RESUMO

"PROCESSO DE PREPARACAO DE NOVAS VACINAS-VIVAS DE SHIGELLA
NKO-REVERSIVEIS"

Este invento refere-se a vacinas vivas e métodos para as preparar, para a pro
teccdo de um hospedeiro contra um microorganismo patogénico. As vacinas sdo
preparadas introduzindo, pelo menos, uma modifica¢do num gene envolvido em,
pelo menos um, normalmente em dois caminhos biosintéticos, envolvendo a produ-
¢do de produtos pouco provdveis de serem encontrados no hospedeiro suscepti&el
a doengas. A modificagdo resulta numa alteragdo do gene, que ndo pode ser re-
parada numa fase (nica, isto &, por anulacdo e inversBes do polinucleotideo.
Onde o gene aro sofre uma tal alteragdo, os mutantes auxotrdéficos resultantes
requerem amino4cidos aromdticos, &cido p-aminobenzbico, e 4cido 2,3-dihidroxi-
benzéico, ou uma fonte altamente concentrada de ferro absorvivel. As mutagbes
auxotréficas possuem uma viruléncia substancialmente reduzida, ou mesmo inexis
tente, enquanto retém a desejada imunogehicidade para iniciar a resposta imuno
génica. Podem ser utilizadas vérias técnicas para proporcionar a desejada al-

teracdo. A estirpe SL1479 Salmonella typhimurium foi depositada, no ATCC, em

7 de Setembro de 1982, e foi-lhe-dado o N°. de acesso 39183, no ATCC; A estirpe
SL1438 Salmonella dublin foi depesitada em 7 de Setembro de 1982, no ATCC, e

foi-lhe dado, no ATCC, o N2, de acesso 39184. A estirpe 531Ty Salmonella typhi

foi depositada, no ATCC, em 21 de Novembro de 1984, e foi-lhe concedido, no
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ATCC, o N2. de acesso 39926. A estirpe SFL114 Shigella flexneri foi deposi-
tada, no ATCC, em 14 de Marco de 1988, e foi-lhe dado, no ATCC, o N2. de

acesso 53755.
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REFERENCIA A PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido & uma continuagdo em parte do pedido nor-
te americano N2, de Série 798.052, depositado em 14 de Novembro
de 1985, que & uma continuacdo em parte do pedido norte america-
no N2. de Série 675.381, depositado em 27 de Novembro de 1984,
que €& uma continuacdo em parte do pedido norte americano N?., de

"7y Série 415.291, depositado em 7 de Setembro de 1982, actualmente
Patente norte americana N®. 4.550.081, emitida em 29 de Outubro
de 1985, que & uma continuacdo em parte do pedido norte america
no N¢, de Série 151.002, depositado em 19 de Maio de 1980, ago-
ra abandonado, cuja exposicdo se encdntra aqui incorporada por

referéncia.

INTRODUGAOQ

Campo da Invencdo

Esta invencdo refere-se a vacinas vivas contra micro-

organismos patogénicos, particularmente bactérias.



Antecedentes da Invencdo

A vacinacdo com estirpes vivas enfraquecidas & usada
extensivamente e com sucesso na prevencdo de vérias doengas vi-
rais do homem, tal como a polio, varfola, e sarampo. Por con-
traste, vacinas vivas sdo usadas apenas contra algumas doengas
bacterianas do homem, ou de amimais domésticos: vacina BCG pa-
ra a prevengdo da tuberculose, vacina da estirpe 19 contra a
brucelosa bovina, e vacina de sterne de esporos contra o carbln
culo no gado. Até agora, em muitas dnvestiéagﬁes de infeccdes
experimentais de Salmonella, as vacinas vivas mostraram vanta-
gens sobre as vacinas mortas: (i)elas evitam, frequentemente,
em vez de adiarem apenas, a multiplicacdo da Salmonella, no fi-
gado e baco, multiplicacdo essa que pode levar & morte; (ii)elas
proporcionam boa proteccdo pontra,um‘desafio por via oral, em
situacdes am que vacinas mo}tas, administradas por injecg¢do ou
oralmente, sdo relativamente ineficazes; (iii) em alguns casos
a infec¢d@o de vacinas vivas conferé capacidade de eliminar rapi
damente o desafio das bactérias no figado, baco, etc., presumivelmente atra-
vés de células mediadoras de imunidade, em contraste com as vaci
nas mortas que despertam, principalmente, imunidade tumoral, sém
muita capacidade para eliminar bactérias virulentas. 0 uso de
vacinas de Salmonella viva, contudo, & dificultado por um nimero
de factores. Algumas estirpes consideradas para uso como vacinas
vivas, retém um grayu inaceitével de viruléncia, por reversdo ou
de outra forma. Algumas vacinas vivas manifestam uma pequena
persisténcia de imunidade atribuida ao répido desaparecimento da
estirpe da vacina dos tecidos do héspedeiro, e, em alguns casos,

imunidade incompleta de tal forma que alguns animais vacinados



morrem depois de um grande desafio com o inéculo de uma estirpe
virulenta.

As estirpes ndo-virulentas usadas como vacinas tém
sido obtidas de varias formas. A estirpe BCG foi obtida por
processos empiricos, durante cultura in vitro, prolongada, e pro
vavelmente devem essa ndo-viruléncia a mGltiplas mutacdes ndo

identificadas. A vacina de esporos de Bacillus anthracis de

Sterne & uma estirpe que perdeu a capacidade de sintetizar a cé-
psula de polipéptido, impor?ante como determinante de viruléncia,
mas ndo como antigene “protéctor“. Alguns experimentadores tém
usado como vacinas vivas apenas uma do;e subletal de uma estirpe
"selvagem" de virul@ncia relativamente baixa, no sentido em que
0 LD50 & um elevado ndmero de bactérias =-=-, uma situa¢cdo em que
hd um risco evidente de uma infeccdo dificil ou fatal ge desen-
volver em alguns dos sujeitos vacinados, e de transmissdo a ou-
tros hospedeiros.

Recentemente, estirpes bacterianas tém sido desenvol-
vidas péra uso como vacinas vivas que sdo mutantes estreptomicina-
-dependentes, de estirpes de algumas espécies patogénicas. Mutan

tes de Shigella flexneri e Shigella sonnei estreptomicina-depen-

dentes té&m sido extesivamente usadas como vacinas vivas, adminis
tradas pela boca, para proteccdo, e mostram ambas ser seguras e
eficientes. Em infec¢@es experimentais de Salmonella, contudo,
mutantes estreptomicina-dependentes parecem ser apenas moderada-
mente satisfatérios. Em geral, mutantes "espontdneos" de bacté-
rias de espécies Gram-negativas, i.e., mutantes incapazes de pro
duzirem lipopofissacérido normal sde ndo-virulentos, mas provaram

ser insatisfactérios como vacinas vivas devido a falharem



na proteccdo. Devem ser referidas duas excepc¢des. (i) em Salmo-
nella a mutagdo do gene galE impede a sintese do lipopolissacérido
do normal, a ndo ser que a bactéria esteja munida de galactose

pré-formada. Um mutante galE da S. typhimurium & realmente ndo-

-virulento em animais pequeﬁos derlaboratério, mas desperta boa
imunidade. Enquanto os anticorpos anti-0 foram produzidos, a
bactéria galE deve ter obtido galaotosé suficiente no:interior
dos tecidos do hospedeiro, para que eles produzam, no minimo, al
gum lipopolissacdrido O-especifico. Recentemente, um mutante
galE de'§L typhi, dado por alimentagdo a voluntdrios humanos,
provod ndo ser virulento, e conferir uma proteccdo razodvel con-
tra posteriores desafios orais com uma estirpe virulenta da mesma
espécie. Além disso, os primeiros relatérios de um ensaio em cam
po desta estirpe, dadoé por via oral a criancas de escolas na Ale
xandria, Egipto, indicam que esta fornece uma excelente proteccado
contra o risco de contraccdo de febre tiféide, que tem uma eleva-
da incidéncia nestas criangas. A ndo viruléncia de estirpes galE
parece ser'condicionada na presenca de mecanismos de defesa nor-
mais de células de hospedeiro, uma vez que a administragdo do
agente citotéxico ciclofosfamida a ratos previamente injectados

com um mutante galE de S. thyphimurium, ndo patogénico, a animais

ndo tratados, acelera infecgdes fatais devido & multiplicagdo da
estirpe galE. (ii) Um mutante eéponténem de S. dublin & usado
em routina na Gr3-Bretanha como vacina viva, dada por injecc¢do
parenteral, para proteccdo de vitelos recém-nascidos, contra as
frequentes infecgdes fatais delSalmonella, que antigamente eram
predominantes; como a estirpe usada mostra ter perdido a parte

O-especifica do lipopolissacarido, ela actua presumivelmente por



invocagdo de "imunidade ndo especifica", provavelmente por oau-
sar activacdd de macrofagos.

Uma vez que as vacinas tém, substancialmente, uma mai-+
or probabilidade de é&xito no fornecimento de proteccdonao hospe-
deiro contra uma subsequente invasdo de uma estirpe virulenta |
selvagem, & desejdvel desenvolver novas vacinas vivas que anulem as fa-
lhas das vacinas previamente preparadas. Uma vez que a resposta
imunitéria dos hospedeiros vertebrados aos antigénios , em particu
lar antigénios de superficie, dos microonrganismos patogénicos é -
0 mecanismo bé&sico de proteccdo, por vacinagdo, uma vacina viva
deve reter o complemento antigénico do tipo selvagem da estirpe.
A vacina viva deve ser ndo virulenfa, substancialmente incapaz
de multiplicagao no hospedeiro, e ndo ter probabilidade substan-
cial de reverter numa estirpe selvagem virulenta.

Uma vacina viva ndo virulenta deve ainda servir como
hospedeiro para a expressdo de mﬁjgénios que devem estar locali-
zados no citoplasma, transportados para o plasma ou para a mem-
brana exterior ou segregados para fornecer imunogénios para uma
resposta imunogénica pelo hospedéiro mamifero. Usando uma vaci-
na viva como transportadora de um imunogénio, particularmente um

hospedeiro invasor, como a Salmonella typhi, um forte estimulo

pode ser fornecido ao sistema imunitdrio, particularmente ao sis
tema imunitdrio humoral. Desta maneira, muitos dos beneficios
da aplicacdo de patogénios vivos atenuados, tal como bactérias,
fungos, protozodrios e virus podem ser alcahgados sem relacgao

com a reversdo a uma forma virulenta.



Literatura Relevante

Sandhu et al., Infection and Immunity (1986) 13:527, descreve a

perda de viruléncia de Aspergillus fumigatus num mutante auxotro

fico em relagdo ao dcido p-aminobenzoico. Morris et al., Brit.

J. Exptl. Path. (1976) 57:354 descreve o efeito da deplexdo dos

linfécitos T e B na protecqéo’de ratos vacinados com um mutante

galE de Salmonella typhimurium. Lyman et al., Inf. Imm. (1977)

15:491 compara a viruléncia do 0:9, aro e 0:4,5,12 S. typhimurium

isT transductantes para ratos. Descrig¢fes do uso de elementos

p

translocdveis para causar de deleccles du inversdes podem ser encon-

tradas no Kleckner et al., J. Mol. Biol. (1977) 116:125; Kleckner

et al., ibid 127:89; e Kleckner et al., Geneticg (1978) 90:427-
-464. Patente norte americana N294.337.314, para Oeschger et al.,
descreve a preparagdo de vacinas vivas de estirpes H. influenza
por combinacdo de muta¢Oes ocasionais numa s6 estirpe. Hoiseth

e Stocker, J. Bacteriol. (1985) 163:355-361, descreve a relacdo

entre 0s genes aroA e serC de §.'typhimurium.

