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DESCRIPCION

Bacteria atenuada viva para usar en una vacuna.

La presente invencién se refiere a bacterias atenuadas vivas para usar en un medicamento, a vacunas basadas en
tales bacterias utiles para la prevencion de patogénesis microbianas, a bacterias atenuadas vivas que portan un gen
heterélogo y a procedimientos para la preparacion de tales vacunas y bacterias.

Los medios por los cuales un animal de sangre caliente supera la patogénesis microbiana son un proceso complejo.
La inmunidad a patogénesis microbianas es un medio por el cual un animal de sangre caliente evita la patogénesis,
o padece un estado patogénico menos intenso. La inmunidad incompleta a un patégeno dado produce morbilidad y
mortalidad en una poblacién expuesta a un patégeno. Generalmente, se estd de acuerdo en que las vacunas basadas
en microorganismos vivos pero atenuados (vacunas atenuadas vivas) inducen un tipo de respuesta inmune altamente
eficaz. Tales vacunas tienen la ventaja de que, una vez que el hospedador animal se ha vacunado, la entrada de los
patégenos microbianos en el hospedador induce un recuerdo acelerado de inmunidad temprana, mediada por células
o humoral que es capaz de controlar el crecimiento adicional del organismo antes de que la infeccién pueda asumir
proporciones clinicamente significativas. Se reconoce generalmente que las vacunas basadas en un patégeno muerto
(vacuna muerta) son incapaces de lograr este tipo de respuesta. Sin embargo, las vacunas que contienen un patégeno
vivo presentan, dependiendo del nivel de atenuacion, el peligro de que el hospedador vacunado pueda contraer tras la
vacunacion la enfermedad contra la cual se estd buscando proteccion. Por lo tanto, seria deseable tener una vacuna que
posea los atributos inmunizantes de un microorganismo vivo pero que no sea capaz de causar efectos secundarios no
deseados tras la vacunacion.

La estrategia general para atenuar bacterias es la eliminacién de uno o mas factores virulentos. En la mayorfa de los
casos, sin embargo, los factores de virulencia juegan también un papel en la induccién de la inmunidad. En esos casos,
la delecion de los factores de virulencia deteriora inevitablemente las capacidades inmunogénicas de la bacteria. Esto
es por supuesto una situacion no buscada. Una vacuna viva debe mantener preferiblemente el complemento antigénico
de la cepa de tipo salvaje.

Ademds, la vacuna viva deber ser suficientemente avirulenta para evitar efectos patoldgicos inaceptables, pero por
otra parte debe provocar un nivel suficiente de inmunidad en el hospedador.

Finalmente, la vacuna viva atenuada no debe tener preferiblemente probabilidad de revertir en una cepa de tipo
salvaje virulenta.

Se ha descubierto ahora de forma sorprendente que puede delecionarse un gen que codifica una proteina conocida
por jugar un papel en el metabolismo central de carbohidratos en muchos géneros bacterianos, provocando comporta-
miento atenuado in vivo sin deteriorar la viabilidad de tales bacterias in vivo. Las bacterias de las cuales se deleciona
este gen muestras inesperadamente un cardcter atenuado. Ademads, ya que la proteina codificada no juega un papel en
la induccién de la inmunidad, la carga antigénica de las bacterias de las cuales se deleciona este gen, es idéntica a
las de tipo salvaje. Por lo tanto, tales bacterias podrian usarse inesperadamente de forma ventajosa en el campo de la
preparacién de medicamentos, mas especificamente para la preparacion de vacunas vivas atenuadas.

El gen que de acuerdo con la presente invencion puede delecionarse y conduce a un comportamiento atenuado in
vivo de los mutantes de delecion es un gen conocido anteriormente como gen fruR, llamado sin embargo actualmente
gen cra. Se sabia que los mutantes que carecian de este gen podian crecer in vitro, pero sélo si las deficiencias debidas
a la carencia de la actividad de Cra se compensan con el medio de crecimiento. Esto significa que los nutrientes sobre
los cuales el mutante deficiente en Cra puede crecer deben estar presentes en el medio de crecimiento.

Por lo general, las bacterias patogénicas son auto-mantenidas en el sentido de que adaptan su metabolismo a los
nutrientes que estan disponibles. El gen cra juega tal papel adaptativo en muchas rutas metabdlicas principales (véase
a continuacién). Los mutantes de los cuales se ha delecionado el gen cra pueden crecer sin embargo perfectamente
bien en glucosa y muchos otros aziicares como fuente de carbono. En el animal hospedador, tales aziicares estan
disponibles y por lo tanto no se esperaria que el gen cra fuese funcional en condiciones in vivo. Y de ese modo, no
se esperaria que mutantes negativos en Cra mostraran caracteristicas atenuadas en el hospedador. Esto explica porque,
aunque tales mutantes se conocian bien en la técnica, nunca se ha sugerido que fuesen candidatos potenciales para
vacunas atenuadas vivas.

Una realizacién de la invencién se refiere a bacterias atenuadas vivas que ya no son capaces de expresar una
proteina Cra funcional como resultado de una mutacién en el gen cra, para usar en una vacuna.

El producto del gen, (anteriormente conocido como FruR; proteina represora de fructosa), conocida ahora también
como Cra (represor de catabolitos/proteina activadora), es una proteina reguladora en muchas rutas principales del
metabolismo de carbohidratos.

El producto del gen cra, Cra, regula el metabolismo central del carbono. Mds especificamente, Cra regula de forma
positiva la transcripcién de genes que codifican enzimas biosintéticas y oxidativas (por ejemplo, enzimas clave en el
ciclo de TCA, el shunt glioxalato, la ruta gluconeogénica y el transporte de electrones) uniéndose cadena arriba de los
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promotores de estos genes y regula negativamente la transcripcion de genes que codifican enzimas glicoliticas (por
ejemplo, enzimas clave en las rutas Embden-Meyerhof y Entner-Doudoroff).

Debido a su posicién clave en el metabolismo de carbohidratos, el gen cra y su producto génico Cra estdn genera-
lizados en el reino bacteriano. La proteina Cra es una proteina altamente conservada. Puede encontrarse por ejemplo
en especies de Escherichia coli, Salmonella enterica, tales como los serotipos Typhimurium, Enteriditis y Dublin, en
especies de Actinobacillus tales como A. pleuropneumoniae, en especies de Haemophilus tales como H. paragalli-
narum, en Aeromonas salmonicidae, en especies de Pasteurella, tales como P. piscida y P. multocida, en especies de
Streptococcus tales como S. equi 'y S. suis y en especies de Yersinia tales como Y. pestis.

