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@Resumen:

Vacuna frente a Acinetobacter baumannii.

La presente invencion se refiere a una composicién
que comprende proteinas de la membrana externa de
A. baumannii y a su uso como vacunha para la
prevencién de infecciones causadas por este
patdégeno, asi como al procedimiento de obtencién de
dichas proteinas. Ademas se refiere a anticuerpos
aislados producidos tras inmunizar a un animal con la
composicion que comprende dichas proteinas.

Aviso:

Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.
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DESCRIPCION

Vacuna frente a Acinefobacter baumanni.

La presente invencidn se encuentra dentro de la medicina y de la microbiclogia v se refiere a una composicidn que
coraprende protefaas de la membrana externa de A. baumannii y a su uso como vacuna, asi como al procediraiento de
obtencidn de dichas protefuas.

Estado de Ia técnica anterior

Acinetobacter baumannii ¢s un bactlo aerobio grani-negativo con crecienie importancia como agente causal de in-
fecciones nosocomiales. La frecuencia de las infecciones causadas por A. bawmannii ha aumentado de forma alarmante
en las dos Gltimas décadas. Fisto inclove el aumento dramatico del siimero de iafecciones causadas por A, baumannii
multirresistentes y panrresistentes. Debido al incremento de las infecciones causadas por A. baumannii, v la emergen-
cla de cepas altamente resistentes, se requiere en la actualidad el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento frente
a ja infeccidn causada por este patdgeno

A. baumannii puede causar diferentes tipos dc tnfeccion d(‘p(:nd} endo de la rufta de entrada en el hudsped. Las
principales infecciones causadas por A. baumannii son neumonias, bacteriemias, infecciones del tracto urinario, infec-
ciones del lecho quirtrgico v meningius. Las infecciones respiratorias causadas por A. bawmannii son las mas comunes
y con un mayor riesgo de muerte. En un estudio desarrollado en 2003 en Estados Unidos se describié que el 6,9%
de los casos de neumon{a en pacientes ingresados en la unidad de cuidados intensivos {UCT) estaban causados por A.
bawmannii, 1o que suponia un incremento del 72% con respecto a los casos observados en 1986 (Gaynes & BEdwards
2005. Clin Infect Dis 41:848-54). En otros paises se ha descrito una frecuencia de casos de neumonia causados por
A. baumannii incluso superior, siendo del 9,6% en un estudio realizado en 12 pafses de Latino América, del “7 T en
Turqvfa y del 35% en la India (Gales er al., 2002. Lf:gm,.stu microbiolo 8y and infectious disease 44: ?ﬂl -311; Meric

et al., 2005. Japanese journal of infecticus dzseases 58:297-302; Agarwal e al., 2006. The Journal ofmjectwn 53:98-
105). La tasa de mortalidad asociada a casos de neumonia nosocomial cau sad‘a por Acinetobacter es muy elevada, con
rangos que varfan entre el 35 v el 70% (Fagon et al, 1996. Clin Infect Dis 23:538-42; Fagon et al., 1993. The American

jawna:’ of medivine 94:281-8; Gamacho Montero ef al., 2005, Intensive care medicine ”*1 649-55; Garnacho-Mouters

et al., 2003, Clin Infect Dis 36:1111-8). Los Tactores de rie sgo de infeccidn respiratoria por A. baumannii inchiven:
intubacién endotragueal, tra queotom‘-a tratamiento previo con aqflbm.lws estancias en UCH, cimgia reciente, y la
presencia de comorbilidades (Garcia-Garmendia ef al., 1999, Critical care medicine 27:1794-9; Martinez-Pellus ¢t
al., 2002, Enfermedades infecciosas y microbiologia clinica 20:194-9).

Avngue la geumonia nosocomial es la forma m 4@ cormin de la exfermedad, algueos casos de neurnon{as adqui-
ridas en la comunidad son causadas por A. baumannii. Al igual que la neumonia nosocomial, la neumonfa adquirida
en la comunidad causada por Acinefobacier presenta una tasa de roortalidad alta (Leung ef af., 2006, Chest 129:162-
9). Fn un estudio desarrollado en Espafia se muestra que el 3,1% de las neumonias graves adquiridas en la conwni-
dad estaban causadas por A. bagumannii (Fachon ef 2/, 1990. The American review “of respiratory disease 142:369-
73).

La mortalidad debida a las bacteriemias causadas por A. baumannii ha avmentado de forma signilicativa. En vun
estudio en 2003 se muestra que A. baumannii fue ¢l agente causante de este tipo de infecciones en un 2,4% de los
casos de infeccidn producidos en Hstados Unidos (Gaynes er al., 2005. Clin Infect Dis 41:848-54. Otro estudio si-
milar mositeé que en pacientes de UCT llegé a ser del 6,2% f\/‘v’lsphﬂg‘r woff ef al., 2000. Clin Infect Dis 31:690-7).
En estos estudios se describié una mortalidad por bacteriemia en el 20-60% de los casos. En Espafia, en un estu-
dio llevado a cabo en 1993 en el Hospital Universitario Virgen del Rocio de Sevilla, se observé que A. baumannii
fue el ageunte responsable del 27% de las bacteriemias causadas por bacterias gram-negativas (Cisneros ef al., 1996,
22:1026-32). Las causas mds comunes de bacteriemia fueron las p"oduuda‘; por infecciones respiratorias, infeccio-
nes del lecho quirdrgico, catéleres intravenosos, qucmauuras ¢ infecciones dci tracto urinario (Cisneros ef al., 1996,
22'1()26 32; Moreno et al., 1990. Lnfermea’adcs infecciosas vy microbiol clinica 8:606-9). La demostracion de la
creciente AmpO*tdncAa de este organismo es el hecho de que en varios nospltdles espafioles A. baumannii es ia tercera
causa mas comtin de meningitis (Moreno ef al., 1990. Enfermedades infecciosas y m/vrobro:ogm clinica 8:606-9),
v la segunda causa de la infecciones por quema&maa Frame ef al., 1994. The Journal of burn care & rehabilitation

13:281-6.