Numa comunicacdo privéda o Dr. John Roth, do Depart-

ment of Biology, Universidade de Utah, desenvolveu duas estirpes

de S. typhimurium LT2, nas quais o transposdo Tni0, qqferindo
resisténcia 3 tetraciclina, foi inserido num gene do caminho
biosintético aromético, causando, desse modd, incapacidade de
sintetizar o percursor usual dos aminodcidos arométicos e de
dois mefabolitos bacterianos, p-aminobenzoato (percursor do me-
tabolito essencial dcido félico), e dihidroxibenzoato (percur-
sor do composto quelante de ferro enterochelina ou enterobacti-

naj. R. J. Yancey, Infection and Immunity, (1979) 24:174 infor-

ma que uma mutagdo causadora de incapacidade de sintetizar inte-



-

rochelina adquirida numa estirpe de S. typhimurium virulenta,

relativamente aos ratos, provoca uma considerével reducdo na vi-
ruléncia. 0 bloco metab6lico encontra-se entre o &cido corfsmico
co e enterobactina, de modo a que a mutag3o ndo cause a necessi-
dade do p-aminobenzoato. Em Maio de 1979 foi apresentado um do-
cumento por Stocker e Hoiseth entitulado " Effect of Genetic De-

fects in Iron Assimilation on Ar@matic Biosynthesis on Virulence

of Salmonella typhimurium".

Um ndmero de diferentes vacinas de Shigella foi encan
trado com védrios graus de 8xito. ImunizacBes parenterais de maca
cos e do homem com vacinasde Shigella inactivadas pelo calor eli
ciaram elevados teores de anticorpos circulantes. Nenhuma des-
sas vacinas confere proteccdo contra desafios experimentais

(Formal et gl., Shigellosis. In: Bacterial vaccines) (Ed Germa-

nier, R) (1984) pags 167-186; Shaughnessy et al., J. Am. Med.

Assoc. (1946) 132:352-368) ou infeccdo natural em ensaios de cam

po (Higgins et al., Am. J. Trop. Med. Hyg. (1955) 4:281-288). De

maneira andloga, a imunizacdo subcutédnea com S. flexneri viva vi
rulenta falha na condugdo de uma resposta protectiva imune em ma
cacos rhesus (Formal et al., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. (1967)

25:347-349),

Foram feitas trés tentativas para a construcdo de uma

vacina oral de Sigella viva segura. Formal et al. (J. Bacteriol.
(1965) 90:63-68) isolou uma estirpe mutante de S. Flexneri 2a
que, quando administrada em vérias doses, conferia resisténcia
em macacos. No entanto, em estudos humanos em que a vacina foi’
administrada em doses elevadas foram observados efeitos secundg-

rios como vébmitos, diarreia, e manifesta disenteria. Além dis-



S0, organismos reversiveis com propriedades do tibpo selvagem fo-
ram isolados a partir de cultura de fezes. (DuPont et al., J.

Infect. Dis. (1972) 135:5-11). Duma forma andloga, Istrati et

al. (Meitert et al., Arch. Roum. Path. Exp. Microbiol. (1984) 43:

251-278) passagou periodicamente S. flexneri 2a, e obteve um mu-
tante ndo invasivo designado por Tg,. Quando a vacina era admi-
nistrada em doseés mOltiplasde1010bactérias, mostrou ser segura

e conferiu protecgdo em humanos.

A segunda tentativa consistiu em utilizar estirpes
mutantes da Shigella sp. dependentes da estﬁeptomicina, como va-
cinas orais atenuadas (Mel et al., Bull. WHO (1965) 32:647-655;
Mel et al., Bull. WHO (1971) 45:457-464; e Mel et al.,Acta Micro-

biol. Acad. Sci. Hung. (1974) 21:109-114). Apesar de Mel et al.

(1965), supra terem demonstrado que uma protecg¢do serotipo-espe-
cifica (baseada na imunidade dirigidé contra o lipopolissacérido
O0-antigénico do envéluaro dé célula bacteriana) foi obtida, ou-
tros resultados indicaram que a-vacina era insuficiente para pre

ver a doenga (Levine et al., J. Pediatr. (1974) 84:803-806), e

que 0s revertentes estreptomicina-independentes foram isolados

(Levine et al., J. Infect. Dis. (1975) 131:704-707), o que parou
0o desenvolvimento deste tipo de vacina. :
Vacinas hibridas compreendendo quer Shigella modifi-
cada por insercdo de uma sequéncia de DNA de outro organismo,ou
outro organismo modificado por insercdo de genes codificadores de
antigénios de Shigella foram produzidos como uma terceira tentati-

va. Formal et gl., J. Bacteriol. (1965) 89:1374-1382 inseriu uma

porcdo do cromossoma de E. coli K12 numa estirpe de §. flexneri

virulenta, o que produziu um organismo atenuado que & insuficien-



te para fornecer protec¢do quando usado como uma vacina. Levi-

ne et al., J. Infect. Dis. (1977) 136:577-582 modificou a E.coli

K12 inserindo nos locais contendo genes que codificam para o ti-
po-especifico e factores grupo-especificos do anfig@ﬁo 0 (LPS),
cuja vacina falhou no fornecer de proteccdo. A adicdo do gene

de um plasmideo invasor da S. flexneri & E. coli K12 modificada
atréds descrita produz uma vacina que pareceu ser eficaz em tes-

tes em macacos rhesus (formal et al., Infect. Immun. (1984) 46:

465-469)., Ver também Formal et al., Infect Immun. (1981) 34:746

750 em que genes de antigénio-0 da S. sonnei foram introduzidos

em S. typhi estirpe 21a.

SUMARIO DA INVENGAOQ

As vacinas vivas sdo fornecidas para vacinar um hospe-
deiro contra um microorganismo patogénico, particularmente bacté
rias, assim como servir de transportadores de imunogénios de ou-
tros patogénios, particularmente microorganismos, incluindo virus,
procariotas e eucariotas. As vacinasrvivas sdo preparadas produ-

zindo mutantes auxotr6ficos de uma estirpe patogénica, nos quais

pelo menos um, usualmente dois ou mais, caminhos biossintéticos,
sdo bloqueados, de tal forma que o mutante bacteriano necessita,
para proliferar, de, pelo menos um, e, preferencialmente, dois ou
mais nutrientes que normalmente ndo estdo disponfveis no hospedei
ro nas quantidades necessdrias ao organismo.
A mutacdo auxotré6fica & um resultado uma modifi-

cacdo genética num gene estruturél, cuja modificaddo ndo pode ser
reparada por nenhum passo simples. Estas modifica¢des genéticas

incluem delecgdo e/ou inversdo de um segmento polinucleotfdico



de um gene principalmente quando a inversdo ocorre imediatamente
adjacente a uma inserc¢do de uma sequéncia estranha de nuclebtidos
no gene. Para os fins desta invencdo, estas modificag¢les serdo
referidas como "mutacﬁes'néo-reversiveis”. Normalmente, a muta-
¢do ndo-reversivel ndo afeqta a constituicdo antigénica do micro-
organismo patogénico, e, em particular, ndo altera os seus anti-
génios superficiais, alguns dds qua;s podem ser importantes deter-
minantes de patogenicidade. O0s mutantes auxotré6ficos resultantes
tém substancialmente uma probabilidade nula de reversdo, enquanto
tém as mesmas, ou substancialmente as mesmas caracteristicas imu
nogénicas que a estirpe virulenta, de forma a que produzam uma
resposta imunogénica eficaz.

Sdo obtidos, em particular; mutantes auxotréficos, uti
lizando uma estirpe virulenta contendo, de preferéncia, um marca-
dor genético que permita a sua selec¢do e criando, pelo menos,
uma mutagdo ndo-reversfvel, num ou mais gene(s), de modo a produ-
zir um blogueio completo na biossintese de um ou mais metabolito(s)
essenciais]que normalmente ndo estdo disppniveis em tecidos de
vertebrados. Por isolamento do mutante e seu "screening", para a
incapacidade de reversdo, a perda de viruléncia e capacidade imu~
nizadora, quando usado como‘vacihas vivas, podem ser obtidas es-

tirpes Gteis para vacinas vivas.

DESCRICAO DAS FORMAS DE REALIZAGAO ESPECIFICAS

Vacinas preparadas a-partir de microorganismos vivos,
ndo virulentos sdo fornecidas, as quais sdo particularmente Gteis
na vacinagdo de hospedeiros vertebrados susceptiveis a doencas dos

correspondentes microorganismos patogénicos. O0s mieroorganismos



ndo virulentos, principalmente as bactérias, podem servir como
transportadores de antigénios de outros patogénios, de maneira 5
produzir uma resposta mdltipla imunogénica, e promover proteg-
¢do humoral e/ou celular a deis ou mais patogénios. Os microor-
ganismos sdo auxotréficos, tém um bloqueio completo ndo-reversi-
vel em pelo menos um, usualmente varios caminhos biossintéticos
provocando a necessidade de nutriente(s) n&o disponiveis no ani-
mal a ser vacinado, em quantidades suficientes para permitir a
multiplicagdo do microorganismo. Assim, as estirpes de vacinas
devem seréremﬂdas em maios suplementados com nutriente(s), e
quando introduzidas no hospedeiro continuardo a viver (até serem
eliminadas pela resposta imunitdria do hospedeiro), mas serdo in
capazes de proliferar.

0 bloco n3o-reversivel é criado introduzindo uma muta-
¢do num gene codificador de um enzima ndo essencial, necessério
numa fase particular de um caminho biossintético. Como o produto
desse caminho ndo estd acessfvel no hospedeiro a ser vacinado, ©
microorganismo serd incapaz de broliferar, apesar de estar vivo
e reter as suas caratteristicas antigénicas nativas. A mutagdo &
ndo-reversivel porque o restabelecimento da fungéo do gene normal
pode ocorrer apenas por uma coincidéncia casual ocorrida em mais
do que um aconteciménbo, sendo cada um destes acontecimentos muito
raro.

No caso de uma deleccdo, a mutacdo de restabelecimento
da informacdo genética requere muitas coincidéncias casuais de in
sercdo de nuclebtidos, sequencialmente, para repdr a informagédo
genética perdida. No caso de uma insercdo seguida de inversdo, o

restabelecimento da actividade do gene requererd a coincidéncia



de uma delecgdo precisa da sequéncia inserida, e uma re-inversado
precisa da sequéncia invertida adjacente, possuindo cada uma
extraordinariamente pequena, e pouco detectdvel, frequéncia de
ocurréncia. Assim, dada um dos dois tipos de mutac¢des auxotré6ficas
ndo-reversfveis tem uma probabilidade substancialmente nula de re-
verter para a prototrofia.

Enquanto um Gnico bloco ndo-reversivel fornece um ele-
vado grau de seguranga contra uma possivel reversdo a viruléncia,
existem ainda acontec¢imentos que, apesar de improvéveis, tém uma
probabilidade finita de ocorrerem. Existem oportunidades de re-.
versdo quando existem microorganismos no hospedeiro que podem
transferir, poﬁ conjugacdo, a capacidade genética, para o anrganis
mo ndo virulento. Alternativamente, poderd haver um caminho bios-
sintético critico alternétivo que, por rara mutacdo, ou em condi-
¢les de stress, poderéd tornar-se operativo. Em terceiro lugar, um
nutriente administrado ao hospedeiro pode servir como o metabolito
necessédrio resultando numa proliferacdo patogénica e viruléncia.
Por esta razdo terd interesse desenvolver vacinas de microorganis-
mos vivos com dois blocos de caminhos separados e ndo relaciona-
dos, que serdo vidveis e com uma vida razoavelmente longa no hos-
pedeiro, fornecer uma resposta imunitéria forte apbs a administra
¢do ao hospedeiro, e sirvam como transportadores para antigénios
de outros patogénios, para fornecer protecc¢do imunitéria destes
patogénios.

Em adicdo As mutagdes auxotréficas que prevém a multi-
plicagdo em animais vacinadés, é desejével que o microorganismo
a usar como vacina viva tenha um ou mais "caractéres marcadores”

genéticos sendo mais facilmente distinguiveis de outros microor-



ganismos da mesma espécie, quer de estirpes selvagens, quer de
estirpes de vacinas vivas. - Convenientemente, o marcador dever§
ser uma necessidade nutricional, tal como a necessidade de histi
dina. Estas mércas sdo (teis na distingdo da estirpe da vacina

e das estirpes tipo selvagem, particularmente quando um pacien-
te vacinado sucumbe & infeccdo, como resultado da exposigdo antes
da imunidade da vacina ter sido estabelecida.

