume de
acetonitrila foi adicionado e incubado durante 15 minutos (em ultra-som em

banho, se possivel) e o sobrenadante foi recuperado. A extragcao foi repetida
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duas vezes, utilizando acido formico a 5% ao invés de NH,HCO3. Um volu-
me suficiente de acido férmico a 5% foi adicionado para cobrir os pedacos
de gel e incubado durante 15 minutos (tipicamente em um ultra-som em ba-
nho). O mesmo volume de acetonitrila foi adicionado e incubado durante 15
minutos (tipicamente em um ultra-som em banho) e o sobrenadante foi recu-
perado. Os extratos foram agrupados e 10 mM de DTT foram adicionados
até uma concentragao final de 1 mM de DTT. A amostra foi seca em Speed-
Vac até um volume final de aproximadamente 5 pL.

Dessalificagdo dos peptideos. As amostras foram dessalificadas
utilizando ponteiras de pipeta ZIPTIP (C18, -Millipore, Billerica, MA) como
sugerido pelo fabricante. Sucintamente, uma amostra foi reconstituida em
solugdo de reconstituicao (5:95 de acetonitrila:H,0, 0,1% - 0,5% de acido
trifluoroacético), centrifugada e o pH verificado para observar se este era
menor que 3. Uma ZIPTIP foi hidratada através da aspiragao de 10 pL da
solugédo 1 (50:50 de acetonitrila:H,O, 0,1% de acido trifluoroacético) e do
descarte das aliquotas aspiradas. Isto foi seguido pela aspiragao de 10 pL
da solugéo 2 (0,1% de acido trifluoroacético em H,O deionizada) e pelo des-
carte das aliquotas aspiradas. A amostra foi carregada na ponteira através
da aspiragéo de 10 yL da amostra lentamente para dentro da ponteira, expe-
lindo os mesmos no tubo de amostra e repetindo isso 5 a 6 vezes. Dez mi-
crolitros da solugdo 2 foram aspirados para dentro da ponteira, a solugao foi
descartada expelindo-a e este processo foi repetido 5-7 vezes para lavar. Os
peptideo foram eluidos através da aspiragdo de 2,5 pL da solugéo 3 gelada
(60:40, acetonitrila:H,0O, 0,1% de acido trifluoroacético), expelindo e entao
reaspirando a mesma aliquota para dentro e para fora da ponteira 3 vezes.
Apos a solugao ter sido expelida da ponteira, o tubo é tampado e armazena-
do em gelo.

Mapeamento do peptideo por espectrometria de massa. Os pep-
tideos foram suspensos em 10 uL até 30 pL de acido férmico a 5% e anali-
sados por MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics Inc., Billerica, MA). O espectro
de massa dos fragmentos peptidicos foi determinado como sugerido pelo

fabricante. Sucintamente, uma amostra contendo os peptideos resultantes
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de uma digestao triptica foi misturada com a matriz de acido ciano-4-
hidroxicindmico, transferida para um alvo e permitida secar. A amostra seca
foi colocada no espectrédmetro de massa, irradiada e o tempo de véo de ca-
da ion foi detectado e utilizado para determinar um identificacdo ("finger-
print") de massa do peptideo para cada proteina presente na CoOMposigao.
Polipeptideos conhecidos foram utilizados para padronizar a maquina.
Analise dos dados. As massas observadas experimentalmente
para os peptideos em cada espectro de massa foram comparadas com as
massas esperadas de proteinas utilizando o método de busca de Peptide
Mass Fingerprint da ferramenta de busca Mascot (Matrix Science Ltd., Lon-
dres, Reino Unido e www.matrixscience.com, ver Perkins e outros, Electro-
phoresis 20, 3551-3567 (1999)). Os parametros de busca incluiam: banco de
dados, MSDB ou NCBInr; taxonomia, bactérias (eubactérias) ou Firmicutes

(bactérias gram-positivas); tipo de busca, "fingerprint" de massa do peptideo;

enzima, tripsina; modificagées fixas, carbamidometila (C) ou nenhum; modi-
ficagOes variaveis, oxidagao (M), carbamidometila (C), a combinagéo ou ne-
nhum; valores de massa, monoisotopicos; massa da proteina, irrestrita; tole-
rancia de massa do peptideo, entre + 150 ppm e + 430 ppm ou + 1 Da; es-
tado de carga do peptideo, Mr; clivagens perdidas maximas, 0 ou 1; nimero
de buscas, 20.