El tratamiento de las infecciones causadas por A. baumannii ha sido wmplmac.n debido a la emergencia durante las
Gitimas dos décadas de cepas multireesistentes v panresistentes. Un estudio Hevado a cabo en Estados Unidos entre los
afios 1986 y 2003 demostré que la resistencia a los antibioticos méds comuinmente usados se ha incrementado de forma
alarmante durante este perfodo, tnchiyendo un aurnento en el porc‘em'aje de aislamientos que mostraron resistencia
a ceftazidima {entre un 24% v un 67%), a amikacina {entre el 3% vy el 20%) y a imipenem {(eaire el 0% y el 20%)
(Gaynes ez al., 2005. Clin Infect Dis 41:848-54). Un estudio llevado a cabo en 2005 a nivel mundial en el que se analizé
la r:esis['cns:io a autibidticos de aislados de A. bawmannii, mostd que el 34% de las ¢ epas aisladas fuerou resistentes a
ceftazidima, el 40% a ciprofioxacino, el 30% a levofloxacino, el 26% a ggmamlc:qa v el 22% a cefepima (Rhomberg
et al., 2007. Diagnostic microbiology and infectious disease 59:425-32)
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Los estudios mostrados demuestran la habilidad de A. baumannii para adquirir rdpidamente resistencia a anti-
bidticos y causar infecciones nosocormiales graves. Todo ello ha desembocado en una alta prevalencia de cepas de
A. baumannii resistentes a los anti'hiéticm més usados con la excepeidn de colistina, aungue en los iltimos afios se
ha podido observar la ernergencia de cepas también con resistencia a colistina, denorninadas panresistentes (Reis
et al., 2003. Emerging infectious diseases 9:1025-7, Souli et al., 2006. Antimicrobial agents and chemotherapy
50:3166-9). En resumen, todos estos datos muestran la necesidad de desarroliar nuevas estrategias de (ratamien-
to y control para la infeccidn por A. baumannii. Una de estas vias de investigacién ha Sido e desarrollo de nue-
vas moléenlas con actividad antimicrobiana. Sin embargo, y dada la habilidad dg A. bawmannii en adquirir ripida-
mente resistencia a antibidticos, esta estrategia podrfa proporcionar vna solucidn tan so]o [w wporal. Por ello, si gue
siendo necesario un abordaje diferente con nuevas esirategias para la prevencidn de enfermedades causadas por A.
baumannii.

En esta linea, una posible alternativa para reducir la morbilidad y mortalidad causada por imfecciones por A. bau-
marnii es el desarrollo de una vacuna profiléctica. En esta aproxirmacion, al no basarse en el uso de antibidtic €os,
la aparicidn de nuevos fenotipos de resistencia no presentarfa un obstaculo. Se han desarrollado diferentes vacunas
parala pre"“ncmm de enfermedades causadas por muchas bacterias que incluven Haemophilus influenzae, Streptococ-
cus prneumonice y Neisseria meningitidis (Swingler et al., 2007, Cochrane database of systematic reviews (Ouline)
CD001729; Williams ez al., 2008. The Journal af 'rfecnon 56: 13 9; Makwana et al., 20007. CNS drugs 21:355-66).
Son vacunas que han demostrado ser seguras y efectivas en la prevencion de enfermedades producidas por bacterias
capaces de producir enfermedad invasora. Ademds de éstas, existen un ntiraero de vacunas que estdn siendo desarro-
ladas para la prevencidn de enfermedades causadas por otras bacterias patogenas, incluyendo microorganismos tales
como Staphvlococcus aureus y FPseudomonas aeruginosa, que al igual que A. baumannii presentan cepas altamente
resistentes (Projan et al., 2006 Current opinion in pharmacology 6:473-9; Pler er al., 2005. Expert review of vaccines
4:645-56.

Una vacuna eficaz estimula la respuesta inmune a través de la produccién de anticuerpos frente al microorga-
nismao patdgeno. La mayor{a de las vacuuas frente a bacterias -.lded.S hasta la fecha han sido producidas a través
de la purificacidn de cornponenies bacterianos. Los ant{genos utilizados para la produccion de muchas vacunas han
consistido en comporentes de la pared celular de la bacteria. Esto se debe al hecho de que anticuerpos dirigidos
frente a antigenos localizados en la superficie exterior de la bacteria son capaces de neuiralizar eficazmente al paté-
geno. Los antigenos purificados son combinados con un adyuvante, inmunomodulador que incrementa la potencia de
la respuesta inmuuitaria. La administracién de esta cornbinacidn antigeno-adyuvante produce una respuesta inmune
contra los ant{genos derivados de la bacteria. Estos anticuerpos son capaces entonces de neutralizar al patdgeno in-

vasor o la toxina producida por el patdgeno, no desarroliando infeccién con relevancia cifnica tras la exposicidn al
patdgeno.

o resumen, la frecuencia de infecciones graves causadas por A. bagumannii ba avrcewtado significativamente a
lo targo de las dos tiltumas décadas. Paralelamente, también han aumentado las infecciones producidas por cepas
multrresistentes y panresistentes de A, baumannii. Debido a esta tendencia, es necesario el desarrolio de nuevas
estrategias para el tratarniento v la prevencion de infecciones causadas por este microorganismo. La vacuna descrita
en esta pd.@l’it representa una aproximacion terapéutica novedosa para reducir la morbilidad v mortalidad derivadas
de las infecciones causadas por A. baumannii.

Prescripcidn de ia invencién

La presente invencin proporciona una compos‘cién a base de proteinas de la membrana externa de A. baumannii,
los anticuerpos producidos por la inmunizacidn de un animal con dichas prote{nas, su uso conw medicarnecio, ¥
concretamente su Uso como vacina, para la prevencidn o tratamiento de infecciones de A. baumannii.