El gen por si mismo y su secuencia de nucleétidos completa en Salmonella y Escherichia la han elucidado en
1991 Jahreis, K. et al. (Mol. Gen. Genet. 226: 332-336 (1991)). Jahreis mostré que la proteina Cra en Salmonella
enterica, serotipo Typhimurium y Escherichia coli diferian s6lo en 4 posiciones, de las cuales dos eran intercambios
simplemente conservadores. Esto estd por supuesto en linea con lo que podia esperarse para una proteina que juega
un papel en tantas rutas universales en el metabolismo de carbohidratos bacteriano, especialmente donde E. coli y
Salmonella no divergieron tanto durante la evolucién. El mecanismo de unién de la proteina Cra lo han elucidado
al menos parcialmente Ramseier, T.M. et al. (J. Mol. Biol. 234:28-44 (1993)). El papel y funcién de la proteina Cra
(represor de catabolitos/proteina activadora) se han descrito de forma regular en la bibliografia, por ejemplo en un
miniandlisis reciente de Saier, M.H. y Ramseier, T.M. (Journ. Bacteril. 178: 3411-3417 (1996)).

Tal mutacién puede ser una insercion, una delecidn, una sustitucién o una combinacién de las mismas, con tal que
la mutacién conduzca al fallo en la expresion de una proteina Cra funcional. Una proteina Cra funcional se entiende
que es una proteina que tiene las caracteristicas reguladoras de la proteina de tipo salvaje. Por lo tanto, una proteina
Cra que sea defectuosa en al menos una de estas funciones se considera que es una proteina Cra no funcional.

Las bacterias atenuadas vivas para usar de acuerdo con la invencidn pueden obtenerse de diversas formas. Una
forma posible de obtener tales bacterias es por medio de procedimientos tales como el tratamiento de bacterias tipo
salvaje que tienen el gen cra con agentes mutagénicos tales como andlogos de bases, tratamiento con luz ultravioleta
o tratamiento por temperatura.

Las cepas que no producen una proteina Cra funcional pueden recogerse facilmente. Crecen en medio minimo
exclusivamente en presencia de glucosa y otros azicares como fuentes de carbono (lo que las diferencia de los mutantes
cya 'y crp) pero no son capaces de crecer con sustratos gluconeogénicos como tnica fuente de carbono. (Chin et al., J.
Bacteriol. 169: 897-899 (1987)). Por lo tanto, pueden seleccionarse facilmente in vitro.

La naturaleza de la mutacién causada por técnicas de mutacion clésicas es desconocida. Puede ser una mutacién
puntual que, aunque es improbable que suceda, puede revertir con el tiempo al tipo salvaje. Para evitar este riesgo
pequeflo, la mutagénesis de transposones seria una buena alternativa.

La mutagénesis por mutagénesis de transposones es también una técnica de mutagénesis bien conocida en la

técnica. Esta es una mutacién lograda en un sitio localizado del cromosoma. Las inserciones de transposones no
pueden dirigirse a un gen especifico. Sin embargo, es muy facil recoger mutantes cra ya que no crecen in vitro sin
compensacién de nutrientes para la carencia de actividad de Cra. Por lo tanto, pueden seleccionarse ficilmente a
partir de un conjunto de bacterias mutadas con transposones de manera aleatoria. Utley et al. (FEMS Microbiology
Letters 1663: 125-134 (1998)) describen una cepa SR-11 Fad™ de Salmonella Typhimurium avirulenta e inmunogénica
obtenida por mutagénesis de transposones y que es incapaz de utilizar acetato o isocitrato como unica fuente de
carbono. Sin embargo, el gen defectuoso no esta identificado. Una posibilidad para introducir una mutacién en un
sitio predeterminado, de forma deliberada en lugar de aleatoria, la ofrece la tecnologia del ADN recombinante. Tal
mutacién puede ser una insercion, una delecién, un reemplazamiento de un nucleétido por otro o una combinacién
de los mismos, con la tnica condicién de que el gen mutado no codifique mas la Cra funcional. Tal mutacién puede
hacerse por ejemplo por delecién de varios dcidos nucleicos. Incluso deleciones muy pequefias tales como trozos de 10
acidos nucleicos pueden volver ya a Cra no funcional. Incluso la delecién de un tnico 4cido nucleico puede conducir
ya a una Cra no funcional, ya que como resultado de tal mutacién, el otro 4cido nucleico no estd ya en la fase de
lectura correcta. Cada delecion o insercion de varios dcidos nucleicos indivisibles por tres causan tal cambio de fase.
Mas preferiblemente, se elimina un trozo mds grande, por ejemplo 100 dcidos nucleicos. Incluso mds preferiblemente,
se deleciona el gen cra completo.

Se puede ver facilmente, que especialmente las mutaciones que introducen un codén de parada en la fase de lectura
abierta, o las mutaciones que causan un cambio de fase en la fase de lectura abierta, son muy adecuados para obtener
una cepa que no codifique mds una Cra funcional.

Todas las técnicas para la construccién de mutantes negativos en Cra son técnicas convencionales bien conocidas.
Se refieren a la clonacion del gen de Cra, a la modificacion de la secuencia del gen por mutagénesis dirigida al sitio,
a digestion con enzimas de restriccion seguido por re-ligacion o estrategias de PCR y a reemplazamiento posterior
del gen cra de tipo salvaje con el gen mutante (intercambio alélico o reemplazamiento alélico). Las técnicas de ADN
recombinante convencionales, tales como clonacién del gen cra en un plasmido, digestién del gen con una enzima de
restriccion, seguido por tratamiento con endonucleasas, re-ligacién y recombinacién homoéloga en la cepa hospedado-
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ra, son todas conocidas en la técnica y se describen entre otros en el documento de Maniatis/Sambrook (Sambrook, J.
et al. Molecular Cloning: a laboratory manual. ISBN 0-87969-309-6). Las mutaciones dirigidas al sitio pueden hacerse
por ejemplo por medio de mutagenesis dirigida al sitio usando el kit Transformer® vendido por Clontech. Las técnicas
de PCR se describen de forma extensa en el documento (Dieffenbach & Dreksler; PCR primers, a laboratory manual.
ISBN 0-87969-447-3 e ISBN 0-87969-447-5).