Depois da manipulacdo do microorganismo, de modo a in
troduzir uma ou mais mutagdes ndo-reversiveis em alguns dos mem-
brosda populacdo, os microorganismos sdo crescidos sob condi-
¢cOes que facilitem o isolamento dos mutantes auxotrd6ficos, quer
em condi¢les em que estes mutantes tenham uma vantagem selectiva
em relacdo & bactéria parental, quer em condi¢Bes que permitam o
seu fdcil reconhecimento, das bactérias inalteradas, ou de outro
tipo de mutantes. O0s mutantes auxotré6ficos isolados sdo clonados
e seleccionados relativamente & viruléncia, incapacidade de rever-
sdo, e capacidade de proteger o hospedeiro de uma estirpe patogé-
nica virulenta. '

0 presente método destina-se a preparacdo de vacinas, e
estas t&m um grande nGmero de vantagens sobre as primeiras vacinas.
Em contraste com outras vacinas a presente invengdo prové a causa
exacta da perda de viruléncia. Contrariamente a outras estirpes
de vacinas vivas que sdo ndo virulentas devido & alteracdo do éé-
rdcter do lipopolissacérido, as presentes vacinas ficardo substanci-
almente inalterdveis no carécter antigénico 0, tal como outros an-
tig@ﬁos'superffciais que podem ter importdncia na viruléncia e
imunidade , tal como as principais proteinas da membrana exterior.

Assim, as presentes vacinas estimulardo a producdo de anticorpos
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anti-0, que se sabe serem componentes importantes na obtengdo de
imunidade por vacinacdo. As presentes estirpes deverdo ser capa
zes de persistir no hospedeiro por longos perfodos de tempo, nor
malmente semanas, para aumentar a eficdcia do efeito imunizante,
por estimulacdo continya do sistema imunitdrio do hospedeiro até
que 0 sistema referido tenha limpo todos 0s organismos. 0s mu-
tantes auxotréficos com mutacles completas, ndo-reversiveis, te-
rdo, substancialmente, uma probabilidade de reverterem a virulén
cia nula. Visto que a ndo-viruléncia depende da auséncia de me-
tabolitos importantes nos tecidos do hospedeiro, e ndo de uma fun
¢do celular do hospedeiro, aS presentes estirpes serdo ndo-viru-
lentas, mesmo em hospedeiros imuno-déficiemtes.

A presente invengdo é particularmente aplicédvel, entre
as bactérias, a uma larga variedade de-estirpes de Salmonella,
mais particularmente de grupos A, B, ou D, que incluem a maioria
das espécies que sdo patogénies especificos de alguns hospedeiros
vertebrados. Exemplos de doencas causadas por Salmonella, para as

quais podem ser praduzidas vacinas vivas, sdo S. Typhimurium; S.

typhi; S. abortusovi; S. abortus-equi; S. dublin; S,gallinarum;
S. pullorum; assim como outras due sdo conhecidas ou podem ser des-
cobertas como causadoras de infeccdes em mamiferos.

Qutros organismos para os quais a presente invengdo po
de também ser aplicada incluem Shigella, Particularmente S. flex-

neri e S. sonnei; Haemophilus, particularmente H. influenzae, mais

particularmente tipo b; Bordetella, particularmente B. pertussis;

Neisseria, particularmente N. meningitidis e N. gonorrohoeae; Pas-

teuralla, particularmente P. multocida e Yersinia, particularmente

Y. pestis.



As vacinas podem ser usadas numa grande variddade de
animais, assim como no homem. Inclufdos nestes animais domésti-
cos, que hoje sdo tratados'por vacihas ou poderdo sé-lo, se
susceptiveis a doengas bacterianas, encontram-se as galinhas, va
cas, porcos, cavalos, cabras, e carneirqs, para referir os animais
domésticos mais importantes.

Na prepara¢do das vacinas vivas escolhe-se uma estir-
pe do pgtogénio que, de preferéncia, tenha um marcador para distin
tuir o mutante auxotr6fico a ser produzido, de outros membros da
estirpe. Alternativamente, este marcador pode ser introduzido na
estirpe da vacina. Podem ser empregues varios marcadores, tal co
mo a reédsténcia a antibidtico, ou a droga sintética antibacteria
na, um bloqueio num caminho biossintético, causando a necessidade
de um aminoécido, e.g, histidina, ou um acontecimento semelhante.
A limita¢do do marcador particular é que.este ndo deve afectar o
cardcter imunogénico do microorganismo, nem deve interferir com o
processo do microorganismo no processar da vacina viva. 0 marca-
dor alterard o fendtipo para permitir o reconhecimento deste mi-
croorganismo.

0 organismo em estudo serd entdo processado de modo a
fornecer uma od mais mutagdes nép—reversiveis. Cada mutacdo ndo-
-reversfvel envolverd um polinucledtido com mais do que 5 nucledti
dos, preferivelmente um bolinucieétido com, no minimo, 10 nucleb-
tidos, e bloqueard pelo menos um, preferivelmente mais caminhos
biossintéticos, normalmente 2 ou mais. As mutac¢Oes podem ser dele-
¢des, insercdes, ou inversdes, ou combinagfes destas. 0s caminhos
biossintéticos bloqueados ndo devem estar envolvidos na produgdo

dos antigénios envolvidos com a viruléncia do microorganismo, nem



com a resposta imunitéria do hospedeiro & infecg¢do pelo microor-

ganismo. Varias técnicas podem ser empregues para introducdo de
delegdes ou insergdo de inversdes, de modo a obter um microorga-
nismo possuindo o caminho biossintético global, ndo-reversivel,
desejado bloqueado. |
A escolha do gene serd determinada pela capacidade de
mutar o gene sem destruir a viabilidade do microorganismo; a na-
tureza essencial do produto expresso pelo gene, e pela necessida
de da auséncia do produto no hospedeira pretendido. 0 gene blo-
queado deve impedir a produgcdo de um enzima requerido no caminho
biossintético de um metabolito necessdrio a multiplicag¢do, mas,
por outro lado, ndo necessario para viabilidade. @s genes de in-
teresse particular incluem muitos dos genes aro, tal como aroA,

aroB, aroD, e aroE; pab que estd envolvido na producdo de 4cido

p-aminobenzoico; e os genes pur que estdo envolvidos na conversgo
de inusinamenofosfato em adenosinamenofosfato, causando a necessi
dade de adenina ou de um composto de adenina.

Uma técnica para produzir um bloqueio ndo-reversivel no
caminho biossintético & o emprego de elementos translocdveis, em
particular, transposBes. Os transposdes sdo segmentos de dupla
cadeia de DNA, com alguns milhares de nuclebétidos, e contendo nor-
malmente um gene de resisténcia a um antibibético ou outra droga
antibacteriana, juntamente com genes que podem efectuar a insergao
de uma cOpia do transposdo em algum dos muitos locais diferentes
no DNA da bactéria, onde se encontra o transposdo. A insercdo de
um transposdo num gene que especifica a sequéncia de aminodcidos
de uma protefna enzimaticamente attiva, provoca a perda completa

da capacidade de sintetizar essa proteina na forma activa. Con-
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tudo, todo o transposdo &, a uma baixa frequéncia (por exemplo
10'8/bactéria/geragao), apagado ourexcisado do gene no qual es-
tava inserido, sendo este gene, consequentemente, respabelecido
para o0 seu estado original, de modo qué especifica novamente uma
proteina enzimaticamente activa. "Esta excisdo precisa do trans-
posdo provoca perda de resisténcia ao antibfdético ou outro agen
te antibacteriano, que resultou da accdo do gene de resisténcia
do transposdo.

Além da excisdo precisa, também ocorre perda de resis-
téncia éonferida pelo transposdo, por outros tipos de aconteci-
mentos que sdo muito mais frequentes que a excisdo precisa, e
ndo resultam na reconstituicdo da forma original do gene, e, por
tanto ndo resultam na restauracdo da fung¢do do gene perdida.

Dois tipos destes acontecimentos résultam na produgdo de uma for-
ma ndo-reversivel e ndo-funcional do gene, no qual o transposdo
foi inserido: um acontecimento & a deleccdo de um segmento de DNA
compreendendo uma parte ou o total do transposdo, incluindo o seu
gene de resisténcia, e um segmento de DNA extendido de um lado

do local de ihsergﬁo, extendendo-se, portanto, por vezes
inteiramente _ através de parte do gene no qual o
transposdo foi inserido,'de um lado do local de insercdo; o outro
acontecimento é a delecg¢do de uma parte do transposdo, e inversdo
simultdnea de um segmento de DNA que inclui material genético ex-
tendido de um lado do local da inserc¢do original, i.e., parte ou
toda a porcdo do gene afectado a um lado do local da inserg¢do ori
ginal. 0 restabelecimento do gene afectado para o seu estado ori
ginal pode entd3o ocorrer apenas por uma deleccdo precisa da parte

restante do transposdo, juntamente com re-inversdo exactamente do



segmento de DNA invertido, i.e., pela ocorréncia coincidente de
dois acontecimentos, cada um com uma probabhilidade pouco frequen
te, provavelmente indetectavelmente rara.

A consequéncia de cada um destes dois tipos de aconte
cimentos, delec¢do ou delecgcdo mais inversdo, ocorrendo numa ba-
ctéria com uma inserc¢do de um transposdo num gene que esfecifica
um enzima biossintético é alterar a bactéria contendo o transposdo,
auxotrofica, resistente a antibi6ético, com uma lesdo genética cau-
sando um defeito num enzima, que, embora completa, & passivel de
rara reversdo, parauna bactéria sensivel a antibidtico, com o mesmo
defeito no enzima, tal como antes, auséncia do transposda intacto,
e recentemente ndo mais sujeita a correcdes por acontecimentos de
reversdo raros. Assim, quando o transposdo & inserido num gene
que especifica um enzima uSado'num caminho biossintético, origi-
nando um metabelito ou metabolitos essenciais & multiplicag¢do da
bactéria, mas ndo disponiveis no'seu hospedeiro vertebrado, o re=
sultado final & uma estirpe bacteriana com uma mutagdo completa
e ndo-reversivel causando ndo-viruléncia.

0 isolamento dos mutantes auxotré6ficos pode ser faci-
litado pelo uso de penicilina para matar as bactérias ndo-auxo-
tré6ficas, e aumentar, assim, a propor¢do dos mutantes exactamente
nutricionais na populagdo. Uma vez que o mutante, com 0 cardcter
auxotrdéfico desejado, tehha sido isolado, uma grande populagdo de
mutantes pode ser seleccionado pela presen¢a de qualquer descen-
dente capaz de crescer sem o metabolito relevante, testando, assim,
a probabilidade de reversdo da mutacdo; este teste é feito de ma-
neira mais rigorosa se a populacdo é primeiramente exposta a um

agente mutagénico ou agentes capazes de induzir uma grande varie-



dade de modificagBes mutacionais, i.e., substitui¢les de bases,
deslocagdo de estrutura (frameshifts) etc. Além disso, se um
sistema de recombina¢d0 estiver disponivel, um mutante com uma
delecgdo de um segmento de um gene cobrindo os locais de dois ou
mais mutantes pontuais pode ser reconhecido pela auséncia de re-
combinantgs do tipo selvagem, quando o mutante da deleccdo é
cruzado com cada um dos mutantes pontuais em questdo., Desta for-
ma, pode-se assegurar que o mutante auxotrdéfico imvestigado &
quase certamente o resultado de uma delec¢do, mais do que uma mu-
tacdo pontual.

Um fago transdutor geral, como o fago P1, capaz de se
adsorver a bactérias de uma grande gama de géneros (se necessé-
rio depois da apropriada moﬁificagao‘genética do cardcter do seu li-
popolissacérido, para fornecer a capacidade necessdria para adsor
ver este fago) pode ser usado para transdutar um gene biossinté-
tico ndo funcional, tal como o gene aro ou pur inactivado por in-
sergdo de um transposdo ou de outra forma, do seu hospedeiro ori-
ginal para uma estirpe bacteriana patogénica de diferentes esp§~
cies ou género, onde terd alguma probabilidade de incorporacédo
no cromossoma, substituindo assim o gene homélogo do tipo selva-
gem, para produzir um transductante auxotréfico. No entanto, a
frequéncia desta substituicdo parece ser muito reduzida pela in-
completa homologia das sequéncias de bases dos genes corresponden
tes em bactérias de diferentes géneros. 0 DNA mediado por trans-
formag¢do ou conjugag¢do bacteriana pode ser usado , duma forma
anédloga, para transflerir um aro, pur ou outro gdene biessintético
inactivado por insercdo de um transposdo ou, de outro modo, em

bactérias de espécies ou géneros diferentes dos da estirpe ori-



ginal, para originar bactérias auxotr6ficas agora ndo-virulentas
devido & necessidade de um metabolito ndo disponivel no hospedei-
ro vertebrado, e incapaz de réverter d prototrofia devido 3 pre-
senga quer de uma deleccdo quer de uma insercgdo-inversdo.