Por tanto, un primer aspecto se refiere a una composicidn, de ahora en adelante LO"I]pOSiClO"& de la invencidn, que
comprende al menos una de las protefnas purificadas de la membrana externa de A. bawmannii qm se seleccionan
de ia lista que comprende: secuencia aminoacidica SEQ 1D NG: 1, SEQ 1D NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NG:
4 SPQ ID NO: 5, SEQ ID N(: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: &, SEQ ID NG: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:
11, SEQ D NO: 12, SEQ ID NG: 13, SEQ D NO: 14, SEQ 1D NO: 15, SEQ ID NG: 16; SEQ ID NO: 17; SEQ
ID NO: 18; SEQ 1D NO: 19; SEQ 1D NO: 10; SEQ H‘) N(x 21; SEQ 1D NO: 22; SEQ ID NO: 23; SEQ ID NG
24; SEQ 1D NO: 25; SEQ ID NO: 26; SEQ ID NG: 27; SEQ 1D NO: 28; SEQ ID NO: 29; SEQ 1D NO: 30; SEQ
D NG: 31 SEQ ID NG: 32; SEQ ID NGO: 33; SEQ D) NO: 34; SEQ ID NO: 35; SEQ D NO: 36; 5EQ 1D NO:
37; SEQ ID KO: 38; SEQ D NO: 39; SEQ ID NO: 40; SEQ ID NO: 41; SEQ ID NO: 42; SEQ ID NO: 43; SEQ
I3 NO: 44 SEQ ID NO: 45; SEQ 1D NO: 46, SEQ 1D NO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ 'ED NG: 49, SEQ 1D NG
50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 56, SEQ
D NQO: 57, SEQ ID NO: 538, SEQ 1D NO: 59, SEQ 1D NO: 60 y SEQ 1D NO: 61, o cualguiera de sus combinacio-
nes.

En unarealizacidn preferida de este aspecto, composicion de la invenciodn, que comprende las protefnas purificadas
de la menbrana externa de A. baumannii de secuencia arinoacidica SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NG: 3,
SEQID NG: 4, SEQID NO: 5, SEQID \I() 6 SEQID NG: 7, SEQ ID NG: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ D NO: 10, SE
[D NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16; SEQ 1D NO: 17
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&LQ 1D NO: 18; SEQ ID NO: 19; SEQ ID NO: 10; bLQ Y NO: 21 SEQ ID NO: 22 SEQ 1D NO: 23: SEQ 1D NO:

4 SEG ID NO: 25; SEO 1D NO: 26; SEC ID NO: 27; SEO D NO: 28: SEQ ID NO: 29; SEQ 1D NO: 30; SEQ ID
N 31; SEQ ID NO: 32: SEQ ID NO: 33: SEQ ID NO: 34: SEQ 1D NO: 35; SEQ ID NO: 36; SEQ ID NO: 37; SEQ
ID NO: 38; SEQ 1D NO: 39: SEQ ID NO: 40; SEQ ID NO: 41; SEQ 1D NO: 42; SEQ ID NO: 43; SEQ ID NO: 44:
SEQ ID NO: 45; SEQ 1D NO: 46, SEQ 1D NO: 47, SEQ ID NO: 48, SFQID NO: 49, SEQ 1D NO: 50, SEQ 1D NO:
51, SEQ 1D NO: 52, SEQ ID NO: 53, SEQ 1D NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 57, SEQ ID
NO: 58, SEQ 1D NO: 59, SEQ ID NO: 60 y SEQ ID NO: 61.

En ofra realizacion pre ferida, la c:a)mp(muon de la jnvencidn com pre‘nde ademds, e‘ccipieme@ farmacéuticamente
aceptables. En otra realizacion preferida, la composicién de la invencidn comprende, ademas, un ucvuwntc Hn una
realizacion aln mds p‘”ffﬂ"hﬂd el ddywmte es el fosfato del alominio. En una realizacion parflc ular, la composmwn
de la invencidn comprende las protefnas purifi

ficadas de la membrana externa de A. bauwmannii a una conceniracion de
500 pg/ml mezcladas con el fosfato del aluminio en un ratio 1:1 (v/v)

En esta pieraoria se entiende como Acinetobacter baurnannii cualquier organismo pertenecicnie al superreino Bac-
a, phyvium Portechacteria, clase Gamrmmaproteobacteria, orden Pseudomonadales, familia Moraxellaceae, géuero
Acinetobacier.

Las protefnas purificadas (los péptidos) de la mermbrana externa de A. baumannii se formulan en composicio-
nes para usar como inrnundgeno. Hstos inmuadgenos pueden también ser usados como vacunas en animales, v més
particularmente ep marniferos, incluyendo humanos, ¢ producir una respuesta en la produccitn de anticuerpos en los
roismos. Para la formulacidn de tales composiciones, una cantidad efectiva inmuouoldgicamente de al menos uno de los
péptidos es mezclado con un transportador adecuado aceptable fisioldgicamente para la administracién a mamiferos
incluyendo humanos. Los péptidos pueden estar covalentemente hgados entre ellos, a ofros péptidos, a una proteina
transportadora o con otros transportadores, incorporados en liposoras u otras vesiculas similares, y'o mezclados con
un adyuvante o absorbente como es conocido en el campo de las vacunas, como por ejemplo, pero sin limitarnos, el
fosfato del alominio, o con complejos inrauncestirnuladores. Alternativamente, los péptidos no estdn .3(0p1ad(v% y rae-
rarnente mezclados con un transportador aceptable fisioldgicamente tal corao un compuesto tampdn o salino normal
adecuado para la administracidn a mamileros inclhuyendo humanos.

Por tanto, las protefnas purificadas de la membrana externa de A. baumannii de la composicion de la invencidn
presentan secuencias antigduicas protectoras. La expresion “ant{geno protector”, tal como se usa en la presente inven-
cién, define aquellos antfgenos capaces de generar una e spuesta inmune (inmunogénica) protectora del hospedador,
es decir, una respuesta del hospedador, que conduce a la generacion de moléculas efectoras inmunes, m?'uwrpos ¢
céhulas que reducen o im wpiden la reproduccidn de la bacteria A. baumannii o la daflan, inhiben o matan, “proftegien-
do” asf al hospedador de una enfermedad clinica o sub-clinica y/o de una pérdida de productividad. Tal respuesta
inmune protectora puede roaaifestarse combumente por la generacidn de anticuerpos gue son capaces de impedir su
reproduccion y/o conducir a fa muerte al mismo.