Resultados
O resultado desta busca foi um "fingerprint" de massa para cada

proteina presente na composigdo como & mostrado nas tabelas 2, 3, 4 e 5.

A descricdo completa de todas as patentes, pedidos de patentes
e publicagbes e material disponivel eletronicamente (incluindo, por exemplo,
submissdes de sequéncias de nucleotideos, por exemplo, no GenBank e no
RefSeq e submissdes de sequéncias de aminoacidos, por exemplo, no
SwissProt, PIR, PRF, PDB e tradugbes das regiées codificadoras anotadas
no GenBank e no RefSeq) citada aqui é incorporada como referéncia. A
descricdo detalhada e os exemplos anteriores foram fornecidos somente
para clareza do entendimento. Ndo devem ser entendidas quaisquer limita-

¢Oes desnecessarias partindo dos mesmos. A invengdo nao esta limitada
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aos detalhes exatos mostrados e descritos, uma vez que variagées 6bvias a
um versado na técnica serdo incluidas dentro da invengao definida pelas
reivindicagoes.

A nao ser que seja indicado de outra maneira, todos os nimeros
que expressam quantidades de componentes, pesos moleculares e assim
por diante utilizados no relatério descritivo e nas reivindicagdes, devem ser
entendidos como sendo modificados em todos os casos pelo termo "aproxi-
madamente". Consequentemente, a ndo ser que seja indicado de outra ma-
neira o contrario, os parametros numéricos apresentados no relatério descri-
tivo e nas reivindicagdes sdo aproximagdes que podem variar dependendo
das propriedades desejadas cuja obtengao é pretendida pela presente in-
vengao. Por ultimo e ndo como uma tentativa de limitar a doutrina de equiva-
lentes para o ambito das reivindicagbes, cada parametro numérico deve ser
pelo menos interpretado a luz do nimero de digitos significativos relatados e
através da aplicagao de técnicas de arredondamento comuns.

Apesar do fato de que as faixas numéricas e os parametros que
apresentam o ambito amplo da invengdo sdo aproximagées, os valores nu-
méricos apresentados nos exemplos especificos sdo relatados de forma
mais precisa possivel. Todos os valores numéricos, entretanto, contém ine-
rentemente uma faixa necessariamente resultante do desvio padrdo encon-
trado em suas respectivas medidas de teste.

Todos os titulos sdo para a conveniéncia do leitor e nao devem
ser utilizados para limitar o significado do texto que segue o titulo, a ndo ser

que seja especificado dessa maneira.
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REIVINDICACOES

1. Composicéo, caracterizada pelo fato de que compreende:

ao menos cinco polipeptideos isolados que possuem pesos
moleculares de 88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 kDa,
em que o peso molecular é determinado através de eletroforese em um gel
de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 88 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ
ID NO:7, 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, SEQ ID NO:17,
SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID
NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ
ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, e SEQ ID NO:33,
e € expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido
em meio que compreende 2,2-dipiridil a 1600 uM comparado a quando
crescido no meio sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 55 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:35,
SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:41, SEQ ID
NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46, SEQ
ID NO:49, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54,
SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, e SEQ ID NO:59, e é expresso por um
Staphylococcus aureus ATCC em alto nivel quando crescido em meio que
compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido no meio
sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 38 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:64,
SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:69, SEQ ID
NO:70, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, e SEQ ID NO:77, e é
expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido em