A conjugacdo pode também ser empregue envolvendo cru
zamento conjugacional de uma estirpe virulenta com uma estirpe
ndo virulenta acessivel, tendo o gene mutado ndo-reversivel dese-
jado..Empregando uma'estirpe Hfr ou F¥ com uma estirpe virulenta
F~, pode ocurrer a transferéncia do gene mutado para a estirpe vi-
rulenta com recombinagdo resultando na substituicdo do gene selva-
gem pelo gene mutado. Pode-se entdo seleccionar o auxotréfico,
como descrito atrés.

0 uso de um fago transdutor, a transformagdo mediada
de DNA, e/ou conjugagdo pode também ser empregue para introduzirf .
sucessivamente, dois ou mais. genes mutados, independentemente, nu-
ma estirpe hospedeira a ser usada como vacina. A presenga de duas
mutag¢les completamente independentes, tendo cada uma uma probabi-
lidade de reverééo extremamente baixa, fornece uma seguranca qua-
se absoluta de que a estirpe da vacina ndo se pode tornar virulen
ta. Na seccdo experimental estd descrita a construcdo destas duas

mutagdes dobradas (aroA™, purA™) usando o fago transdutor P22, pa

ra transferir as mutacdes independentes em Salmonella. Também é
descrita a producdo de uma mutacdo gﬁgg' de Shigella usando o fa-
go transdutor P1.

De acordo com a presente invencdo, as vacinas sdo pro-
duzidas por introducdo de uma mutacdo ndo-reversivel em, pelo me-
nos, um gene, em que cada mutacdo €& um ndmero suficiente de bases

de uma sequéncia para garantir uma probabilidade substancial nula

- 20 -



de reversdo, e a seguranca da ndo expressdo de cada gene mutado,
no sentido da sua total inc§pacidade‘para determinar a protefna
enzimaticamente activa. Adicionalmente, cada gene escolhido de-
verd estar envolvido em, pelo menos um, e de preferéncia, pelo
menos dois, caminhos biossintéticos, para produzir metabolitos
que estejam presentes raramente no hospedeiro ou completamente
ausentes. 0 tipo de gene e 0 nlmero escolhido resultaram de tal
maneira que o fornecimento dos nutrientes necessdrios para proli-
feracdo pelo hospedeiro da vacina tenha uma probabilidade aproxi-
madamente nula. Foi mostrado que estas condig¢les sdo preenchidas
pelos génes aroA e purA de Salmonella, particularmente typhimuri-

um dublin e typhi, de forma a que estes genes sdo preferidos,

apesar de outros genes, como previamente indicado, poderem também
servir como local da mutacdo ndo-reversivel.

No caso de transducgdo , o transposdo tem um marcador
que permite a selecgéoidos microorganismos transductados. Por
exemplo, se o transposda fornece resisténcia a um biostato ou bio
cida, e.g. antibiético, por crescimento do microorganismo trans-
ductado, num meio nutriente conténdo 0 agente bioactivo, seleccio
na-se o microoﬁganismo transductado num meio nutriente contendo o
agente bioactivo, e selecciona-se a estirpe transductante. Podem-se
também aplicar outras téénicas, como serd descrito adiante, para
seleccionar os membros da estirpe transductante que sofreram ex-
cisdo de todo ou parte do transposdo no qual este transporta con-
sigo uma por¢do do gene que tinha.sido integrada no transposao,
ou resulta numa inversdo de uma por¢do do gene.

De modo a isolar a estirpe auxotr6fica produzida quer

por transduccdao , mutagénese, transformag¢do ou de outra maneira, &
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desejédvel fornecer uma pressdo selectiva estirpe virulenta tra-
tada para aumentar a proporcdo da estirpe auxotré6fica desejada.
Uma técnica consiste em empregar uma droga, e.g. uma ﬁenicilina,
que & letal apenas para as bactérias em multiplicagdo. Empregan-
do um meio nutriente que ndo forneca um ou mais dos produtos meta
bélicos requeridos pela estirpe auxotréfica, devido & mutacgdo in-
troduzida acima, a estirpe auxotr6fica seréd inibida de multiplica-
Gdo, enquanto a estirpe parente virulenta se multiplicaréd, e, as-
sim, serd morta pela penicilina. Normalmente, pelo menos cerca
de 99% das bactérias, e menos que 100% sdo mortas, de forma a que
as sobreviventes, cerca de 0,05 a 1% das bactérias originais, tém
um grande aumento de concentracdo da estirpe auxotréfica. Pode-
-se, entdo, aumentar as bactérias sobreviventes num meio suplemen
tar que permita a multiplicacdo da estirpe auxotréfica, e repetir
a accdo mortal da penicilina, até que se isole os auxotréficos de
uma coldnia simples e estabelecer a auséncia completa de qualquer
uma das estirpes parentes virulentas.

A estirpe auxotréfica resultante serd uma vacina viva
ndo virulenta, contendo a desejada imunogenicidade, em que a dele-
cdo ndo afectard a producdo dos antigénios que desplotam a natural
resposta imunitdria do hospedeiro. Ao mesmo tempo, a delecgdo re-
sulta numa vacina viva ndo virulenta, incapaz de crescer no hospe-
deiro e incapaz de reverter numa estirpe virulenta.

Duas estirpes de Salmonella particularmente dteis, ten
do uma delecgdo aroA foram preparadas geralmente como se segue.
Uma estirpe de Salmonella caracteristica fol exposta a um fago trans
ductor crescido numa estirpe diferente de Salmonella que é aroA5%4

::Tn10, e a seleccdo foi feita por aumento de resisténcia 3 te-
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traciclina. O0s transductantes aromdtico-dependentes, resistentes
d tetraciclina, foram incubados num meio Bochner. Os mutantes

que cresceram bem nesse meio foram replicados e seleccionados pa-
ra a incapacidade de reverterem a indepedéncia aromatica, indican
do uma deleccdo ou delecgdo-inversdo da mutacdo no aroA. Os trans
ductantes podem ser seleccionados empregando ratos e uma estirpe
que é ndo virulenta, e que fornece . protec¢do contra a inoculagdo
com uma estirpe virulenta seleccionada. De preferéncia

pode-se introduzir um marcador, por exemplo, autotrofia, para pro-
ver uma necessidade nutricional que permite, entdo, uma répida de-
terminag¢do da ocorréncia de‘reverséo, quando um hospedeiro contrai
Salmonella, quando sujeito a uma vacinagdo subsequente com a vaci-
na breparada de acordo com esta invengéo.m A construcdo de estir-

pes Salmonella aroA™, purA” estd também descrita na seccio experi-

mental.

Um ataque de Shigella que induz desinteria bacilar con-
fere proteccdo contra posteriores ataques por Shigella de espécies.
que causaram o ataque original, mas ndo protege contra doengas cau
sadas por Shigella de espécies diferentes. 0Os métodos usados com

Shigella flexneri s&o também aplicados a outras espécies importan

tes como Shigella dysenteriae tipo 1, que provoca a doenca mais
grave ¢ & a maior causa de mortalidade em muitas partes do mundo,

e Shigella sonnei, a causa mais comum de doenca em pafises desenvol

vidos, uma doenca relativamente secunddria mas de grande incémodo.
Un exemplo de um grupo de vacinas vivas da estirpe Shi-

gella foi produzido usando Shigella flexneri. As estirpes dé Shi-

gella flexneri sdo atribuidos serotipos pela estrutura do seu anti

gnio 0. A unidade repetida do oligossacérido da cadeia de polissa-
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cdrido do lipopolissacérido (LPS) da superficie bactériana (cu-
ja estrutura determina a constituicdo do antigénio 0), consiste de
uma unidade b&sica de quatro acucares, idéntica em todos os sero-
tipos (excepto o serotipo 6). No tipo Y ndo h& adigles & unidade
bdsica, mas em cada um dos outros serotipos uma ou duas unidades
de glucose ou acetil sdo ligadas a pontos que diferemrconforme 0
serotipo. Estas modificagles da unidade bédsica sdo determinadas
por profagos (viroses bacterianas latentes) transportados por es-
tirpes de outros tipos que ndo o tipo Y. A estirpe do tipo Y po-
de ser convertida em qualquer um dos outros tipos incluindo 1ta,1b,
2a, 2b, 3a, 3b, 4a, 4b e 5, tornando-o lisogénico com o apropria-

do bacteriofago(s).

A administracdo de vacinas vivas de Shigella flexneri
a soldados na Jugosldvia foi feita para reduzir a incidéncia de
desinteria devida a estirpes do mesmo serotipo que o da estirpe de
vacina, mas ndo para afectar a incidéncia da doenga devida a ou-
tros serotipos (i.e., a protecgéo parecia ser especifica do tipo).
A presente estirpe de vacina viva, SFL114, consequentemente foi
construida a partir de uma estirpe parente do tipo Y, para que .pos
sa, se necessario, ser convertida no serotipo ta, 1b, 2a, 2b, 3a,
3b, 4a, 4b, 5, ou outro, por lisogenizag¢do com o fago apropriado.

Quase todos os isolados de Shigella recentes sdo resis-
tentes a véarios antibidticos e a maioria das estirpes testadas pa-
ra modificagdo para uma estirpe de vacina na presente invengdo
ndo crescem, ou crescem apenas muito lentamente em meios simples,
quimicamente definidos, isto &, meios com composic¢des quimicas de-
finidas. Contudo, preferencialmente uma estirpe de vacina viva

deve ser sensivel a todos os antibidticos e antibacterianos sinté-
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ticos que sdo activos contra estirpes de Shigella isolados, antes
da era do antibidtico. Além disso, por conveniéncia na determina
Gdo do carécter nutricional, uma estirpe usada como parente de de
rivados auxotréficos deve ter requesitos nutricionais simples.

A estirpe de Shigella sp. a ser usada como vacina viva
deve ser capaz de invadir células humanas, j& que estirpes nio in
vasoras, embora ndo virulentas, mostraram ndo serem eficazes como
vacinas vivas. A propriedade invasora da estirpe depende da posse

do seu plasmideo "invasor", que na Shigella flexneri tem um tama-

nho de cerca def40 Md. A presenca deste plasmideo pode ser determi-
nada pela capacidade da bacﬁéria em Se ligar ao corante quando
cfesce num meio apropriado contendo Gongo Red (Congo Red positivo)
e pela presenca de um plasmideo produtqr de uma banda DNA do tama-
nho apropriado.

A estirpe de Shigella sp. a ser wusada como vacina vi-
va, apesar de capaz de invadir células humanas, tem que ser incapaz
de proliferar nas mesmas por muito poucas geracBes, uma vez qué a
multiplicacdo ndo restrita resulta em doenca. Estirpes capazes
de causar desinteria no homem ou em macacos produzem queratoconjun
tivite duando se instalam no saco conjuntivo das cobaias ( a reac-
¢do & chamada teste Serenei positivo). Uma estirpe a ser usada
como vacina viva deve, por isso, ser Congo Red positiva e Serenei
negativa.