El gen cra comprende no sélo la secuencia codificante que codifica la proteina Cra, si no también las secuencias
reguladoras tales como el promotor. El gen comprende también sitios esenciales para la traduccidn correcta del ARNm
de Cra, tales como el sitio de unién del ribosoma.

Por lo tanto, no sélo las mutaciones de las regiones codificantes sino también las mutaciones de las secuencias
esenciales para la trascripcion y traduccién correctas se consideran que pertenecen al alcance de la invencién.

En una realizacién preferida, la invencidn se refiere a bacterias atenuadas vivas del género Escherichia, Salmonella,
Actinobacillus, Haemophilus, Aeromonas, Pasteurella, Streptococcus 'y Yersinia para usar en una vacuna.

En una forma més preferida de la invencion, la bacteria viva atenuada de acuerdo con la invencién se selecciona
entre el grupo constituido por S. enterica serotipo Typhimurium, Enteriditis, Choleraesuis, Dublin, Typhi, Gallinarum,
Abortusovi, Abortus-equi, Pullorum, E. coli o Y. pestis. Estos géneros bacterianos comprenden un gran niimero de
especies que son patogénicas tanto para seres humanos como una diversidad de animales diferentes.

En una forma incluso mds preferida de la misma, la bacteria atenuada viva de acuerdo con la invencién es S.
enterica, E. coli o Y. pestis.

En una forma incluso mas preferida mds, esta realizacidn se refiere a bacterias atenuadas vivas de acuerdo con la
invencion en las que la mutacion en el gen de Cra se ha hecho por tecnologia de ADN recombinante.

Las mutaciones bien definidas y hechas de manera deliberada que implican la delecién de fragmentos del gen cra
o incluso el gen completo o la insercién de fragmentos de ADN heterélogo o ambos, tienen la ventaja, en comparacién
con las mutaciones inducidas de manera cldsica, de que no revertirdn a la situacién de tipo salvaje.

De ese modo, en una forma incluso mds preferida, esta realizacion de la invencion se refiere a bacterias atenuadas
vivas en las que el gen cra comprende una insercién y/o delecion.

Dada la gran cantidad de vacunas que se dan actualmente tanto a mascotas como animales de granja, esta claro
que seria deseable la administracién combinada de varias vacunas, aunque sea s6lo por razones de disminuir los costes
de la vacunacién. Es por lo tanto muy atractivo usar bacterias vivas atenuadas como un vehiculo recombinante para
genes heterdlogos, que codifican antigenos seleccionados entre otros microorganismos o virus patogénicos. La admi-
nistracion de tal vehiculo recombinante tiene la ventaja de que se induce inmunidad contra dos o mds enfermedades
al mismo tiempo. Las bacterias vivas atenuadas para usar en una vacuna, de acuerdo con la presente invencién, pro-
porciona vehiculos muy adecuados para genes heter6logos, ya que el gen que codifica la proteina Cra puede usarse
como un sitio de insercién para tales genes heter6logos. El uso de los genes cra como un sitio de insercién tiene la
ventaja de que al mismo tiempo el gen cra se inactiva y el gen heter6logo introducido de nuevo puede expresarse
(en concierto con los genes bacterianos homélogos). La construccidn de tales vehiculos recombinantes puede hacerse
de forma rutinaria, usando técnicas de biologia molecular convencionales tales como intercambio alélico. Por lo tan-
to, otra realizacién de la invencién se refiere a bacterias recombinantes atenuadas vivas, preferiblemente del género
Escherichia, Salmonella, Actinobacillus, Haemophilus, Aeromonas, Pasteurella, Streptococcus'y Yersinia que no pro-
ducen una proteina Cra funcional, y en las que se inserta un gen heterélogo. Tal gen heterélogo puede ser, como se ha
mencionado anteriormente, por ejemplo una gen que codifica un antigeno seleccionado entre otros microorganismo
o virus patogénicos. Tales genes pueden derivar por ejemplo de herpesvirus patogénicos (por ejemplo los genes que
codifican las proteinas estructurales de herpesvirus), retrovirus (por ejemplo la proteina de la envuelta gp160), ade-
novirus y similares. También puede obtenerse un gen heterélogo de bacterias patogénicas. Como ejemplo, los genes
que codifican toxinas bacterianas tales como toxinas de Actinobacillus pleuropneumoniae, toxinas de Clostridium,
proteinas de la membrana externa y similares son genes heter6logos bacterianos muy adecuados. Otra posibilidad es
insertar un gen que codifica una proteina implicada en la activacion del sistema inmune, tal como una interleucina o
un interferén, u otro gen implicado en la regulacién inmune.

La insercién del gen heter6logo en el gen cra es ventajosa, ya que no hay necesidad de encontrar un sitio de
insercion para el gen heterélogo, y al mismo tiempo el gen cra se elimina.

De ese modo, en una forma preferida de esta realizacion, el gen heterélogo se inserta en el gen cra. El gen heteré-
logo puede insertarse en algin lugar en el gen cra o puede insertarse en el sitio del gen cra mientras que este gen se
haya delecionado parcial o completamente.

Debido a su inesperado caricter atenuado pero inmunogénico in vivo, las bacterias para usar en una vacuna, de
acuerdo con la invencién, son muy adecuadas como una base para vacunas atenuadas vivas. De ese modo, otra reali-
zacion mas de la invencidn se refiere a vacunas atenuadas vivas para la proteccion de animales y seres humanos contra
la infeccién con una bacteria de la cual la forma de tipo salvaje comprende un gen cra.
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Tales vacunas comprenden una cantidad inmunogénicamente eficaz de una bacteria atenuada viva para usar en una
vacuna, de acuerdo con la invencién o una bacteria vehiculo recombinante viva de acuerdo con la invencién, y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Preferiblemente, la vacuna comprende una bacteria atenuada viva de acuerdo con la invencion, seleccionada entre
el grupo de Escherichia, Salmonella, Actinobacillus, Haemophilus, Aeromonas, Pasteurella, Streptococcus'y Yersinia.