Corno ex todas las composicionss inmunogéuicas para producir una respuesta en anticuerpos, las canddades efec-
tivas inmunogénicamente de los péptidos de la invencién deben ser determinados empiricamente. Los factores que se
consideran incluyen la inrmunogenicidad del péptido natural, esté o no el pepudo bou*plqa\in con un enlace covalente
a un adyuvante o una proteina tmmportad@ "a 0 otro transportador ¥ via de adminisiracién para la conposicion, por
ejemplo, ¥ sin limnitarse a estas, intravenosa, intramuscular, subcutdnes, y como en una realizacion particular de la
invencion, intranasal, asi cormo el mimero de la dosis de inmunizacién qu(, se administrar{a. Tales factores son co-
nocidos en el campo de las vacunas y estd en conformidad con la habilidad del inmundlogo que ha realizado tales
determinaciones sin una expertmentacién indebida. Preferiblemente, la composicidn de la invencidn comprende las
protefnas pur‘ﬁcad-”‘ de la membrana externa de A. baumannii a una concentracidn de 500 pg/ml mezcladas con ¢l
fosfato del aluminio en un ratio 1:1 {v/v).

Otro aspecto de la invencidn, se refiere a los anticuerpos aislados producidos iras la inmunizacién de un animal,
preleriblernente un mamifero, con la composicidn de la invencidn, o con uno ¢ varios péptidos de la composicion de
la invencidn. Dichos anticuerpos pueden estar purificados, o no. La generacién y purificacién de anticuerpos puede
realizarse en el laboratorio segin los procedimientos generales conocidos en el estado de la téenica.

Los péptidos o los anticuerpos de la presente mvencidn pueden fornwlarse para su administracidn a ue animal, y
mds preferiblemente a vn mamifero, incluyendo al hombre, en una variedad de formas. Asi, los anticuerpos pueden
estar en disolucién acuosa estéril o en flnidos bioldgicos, tal come suero. Las disoluciones acuosas pueden estar tam-
ponadas o no tamponadas vy tienen componenies activos o inactivos adicionales. Los componentes adicionales incluyen
sales para modular 2 fuerza 1dsica, conservantes incluyvendo, pero sin limitarse a, agentes antimicrobiancs, antioxi-
dantes, guelantes, y similares, y nutrientes incluyendo glucosa, dextrosa, vitarninas y minerales. Alternativamente, los
péptidos o los anticuerpos pueden prepararse para su administracion en forma solida. Los anticuerpos pueden com-
binarse con varios vehiculos o excipientes ige 1(*5, incluyendo pero sin lHmitarse a; aghitinantes tales como cehilosa
microcristalina, goma tragacanto, o gelating; excipientes tales como almidon o lactosa; agentes dispersantes tales co-
mo acido edumw o almidoén de maiz; lubmcurtes tales como estearato de magnesio, deshzamw tales como didxido
de silicio coloidal; agentes edulcorantes tales corno sacarosa o sacarina; o ageales aromatizantes tales como menta o
salicitato de metilo.
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Los péptidos de la compmici()n de la invencidn, los anticuerpos de la invencion, o sus formulaciones pueden
adminisirarse a un animal, incluyendo un marifero y, por tanto, al hombre, en una variedad de formas. Tales medios
incluyen, pero sin Ltn:tarse a, infraperitoneal, intravenoso, intramuscular, subcutdneo, intracecal, intraveniricular, oral,
enteral, parenteral, intraaasal o dérmico.

La dosificacién de los péptidos de la composicidn de la invencidn o de los anticuerpos para obtener una cantidad
farmacéuticamente eficaz depende de una variedad de factores, como por ejempio, la edad, peso, sexo, tolerancia,.
del animal.

Los autores de la presente invencion demuestran en los ejeniplos ia eficacia de esta compos icién para la jarouni-
zacion de ratones frente a inlecciones de A. baumwr wnii. Por tanto, olro aspecto se refiere al uso de la composicidn de
la invencidn v/o de los anticuerpos de la invencién para la elaboracion de un reedicarsento, o alternativamente, a la
composicion y/o a los anticuerpos de la invencién para su uso como medicamento.

Otro aspecto se refiere al use de la LO"I]pOSlClO"& de la invencidn y/o de los anticuerpos de la invencidn para la
elaboracién de un medicamento para la prevencion o el tratamiento de infecciones de A. baumannii o alternativamente,
a la composicidn de la invencidn o a 1os antic HErpos de la invencién para su uso €n ]a prevencidn o el watarniento
de infecciones de A. baumannii. En una realizacién preferida, la compos icién de la invencidn y/o los anticuerpos
fe la invencidn se usan para la elaboracidon de vn medicamento para la p*cvemwr o el tratamiento de infecciones
de A. baumannii en animales, més preferibleraente en roamiferos, v afin més prefenblemente en humanos. En otra
realizacion preferida, el medicamento es una vacuna. En otra realizacion p*efeflda la composicicn de ia invencicn
comprende, ademds, un advuvamte. En una realizacidn adn mds preferida, el adyovante es ¢l fosfato del aluminio.
En una reaiir‘cién particular, la composicion de la invencidn r:ompxendg Tas protefnas purificadas de la membrana
externa de A. baumannii a una concentracion de 500 pg/ml mezciadas con el fosfato del aluminio en un ratio 1:1
(viv).

Los pépudoes de la composicién de la invencidn son diiles como vacunas para profeger confra futuras infec-
ciones por A. baumannii o para potenciar la respuesta inraune contra la infeccién por A. baumannii en sujetos ©
animales va infectados. Aanue cualquier sujeto humano puede ser vacunado con los péptidos, los sujetos mds
adecuados son personas o animales con riesgo de padecer la infeccidn. Los anticuerpos sirven para la inmuniza-
cién pasiva de un animal, incluyendo mamiferos, v mds preferiblemente humanos. Los péptidos y/o los anticuer-
pos de iz invencidn pueden formularse en cantidades terapéuticamente efectivas para el tratamiento de animales,
rads preferiblemente mamiferos, v alln més preferiblernente hurnanos que han sido ianfectados por la bacteria A.
baumannii.

En el contexto de la presente invencion el término “vacuna” se reflere a una preparacion antigénica empleada para

establecer la respuesta del sisterna inmune a una enfermedad. Son ptcpata\ios de antfgenos que una vez dentro del

organismo provocan la respuesta del sistema inmunitario, raediante la produccidn de anticuerpos, y generan memoria
mmunoiogmc. produciendo inmunidad permanente o fransitoria.