As estirpes de vacinas vivas de Shigella flexneri desta

invencdo sdo construidas camo se seque. E obtido um bloqueio com-
pleto, preferencialmente irreversivel, num caminho biossintético
que conduz a um metabolito que a bactéria tem de obter, para que

se possa multiplicar mas que n3o estd disponivel (ou ndo disponi-

- 25 -



vel em concentrag¢des suficientes) nos tecidos do hospedeiro. Es-

te bloqueio pode ser feito por uma variedade de métodos, incluin-
do mutagénese espontédnea ou induzida pdr mutagénio; ou pela intro
dugdo de uma mutagao néo-reversiVel, previamente caracterizads,
por transferéncia genética de um organismo relacionado, por uma
série dé métodos; ou por manipulagdo in vitro de um gene biossin-
tético clonado, seguida da sua introducdo no cromossoma da estir
pe de Shigella sp.. Convenientemente, .0 bloqueio & produzido por
insercdo de um transposdo num gene cuja funcdo é essencial no ca-
minho biossintético em questdo. O transposdo confere uma proprie-
dade selectiva, como resisténcia a um antibidtico. Uma estirpe
de Shigella com um transposdo adequado inserido num gene apropria-
do pode ser obtida também por mutagénese da estirpe por transpo-
sBes, com selec¢do para uma marca determinada pelo transposdo, co
mo resisténcia a antibidético ou outra. As bactérias resultantes sado
seleccionadas para detectar.os auxotréficos produzidos por inser-
¢do do transposdo num gene no caminho biossintético relacionado.
Mais convenientemente, o gene biossintético do tipo selvagem da
estirpe Shigella sp. & substituido pelo gene correspondente de ou-
tra estirpe da mesma espécie bu relacionada, por transducgdo ou al-
gum outro processo de transferéncia genética, onde o gene corres-
pondente estd jé& inactivado por insercdo do transposdo. As célu-
las contendo o carédcter de resisténcia determinado pelo transpo-
sdo sdo seleccionadas.

Uma estirpe Shigella com um transposdo determinante do
carécter auxotréfico, se serenei-negativa ou Congo Red positivo,
& ndo virulenta e eficaz como vacina viva no homem. No entanto,

esta estirpe deve, pelo menos teoricamente, perder o seu novo ca-



rdcter auxotr6fico e, assiﬁ, recuperar a viruléncia pelo aconte-
cimento incomum de "excisdo limpa" da insercdo do transposdo. Es
ta possibilidade pode ser eliminada pelo isolamento de um mutante
que perdeu o carécter de resisténcia conferida pelo transposdo,
por uma segunda delec¢do-inversdo provocada pelo transposdo, ou
mutacdo deleccdo estendendo-se para além do transposdo, para ou
através da regido codificante do préprio gene biossintético. 0Os
mutantes secunddrios em que toda ou uma porcdo substancial da
regido codificante foi anulada podem ser identificados, contra
estes mutantes sensfveis ao antibiético, pela sua falha na liga-
¢do de uma sonda consistindo na sequéncia de DNA correspondente
do gene do tipo selvagem. Mutantes secundérios com inversdes afectando a
regido codificante podem ainda ser identificados por sondagem,
apesar de ser duma forma menos simples.

Uma estirpe de Shigella flexneri com um gene aroD

inactivado por um transposdo, provocando a necessidade de metabo
litos aromédticos, incluindo o &cido p-aminobenzoico e, consequen-
temente, ndo virulenta, & geralmente construida como se segue. Um

derivado aromético-dependente da estirpe de Shigella flexneri Y234

-79 foi obtida por transduccdo com selecgdo de resisténcia a tetra
ciclina. 0 lisado transdutor usado, G2272, foi o fago P1 Cm C-ts
obtido por inducdo térmica de um derivado lisogénico da estirpe
NK5131, que é um derivado resintente & tetraciclina da E. coli K12
que & aromdtico-dependente devido & inserc¢do do transposdo Tn10
que afecta o gene arobD.

A transduccdo origina clones tetraciclina-resistentes,

mostrando dependéncia aromdtica. Um tal clone, Congo-Red positi-

vos, foi designado SFL114. A estirpe SFL114 retem um cardcter
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suave como mostrado pela aglutinacdo por um anticorpo anti-Y
monoclonal, tem o plasmideo 140 Md, e invade células HeLa e Hep-2,
em cultura, com uma eficiéncia préxima da dos seus parentes,Y234-
-79. Contudo, o clone SFL114 ndo produz querato-conjuntivite em
qualquer dos 11 porcos da india testados, o que indica que esta
estirpe deve ser ndo-virulenta.

A estirpe SFL114, sob a forma em que foi isolada pode,
tecnicamente, reverter & independéncia aromtica e, entdo, a vi-
ruléncia, pelo raro acontecimento de excisdo completa do transpo
sdo, apesar dos esforgcos para demonstrar esta reversdo, falhou.
Assim, uma série de mutantes da SFL114, sensiveis & tetracicli-
na, que resultam de uma deleccdo provocada por um transposdo, ou
mutacdes deleccdo-inversdo, extendidas desde o interior do trans-
posdo, pelo menos através dos seus geﬁes de resisténcia & tetra-
ciclina, e em alguns dos mutantes, no DNA do gene no qual o Tn10
é inserido (neste caso gggg) foram isolados. Estes mutantes sen-
siveis & tetraciclina foram seleccionados pela capacidade de se
ligarem a uma sonda DNA que inclui todos excepto os 75 pares de

base N-terminais da regido codificante do gene aroD” da E. coli.

Este "screening " mostrou que alguns dos isolados falharam na liga-
¢cdo da sonda, indicando uma delec¢do que se estende através de to
da ou quase toda a regido codificante do gene aroD. Portanto, es
tes clones tém.uma total incapacidade de reverter a gﬁgi. Esta es
tirpe é t3o eficaz como vacina viva como os seus parentes, SFL114,
mas totalmente segura no-que respeita d reversdo. A construgdo
destas estirpes & descrita em detalhe na sec¢do experimental.

Para fornecer a apresentacdo de antigénios de outras es-

pécies que ndo o hospedeiro ndo virulento, um ou mais genes codi-
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ficando para os antigénios desejados, ou para os enzimas de sinte-

se do(s)'mﬁﬁgénio(s) desejados,_devem ser introduzidos no hospedei-
ro como cassetes de expressdo. Por cassetes de expressdo entende-
-Se as regides de transcricdo e translacdo, iniciacdo e terminagdo
que rodeiam os genes estruturais de interesse, com 0s genes estru-
turais no controle regulador destas regides, isto &, devidamente
espagados e sendo 5' e 3' relativamente ao gene estrutural, respe-
ctivamente. Onde estdo envolvidos os genes estruturais das bacté-
rias e do bacteriofago , as regifes reguladoras naturais ou do
tipo selvagem sdo usualmente, maé héo sempre, suficientes. Com os
genes estruturais dos eucariotas;(incluindo virus) e, ocasionalmen
te, com procariotas, o0s genes’estruturais estdo junto da regido
reguladora reconhecida belo hospedeiro bacteriano.

As cassetes de expressdo podem ser uma construgdo ou
formar uma parte de um plasmideo ocorrendo naturalmente, tal como
o plasmideo que codifica os enzimas para a producdo da parte espe-

cifica 0 do LPS da Shigella sonnei. Se a cassete de expressdo for

uma construcdo pode ser ligada a um sistema de replicacdo para ma
nuten¢do epissomal, ou pode ser introduzido na bactéria em condi-
¢O0es de recombinacdo e integragcdo. A construcdo & normalmente 1i
gada a um marcador, e.g. um gene estrutural e regides reguladoras
fornecendo resisténcia a um antibi6tico, ou complementagdo num hos
pedeiro auxotréfico, de tal modo que o vector de expressdo inclui-
ré, usualmente, um sistema de replicagdo, i.e., plamisdeo ou viral,
um ou mais marcadores e a céssete de expressdo do gene estrutural
com interesse.

0Os genes estruturais com inferesse podem vir de diver-
sas fontes , tal como bactérias, virus, fungos, protozoédrios, para

sitas, metazodrios ou outros. 0s genes estruturais podem codificar
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proteinas de invélucros, prbteinas capsulares, protefnas de super
ficie, toxinas; tais como exotoxinas , enterotoxinas, ou o0s genes
de interesse podem especificar protefnas, enzimas, ou outras pro
teinas necessdrias & sintese de antigénios de polissacdridos ou
oligossacdridos ou para modificacdo de um antigénio contendo saca-
rideo, como o LPS, da estirpe bacteriana hospedeira, ou para sin-
tese de um antigénio polipeptidico, tal como o antigénio capsular

do Bacillus anthracis. Estes genes podem ser isolados de maneiras

convencionais empregando sondas em que, pelo menos uma sequéncia
parcial de aminodcidos ou acidos nucleicos é conhecida, usando
manchas "western" para deteccdo da expressdo, usando Mgt11 para
expressdo das proteinas fundidas para obtencdo de sondas, identi-
ficac8o do antigénio por reaccdo de colbnias de bactérias transcon
jugantes com anticorpos e detectando a formac¢do de complexos, e.g.,
aglutinacdo, etc.

Os genes especificos de interesse incluem aqueles que
especificam enterotoxinas instéveis e estdveis ao calor, de estir-

pes enterotoxigénicas E. coli ou Vibrio cholerae, HBsAg, protefnas

de superficie, de envOlucro ou capsulares de T. cruzi, B. pertussis,

Streptococci, e.g., S. pneumoniae, Haemophilus, e.g., H. influen-

zae, Neisseria, e.g., N. meningitidis, Pseudomonas, e.g., P.aeru-

ginosa, Pasteurella , Yersinia, Chlamydia, Rickettsia, adenovirus,

astrovirus, arenavirus, coronavirus, Qirus herpes, mixovirus, paramixovirus,
papovavirus, parvovirus, picornavirus, poxvirus, reovirus} retrovirus, rabdovirus
rotavirus, togavirus, etc, ou os genes que especificam 0s enzimas neces-
sdrios para a sintese de antigénios de polissacéridos, e.g., polis-
sacdrido capsular do Meningococcus, ou para modificacdo do antigé—

nio do oligo ou polissacéarido da estirpe bacteriana hospedeira.



—~—

A construgdo ou vector deve ser introduzida na estirpe
hospedeira por um meio conveniente como a conjugac¢do, e.g., estir
pe F* ou Hfr, transforma¢do, e.g., DNA precipitado por Ca, trans-
fecg¢do, transduccdo, etc. 0s hospedeiros modificados podem entdo
ser seleccionados em meio selectivo empregando o fendtipo do mar-
cador.

Estas vacinas podem ser usadas numa grande variedade
de vertebrados. Estas vaciﬁas éerao particularmente usadas com
mamiferos como o homem e animais domésticos. Os animais domésti-
cos incluem bovinos, ovinos, suinos, cévalos, caprinos, aves domés
ticas, roedores, e.g., coelhos, ou outro animal que deva estar pre
so num cativeiro ou possa ser um vector de uma doenga que afecte
um vertébrado doméstico.

A forma de aplicagd@o da vacina pode ser bastante varia-
da, sendo aplicdvel qualquer um dos métodos convencionais de admi-
nistracéo de uma vacina viva. Estes incluem aplicac¢do oral, numa
base s6lida fisiologicamente acéitével, ou numa dispersdo fisiolo
gicamente aceitével,paraﬂmrahﬁnté , por injeccdo, ou duma forma
semelhante. A dosagem da vacina (nGmero de bactérias, nlmero de
administragdes) depende da via de administracdo e variard de acor-
do com as espécies a serem protegidas. Para os ratos, de peso de

15-20g, uma dose de cerca de 3x105 bactérias vivas de uma estirpe

de vacinas aro ndo-reversivel de S. typhimurium, dado num volume
de 0,2 ml de um sal por injeccdo intra-peritonal, parece segura e

eficaz, conforme foi avaliada pelo resultado de um desafio paren-

teral posterior com a S. typhimurium virulenta. Também foi dado aos
ratos 3><1O7 bactérias vivas da mesma estirpe em cubos de pdo humi-

dificado com 0,1ml do caldo da cultura, fornecido depois de
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6 horas sem outro alimento. Provou-sé que esta dose €& inofensi-
va e que confere protecc¢do imunitéria. Observagdes em vitelos
vacinados sugeriram que a administragdo de bactérias vivas da mes
ma estirpe por injec¢do intra-muscular, ou por alimentacdo em do-
ses um milhar de vezes superiores ds wutilizadas para os

ratos, & segura e pode ser apropriada. Uma ou mais administracdes
adicionais pode ser fornecida como doses de reforgo, usualmente em
intervalos convenientes, tal como duas ou tr&s semanas.