Inmunogénicamente eficaz significa que la cantidad de bacterias atenuadas vivas administradas en la vacunacién
es suficiente para inducir en el hospedador una respuesta inmune eficaz contra formas virulentas de la bacteria.

Ademds de una cantidad inmunolégicamente eficaz de la bacteria atenuada viva descrita anteriormente, una vacuna
de acuerdo con la presente invencién contiene también un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Tal vehiculo puede
ser tan simple como agua, pero puede comprender por ejemplo también el fluido de cultivo en el que se cultivé la
bacteria. Otro vehiculo adecuado es por ejemplo una solucién de concentracién salina fisioldgica.

La dosificacién util a administrar variard dependiendo de la edad, peso y animal vacunado, el modo de administra-
cién y el tipo de patégeno contra el cual se busca vacunacion.

La vacuna puede comprender cualquier dosis de bacterias, suficiente para provocar una respuesta inmune. Las
dosis que varfan entre 10° y 10'° bacterias son por ejemplo dosis muy adecuadas.

Opcionalmente, pueden afiadirse a la vacuna uno o mas compuestos que tienen actividad adyuvante. Los adyuvan-
tes son estimuladores no especificos del sistema inmune. Potencial la respuesta inmune del hospedador a la vacuna.
Los ejemplos de adyuvantes conocidos en la técnica son adyuvantes completos e incompletos Freunds, vitamina E, po-
limeros de bloque no iénicos, muramildipéptidos, ISCOM (complejos estimuladores inmunes, constltese por ejemplo
la patente europea EP 109942), saponinas, aceite mineral, aceite vegetal y Carbopol.

Los adyuvantes, especialmente adecuados para aplicacidn a la mucosa, son por ejemplo la toxina labil al calor de
E. coli (LT) o la toxina de Cholera (CT).

Otros adyuvantes adecuados son por ejemplo el hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio u éxido de aluminio,
emulsiones de aceite (por ejemplo, de Bayol F ® o Marcol 52 ®, saponinas o vitamina E solubilizada.

Por lo tanto, en una forma preferida, las vacunas de acuerdo con la presente invencién comprenden un adyuvante.

Otros ejemplos de vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables ttiles en la presente invencién incluyen
estabilizantes tales como SPGA, carbohidratos (por ejemplo sorbitol, manitol, almidén, sacarosa, glucosa, dextrano),
proteinas tales como albimina o caseina, agentes que contienen proteinas tales como suero bovino o leche desnatada
y tampones (por ejemplo tampdn fosfato).

Especialmente cuando se afiaden tales estabilizantes a la vacuna, la vacuna es muy adecuada para secado por
congelacién. Por lo tanto, en una forma mads preferida, la vacuna estd en una forma seca por congelacion.

Para administrar a animales o seres humanos, la vacuna de acuerdo con la presente invencién puede darse entre
otras de forma intranasal, intradérmica, subcutdnea, oral, por aerosol o intramuscular. Para aplicacién a aves de corral,
es muy adecuada la administracién por gotas oculares o al tejido del ala.

Otra realizacién mads se refiere al uso de una bacteria para usar en una vacuna o una bacteria recombinante de
acuerdo con la invencidn para la fabricacién de una vacuna para la proteccién de animales y seres humanos contra la
infeccidn con una bacteria de tipo salvaje o los efectos patogénicos de la infeccion.

Otra realizacién mas de la invencion se refiere a procedimientos para la preparacion de una vacuna de acuerdo con
la invencion. Tales procedimientos comprende la mezcla de una bacteria atenuada viva de acuerdo con la invencién o
una bacteria vehiculo recombinante viva de acuerdo con la invencidn, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Ejemplos
Ejemplo 1
Identificacion, clonacion y secuenciacion del gen mutado en S. typhimurium SR-11 Fad~

El gen mutado por transposones del mutante S. typhimurium SR-11 se ha identificado, clonado y secuenciado.

La secuencia de nucledtidos del gen mutante que vuelve a la SR-11 Fad™ descrita avirulenta se expone en la
Secuencia ID N°: 1.

La Secuencia ID N°: 2 expone la secuencia de aminodcidos de la molécula de proteinas que codifica la secuencia
de nucleétidos de la Secuencia ID N°: 1.
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Se determiné ahora que S. typhimurium SR-11 Fad™ es mutante en el gen cra. El punto de insercién del transposén
se ha descubierto que se sitda dentro del intervalo de aproximadamente 45 pares de bases desde el extremo 3’ del
codén de parada traduccional de cra.

Un fragmento Pstl de 4,5 kb que contenfa la insercién Tn/0 d Cam de 1,5 kb flanqueada por un fragmento de
ADN de S. typhimurium SR-11 de 1,9 kb en un extremo y un fragmento de ADN de S. typhimurium SR-11 de 1,1 kb
en el otro extremo se insertd en el sitio Pstl de pBluescript I SK (+). El plasmido resultante, pJHA7, se puso dentro
de E. coli HB101 por electroporacion. Las regiones que flanqueaban la inserciéon Tn/0 d Cam se secuenciaron usando
el método de ciclacién térmica dideoxi de Sanger. Se descubrié que las secuencias de nucledtidos que flanqueaban
inmediatamente cada lado de la inserciéon Tn/0 d Cam eran el 100% homdlogas al gen cra (fruR) de S. typhimurium
y se descubri6 que el punto de insercion estaba a 45 nucledtidos del extremo 3’ del codén de parada traduccional de
cra. Esto sugirié que S. typhimurium SR-11 Fad™~ era un mutante cra.

Al contrario que SR-11, SR-11 Fad™ no pudo crecer en placas de agar minimo M9 que contenian citrato, oleato,
piruvato, acetato, succinato y fumarato.

El cra de tipo salvaje de S. typhimurium SR-11 (fruR) se amplificé por PCR y se insertd en el sitio Pst/ en el
gen de resistencia a ampicilina de pBR322. El pldsmido resultante, pJHAS, retomé la capacidad de S. typhimurium
SR-11 Fad~ de crecer asi como sus parentales de tipo salvaje que utilizan cada uno de los compuestos mencionados
anteriormente como fuentes de carbono. Estos experimentos establecen que S. typhimurium SR-11" es un mutante cra

(fruR).