En esta memoria, el término “adyuvante” se refiere a un agente, miertr“s no posea un efecto antigénico por s{
mismo, que puede estimular el sistema An‘nunc incrementando su respuesta a la vacuna. Aunqgue sin limitarse a ellas,
Jas sales de aluminio “fosfate de aluminio” ¢ “hidréxido de aluminio” son los dos ad yuvantes mis comtinmente
empleados en las vacunas. Otras sustancias, como por ejemplo el escoaleno, tarnbién se pueden emplear como adyu-

Vanies,

El término “medicamento”, tal y como se usa ex esta memoria, hace referencia a cualguier sustancia usada para
prevencidn, diagndstico, alivio, tratamiento o curacidn de enfermedades en el hombre y los anumales. Hn el contexio
de la presente invencién se refiere, también, a una composicién capaz de generar una respuesta inrmune frente a A.
baumannii, que estd causando dicha exfermedad en el hombre o los animales. Incluye, por tanto, lo que se conoce
como vacuna, tal y como se ha definido previamente en esta rnemoria.

El térovino “antigeno” en esta nerooria se refiere a una moléeula (generalmente una proteina o un polisacirnido), que
puede inducir la formacién de anticuerpos. Hay muchos tipos de moléculas diferentes gue pueden actuar de antigenos,
como las protefnas o *)(‘ptidos los poi;sa&:.m’ioa rads raramente, otras rooléculas como los dcidos nucleicos. Fn
concreto, en esta remeoria, ef éroxine antigeno hwr‘a referencia a los péptidos o proteinas pi l“lﬁCod&‘i de la membrana
externa de A. baumannii de sedt uencia aminoacidica SEQ 1D NO: 1, SEQ 1D NG: 2, SEQ D NO: 3, SEQ D NO: 4,
}ID NO: 3, SEQ 1D NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ 1D NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEO I NG: 1,
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:
18; SEQ ID NO: 19; SEQ 1D NO: 16; SEQ 1D NO: 21 SEQ 1D NG: 22; SEQ ID NG: 23; SEQ 1D NG: 24; SEQ ID
NO: 25; SEQ 1D NO: 26; SEQ 1D NOG: 27; SEQ 1D NO: 28; SEQ 1D NO: 29; SEQ ID NO: 30; SEQ ID NO: 31, SEQ
D NO: 325 SEQ 1D NO: 33; SEQ ID NO: 34; SEQ 1D NO: 35; SEQ 1D NG: 36; SEQ 1D NO: 37; SEQ 1D NO: 38;
SEQ ID NO: 39; SEQ 1D NO: 40; SEQ ID NG: 41; SEQ D NO: 42; SEQ ID NO: 43; SEQ ID NO: 44; SEQ 1D NO:
45; SEQ ID NO: 46, SEQ ID NQO: 47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID
NQO: 52, SEQ 1D NO: 53, SEQ 1D NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ [D NO: 56, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NG: 58, 5EQ
D NO: 59, SEQ ID NG: 60 y SEQ ID NO: 61
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En el sentido utilizado en esta descripeidn, la expresion “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad
de péptidos, anticuerpos o fragrnenios de anticuerpos para producic e} efecto deseado v, en general, vendrd determi-
nada, entre otras causas, por las caracteristicas propias de dichos péptidos y anticuerpos, v el efecto terapéutico a
conseguir. Los adyuvantes y vehiculos farmacduticamente aceptables que pueden ser utilizados en dichas composicio-
nes son los vehiculos conocidos por los técnicos en la materia. Las composiciones proporcionadas por esta invencion
pueden ser facilitadas por cualquier via de administracion, para lo cual dicha composicion se formulard en la forma
farmacéutica adecuada a la via de administracion elegida.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un procedimiento para ia obtencidn de los pépudos o proteinas de la
merabrana externa de A. baumannit, de ahora en adelante procedimiento de ja invencidn, que comprende:

a. Inocular un litro de cultivo de caldo de Mueller-Hinton con una colonia de A. baumannii ATCC 19606,

b. Incubar hasta conseguir una densidad 6ptica de 0.6 a 600 nm,

c. Lavar las bacterias con 30 ml del 10 mM tampdn de fosfato pH 7.2,

d. Centrifugar a 6.000 x g durante 10 min,

e. Resuspender los peliets bacterianos en 10 mi de 10 mM tamp6n de fosfato pH 7,2 v lisados por sonicacién
5 veces x 1 rninuto.

f. Flirninar ias células no lisadas por centrifugacion a 6.000 x g durante 5 minutos,

g, Centrifugar el sobrenadante obtenido a 4°C a 20.000 x ¢ durante uea hora,

h. Eliminar las proteinas de la membrana interna por solubilizacion con 5 ral de 2% N-laurylsarcosinata en 10
mM tampdn de fosfato pH 7.2 durante 30 min a 37°C,

i Precipitar la fraccidn insoluble (que contiene las protefnas de la membrana externay por centrifugacion a
4°C 2 20.000 x g durante una hora,

i Lavar el peller obtenido una vez con 2 ml de 62,5 mM Tris-HCl pH 6,8 v centrifugar a 4°C durante una
hora.

k. Resuspender el peller obtenido en una solucién de 5% sodium dodecyl sulphate (SDS) y precipitar de nuevo
con metanol v cloroformmo,

L. Resuspender en PBS (suero salino {osfatado) estéril.

Resulta obvio para un experto en la materia que pequeilas variaciones debidas, por ejemplo, a errores de medida,
ex los valores del procedirpiento para la obdtencidn de los péptidos o protefnas de 1o membrana externa de A. baumannii
darfan hugar, igualmente, a dichos péptidos. Por tanto, los valores especificados en el procedinriento de 1a invencidn son
aproximados. Alternativarnente, los péptidos de la composicién de la invencidn pueden producirse por otros métodos
conocidos en el estado de la téenica. El disefio de péptidos sintéticos es conocido en el estado de la téenica, por ejemplo,
mediante la sintesis en fase solida de Merrifield, que permiten producir guimicamente los mismos para cantidades
ne Bmitadas. Tarabidn pueden prepararse por expresion en una célula hospedadora que contiene vua molécula de
ADN recombinante que comprende una secuencia de nucledtidos que se transcribe al péptido o a los péptidos de la
composicién de la invencion, unida o no operativamente a una secuencia de control de la expresion, o en un vehiculo
o vector de clonacidn de ADN recombinante que contiene tal molécula de ADN recombinaste. Alternativamente, los
péptidos pueden expresarse por inyeccion directa de una simple molécula de ADN en una célula hospedadora.