As formulacBes das vacinas vivas podem ser muito variadas
desejavelmente fornecendo a formulacdo um aumento da resposta imu-
nogénica. A vacina viva pode ser fornecida num cubo de aglcar ou
pdo em tampdo salino, usando ¢omo vefculo um 6leo fisiologicamente
aceitével, ou semelhante.

0s seguintes exemplos sdo mostrados como forma de ilus-

tra¢cdo e ndo como limitacdo.

PARTE EXPERIMENTAL

SALMONELLA

Contrucdo de Estirpes aro-

Uma vacina viva derivada de Salmonella typhimurium foi

preparada como segue. Como estirpe parente, empregou-se uma estir-

pe virulenta de rato S. typhimurium SL4522 que é uma descendente

da estirpe selvagem S. typhimurium M7471 do subgrupo 3. thyphimu-
rium chamada FIRN (Morgenroth e Duguid, Gent. Res. (1968), 11:151-

-169). Este subgrupo & definido pela sua incapacidade de fermentar
ramnose - ou inositol, e falha na producdo de fimbriado ou estacas

do tipo 1. Foi dado & estirpe M7471 um factor colicina ou plasmi-
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deo, Col E1-K30, por conjugacdo, e entdo transformada, por suces-
sivas exposicdes ao mutagénio, maltose negativa, necessitando de
leucina e cistina tornando-se necessitada, em seguida, de histi-
dina, por transducgdo na mutag¢do hisC527 (uma mutacdo amber). A
construcdo. genética da estirpe inicial, SL4522, é, entdo, S. typhi-
murium M7471 (ColE1-K30) malB479 leu-1051 CysI1173 hisC527 (MacPhee

et al., J. Gen. Microbiol. (1975) 87:1-10). Esta estirpe que re-
tem a sua viruléncia aos rafos foi reisolada de um rato que morreu
de um pequeno inéculo, e o0 reisolado foi designado SL3201.

Foi utilizada S. typhimurium contendo um transposdo

que confere resisténcia a tetraciclina e estando presente no gene
aroA, designada como estirpe TT1455 e tendo uma constituicdo gené-

tica S. typhimurium LT2 aroA554::Tn10, como fonte do transposdo uti

lizado na presente preparagéd. Esta estirpe foi desenvolvida e
estéd disponivel no Department of Biology, Universidade de Utah, Salt
Lake City, Dr. dJohn Roﬁh; e foi-depositada no ATCC com N2, de de-
pbésito 33275. 0 local de inser¢do do transposdo Tni10 & no géne
aroA, que estd localizado na posicdo 19 do mapa de ligacdo e especi-
fica o enzima 3-enolpiruvilchiquimato -5-fosfato sintetase. A estir-
pe TT1455 ndo pode crescer num meio quimicamente definido, a ndo
ser que contendo os metabolitos essenciais derivados do &cido co-
rismico, i.e., os aminodcidos aromaticos tirosina, fenilalanina, e
triptofano, e 2 metabolitos aromdticos secunddrios, p-aminobenzoa-
to, necessdrio como percursor do &cido félico, e acido 2,3-dihi-
droxibenzoico, como percursor dos compostos quelantes de ferro en-
terobactina (enteroquelina).

Na transduccdo foi empregue um mutante transductor, HT105/

1 (Schmiger, Mol.Gen.Genet. (1972) 119:75-88) do fago transductor
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geral P22 contendo uma mutacdo adicional himt, impedindo a liso-
genizacgdo e facilitando a prepafagéo de stocks de fagos de eleva-
do titulo. De acordo-com as técnicas convencionais, este fago foi
aumentado na eétirpe TTL455; o lisado resultante , depois de remo-
vidas todas as bactérias, por centrifugacdo, foi ainda tratado por
membranas de filtracdo. 'Uma placa de agar nutriente (Oxoid blood
agar base N2.2, code CM55), suplementada com tetraciclina (25pg/ml)
foi inoculada com o caldo da cultura da estirpe receptora SL320t%;
foram aplicadas gotas do lisado do fago, com um volume aproximado
de 0,01ml, & placa, e as placas foram inoculadas a 37OC por cerca
de 18 horas. Depois da incubacdo, a drea de cada gota mostra mui-
tas colénias grandes (aproximadamente 2 mm de didmetro) de trans-
ductantes "completos" tetraciclina-resitentes (também muitas cold
nias muito pequenas de transductantes abortivos), enquanto que o agar
entre as gotas ndo mostra crescimento. Foram obtidos dois clones
de transductantes tetraciclina-resistentes, reisolados a partir de
colénias simples e testados para confirmar a libertag¢do do fago |
P22, e foram entdo designados como estirpes SL3217 e SL3218. Mos
traram o fenétipo esperado ao necessitarem para o crescimento de
tirosina, fenilalanina, triptofano, p-éminobenzoato, e 2,3-dihidro-
Xxibenzoato. As estirpes SL3217 e SL3218 mostraram a esperada per-
da de viruléncia a rétos, providas de crescimento na presencga de
tetraciclina, para evitar a acumulacio de revertentes aromético-in-
dependentes .

0 isolamento de variantes tetraciclina-sensfveis & faci
litado belo facto da.tetracicliha, em concentracdes apropriadas,
evitar a multiplicagdo de bactérias sensiveis & tetraciclina, sem

as matar, enquanto que a penicilina mata as bactérias em multipli
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cagcdo, mas poupa as bactérias que ndo se multiplicam. A técnica
da seleccdo por penicilina & usada para isolamento de variantes
sensfveis d tetraciclina de aroA::Tn10 Estirpe SL3218. A estir
pe foi primeiro desenvolvida num meio sem tetraciclina até uma
concentragdo aproximadamente de 9x108 cfu/ml; esta cultura foi,
entdo, diluida 1:10 num meio contendb tetraciclina, 5pg/ml, e a

OC, com arejamento durante 75 min.

cultura diluida foi incubada a 37
foi adicionada ampicilina, 2,5ug/ml e incubada com agitacdo até
290 min; a cultura foi entdo deixada a temperatura ambiente, sem
agitagdo, durante a noite. As bactérias sobreviventes foram lava
das num filtro de membrana, para remover a ampicilina, e plaquga—
das num meio indicador contendo corantes, e uma concentragdo muito
baixa de tetraciclina. Neste meio, as bactérias sensiveis a tetra
ciclina produzem colénias pequenas e escuras, enquanto as bacté-
rias resistentes & tetraciclina produzem colénias grandes e opacas.
0 tratamento com ampicilinarreduz o nGmero de bactérias vidveis de
cerca de 10'5, seis de 386 coldnias sobreviventes testadas
provaram ser tetraciclina-sensiveis. Estes dois isolados, de-
signados SL3235 e SL3236, mostraraﬁ assemelhar-se com as suas es-
tirpes parentes SL3218 no cardcter nutricional, mas diferem dela
ndo apenas na sua sensibilidade & tetraciclina, mas também na sua
falha na producdo de quaisquer revertentes aromético-dependentes
em testes que qeveriam ter detectado reversdo com uma frequéncia
de um em 1011/bactérias/geracéo.: Uma destas estirpes, SL3235,
quando usada como vacina viva em ratos e vitelos, mostrou ndo re-
verter & independéncia aromdtica de viruléncia. Uma outra estir-

pe de vacina aro ndo-reversfvel, foi preparada a partir de $2357/

65, uma estirpe de Salmonella typhimurium conhecida a partir de

outras experiéncias por ser altamente virulenta para vitelos. A

- 35 -



estirpe S2357/65 & prototréfica: para fornecer um cardcter mar-
cador foi sujeita a transdugdo primeiro hisD8557::Tn10 (conse-
quentemente fenotipicamente com necessidade de histidina ndo sa-

tisfeita por histidinol, e tetraciclina-resistente), depois por

Y hisG46 (deste modo, feno-

e

uma segunda transduc¢do torna-se hisD

tipicamente com necessidade de histidina ou histidinal, e sensi-
veis a tetraciclina). Este derivado, SL323, mostrou causar infec
Gdo quando administrado a um vitelo, A estirpe de passagem do vi
telo, chamada SL344, foi entdo tornada aroA544::Tn10, por trans-

duccdo do TT1455, como descrito atrds; a estirpe hisG46 aroA544::

Tn10, assim obtida, foi chamada SL1346. Um mutante sensfvel 3
tetraciclina, ainda aromético-debendente, mas agora incapaz de re
verter a independéncia aromdtica, foi entdo isolado de SL1346,
por um novo método, i.e., seleccionado num nutriente agar conten-
do clorotetraciclina, 50pg/ml, adicionado antes da autoclave, e
dcido fusdrico, 12yg/m1, adicionado depois da autoclave., Este
meio evita, ou, pelo menos atrasa muito o crescimento das bactérias
tetraciclina-resistentes mas permite um bom crescimento de bacté-
rias tetraciclina-sensiveis. Ahbas, esta estirpe e duas estirpes
aroA::Tn10, SL3217 e SL3218, creScem com tetraciclina, para evi-
tar a acumulacdo de gﬁg+ tetraciclina-sensivel , portanto virulen-
tas, tendo os revertentes mostrado ser eficazes como vacinas vi-
vas quando administrados a ratos por via intraperitonal. (i) Ex-
periéncias com estirpes SL3217 e SL3218; a ratos CV1 foram dadas

5

ca. 2x10° vacinas vivas de estirpe bacteriana, i.p.; desafiadas

6

dois meses depois com 2x10° bactérias (i.e. mais do que 20.000LD50)

de S. typhimurium virulenta estirpe SL3201,_i.p.: nenhuma morte em

dois meses de observacdo. (ii)as fémeas de ratos CBA/NxDBA/LN F1
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foram dadas 109 oy 10° vacinas vivas da estirpe SL3235, i.p.:
desafiadas cinco semanas mais tarde com 106 bactérias (Ca. 100:

LD50) da S. typhimurium estirpe ML, o.p.: nenhuma morte em quin

ze dias de observacdo. Noutras experiéncias, a estirpe de vaci-
na aro” estével, SL3235, mostrou ndo causar morte (nem qualquer
efeito 6bvio de doenga) quando injectada intraperitonialmente mes-
mo em ratos excepcionalmente susceptiveis a infeccdo com Salmonella

typhimurium, quer em consequéncia de uma primeira injec¢do intra-

venosa de sflica macroparticulada,.assim como da destruigdo da fun
¢do fagocitica de macrofagos, ou em ratos eXcepcionalmente susce-
ptiveis devido a um defeito genético na capacidade de responder

ao lipopolissacérido, i.e., estifpe C3H/Heg. Um derivado de um
dependente aromdtico, ndo-reversfvel, assim obtido, nlGmero SL3261,
mostrou ser ndo virulento bara.ratos e vitelos, por via parenteral
ou oral. Adicionalmente, um derivado do tipo aroA::Tn10, derivado
de forma semelhante por transduccdo de uma estirpe, virulenta a
vitelos, de espécies patogénicas relativamente aos bowvinos, Salmo -

nella Dublin, mostrou ser ndo virulenta a ratos; e derivados de

aroA ::Tn10, presumivelmente ndo virulentos, foram obtidos por
transducg¢do de vérias estirpes isoladas recentemente de patogéni-

coshumanos, Salmonella typhi.