SR-11 Fad~ se construy6 con la transduccién del bacteriéfago P22 HT105 int de resistencia a cloranfenicol a partir
de un mutante de minitransposén de LT-2 en SR11. Aunque improbable, era por lo tanto posible que la avirulencia
de SR-Fad~ fuese debida a la pérdida de algunos ADN de SR-11 tras la transduccién, por ejemplo, perdida de una
isla de patogenicidad, en lugar de ser debido a un gen cra defectuoso. Por lo tanto, como se describe inmediatamente
a continuacion, se construyo por intercambio alélico una cepa idéntica a SR-11, en lo sucesivo SR-11 Cra™® AX-2,
excepto en que contiene la misma mutacién en el gen cra que estd presente en SR-Fad™.

El fragmento de ADN de PstI SR-11 Fad™ de 4,3 kb que contenia el gen cra mutante de SR-11 Fad™ (gen de resis-
tencia a cloranfenicol en cra) se insert6 dentro del sitio Pst/ de pLDS535, un vector suicida que contiene tanto un gen de
resistencia a ampicilina como un gen de resistencia a tetraciclina (fetAR). Este se llamé pMIN10. Se puso pMIN10
dentro de E. coli S17- Apir por electroporacién. Posteriormente al apareamiento de E. coli S17- Apir (pMIN10) con
SR-11, se analiz6 la capacidad de varios transconjugantes SR-11 de ampicilina, tetraciclina y cloranfenicol DE utili-
zar oleato, citrato, acetato, piruvato, succinato y fumarato como unicas fuentes de carbono. Todos fueron capaces de
hacerlo como se esperaria si pMJIN10 se hubiese integrado en el cromosoma por una fusién tnica usando secuencias
homélogas, es decir, como si tanto el alelo cra de tipo salvaje como el mutante estuvieran presentes en el cromoso-
ma. Se analizé en cinco de estos “integrantes” la presencia de pMJIN10 como un plasmido libre y ninguno lo tenia,
sugiriendo ademads que el pldsmido se habia insertado en el cromosoma SR-11. Cada uno de los cinco integrantes se
sembrd en estrias sobre una placa de agar Luria que contenia cloranfenicol. En este caso, las células en las que ocurre
una segunda fusién sobreviven sélo si el alelo cra izquierdo en el cromosoma es el alelo mutante que contiene el gen
de resistencia a cloranfenicol. Las muestras de los integrantes sembrados en estrias se sembraron después en estrias
sobre agar de seleccion sensibles a tetraciclina (agar TSS). El agar TSS contiene dcido fumdrico y células sensibles a
tetraciclina, es decir, las células que han perdido el plasmido suicida aparecen como colonias muy grandes en relacién
con las células resistentes a tetraciclina que todavia tienen el pldsmido en el cromosoma. Se analizé en un total de 34
colonias grandes la resistencia a cloranfenicol, sensibilidad a ampicilina y tetraciclina y la capacidad de utilizar oleato,
acetato, piruvato, citrato, succinato y fumarato como tnicas fuentes de carbono. De los 34 aislados, seis eran resis-
tentes a cloranfenicol, sensibles a ampicilina y tetraciclina, y eran incapaces de utilizar los compuestos mencionados
anteriormente como Unicas fuentes de carbono. Uno de los aislados, denominado SR-11 Cra™® AX-2 (significando
AX intercambio alélico), se transformé con pBR322 o pJHAS (conteniendo pJHAS el gen cra de tipo salvaje) y se
analiz6 en ambas cepas la capacidad de utilizar glucosa, glicerol, oleato, acetato, piruvato, citrato, succinato y fuma-
rato como unicas fuentes de carbono. Al contrario que SR-11 Cra™® AX-2 (pBR322), SR-11 Cra™? AX-2 (pJHAS)
fue capaz de utilizar los compuestos mencionados anteriormente como Unicas fuentes de carbono, sugiriendo que SR-
11 Cra™! AX-2 es un mutante cra. Ambas cepas, como se esperaba, fueron capaces de usar glucosa y glicerol como
unicas fuentes de carbono.

Para determinar si un gen cra(fruR) funcional vuelve virulenta a S. typhimurium SR-11, se realizaron los siguientes
experimentos.

Se infectaron cuatro ratones BALB/c de forma peroral con SR-11 (2,1 x 10® cfu/ratén) y 5 ratones con SR-11
Cra™? AX-2 (2,8 x 10® cfu/ratén). A los 8 dias post infeccidn, todos los 4 ratones infectados con SR-11 habian
muerto, mientras que todos los 5 ratones infectados con SR-11 Cra™* AX-2 se mantuvieron sanos y activos (Tabla 1).
Ya que SR-11 Cra™? AX-2 es idéntico a SR-11 con la excepcidn de que la misma mutacién en cra que estéd presente
en SR-11 Cra™* elimina la posibilidad de que suceda algo anémalo durante la construccién de SR-11 Cra™ por
transduccién de la cepa LT-2, no relacionada con cra, que podia considerarse por su pérdida de virulencia.

Era también posible que la inserciéon del médulo de resistencia a cloranfenicol en el gen cra produjera un efecto
polar sobre genes cadena abajo y por lo tanto la atenuacién de SR-11 Fad™ no se deberia a un gen cra defectuoso.
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Por lo tanto, se complementé SR-11 Cra™? con pJHAS, que contenia sélo el gen cra de tipo salvaje, con el intento
de determinar si SR-11 Cra™! (pJHAS) recuperaba la virulencia. Como control, se complementé SR-11 Cra™* con
pBR322, el vector usado en la construccién de pJHAS. Se infectaron de forma peroral cuatro ratones BALB/c con 3,1 x
108 cfu/ratén de SR-11 Cra™? (pBR322) y 4 ratones con 4,3 x 10® cfu/ratén de SR-11 Fad™ (pJHAS). A los 9 dias post
infeccion 3 de los 4 ratones infectados con SR-11 Cra™! (pJHAS8) habian muerto mientras que los 4 ratones infectados
con SR-11 Cra™! (pBR322) se mantuvieron sanos y activos (Tabla 1). Los higados y bazos de todos los ratones que
murieron tenfan més de 10® cfu por 6rgano de SR-11 Fad™ (pJHAS). Este resultado descarta la posibilidad de que la
inactivacién del gen cra con un médulo de cloranfenicol cause un efecto cadena abajo que produzca avirulencia y
prueba que se requiere un gen cra funcional para la virulencia de SR-11.