La expresidn de las secuencias codificadoras de los péptidos de la composicidn de ia invencidn, o sus fragraentos
inmunogéuicos, conforme a la invencidn, wtilizando una serie de técnicas y sisternas de expresion conocidos, inchuyen-
do Ia expresion en células procaridticas tales como E. coli v en células eucaridticas tales come levaduras, permitirian
obtener dichos péptidos, que serfan dtiles para la elaboracion de un medicamento, v para la prevencion o el tratamiento
de infecciones de A. baumannii.

Los términos “secuencia aminoacidica”, “péptido”, “oligopéptido”, “polipéptide” vy “protefna’” se usan aquf de
manera intercambiable, y se refleren a una forma polimérica de aminodcidos de cualguier longitud, que pueden estar,
0 10, quimica o bioquimicamente modificados.

A lo largo de la descripeitn y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes © pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracterfsticas de la invencidn se desprenderdn en parte de la descripeidn v en parte de la préctica de 1a iavenciodn.
Los siguicntes ejeraplos y dibujos se proporcionan a modo de Hustracion, v 1o se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.
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Bescripeion de las figuras
Fig. 1. Esquema de la obtencién de las protefnas de la membrana externa de A. baumannii ATCC 19606.

1

Fig. 2. Esquema de la inyeccidn de la vacuna, la recogida de suero e inoculacién de los ratones con

bacteria.

e

F;{_ 3. Niveles de anticuerpos frente a las protefnas de la membrana externa de A. bawsmannii en el sucro de ratones
después de dos inyecciones de 1a vacuna Q‘\/acunado, n = 10}, o dos inyecciones de s6lo adyuvante (Sin Vacunar, n =
],Uj Los ntveles de anticuerpos en los ratones vacuuados fueron significativarnente més altos que en los ratones sin
vacunar (p = 0,0002, test de Student).

rencia de los ratones vacunados y los ratones sin vacunar despuds de inoculacion con A. baumannii

g. 4. Supervi
AT(,C 19606.

Fig. 5. Ratones sanos (n=5/grupo) fueron inyectados infraperitonealmente con 154 41 suero con anticuerpos frente
a las protefnas de la membrana externa {(Suero anti-PME) 0 150 41 suero limpio. Ocho horas después los ratones fueron
inoculados con 1.0 x 106 uic A. baumannii ATCC 19606 por inyeccion intraperitoneal y la supervivencia fuoe medida
durante 7 dfas (*p < 0.01; Log-ran k test).

Ejemplos

A continuacién se ilustrard la invencién mediante unos ensayos realizados por los inventores, que pone de mani-
fiesto la especificidad y efectividad de la composicién de la invencion como vacuna frente a A. baumannii.

FPurificacion de las proteinas de la membrana externa

Las proteinas de la membrana externa de la cepa A. baumannii ATCC 19606 (obtenida a través del /&meri{‘an 5y pe
Culture Collection) fueron extraidas utilizando la téenica descrita a countinuacién (Figura 1), Un litro de culiivo de
caldo de Mueller-Hinton fue inoculado con una colonia de A. baumannii ATCC 19606 ¢ incubado hasta obtener una
lensidad Optica de 0,6 a 600 ara. Las bacterias fueron lavadas vna vez con 30 ml del 10 mM tampdn de fosfato pH
7,2, v centrifugadas a 6.000 x g durante 10 min. Los pellets bacterianos fueron resuspendidos. Las células no lisadas
fueron eliminadas por centrifugacion a 6.000 x g durante 5 minutos. El sobrenadante obtenido {fue centrifugado a 4°C
a 20.000 x ¢ duraate una hora para precipitar Las membranas. Las prote"naq de la mernbrana i glerea fueron ehiminadas
por solubilizacién con 5 mi de 2% N-laurylsarcosinata en 10 mM .ampon de fosfato pH 7,2 durante 30 min a 37°C.
Tras la solubilizacidu, 1a fraccidn insolut sie (gue contiene las protefnas de la merabrana externa) fue precipitada por
centr m,.gucmn a 4°C a 20.000 x g durante una hora. Bl peller obtenido fue lavado una vez con 2 ml de 62,5 raM Tris-
HCI pH 6.8 v centrifugado a 4’(3 urante una hora.

Para eliminar las endotoxinas de la bacteria, el pellet obtenido fue resuspendido en una solucién de 5% sodium
dodecyl sulphate (SDS) y precipitade con metanol y cloroformo. Después de la precipitacion, las proteinas de la
membrana externa libre de endotoxinas fueron resuspendidas eo PBS estéril.

Adicicn del adyuvante

Las protefnas purificadas a una concentracion de 500 pg/mi fueron mezcladas con el adyuvante del fosfato del
aluminio en un ratio 1:1 (v/v).

Determinacion de los L‘O?"!”DOW@IZZ«?\ de la vacuna

Para determinar los componentes de la vacuna, las protefnas purificadas de la membrana externa fueron identifi-
cadas por cromatografia lquida y espectrornetria de masa (LZ/MS/MS). Los componentes de la vacuna identificados
por LC/MS/MS se nuestran en la Tabia 1.
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TABLA 1

Componentes de la vacuna

SEQ I NO:

Mo, identificacion {NCBY

Proteing
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i - gutative phospholinage AT precursor
SECHD MO & CHITARB41084 : : ‘

{RigA)

SEQ D NQUES GTA6840876 putative peoidoghcan-binding LysM

SEQIDNG: 56 ol 126642362 slongation factor Tt

SEQID NG ST qii26642630 peptidogiyean-associated fipoprote
FHEnEsy

SEQIDIRG: S8 gquipassiasy puiative hemolisina

SEO 0 NO: 55 483755420 arbapenaT-asseisted resisiance
oratein RIeOLIS

SEG D NG 80 GHI2EE41105 hypothetical prolein A18_ 1088

SEQHD NO a1 SiS00s3ae7 FOFT AT syrthase subuni alpha

Determinacion de la eficacia de la vacuna

Para determinar la eficacidad de la vacuna, se utilizd un modelo de sepsis en ratones C57BL/6. Los ratones (n=1{0)
fueron inyectados intramuscularmente con 100 pl de la vacuna (25 pg protefna) y posteriormente inyectados de nuevo
tres sernanas despuds (Fig. 2). Corno control negativo, diez ratones fueron invectados con PBS mas adyuvante (sin
proteinay en paraielo.