A vacina viva S. typhimurium SL1479 aro  foi preparada

como se segue. A estirpe parente foi S. typhimurium UCD108-11

(Dr. Bradford Smith, University of California at Davis). A estir-
pe UCD108-11 passada por um vitelo e reisolada foi designada

SL1420 como nlmero de stock e caracterizada como sendo ndo exacta
nutricionalmente, resistente a varios antibitdticos, incluindo te-

traciclina, e suave mas reSistente aos principais fagos transdu-
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ctores O-especificos, incluindo P22. A estirpe SL1420 foi exposta
a um fago transductor crescido numa estirpe aroA554::Tn10 de S.

typhimurium, e seleccionada por um aumento de resist&ncia 3 tetra

ciclina, plaqueando num meio nutriente de agar com tetraciclina
(50mg/ml). Os transductantes representativos de maior resisténcia
d tetraciclina, aromdtico-dependentes, e inalterados na sensibili-
dade ao molde do fago, foram seléccionados , € um foi escolhido e
designado estirpe SL1421. A estirpe parente cresceu bem em meio
Bochner (Bochner et al., J. Bact. (1980) 143:926-933) sugerindo
que a resisténcia a tetraciclina foil determinada pon outro mecanis
mo que ndo a resisténcia conferida pelo Tn10. A estirpe SL1421
cresceu pouco no meio Bochner permitindo a seleccdo de colénias
crescidas nas placas de meio Bochner suplementado com é&cido di-
hidroxibenzoico. Um destes Vvariantes mostrou ser aromatico-depen-
dente e estar inalterado no molde do fago, e ndo originou reverteg-
tes aromético-independentes, com uma frequépcia detectdvel (quanto
ao g£g+ originou zero, numa populacdo final de, aproximadamente,

9x10 10

bactérias em placas de meio, com um teor de triptofano limi-
tante do crescimento). Foi testada a viruléncia neste mutante desi-
gnado SL1452. Cinco ratos BALB/c (machos, idade aproximada, 18 se-
manas) receberam, cada um, cerca de 3,5x106 bactérias vivas da es-
tirpe SL1452 pof injecgdo intraperitonal (i.p.).
Os ratos usados foram obtidos de uma colénia da linha

inata BALB/c, derivados de Caesarign, e mantidos em barreiras com
uma flora estreita definida, no Departamento de Radiologia, Stan-

ford University School of Medicine. O0s ratos desta linha tém uma

susceptibilade conhecida elevada a infec¢Ges a S. typhimurium, e

uma conhecida incapacidade de serem protegidos contra esta infec-
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¢do por imunizagdo com vacinas mortas por calor (Robson et al.,

J. Infect. Dis. (1972) 126:378-386). Todos sobreviveram até ao

dia 50 e, aparentemente bem,debbis disso.

Para testar a capabidade imunizante da estirpe SL1452
0s cinco sobreviventes da injeccdo, i.p.,foram desafiados sete
semanas apds a vacinacdo por injeccdo i.p., de cerca de 5x105
bactérias da estirpe SL1420 (estirpe progenitora virulenta). Mor-
reram quatro ratos de controle (ndo vacinados) nos dias 4, 4, 4 e
5 depois do desafio. Um dos cinco ratos vacinados morreu por in-

fecgdo da S. typhimurium e os outros quatro-ratos vacinados sobre-

viveram e com bom aspecto até ao 149 dia apdés o desafio.

Foi entdo introduzido um marcador genético na estirpe
da vacina SL1452 para permitir a identificacdo. A estirpe SL1452
foi tratadd com um fago transdutor crescido numa estirpe S. typhi-
murium transportando hisD8557::Tn10, e a seleccdo feita por aumen-
to de resisténcia 2 tetraciclina. Encontraram-se transductantes
representativos do carécter nutricional esperado, Aro  HisD™ (i.e.,
uma necessidade de histidina ndo-satisfeita por histidinol). 0
transductante seleccionado foi designado estirpe SL1474. Esta es-
tirpe foi exposta a um fago transductor crescido numa linha His(C527

de S. typhimurium, e a seleccdo foi feita num meio definido com

aromdticos e histidinol, como fonte de histidina. Alguns transdu-
tantes eram ainda aromdtico-dependentes e necessitavam de histidi-
na, mas eram capazes de usar histidinol em lugar de histidina (i.e.,
de cardcter nutricional esperado da substituicdo de his0::Tn10
ﬁi§C+ do receptor por ﬂi§D+ hisC627 do dador). Um destes transdu-
ctantes nomeado SL1479, de constituig¢do UCD108-111 aroA554::Tn10/DI

hisC527 foi empregue em testes em vitelos (DI-delecgdo-inversdo).
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Uma vacina viva S. typhimurium estirpe SL1479 foi dada
a 10 vitelos de 2 semanas de idade, por injecc¢do intramuscular

9 bactérias vivas como sua primeira in-

(i.m.), usualmente 1,5x10
jeccdo. Nenhum deles perdeu o apetite ou ficou seriamente doente,
e s6 um desenvolveu diarreia. Nenhum deu fezes com cultura positi-
va para Salmonella. A trés vitelos com duas semanas foram dadas,

' bactérias vivas da estirpe SL1479, pela

aproximadamente, 1,5x10
boca, como sua primeira vacinacdo. Nenhum deles perdeu o apetite,
mas um desenvolveu diarreia; os tré&s deram fezes com culturas posi-
tivas, como se esperava. As reacgfes a uma segunda dose de vacina
viva, intramuscular ou por via oral, n8o foram mais severas que 3
primeira dose.

Para testar a protec¢do conferida por vacinagdo, grupos

de vitelos com cinco semanas, também ndo vacinados (controle), ou

vacinados duas vezes com S. typhimurium SL1479 viva, via intramus
11

cular ou oral, foram desafiados por administragdo oral de 1,5x10

bactérias vivas de uma estirpe S. typhimurium virulenta a vitelos,

usualmente a estirpe UCD108-111, mas a alguns vitelos foi dada a es
tirpe SL1323. |

Todos os 16 vitelos de controle desafiados mostraram
anorexia e depressdo; 15 tinham diarreia e 14 morreram. Dos sete
vitelos que receberam duas doses de vacina viva por via i.m., trés
tiveram diarreia depois de desafiados, dois tornaram-se anoréticos
e deprimidos, e um morreu. As diferehgas entre os vitelos de con-
trole e estes vacinados i.m., relativamente & morte, (14 de 16 vs.
1 de 7) e & anorexia € depressdo (16 de 16 vs 2 de 7) sdo estatis
ticamente significativas (pCprobabilidad€] - menor que 0,001 para
cada comparacdo). Dos trés vitelos que receberam duas doses‘de

vacina viva SL1479 por via oral, dois tiveram diarreia depois de
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desafiados e um ficou anorético e deprimido; nenhum morreu. As
diferengas entre os vitelos de controle e vacinados oralmente, re-
lativamente & morte (14 de 16 vs 0 de 3), e de anorexia e depres-
sdo (16 de 16 vs 1 de 3) sdo estatisticamente significativas (p
menor que 0,01 para cada comparacdo).

0 desenvolvimento da estirpe S. dublin SL1438 seguiu
substancialmente o procedimento descrito anteriormente para a S.

typhimurium. A estirpe inicial S. dublin S4454 (Dr. Clifford Wray,

Central Veterinary Laboratory of the British Ministry of Agricul-
ture, Weybridge, Inglaterra), mostrou ter o carédcter nutricional
esperado (i.e., com uma depéndéncia incompleta de 4cido nicotini-
co, ou outro ndo exacto}, suave, mas resistente ou apenas ligeira
mente sensivel aos fagos transductores.O-especificos gerais P22,
P22h, KB1, a A3, e sensiveis a todos os antibi6éticos estudados, in
cluindo tetraciclina. A estirpe foi designada SL1363 e mostrou |

4 bactérias vivas

ser virulenta por injecc¢do intraperitonial de 4x10
em ratos BALB/c.
A estirpe SL1363 foi exposta ao fago transductor cres-

cido em 5. typhimurium TT47 de genotipo hisD8557::Tn10 e os

transductantes tetraciclina-resistentes foram seleccionados. Um
transductante de fenotipo nutricional HisD™ e de sensibilidade 3
forma do fago inalterada, foi seleccionado e designado SL1365, e

exposto ao fago desenvolvido numa estirpe S. typhimurium de geno-

tipo hisG46 ﬂl§D+. Os transductantes foram selecdionados num meio
com histidinol, como Gnica fonte de histidina, e um transductante
seleccionado da forma inaltgrada e necessitando quer de histidina
quer de histidinol (i.e., ﬂi§D+ hisG46) e désignado com o rétulo

SL1367. Quando sdo dadas cerca de 3x10/ bactérias da estirpe
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SL1367 num cubo de pdo, a trés ratos BALB/c previamente privados
de alimentac¢do por uma série de horas, os trés morrem cerca de
sete dias mais tarde. Quando a mesma estirpe & administrada a um
vitelo, causa-lhe uma répida infeccdo fatal, e o reisolamento mos
tra inalteracdo no fenotipo nutricional. A estirpe SL1372 foi en
tdo tratada com o fago desenvolvido numa estirpe aroA554::Tn10 S.

B

typhimurium, e a seleccdo feita por resisténcia & tetraciclina.

Um transductante seleccionado que requef suplementos arométicos,
assim como histidina e acido nicotinico, e uma inalteracdo na for-
ma do fago foi designada SL1437. O0s mutantes da estirpe SL1437,
sensiveis 2 tetraciclina, foram seleccionados por incubagdo em ‘pla
cas com meio Bochner, suplementado com é&cido 2,3-dihidroxibenzoico,
para permitir a sintese de enterobactina. Um variante tetracicli-
na-sensivel, mas ainda aro , foi seleccionado e designado SL1437,
e mostrou ndo produzir revertentes aromdtico-independentes, com
uma diferenca detectével.

A estirpe SL1437 foi dada em quantidades diferentes a
trés grupos de 5 ratos i.p., deixando-os durante a noite a 370C,
numa cultura sem agitag¢do. Nenhum dos ratos vacinados mostrou
quaisquer efeitos de doenga aparentes, mesmo no caso de 3x106 ba-
ctérias, quando dada em dose maior.

Para testar a capacidade imunizante da estirpe SL1438,
0s ratos da experiéncia acima referida, e também um grupo de con-
trole de cinco ratos nédo vacinadbs foram desafiados 30 dias, de-
pois da vacinagdo com injecg¢do i.p. de 3x105 bactérias da estirpe
SL1372 (i.e., a estirpe virulenta S. dublin tornada hisG46, reiso
lada de um vitelo infectado por alimentacdd). Os resultados obti

dos depois de 93 dias de desafio, de controle, foram a morte de 5
dos 5 nos dias 4,4,5,5 e 6. Dos vacinados com um nivel de 3x104’
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de 5 morreram 3, nos dias 5,8 e 8, e 2 de 5 ficaram doentes, mas
recuperaram. Dos vacinados com um nfvel de 3x105, de 5 morreram
2 nos dias 7 e 13, e 3 de 5 pareciam doentes mas recuperaram.
Dos vacinados ¢om um nfvel de 3x10° bactérias vivas da-estirpe
SL1438, morreram 0 de 5, @& 5 permaneceram aparentemente bem. A0

nivel de 3x106 bactérias vivas da estipre SL1438, uma (nica dose

i.p. mostrou proteger a estirpe altamente susceptivel de ratos
BALB/c. -

Vitelos com cinco semanas foram entdo empregues, sendo
quer vacinados quer ndo vacinados para controle, para testar a
adequagdo de S. dublin estirpe SL1438 como vacina viva. A vacina
¢do foi feita por duas doses i.m. de 1,5x109 da bactéria da pre-
sente estirpe. Todos os vitelos foram entdo desafiados por admi-

10

nistracdo de 1,5x10 bactéfiaS'da estirpe SL1367 de S. dublin vi-

rulenta a vitelos. O0s trés vitelos de controle morreram. Nenhum

dos vitelos vacinados morreu.

Construcdo de Estirpes aro pur_

Procedimanto da Transduccdo

Cada um dos vérios passos de transduccdofoi efectuado
utilizando um derivado do fago P22(P22 HT105/1 int) altamente trans
ductor e ndo lisogenizador. Este fago foi propagado, por métodos

standard, na estirpe S. typhimurium usada como dadora. O lisado

usado era bacteriologicamente estéril e contendo um tftulo, na es

tirpe indicadora de S. typhimurium SL1027 P22-sensivel, com, pelo

menos, 3x109 unidades/ml ao formar'placas. 0Os trandductantes fo-
ram obtido§ pelo procedimento "gotas-em-clareira", em que as pla-
cas do meio selectivo do fenotipo transductante foram inoculadas

enchendo com o meio de cultura da estirpe receptora, o fluido em
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excesso foi retirado por pipétagem, e a superficie do agar foi
secada por evaporacdo. As gotas do lisado fé&gico, limpas e apro-
priadamente diluidas, foram entdo aplicadas é secas e, em seguida,
incubadas a 370C.