TABLA 1

Deteccion del gen cra en diversos géneros de bacterias

Cepa de S. typhimurium Numero de infectados Numero de
supervivientes

SR-11 4 0

SR-11 Cra™? AX-2 5 5

SR-11 Cra™ (pBR322) 4 4

SR-11 Cra™? (pJHA8) 4 1

a

Los ratones se infectaron de forma peroral con entre 2,0 x 10® cfu/ratén y 5,0 x 10® cfu/ratén, depen-
diendo de la cepa. Todos los ratones que murieron lo hicieron a los 9 dias post infeccién. Todos los
ratones que sobrevivieron se recuperaron completamente.

Se analiz6 en cuatro cepas de S. typhimurium, y una cepa de cada uno de S. enteriditis, S. gallinarum, S. dubliny S.
choleraesuis el gen cra por hibridacién de Southern. En todos los casos se encontré el gen cra en el mismo fragmento
de ADN Pstl de 4,3 kb que SR-11. Se analizaron también seis cepas patogénicas diferentes de E. coli y todas tenian
el gen cra, aunque el gen estaba presente en tres fragmentos PstI de tamafio diferente entre las seis cepas. Ademds,
se analizaron una cepa de Aeromonas salmonicidae y cepas de los géneros bacterianos Actinobacillus, Haemophilus,
Pasteurella, Streptococcus y Yersinia y todas mostraron la presencia de un gen cra.

La presencia del gen cra en las bacterias mencionadas anteriormente se demostré como sigue: Se digiri6é el ADN
gendmico de estas cepas con 20 unidades de Pstl (Promega) a 37°C durante toda la noche. Se us6 electroforesis en gel
(agarosa al 0,7%, TAE 1x) para separar los diversos tamafios de los fragmentos de ADN Pstl. E1 ADN separado se
transfirié en condiciones alcalinas a nilon cargado positivamente durante 3 horas usando el sistema S&S Turboblotter
(Schleicher y Schuell). La membrana se cocié durante 30 minutos a 90°C para unir el ADN a la membrana. La
membrana se prehibridé (en un horno de hibridacién de botellas rotatorias) a 62°C durante 2-4 horas en tampoén de
hibridacién que contenia SSC 5x, N-laurilsarcosina al 0,1%, SDS al 0,02%, reactivo bloqueante al 1,5% (del DIG
Detection Starter Kit IT con CSPD, Boehringer Mannheim). Se desnaturalizé la sonda marcada y se aiadi6 a tamp6n
de hibridacién fresco y la transferencia se incubé a 62°C durante 16-20 horas. Las transferencias se lavaron dos veces
con SSC 2x, SDS al 0,1% a 62-65°C durante 5 min. Las transferencias se lavaron después con SDS al 0,1%, SSC 0,5x a
60°C durante 15 min. Las transferencias se desarrollaron como se habia recomendado con la siguiente modificacion: se
uso reactivo bloqueante al 2% en la solucién bloqueante (se usa normalmente al 1%), las transferencias se bloquearon
durante una hora (30 min es el tiempo de bloqueo normal) y se usé una concentraciéon mds baja del anticuerpo (el 70%
de la concentracion usada normalmente) para la deteccién de la sonda marcada con DIG. Estos cambios los recomendé
el fabricante para una sefial de fondo mas baja.

Ejemplo 2

Vacunacion de pollos con la cepa SR-11 Cra™* de Salmonella typhimurium negativa en Cra

Eficacia de la vacunacion. Las condiciones de crecimiento para las cepas de Salmonella eran comparables a las
descritas en el Ejemplo 2. En un experimento, se vacunaron dos grupos de 20 pollos (de 3 dias de edad) de forma oral
con 6 x 10" CFU de Salmonella t. SR-11 Cra™ en PBS. Un grupo se reforzé después de 11 dias con 8,3 x 107 CFU de
la misma cepa. Después de 18 dias, ambos grupos se estimularon de forma subcutdnea, intramuscular y oral con 1,9 x
10° bacterias de una cepa de tipo salvaje virulenta. La Tabla 2 da los resultados.
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TABLA 2
SR-11 Cra™™ SR-11 Cra™™ Control
Dosis de Vac. dia 1 6,0 x 107 6,0 x 10 -
Dosis de vac. dia 11 - 8,3x 107 -
Dosis de estim. dia 18 1,9 x 10° 1,9 x10° 1,9 x 107
Mortalidad (%) 16 10 100

Experimento de seguridad y eficacia de la vacunacion combinadas. En un segundo experimento, se determinaron
tanto la eficacia de la vacuna como la seguridad de la vacuna. La seguridad de la vacuna se determiné sobre la base
del retraso en el crecimiento. Se vacund un grupo de 15 pollos de forma oral con 2,7 x 10® CFU de Salmonella t. SR-
11 Cra™! en medio de cultivo. Se vacund otro grupo de 15 pollos de forma oral con 1,3 x 10! CFU de la misma cepa
en PBS. Después de 18 dias, ambos grupos se estimularon de forma subcutdnea, intramuscular y oral con 6,5 x 10®
bacterias de una cepa de tipo salvaje virulenta.

La Tabla 3 da los resultados.

TABLA 3
SR-11 Cra™?(i) | SR-11 Cra™d(ii) Control
Dosis de vac. dia 1 2,7 x 10° 2,7 x 10° -
Peso dia 7 178 ND 185
Peso dia 18 733 722 749
Dosis de estim. dia 18 6,5 x 10° 6,5 x 10° 6,5x 10°
Mortalidad (%) 0 13 100

i = medio de cultivo, ii = PBS

Resultados: ambos experimentos muestran que se obtiene un nivel muy alto de proteccién con una cepa de Sal-
monella typhimurium negativa en Cra, a pesar de la alta dosis de estimulacién dada. Ademds, no se ve retraso en el
crecimiento significativo como resultado de la vacunacién. Por lo tanto, puede concluirse que las cepas de Salmonella
typhimurium negativas en Cra son muy adecuadas para vacunas atenuadas vivas para la proteccion de aves de corral
contra la infeccién con una bacteria de tipo salvaje.