Una serana d:r)ﬁ pués de la segunda inyeccidu, se recogieron rauesiras de sangre de cada ratén que fueron wiilizadas
para determinar la cantidad de anticue erpos (12G) h“cme a las protefnas de la membrana externa por la técnica de
FLISA. En todos 105 ratones inmunizados se de[@c[&mn niveles altos (titulo ms,d]o =7,8 x 10%) de anticuerpos frente
a las protefnas de la reembrana exteraa, raientras gue en los ratones control inyectados con séio el adyuvante (conirol
negativo} no se detectaron anticuerpos (Fig. 3).

Dos semanas después de la segunda myu:cmn. tos ratones fueron inoculados con una dosis alta (1,5 x 10°) de la
cepa ATCC 19606 de A. baumannii por inyeccién intraperitoneal. La supervivencia de los ratones fue monitorizada
durante Jos 7 dias siguieates. Todos los ratones vacunados sobrevivieron, raientras que 9 de los 10 ratones inyectados
con solo adyuvante murieron durante los dos dias posteriores a la inoculacién (Fig. 4). La diferencia en supervivencia
fue significativa estad{sticamente {p < G,01, pr ueba | log-rank).

bauwmannii

Para determinar si los anticuerpos {rente a las protefnas de la membrana externa son capaces de proteger irente a
infeceidn por A. baumannii, ratones sanos (n=5/grupo) fueron inyectados con 150 pl de suero con anticuerpos frente
a las protefnas de la membrana exierna de ratones inmunizados o 150 ul de suero de ratones no inraunizados. Ocho
horas después de inyectar los sueros, los ratones fueron inoculados con 1.0 x 10° ufe A. buamannii ATCC 19606, v
la s,hpervwencia fue medida durante siete dias. Comno se muesira en la Figura 1C, todos los ratones inyectados con
el suero con anticuerpos frente a las protefnas de la membrana externa sobrevivieron (Figura 1C; Suero anti-PME),
mientras que todos los ratones inyectado con suero lmpio murieron dentro de las 24 horas tras la inoculacidn (Fig.
1C; Su'cm lirnpio). Estos resultados muestran que los anticuerpos frente a las protefuas de la merabrana exterua sou

capaces de proteger {rente a infeccidn por A. baumannil.

10
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REIVINDICACIONES

1. Lompos cidén farmacéutica que comprende las pro&emeﬁ purificadas de la membrana externa de A. baumannii de
‘ar,( pegcta aminoacidica SEQ D NO: 1, SEQ 1D NQ: 2, SEQ D NG: 3, SEQ D NO: 4, SEQ D NO: §, SEQ 1D NG
6, SEQ ID NO: 7, SEQ 1D NO: 8, %PQ D NO: 9, SEQ ID NO: 16, SPQ ID NO: 11, SEQ 1D NO: 12, SEQ D NO:
13, SEQ 1D NQO: 14, SEQ D NG 15, SEQ ID NO: 16 SLQ I NG: 17; SEQ D NG: 18; SEQ I NG: 19, SEQ ID
NO: 10, SEQIDNO: 2L, SEQID ‘\0 22: SEQIDNO: 23, SEQID N() 24 SEQ 1D NG: 25; SEQ 1D NO: 26; SEQ
D NO: 27; SEQ 1D NO: 28; SEQ ID NO 29; SEQ 1D NO: 30; SEQ D NO: 31; SEQ ID NO: 32; ; SEQ D NO: 33;
SEQID NO: 34; SEQ 1D NG 35; SEQ 1D NG: 36; SEQ 1B NG: 37; SEQ 1D NG: 38; SEQ ID \YO 39 SEQ D NO
40; SEQ ID NO: 41; SEQ 1D NO: 42; SEQ ID NO: 43; SEQ 1D NO: 44; SEQ ID NO: 45; b}*Q 1D NO: 46, ‘SH\ 113
NG 47, SEQID \() 48, %LQ 1D NG 49, SEQ D NO: 50, SEQ T NO: 51, SEQ D NO: 52, SEQ 1D NO: 53, SEQ
D NO: 54, SEQ D NO: 55, SEQ ID NO: 536, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59, SEQ 1D NO: 60y
SEQ ID NO: 61,

2. Composicidn farmacéutica segin la reivindicacién 1, que ademds comprende excipientes farmacéuticamente
aceptables.

3. Composicidn segiin cualquiera de las reivindicaciones 1-2, que ademds comprende un adyuvante.

4. Composicidn segun la reivindicacion 3, donde el adyuvante es fosfato del alunminio.

3. Composicién segiin cualguiera de las reivindicaciones 1-4, donde las protefnas purificadas de la membrana
externa de A. baumannii se encuentran en una concentracién de 500 ug/m! mezcliadas con el fosfato del aluminio en

un ratio 1:1 (viv),

6. Anuwerpns aislados producidos tras la inmunizacion de un animal con una composicion segiin cualquiera de
las retvindicaciones 1-5.

7. Anticuerpos seglin la reivindicacién anterior, donde el amimal inmunizado es un mamifero.

%. Uso de una composicion segiin cualquiera de las reivindicaciones 1-5, o de un anticuerpo segin las retvindica-
ciones 6-7, para la elaboracidn de un medicamento.

9. Uso de una composicion segin cualquiera de las reivindicaciones 1-5, o de un anficuerpo segin las reivin-
dicaciones 6-7, para la elaboracidn de un medicamento para la prevencion o el fratamiento de infecciones de A.
baumannii.

10. Uso de una composicidn o de un anticuerpo seglin cualquiera de las reivindicaciones 8-9, donde el medicamento
€$ una vacuna.

11. Procedimiento para la obtencidn de los péptidos o protefnas de la membrana externa de A. baumannii de la
composicidn segiin cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que commprende:

a. Inocular un litro de cultivo de caldo de Muclier-Hinton con una colonia de A. baumannii ATCC
19606,

b. Incubar hasta conseguir una densidad 6ptica de (0,6 a 600 nm,

c. Lavar las bacterias con 30 mi del 10 mM tampdn de fosfato pH 7,2,

d. Centrifugar a 6.000 x g durante 10 min,

e, Resuspender los pellets bacterianos en 16 mil de 10 raM tampdn de fosfato pH 7,2 v lisados por sonica-

cién 5 veces X 1 minuto.