meio que compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido
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no meio sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 37 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:80,
SEQ ID NO:82, SEQ ID NO:84, SEQ ID NO:85, SEQ ID NO:86, SEQ ID
NO:87, SEQ ID NO:89, SEQ ID NO:90, SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:94, SEQ
ID NO:95, SEQ ID NO:96, SEQ ID NO:97, SEQ ID NO:99, SEQ ID NO:100, e
SEQ ID NO:101, e é expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel
guando crescido em meio que compreende 2,2-dipiridil a 1600 uM
comparado a quando crescido no meio sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 36 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID
NO:103, SEQ ID NO:104, SEQ ID NO:105, SEQ ID NO:106, SEQ ID NO:107,
SEQ ID NO:108, SEQ ID NO:109, e SEQ ID NO:110, e é expresso por um
Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido em meio que
compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido no meio
sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 35 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID
NO:112, SEQ ID NO:113, SEQ ID NO:114, SEQ ID NO:115, SEQ ID NO:116,
SEQ ID NO:117, SEQ ID NO:118, SEQ ID NO:119, SEQ ID NO:120, SEQ ID
NO:121, SEQ ID NO:122, SEQ ID NO:123, e SEQ ID NO:124, e é expresso
por um Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido em meio que
compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido no meio
sem 2,2’-dipiridil; e

em que o polipeptideo com um peso molecular de 33 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID
NO:126, SEQ ID NO:127, SEQ ID NO:128, SEQ ID NO:129, SEQ ID NO:130,
SEQ ID NO:131, SEQ ID NO:132, SEQ ID NO:134, SEQ ID NO:135, SEQ ID
NO:136, SEQ ID NO:137, SEQ ID NO:138, SEQ ID NO:140, SEQ ID NO:142,
e SEQ ID NO:143, e é expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel
guando crescido em meio que compreende 2,2-dipiridil a 1600 uM

comparado a quando crescido no meio sem 2,2’-dipiridil; e
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um adjuvante.

2. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
pelo fato de que compreende ainda um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

3. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
pelo fato de que os polipeptideos sao isolados da cepa ATCC 19636 de S.
aureus.

4. Composicao, caracterizada pelo fato de que compreende:

polipeptideos isolados que apresentam pesos moleculares de 88
kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa, 33 kDa, em que 0 peso
molecular é determinado através de eletroforese em um gel de poliacrilamida
com presenca de dodecil sulfato de sodio;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 88 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ
ID NO:7, 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, SEQ ID NO:17,
SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID
NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ
ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, e SEQ ID NO:33,
e € expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido
em meio que compreende 2,2-dipiridil a 1600 uM comparado a quando
crescido no meio sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 55 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:35,
SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:41, SEQ ID
NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46, SEQ
ID NO:49, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54,
SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, e SEQ ID NO:59, e é expresso por um
Staphylococcus aureus ATCC em alto nivel quando crescido em meio que
compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido no meio
sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 38 kDa
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compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:64,
SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:69, SEQ ID
NO:70, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, e SEQ ID NO:77, e é
expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido em
meio que compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido
no meio sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 37 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:80,
SEQ ID NO:82, SEQ ID NO:84, SEQ ID NO:85, SEQ ID NO:86, SEQ ID
NO:87, SEQ ID NO:89, SEQ ID NO:90, SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:94, SEQ
ID NO:95, SEQ ID NO:96, SEQ ID NO:97, SEQ ID NO:99, SEQ ID NO:100, e
SEQ ID NO:101, e é expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel
guando crescido em meio que compreende 2,2-dipiridil a 1600 uM
comparado a quando crescido no meio sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 36 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID
NO:103, SEQ ID NO:104, SEQ ID NO:105, SEQ ID NO:106, SEQ ID NO:107,
SEQ ID NO:108, SEQ ID NO:109, e SEQ ID NO:110, e é expresso por um
Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido em meio que
compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido no meio
sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 35 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID
NO:112, SEQ ID NO:113, SEQ ID NO:114, SEQ ID NO:115, SEQ ID NO:116,
SEQ ID NO:117, SEQ ID NO:118, SEQ ID NO:119, SEQ ID NO:120, SEQ ID
NO:121, SEQ ID NO:122, SEQ ID NO:123, e SEQ ID NO:124, e é expresso
por um Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido em meio que
compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido no meio
sem 2,2’-dipiridil; e

em que o polipeptideo com um peso molecular de 33 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID
NO:126, SEQ ID NO:127, SEQ ID NO:128, SEQ ID NO:129, SEQ ID NO:130,
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SEQ ID NO:131, SEQ ID NO:132, SEQ ID NO:134, SEQ ID NO:135, SEQ ID
NO:136, SEQ ID NO:137, SEQ ID NO:138, SEQ ID NO:140, SEQ ID NO:142,
e SEQ ID NO:143, e é expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel
guando crescido em meio que compreende 2,2-dipiridil a 1600 uM
comparado a quando crescido no meio sem 2,2’-dipiridil; e

um adjuvante.