Ejemplo 3
Introduccion

Se hizo un estudio de estimulacién de cerdos para determinar la seguridad de las cepas 34682 y 35276 de Salmone-
lla choleraesuis negativas en Cra knockout (KO) comparadas con las cepas parentales positivas en cra 34682 y 35276.
Estos mutantes knockout se hicieron usando pldsmidos y procedimientos idénticos a los descritos anteriormente para
la construccién de Cra™? AX-2.
1. Andlisis de seguridad en cerdos

A. Animales y alojamientos

Se adquirieron veinte (20) cerdos de 5-6 semanas de edad que nunca se habian vacunado de Salmonella de una

granja sin historia de Salmonella. Los cerdos se dividieron en cuatro grupos de 5 cerdos. Durante todo el estudio, los
cerdos se albergaron en 4 habitaciones de aislamiento.
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B. Estimulacion

Se estimularon cinco cerdos en cada grupo a las 5-6 semanas de edad. Los cerdos se estimularon de forma in-
tranasal (0,5 ml/orificio nasal) y oral (1,0 ml de cultivo + 4,0 ml de diluyente bacteriano). El cultivo de estimu-
lacién era aproximadamente 9,0 x 108 CFU/ml. Posteriormente a la estimulacién, se observé diariamente en los
cerdos los signos tipicos de la infeccidon por Salmonella incluyendo pérdida de peso, diarrea y temperatura rectal
elevada.

C. Sacrificio

A los siete dias post-estimulacidn, los cerdos se sacrificaron. Se les hizo la necropsia a los cerdos y se cultivaron
los pulmones, higado, bazo, nédulos linfaticos mesentéricos (MLN) e fleo para el crecimiento de S. choleraesuis.

D. Ganancia de peso

Se calculo la ganancia diaria media (ADG) restando el peso de comienzo del peso final y dividiendo por el nimero
de dias desde la estimulacién hasta el sacrificio. La ADG del grupo es la media de las ADG de los cerdos individua-
les.
2. Andlisis de seguridad en ratones

Se realizé un estudio en ratones para determinar la LD50 de diversas cepas de S. choleraesuis; las cepas parentales
positivas en cra 34682 y 35276, y las cepas knockout (KO) negativas en cra 34682 y 35276.

A. Animales

Se dividieron doscientos (200) ratones CF-1 Sasco de 16-20 gramos en 20 grupos de 10 ratones cada uno para el
andlisis de seguridad en ratones. Durante todo el estudio, los ratones se albergaron en la misma habitacién, pero en
diferentes cubetas.

B. Estimulacion

Cada cepa tenfa 5 subgrupos que contenfan 10 ratones cada uno. Estos subgrupos se estimularon con 0,25 ml de
forma intraperitoneal (IP) usando 5 soluciones diferentes de la cepa (1073-1077).

Se diluyeron semillas congeladas de cada una de las cuatro cepas a 1073-10~7. Cada una de estas diluciones se
inyecté de forma intraperitoneal (0,25 ml) en 10 ratones.
Resultados
1. Andlisis de seguridad en cerdos

A. Ganancia de peso

Se muestra la ganancia de peso de los cerdos en la figura 1. Estos datos muestran claramente las diferencias
entre los cerdos estimulados con cepas KO y cerdos estimulados con cepas parentales. Estos datos reflejan también
las diferencias en la salud general de los animales. Ambos grupos de cerdos estimulados con las cepas parentales
perdieron peso desde el momento de la estimulacién hasta el sacrificio; mientras que los cerdos estimulados con las
cepas KO ganaron aproximadamente 0,75 kilogramos por dia.
I1. Anadlisis de seguridad en ratones

A. Muerte

Los resultados del estudio en ratones se muestran en la tabla 4 a continuacién. La columna de la derecha muestra
la LDs, en CFU de las diversas cepas. Las cepas knockout muestran claramente un alto nivel de atenuacién.
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TABLA 4
Cepa LDs cfu
35276 Parental < 7,7 cfu
35276 Knockout 1,5E+04 cfu
34682 Parental 12,5 cfu
34682 Knockout > 9,0E+0,4 cfu

Conclusion

A partir del andlisis de seguridad en cerdos se muestra que las cepas Cra knockout (KO) dan una ganancia de
peso post estimulacion significativamente mds alta, comparadas con las cepas parentales. Esto demuestra el caracter
atenuado de los mutantes Cra KO. Ademads del andlisis de seguridad en cerdos, el andlisis de seguridad en ratones
mostré también que las cepas Cra KO estaban atenuadas: La LDs, de los mutantes KO es espectacularmente mds alta
que la de las cepas parentales.

Ejemplo 4
Introduccion

El propésito de este Ejemplo era evaluar la seguridad del mutante Cra KO-34682 comparado con su cepa parental,
y determinar la eficacia de la cepa de Salmonella KO-34682 contra la estimulacién con la cepa 35276 de Salmonella
virulenta heter6loga. Ademads, se compard la eficacia del mutante Cra KO-34682 con controles no vacunados.

Animales y alojamientos

Se adquirieron veinte cerdos de 3 semanas de edad que nunca se habian vacunado de Salmonella de una granja
sin historia de Salmonella. Los cerdos se dividieron en cuatro grupos de 5 cerdos y se alojaron en 4 habitaciones de
aislamiento separadas.

Vacunas y vacunaciones

Los cerdos se vacunaron de forma oral a las 3 semanas de edad con aproximadamente 1 x 10° CFU/ml de cepa
KO-34682 de Salmonella choleraesuis, 1a 34682 parental o se dejaron sin vacunar.

Estimulacion

A los veintitin dias posteriores a la vacunacidn, los cerdos se estimularon de forma intranasal (0,5 ml/orificio nasal)
y oral (1,0 ml de cultivo + 4,0 ml de diluyente bacteriano) con la cepa 35276 de Salmonella choleraesuis virulenta. La
cepa de estimulacién 35276 se hizo resistente a dcido nalidixico (Nal) antes de la estimulacion para que las placas que
contenian Nal pudieran usarse para diferenciar la cepa de estimulacién de la cepa de vacunacién. Posteriormente a la
estimulacion, se observé en los cerdos diariamente signos clinicos tipicos de infeccion por Salmonella incluyendo pér-
dida de peso, diarrea y temperatura rectal elevada. La duracién del esparcimiento de Salmonella se evalué cultivando
las superficies diariamente.