{. Elirainar las células no lisadas por centrifugacion a 6.000 x g durante 53 minutos,
g. Centrifugar el sobrenadante obtenido a 4°C a 20.000 x g durante una hora,
h. Eliminar las protefnas de la membrana interna por solubilizacién con 5 mi de 2% N-laurylsarcosinata

en 10 mM tampdn de fosfato pH 7,2 durante %0 min a 37°C,

Precipitar la fraccidn insoluble (que couticne las proteinas de la membrana externa) por centrifugacidn
a4°C a 20.000 x g durante vna hora,

iE Lavar el peller obtenido una vez con 2 ml de 62,5 mM Tris-HCI pH 6,8 v centrifugar a 4°C durante una
hora.

11
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k. Resuspender el pellet obtenido en vna solucién de 5% SDS vy precipitar de nuevo con metanol y cloro-
forno,

L Resuspender en PBS estért].
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Lizsis de las baclerias por sonicacion

’

Separacion de las membranas v las proteinas cltoplasmicas,
Separacion de {as membranas externas v las membranas infernas con N
taurylsarcosinata,
®
Eliminacion de las endoioxinas por disociasion con 5% SD8,

!

PFrecipitacion de las proteinas con metano! v clorofarms,

;

Qhtencidn de la mezclsy de las profsinas punificadas con ol

adyuvanie.
FIG. 1
12 inysecion & inyeocitn Suers  Bacterla
0T
Semana 4 2 3 4 5 &
FiG. 2
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OPINION ESCRITA

N¢ de solicitud: 200930817

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinion.

DO1 KWON SANG-OH et al. “Proteome analysis of outer membrane 2009
vesicles from a clinical Acinetobacter baumannii isolate”. FEMS
Microbiology Letters. AGOSTO 2009. Vol. 297, N2. 2,

paginas 150-156. ISSN 0378-1097.

D02 US 6562958 B1 (GENOME THERAPEUTICS CORP.) 13.05.2003
D03 US 6713062 B1 (UNIV. MICHIGAN) 30.03.2004
D04 US 2007087019 A1 (ANTEX BIOLOG INC.) 19.04.2007

2. Declaracion motivada segtin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud divulga una composicién comprendida por proteinas purificadas de una fraccion aislada de la
membrana externa de A. baumannii mediante un procedimiento cromatografico y su uso como vacuna.

En concreto, las reivindicaciones 1-5, hacen referencia a las secuencias polipeptidicas SEQ.ID. N° 1-61, comprendidas en la
fraccion cromatogréfica aislada mediante el procedimiento de la reivindicacién 11, e identificadas por espectroscopia
LC/MS/MS. Las reivindicaciones 6, 7 hacen referencia a anticuerpos aislados tras la inmunizacién con la composicion. Las
reivindicaciones 8-10 hacen referencia al uso de la composicién, o del anticuerpo aislado, para la elaboraciéon de un
medicamento, en concreto una vacuna.

D01 divulga la secrecién de OMVs (vesiculas de la membrana externa) de un aislado de A. baumanni y el analisis del
proteoma de las mismas. El estudio describe la purificacién de vesiculas de membrana externa de A. baumanni mediante
SDS-PAGE vy electroforesis 2D, y el andlisis proteémico de las mismas mediante la técnica MALDI-TOF (tabla 1). El estudio
también divulga la existencia de algunas proteinas asociadas a las OMVs de A.baumanni con capacidad para modular una
respuesta inmune (pagina 154).

D02 divulga la expresion recombinante de secuencias polipeptidicas y nucleicas de Acinetobacter baumanni para ser
utilizadas en el diagnostico y terapéutica de patologias asociadas al microorganismo. Ademas divulga anticuerpos contra los
polipéptidos expresados y métodos para la produccion de los mismos.

D03 divulga la secuencia de OMPs, proteinas de membrana externa, de Acinetobacter, identificada como SEQ.ID. 2 y su
utilizacién con fines diagnésticos y terapéuticos. También divulga distintos péptidos con capacidad antigénica que se
identifican con ciertas partes de la SEQ.ID. N? 2 (reivindicacién 2)

D04 divulga el aislamiento y caracterizacion de la proteina de membrana externa OMP106 de Moraxella catarrhalis, su
secuencia génica y su uso como vacuna.

Ninguno de los documentos citados del estado de la técnica divulgan una composicion idéntica a la que aparece en la
presente solicitud, ni su uso como vacuna, por lo que el objeto de las reivindicaciones 1-11 cumpliria con el requisito de
novedad, segun se menciona en el art. 6 de la Ley 11/1986.

Tomando en consideracion D01 como el documento del estado de la técnica mas cercano al objeto de la invencién, la
diferencia entre D01 y la presente solicitud seria las secuencias identificadas y que comprende la composicién de las
reivindicaciones 1-5. El efecto técnico, producto de esa diferencia, seria la identificacion de secuencias de las proteinas de
la membrana externa distintas a las ya existentes. Por tanto, el problema que resuelve la presente solicitud seria la provisién
de secuencias de proteinas de membrana externa de A. baumanni adicionales a las ya existentes. Dado que D01 divulga el
anélisis proteémico de vesiculas de la membrana externa de A. baumanni aisladas mediante la combinacion de
electroforesis y espectroscopia de masas, el experto en la materia tendria indicios suficientes para modificar tales
procedimientos con el objetivo de aislar e identificar fracciones de membrana externa de A. baumanni alternativas a las ya
existentes, considerandose obvia la obtencién de resultados satisfactorios. Por tanto, las reivindicaciones 1-5, 11 carecerian
de actividad inventiva seglin se menciona en el art. 8 de la Ley 11/1986.

Ninguno de los documentos del estado de la téchica tomados solos o en combinacién permiten deducir de manera evidente
para el experto en la materia la capacidad antigénica de la composicién aislada comprendida en la fracciéon de la membrana
externa purificada y, por tanto, los anticuerpos aislados y el uso de la composicién como vacuna que aparecen en las
reivindicaciones 6-10 implicarian actividad inventiva tal y como se menciona en el art. 8 de la Ley 11/1986.
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