5. Composicdo de acordo com a reivindicacao 4, caracterizada
pelo fato de que os polipeptideos sao isolados da cepa ATCC 19636 de S.
aureus.

6. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizada
pelo fato de que compreende um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

7. Uso de pelo menos cinco polipeptideos apresentando pesos
moleculares dentre 88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa, ou 33
kDa, em que o peso molecular € determinado por eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sodio;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 88 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ
ID NO:7, 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, SEQ ID NO:17,
SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID
NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ
ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, e SEQ ID NO:33,
e € expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido
em meio que compreende 2,2-dipiridil a 1600 uM comparado a quando
crescido no meio sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 55 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:35,
SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:41, SEQ ID
NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46, SEQ
ID NO:49, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54,
SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, e SEQ ID NO:59, e é expresso por um
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Staphylococcus aureus ATCC em alto nivel quando crescido em meio que
compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido no meio
sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 38 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:64,
SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:69, SEQ ID
NO:70, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, e SEQ ID NO:77, e é
expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido em
meio que compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido
no meio sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 37 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:80,
SEQ ID NO:82, SEQ ID NO:84, SEQ ID NO:85, SEQ ID NO:86, SEQ ID
NO:87, SEQ ID NO:89, SEQ ID NO:90, SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:94, SEQ
ID NO:95, SEQ ID NO:96, SEQ ID NO:97, SEQ ID NO:99, SEQ ID NO:100, e
SEQ ID NO:101, e é expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel
guando crescido em meio que compreende 2,2-dipiridil a 1600 pM
comparado a quando crescido no meio sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 36 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID
NO:103, SEQ ID NO:104, SEQ ID NO:105, SEQ ID NO:106, SEQ ID NO:107,
SEQ ID NO:108, SEQ ID NO:109, e SEQ ID NO:110, e é expresso por um
Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido em meio que
compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido no meio
sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 35 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID
NO:112, SEQ ID NO:113, SEQ ID NO:114, SEQ ID NO:115, SEQ ID NO:116,
SEQ ID NO:117, SEQ ID NO:118, SEQ ID NO:119, SEQ ID NO:120, SEQ ID
NO:121, SEQ ID NO:122, SEQ ID NO:123, e SEQ ID NO:124, e é expresso
por um Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido em meio que

compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido no meio
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sem 2,2’-dipiridil; e

em que o polipeptideo com um peso molecular de 33 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID
NO:126, SEQ ID NO:127, SEQ ID NO:128, SEQ ID NO:129, SEQ ID NO:130,
SEQ ID NO:131, SEQ ID NO:132, SEQ ID NO:134, SEQ ID NO:135, SEQ ID
NO:136, SEQ ID NO:137, SEQ ID NO:138, SEQ ID NO:140, SEQ ID NO:142,
e SEQ ID NO:143, e é expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel
guando crescido em meio que compreende 2,2-dipiridil a 1600 uM
comparado a quando crescido no meio sem 2,2’-dipiridil;
caracterizado pelo fato de que é para a fabricacdo de uma composicao para
o tratamento de uma infecgdo em um individuo que tem ou esta em risco de
ter uma infeccdo causada por um Staphylococcus spp., ou diminuigdo da
coloniza¢cdo em um individuo colonizado por Staphylococcus spp.