A los nueve dias post-estimulacidn, los cerdos se sacrificaron. Se les hizo la necropsia a los cerdos y se culti-
varon los pulmones, higado, bazo, nédulos linfaticos mesentéricos (MLN) e ileo para el crecimiento de Salmonella
choleraesuis sobre placas de agar Hektoen enteris (HE) que contenian 80 ug/ml de 4cido nalidixico.

Valor de diarrea
Se calculé el valor de diarrea dando un punto a cada cerdo por cada dia de diarrea post-estimulacién. Al final
del andlisis, el nimero total de puntos conseguidos durante el estudio se dividié por el nimero de dias desde la

estimulacién hasta el sacrificio. Este nimero se multiplicé por 100 para dar el porcentaje de dias en que fue vista la
diarrea.
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Esparcimiento de Salmonella

Se tomaron heces de cerdos diariamente para determinar la longitud del esparcimiento de Salmonella choleraesuis
post-vacunacién y de nuevo post-estimulacion. Después de dos dias de resultados negativos, se pard la toma de heces.
Las heces se titularon en placas HE para aislamiento. Se dieron puntos en relacién con el crecimiento visto después
de diversas diluciones de las muestras. Los puntos se asignaron como sigue:

107! 1 pt

1072 2 pts
103 3 pts
107 4 pts
107 5 pts

Ganancia de peso

Se calcul6 la ganancia diaria media (ADG) restando el peso de comienzo del peso final y dividiendo por el nimero
de dias desde la estimulacién hasta el sacrificio. La ADG del grupo es la media de las ADG de los cerdos individuales.

Resultados
Muerte post-vacunacion

Dos cerdos que se vacunaron con la cepa 34682 parental de tipo salvaje de Salmonella choleraesuis de murieron
post-vacunacion. Los otros tres cerdos en este grupo se mantuvieron vivos hasta el final del estudio.

Aislamiento de Salmonella/Valor de necropsia

La Figura 2 muestra los resultados del aislamiento de S. c. para cada 6rgano. Para todos los 6rganos, los grupos
de cerdos vacunados con la vacuna KO no tenfan aislamiento de ningin 6érgano comparados con los grupos parentales
y no vacunados. El grupo no vacunado tenia Salmonella choleraesuis aislada en todos los 5 cerdos en el ileo y MLN
mientras que el grupo parental no tenia aislamiento en ninguno de esos 6rganos. Asignando un punto a cada érgano
a partir del cual se aislé Salmonella Choleraesuis, se calculé un valor de aislamiento para cada grupo. Los resultados
demuestran que los cerdos vacunados con la vacuna KO tenian valores mas bajos que los cerdos vacunados con la
cepa parental, y eran significativamente mas bajos que los no vacunados.

Valor de diarrea

El valor de diarrea diaria media se muestra en la figura 3. Esta figura muestra una diferencia significativa en los
valores KO comparados con los otros tres grupos. El grupo KO mostré claramente la puntuacién mas baja.

Esparcimiento de Salmonella

El esparcimiento de Salmonella de los cerdos posteriormente a la vacunacién y post-estimulacién se muestra en
las figuras 4 y 5. Posteriormente a la vacunacion, el grafico muestra el parental que tiene el nivel mas bajo de espar-
cimiento. En el grafico post-estimulacion, los no vacunados esparcieron Salmonella choleraesuis durante la duracién
mds larga, recibiendo de ese modo la puntuacién mas alta.

Ganancia de peso

La ganancia de peso de los cerdos se muestra en la figura 6. Estos datos muestran claramente diferencias entre los
diferentes grupos. Reflejan también las diferencias de salud generales entre los animales. El grupo no vacunado perdié
una media de 0,15 kilogramos por dia, mientras que el grupo KO gané una media de 0,6 kilogramos por dia.

Discusion

La cepa 34682 de Salmonella choleraesuis knockout probd que era una cepa de vacuna eficaz y segura. El aisla-
miento de Salmonella en la necropsia fue completamente negativo para la cepa knockout. Los no vacunados puntuaron
los mas altos en el reaislamiento. Refiriéndose a la ganancia de peso diaria media post-estimulacién, la cepa knockout
tuvo la ganancia de peso més alta y los no vacunados tuvieron significativamente menos ganancia de peso.

Conclusion

La cepa de vacuna Salmonella choleraesuis KO-34682 viva es segura y eficaz.

11
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Leyenda de las figuras
Figura 1: Ganancia de peso diaria media post-estimulacién por cerdo y por dia en kilogramos.

Figura 2: Porcentaje de cerdos a partir de los cuales pudo re-aislarse Salmonella choleraesuis a partir de diversos
tejidos (MLN = nédulo linfatico mesentérico).

Figura 3: Porcentaje medio del valor de diarrea post-estimulacion.
Figura 4: Valor de esparcimiento de Salmonella diario medio post-vacunacion.
Figura 5: Valor de esparcimiento bacteriano diario medio post-estimulacién.

Figura 6: Ganancia de peso diaria media post-estimulacién por cerdo y por dia en kilogramos.
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REIVINDICACIONES
1. Vacuna atenuada viva par la proteccion de animales contra la infeccién con una bacteria patogénica o los efectos
patogénicos de la misma, estando dicha vacuna caracterizada porque comprende una bacteria atenuada viva seleccio-
nada entre el grupo de Escherichia, Salmonella, Actinobacillus, Haemophilus, Aeromonas, Pasteurella, Streptococcus
y Yersinia, siendo incapaz dicha bacteria de expresar una proteina Cra funcional como resultado de una mutacién en
el gen cra, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

2. Vacuna atenuada viva de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizada porque la bacteria atenuada viva porta
un gen heterdélogo.

3. Vacuna atenuada viva de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, caracterizada porque comprende un adyuvante.

4. Vacuna atenuada viva de acuerdo con las reivindicaciones 1-3, caracterizada porque estd en forma seca por
congelacion.

5. Procedimiento para la preparacién de una vacuna atenuada viva de acuerdo con la reivindicacioén 1-4, compren-
diendo dicho procedimiento mezclar la bacteria atenuada viva con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

6. Bacteria atenuada viva como se ha descrito en la reivindicacién 1, para usar en una vacuna.

7. Uso de una bacteria atenuada viva como se ha descrito en la reivindicacion 1 para la fabricacién de una vacuna
para la proteccion de animales contra la infeccién con una bacteria patogénica o los efectos patogénicos de la infeccion.
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