8. Uso de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo fato
de que o individuo é um mamifero.

9. Uso de acordo com a reivindicacao 8, caracterizado pelo fato
de que o mamifero é um humanao.

10. Uso de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado pelo fato
de o Staphylococcus spp. é S. aureus.

11. Uso de uma combinacdo de anticorpos que se ligam
especificamente a pelo menos cinco polipeptideos isolados que possuem
pesos moleculares de 88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa, ou
33 kDa, em que o peso molecular é determinado através de eletroforese em
um gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 88 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ
ID NO:7, 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, SEQ ID NO:17,
SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID
NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ
ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, e SEQ ID NO:33,
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e € expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido
em meio que compreende 2,2-dipiridil a 1600 uM comparado a quando
crescido no meio sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 55 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:35,
SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:41, SEQ ID
NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46, SEQ
ID NO:49, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54,
SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, e SEQ ID NO:59, e é expresso por um
Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido em meio que
compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido no meio
sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 38 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:64,
SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:33, SEQ ID
NO:70, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, e SEQ ID NO:77, e é
expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido em
meio que compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido
no meio sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 37 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:40,
SEQ ID NO:82, SEQ ID NO:84, SEQ ID NO:85, SEQ ID NO:86, SEQ ID
NO:47, SEQ ID NO:89, SEQ ID NO:90, SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:94, SEQ
ID NO:95, SEQ ID NO:96, SEQ ID NO:97, SEQ ID NO:99, SEQ ID NO:100,
and SEQ ID NO:101, e é expresso por um Staphylococcus aureus em alto
nivel quando crescido em meio que compreende 2,2'-dipiridil a 1600 pM
comparado a quando crescido no meio sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 36 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID
NO:103, SEQ ID NO:104, SEQ ID NO:105, SEQ ID NO:106, SEQ ID NO:107,
SEQ ID NO:108, SEQ ID NO:109, e SEQ ID NO:110, e é expresso por um

Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido em meio que
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compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido no meio
sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 35 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID
NO:112, SEQ ID NO:113, SEQ ID NO:114, SEQ ID NO:115, SEQ ID NO:116,
SEQ ID NO:117, SEQ ID NO:118, SEQ ID NO:119, SEQ ID NO:120, SEQ ID
NO:121, SEQ ID NO:122, SEQ ID NO:123, e SEQ ID NO:124, e é expresso
por um Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido em meio que
compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido no meio
sem 2,2’-dipiridil; e

em que o polipeptideo com um peso molecular de 33 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID
NO:126, SEQ ID NO:127, SEQ ID NO:128, SEQ ID NO:129, SEQ ID NO:130,
SEQ ID NO:131, SEQ ID NO:132, SEQ ID NO:134, SEQ ID NO:135, SEQ ID
NO:136, SEQ ID NO:137, SEQ ID NO:138, SEQ ID NO:140, SEQ ID NO:142,
e SEQ ID NO:143, e é expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel
guando crescido em meio que compreende 2,2-dipiridil a 1600 uM
comparado a quando crescido no meio sem 2,2’-dipiridil;
caracterizado pelo fato de que é para a fabricacdo de uma composicdo para
o tratamento de uma infecgdo em um individuo que tem ou esta em risco de
ter uma infeccdo causada por um Staphylococcus spp., ou diminuigcdo da
coloniza¢cdo em um individuo colonizado por Staphylococcus spp.

12. Uso de acordo com a reivindicacéo 11, caracterizado pelo fato
de que o individuo é um mamifero.

13. Uso de acordo com a reivindicagéo 12, caracterizado pelo fato
de que o mamifero é um humanao.

14. Uso de acordo com a reivindicagéo 11, caracterizado pelo fato
de que o Staphylococcus spp. é S. aureus.

15. Uso de acordo com a reivindicagéo 11, caracterizado pelo fato
de que o anticorpo é anticorpo policlonal.

16. Kit para a deteccao de anticorpo que se liga especificamente

a um polipeptideo, caracterizado pelo fato de que compreende em recipientes

Peticao 870180040786, de 16/05/2018, pag. 14/24



10

15

20

25

30

10

separados:

ao menos cinco polipeptideos isolados que apresentam pesos
moleculares dentre 88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa, ou 33
kDa, em que o peso molecular € determinado através de eletroforese em um
gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sodio;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 88 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ
ID NO:7, 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, SEQ ID NO:17,
SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID
NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ
ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, e SEQ ID NO:33,
e € expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido
em meio que compreende 2,2-dipiridil a 1600 uM comparado a quando
crescido no meio sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 55 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:35,
SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:41, SEQ ID
NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46, SEQ
ID NO:49, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54,
SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, e SEQ ID NO:59, e é expresso por um
Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido em meio que
compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido no meio
sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 38 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:64,
SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:33, SEQ ID
NO:70, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, e SEQ ID NO:77, e é
expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido em
meio que compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido

no meio sem 2,2’-dipiridil;
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em que o polipeptideo com um peso molecular de 37 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:80,
SEQ ID NO:82, SEQ ID NO:84, SEQ ID NO:85, SEQ ID NO:86, SEQ ID
NO:87, SEQ ID NO:89, SEQ ID NO:90, SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:94, SEQ
ID NO:95, SEQ ID NO:96, SEQ ID NO:97, SEQ ID NO:99, SEQ ID NO:100,
and SEQ ID NO:101, e é expresso por um Staphylococcus aureus em alto
nivel quando crescido em meio que compreende 2,2'-dipiridil a 1600 pM
comparado a quando crescido no meio sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 36 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID
NO:103, SEQ ID NO:104, SEQ ID NO:105, SEQ ID NO:106, SEQ ID NO:107,
SEQ ID NO:108, SEQ ID NO:109, e SEQ ID NO:110, e é expresso por um
Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido em meio que
compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido no meio
sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 35 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID
NO:112, SEQ ID NO:113, SEQ ID NO:114, SEQ ID NO:115, SEQ ID NO:116,
SEQ ID NO:117, SEQ ID NO:118, SEQ ID NO:119, SEQ ID NO:120, SEQ ID
NO:121, SEQ ID NO:122, SEQ ID NO:123, e SEQ ID NO:124, e é expresso
por um Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido em meio que
compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido no meio
sem 2,2’-dipiridil; e

em que o polipeptideo com um peso molecular de 33 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID
NO:126, SEQ ID NO:127, SEQ ID NO:128, SEQ ID NO:129, SEQ ID NO:130,
SEQ ID NO:131, SEQ ID NO:132, SEQ ID NO:134, SEQ ID NO:135, SEQ ID
NO:136, SEQ ID NO:137, SEQ ID NO:138, SEQ ID NO:140, SEQ ID NO:142,
e SEQ ID NO:143, e é expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel
guando crescido em meio que compreende 2,2-dipiridil a 1600 uM
comparado a quando crescido no meio sem 2,2’-dipiridil; e

um reagente que detecta um anticorpo que se liga
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especificamente a um dos polipeptideos.

17. Composicéao, caracterizada pelo fato de que compreende:

uma combinacdo de anticorpos isolados que se ligam
especificamente a polipeptideos que possuem pesos moleculares de 88 kDa,
55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 kDa, em que o peso molecular
€ determinado através de eletroforese em um gel de poliacrilamida na
presenca de dodecil sulfato de sodio;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 88 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ
ID NO:7, 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, SEQ ID NO:17,
SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID
NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ
ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, e SEQ ID NO:33,
e € expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido
em meio que compreende 2,2-dipiridil a 1600 uM comparado a quando
crescido no meio sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 55 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:35,
SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:41, SEQ ID
NO:42, SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:44, SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46, SEQ
ID NO:49, SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52, SEQ ID NO:53, SEQ ID NO:54,
SEQ ID NO:57, SEQ ID NO:58, e SEQ ID NO:59, e é expresso por um
Staphylococcus aureus ATCC em alto nivel quando crescido em meio que
compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido no meio
sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 38 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:64,
SEQ ID NO:65, SEQ ID NO:66, SEQ ID NO:68, SEQ ID NO:69, SEQ ID
NO:70, SEQ ID NO:72, SEQ ID NO:75, SEQ ID NO:76, e SEQ ID NO:77, e é

expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido em
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meio que compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido
no meio sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 37 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID NO:40,
SEQ ID NO:82, SEQ ID NO:84, SEQ ID NO:85, SEQ ID NO:86, SEQ ID
NO:47, SEQ ID NO:89, SEQ ID NO:90, SEQ ID NO:91, SEQ ID NO:94, SEQ
ID NO:95, SEQ ID NO:96, SEQ ID NO:97, SEQ ID NO:99, SEQ ID NO:100, e
SEQ ID NO:101, e é expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel
guando crescido em meio que compreende 2,2-dipiridil a 1600 uM
comparado a quando crescido no meio sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 36 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID
NO:103, SEQ ID NO:104, SEQ ID NO:105, SEQ ID NO:106, SEQ ID NO:107,
SEQ ID NO:108, SEQ ID NO:109, e SEQ ID NO:110, e é expresso por um
Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido em meio que
compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido no meio
sem 2,2’-dipiridil;

em que o polipeptideo com um peso molecular de 35 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID
NO:112, SEQ ID NO:113, SEQ ID NO:114, SEQ ID NO:115, SEQ ID NO:116,
SEQ ID NO:117, SEQ ID NO:118, SEQ ID NO:119, SEQ ID NO:120, SEQ ID
NO:121, SEQ ID NO:122, SEQ ID NO:123, e SEQ ID NO:124, e é expresso
por um Staphylococcus aureus em alto nivel quando crescido em meio que
compreende 2,2’-dipiridil a 1600 uM comparado a quando crescido no meio
sem 2,2’-dipiridil; e

em que o polipeptideo com um peso molecular de 33 kDa
compreende as sequéncias de aminoacidos apresentadas em SEQ ID
NO:126, SEQ ID NO:127, SEQ ID NO:128, SEQ ID NO:129, SEQ ID NO:130,
SEQ ID NO:131, SEQ ID NO:132, SEQ ID NO:134, SEQ ID NO:135, SEQ ID
NO:136, SEQ ID NO:137, SEQ ID NO:138, SEQ ID NO:140, SEQ ID NO:142,
e SEQ ID NO:143, e é expresso por um Staphylococcus aureus em alto nivel

guando crescido em meio que compreende 2,2-dipiridil a 1600 uM
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comparado a quando crescido no meio sem 2,2’-dipiridil.

18. Composic¢édo de acordo com a reivindicagao 17, caracterizada
pelo fato de que compreende ainda um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

19. Composicédo de acordo com a reivindicagao 17, caracterizada
pelo fato de que os anticorpos sao anticorpos policlonais.

20. Composicao de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizada
pelo fato de que os polipeptideos sdo isolados de um Staphylococcus aureus
guando incubados em meios compreendendo 1600 uM de 2,2’-dipiridil e n&o
séo isolados quando crescidos nos meios sem 1600 uM de 2,2’-dipiridil.

21. Composicéo de acordo com a reivindicagéo 4, caracterizada
pelo fato de que os polipeptideos sdo isolados de um Staphylococcus aureus
guando incubados em meios compreendendo 1600 uM de 2,2’-dipiridil e n&o
séo isolados quando crescidos nos meios sem 1600 uM de 2,2’-dipiridil.

22. Uso de acordo com a reivindicagéo 7, caracterizada pelo fato
de que os polipeptideos sao isolados de um Staphylococcus aureus quando
incubados em meios compreendendo 1600 uM de 2,2’-dipiridil e ndo sao
isolados quando crescidos nos meios sem 1600 uM de 2,2’-dipiridil.

23. Uso de acordo com a reivindicacao 11, caracterizada pelo fato
de que os polipeptideos sao isolados de um Staphylococcus aureus quando
incubados em meios compreendendo 1600 uM de 2,2’-dipiridil e ndo sao
isolados quando crescidos nos meios sem 1600 uM de 2,2’-dipiridil.

24. Composicgao de acordo com a reivindicacdo 17, caracterizada
pelo fato de que os polipeptideos sdo isolados de um Staphylococcus aureus
guando incubados em meios compreendendo 1600 uM de 2,2’-dipiridil e n&o

séo isolados quando crescidos nos meios sem 1600 uM de 2,2’-dipiridil.
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Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier exibindo a porcentagem
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Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier exibindo a porcentagem
_ de sobrevivéncia apds a vacinagdo e o desafio
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Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier exibindo a porcentagem de
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Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier exibindo a porcentagem de sobrevivéncia
apés a imunizagdo passiva e o desafio heterdlogo com S. aureus 1477
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