Os transductantes tetraciclina-resistentes foram se-
leccionados numa base de agar de sangue "Oxoid", cédigo CM55, su-
plementado com 25 pg/ml de tetraciclina. Para as estirpes rece-
ptoras deficientes na biossfntese aromética, este meio foi suple-
mentado com 4cido 2,3-dihidrbxrbenzoico (DBA), para permitir a
sintese de enterobactina que & requerida para capturar ferro fér-
rico. Para seleccionar os transductantes com caracter nutricio-
nal aterado, foi usado um meio simples definido suplementado com
triptofano e cistina (necessidade do tipo selvagem S. typhi).

As placas transductantes foram inspeccionadas 1, 2,33
e 4 dias depois da imcubacdo, e as colbnias que apareceram nas
dreas redondas foram ficadas e purificadas por riscagem e selec-
¢do de colbnias discreta;;num meio igual ao que foi usado na se-
lecgéo. Em geral, as colénias transductantes desenvolveram-se
mais tarde, e em nUmero muito menor, e.g., por um factor de 103
nos cruzamentos em que a estirpe receptora foi S. typhi, compara

dos com aqueles em que foi a S. typhimurium, a dadora. Is-

to resulta de uma incompleta homologia genética dos genes da da-

dora S. typhimurium com os genes correspondentes da S. typhi re-

ceptora, reduzindo grandemente a frequéncia de acontecimentos de
cruzamentos e, assim, de integracdo de genes dadores em Cromosso-
mas receptores.‘ Os clones transductantes purificados foram tes-
tados para assegurar que eram S. typhi, e ndo contaminantes aé-

reos, e para confirmar que tinham o fendtipo procurado.
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Introducdo da delecg¢do do aroA

A introducdo da deleccdo do aroA foi efectuada em
dois passos de transduccdo. No primeiro passo, a estirpe parente
(CDCB0-10) foi tratada com lisado fégico G2077 que & o fago P22

HT 105/1int crescido em S. typhimurium estirpe TT472, que & aroA

(serC)1121::Tn10. Esperava-se que os transductantes desejados fos
sem tetraciclina-resistentes e atxotréficos, ngquerendo quer meta
bolitos aromaticos (devido & perda da fungdo do geme aroA), quer
serina e piridoxina (devido & perda da fungdo do gene serC), como
resultado da insercdo do transposéorTn10, no cromossoma, na parte
préxima do promotor do operdo serC e aroA. Depois da purificagao
foi testédo o cardcter nutriocional dos transductantes tetracicli-
na-resistentes, para verificar se tinham adiquirido as requesi-
tos esperados. O0s transductantes gﬁg' e Egﬁc' da estirpe paren-
te CDC10-80 foram designados 511Ty.

0s transductantes 510Ty e 511Ty foram usados como re-
ceptores numa segunda transduccgdo utilizando lisado fagico G2013

crescido em S. typhimurium SL5253, que tem a deleccdo DEL407/ es-

tendida do interior do transposdo-Tnt0 no aroA554::Tn10, para a
direita, para remover 0 gene de resisténcia a tetraciclina do
transposdo, um dos seus elementos IS10 constituintes, e a porgdo
adjacente do gene aroA, que inclui os locais das mutacdes pontu-
ai$ aro 1, 89, 102, 55, 46 e 30, que podem recombinar-se umas com
as outras para originar 3ﬁ2+, e definir, assim, locais diferentes
no gene aroA. Esperava-se que os transductantes desejados ftives-
sem uma deleccdo de uma parte do aroA, mas com a funcdo serC nor-
mal, requerendo, portanto, metabolitos aromdticos, mas ndo serina
ou piridoxina. Clones de transductantes encontrados ainda, exacta

mente, para metabolitos aromdticos, mas tetraciclina-sensiveis,
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e ndo necessitando de serina ou de piridoxina, conclui-se que ti-
nham surgido por substituigdo do aroA(serC)::Tn10 do receptor pe-
la delecgdo §g£C+ aroA do dador. 0 transductante derivado do
511Ty foi designado 515Ty.

Introdu¢do como Marcador de uma Necessidade de Histi-

A primeira estirpe dadora usada foi SL5173, que €& S.

typhimurium hisD8557::Tn10, tendo o Tn10 inserido no gene hisD,

e causando incapacidade de efectuar o Gltimo passo da biossinte-
se de histidina, e uma necessidade de histidina ndo satisfeita pe-
la provisdo com histidinol. 0 lisado G2023 do fago crescido na
estirpe SL5173 foi aplicado a S. typhi estippe 515Ty tendo a de-
lecgdo aroA descrita anteriormente. Foram seleccionados transdu-
ctantes tetraciclina-resistentes, e depois da purificacdo fioi tes-
tado o cardacter nutricional. Um clone com uma necessidade de his- '
tidina ndo satisfeita pela provisdo com histidinol foi selecciona
do e designado 521Ty. |

0 transductante foi entdo tratado com fago lisado

G1715 em S. typhimurium estirpe hisG46, terido uma mutacdo num gene

do operdo his (biossintese de histidina), que ndo o hisD, fornecen
do, assim, uma necessidade de histidina que pode ser satisféita
pela provisdo com histidinol. A seleccdo foi feita em meio defini-
do, suplementado com cistina e metabolitos aromaticos, juntamente
com histidinol (100pg/ml). Um transductante-requerendo metaboli-
tos aromdticos, assim como histidina ou histidinol, foi designado

523Ty.

Introducdo da Delec¢do de purA

As estirpes SL5475 e SL5505 sdo ambas S. typhimurium
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LT2 purAt15, zjb-908::Tn10 derivadas de -S. typhimurium estippe

LT2 tendo uma mutagdo por deleccdo em purA e tendo um transposdo
Tn10 inserido num local silencioso (zjb-908)::Tn10, quando o fago
transductor P22 HT105/1 int, crescido na estirpe SL5475 ou estir-
pe SL5505 é aplicado a um receptor tetraciclina-sensivel REL% S.

typhimurium. A estirpe SL5475 foi construfda pelo método stan-

dard (Kleckner et al., J. Mol. Miol. (1977):125), para obtencdo de

uma insercdo do transposdo num local do cromossoma perto do gene
de interesse como se segue. A estirpe LT2 purA155 (conhecida por
ter uma delecc¢do de parte do gene Egﬁﬁ) foi tratada com o fago
transductor crescido numa combinacdo de vérios milhares de:¢lones
tetracicling-resistentes, resulténdo cada um de uma insercdo inde-
pendente do transposdo Tn10, em algum ponto do cromossoma de um

tipo selvagem da estirpe S typhimurium. Varias centenas de trans

ductantes tetraciclina-resistentes, assim evocados, da estirpe
purA155 foram seleccionados para detectar qualquer um que se tenha
tornado purina-independente. Um destes clones foi encontrado e
designado SL5464. Cré-se que tenha incorporado um fragmento cromos
somal transduzido incluindo o gene BE£A+ & uma insercdo adjacente
Tn10. Pela convéngﬁo que indica uma localizagdo aproximada das
insercdes do cromossoma, esta estirpe foi chamada zjb-908::Tn10.

Um lisado fagico transductor da estirpe SL5464 (LT2 purA+ zjb-908:

Tn10) foi utilizado, em seguida, para evocar transductantes tetra-
ciclina-resistentes da estirpe LT2 purA155. De doze clones tetraci-
clina-resistentes; assim obtidos, s6 trés erém purina-dependentes,
como os seus parentes. Cré-se que resultaram da incorporacdo de
um transductado zjb-908:Tn10 sem incorporacdo do gene adjacente
RH£A+ do dador. Um destes tré&s clones de constituicdo purA155

zjb-908::Tn10 foi designado SL5475, e usado como dador dos dois
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genes firmemente ligados.

Para introduzir a delepgéo de purA155 em 523Ty foi
utilizado um lisado fagico da estirpe SL5475 &s estirpes recipi-
entes S. typhi tetraciclina-sensiveis, e foi feita a selecgdo dos
transductantes tetraciclina-resistentes, pelo mesmo procedimento
descrito atrds, para a introdugdo da mutacdo do aroA(serC)::Tn10.
Depois do reisolamento de coldnias simples, os clones de transdu-
ctantes tetraciclina-resistentes foram testados por necessidade
de adenina (além das suas necessidades prévias de metabolitos argo
méticos e histidina). Foi obtido um transductante zjb-906::Tn10,

com delecgdo purA155 e designado 531Ty.

Remocdo da Resisténcia a Tetraciclina

Os: mutantes tetraciclina-sensfveis da 531Ty foram ob-
tidos espalhando um meio de cultura dilufdo num meio que retarda o
crescimento de estirpes que sdo tetraciclina-resistentes, devido a

presenca de Tn10 (Bochner et al.,J. Bacteriol. (1980)143:926). Es-

te meio foi modificado pela adicdo de acido 2,3-dihidrobenzoico, a
cerca de 1ug/ml, devido ao defeito aro da estirpe S. typhi usada.
Os mutantes tetraciclina-sensfveis, assim obtidos, resultantes da
delecgdo da parte do transposado causadora da resisténcia a tetra-
ciclina, foram inspeccionadoﬁ para confirmar que tinham o cardc-
ter nutricional inalterado e que tinham.os cardcteres antigénicos
do tipo selvagem do S. typhi seu anéestral. Um assim isolado, de-
signado 541Ty, constitui um Vi-positivo aro(deln.) his purA(deln.)
tetraciclina-sensivel, estirpe de vacina viva, na linha CDC10-80.

Preparacdo de Estirpes aro pur Vi

Mutantes Vi-negativos séo'obtidos de 531Ty por ris-
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cagem de colo6nias de bactérias mutantes resistentes a fagos, desen
volvidas em é&reas de lises causadas por aplicac¢do do fago Vi I, II
(adaptacdo A ou E1) ou IV, ou uma mistura dos quatro fagos. Os mu
tantes resistentes a fagos, depois do reisolamento de colénias sim
ples foram testados pela presenca ou auséncia de antigenes Vi, por
testes de aglutinag¢do de placas, usando soro anti-Vi comercialmen-
te disponivel, e testando a sensibilidade de cada um dos fagos Vi-
-especificos. Um mutante com resultado Vi-negativo, em ambos o0s
testes, e retendo o seu caracter nutricional parental, e cardcter
antigénico 0 ancestral foi désignado 543Ty, e constitui uma estir-
pe de vacina viva Vi-negativa. 7

Ambas as 541Ty e 543Ty foram dadas ¢tomo alimentos a
voluntdries com resultados géralmente satisfatbérios. N&o houve ne-
nhum efeito de doenca em qualquer um dos voluntérios, e alguns vo-
luntérios mostraram evidéncia serolégica de resposta imunitéria.
Adicionalmente, alguns voluntdrios excretam a estirpe da vacina
num dia ou doié, demonstrando, no minimo, um periodo de viabilida-
de pequeﬁo.

Clemets et al,, Infect Immun. (1984)46:564-569, rela-

ta a preparacdo do plasmideo pJC217 contendo 0 gene de expressdo
de 56KD B, regido do operdo da entero-toxina sensivel ao calor da

E. coli. 0 plasmideo pJdC217 & transformado nas estirpes 541Ty e

543Ty, como descrito em Clements et al., supra. A expressdo do
LT-B & confirmada por um ensaio ELISA. Placas de microtitulacdo
sdo pré-revestidas com 7,5 ug/reservatério de gangliosidos mistu-
rados (tipo III), depois com 1pg/reservatédrio de LT-B purificado.
0s reagentes e 6 antisoro estdo disponiveis na Sigma Chemical Co.
As amostras foram muito diluidas em PBS (pH 7,2)-0,05% Tween-20.

As col6nias resistentes a ampicilina foram testadas por LT-B. Os
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transformantes LT-B positivos sdo entdo usados para imunizagdo na
S. typhi, e na enterotoxina sensfvel ao calor, como previamente

descrito.

SHIGELLA

Caracterizac¢do da Estirpe Parente

A estirpe Y234/79 (Shigella flexneri tipo Y) cresceu

bem em meio definido simples suplementado apenas com dcido nicoti-
nico, e é sensfvel a todos os antibi6ticos e antibacterianos sen-
sfveis testados incluindo ampicilina, cefalotina, tetraciclina,
doxiciclina, gentamicina, trimetoprina, &cido nalidixico, cloran-
fenicol, e sulfadiazina. Esta estirpe, designada SFL!, possui o
plasmideo 140 Md, requerido por Shigella paré invasdes. A presen-
¢a do plasmIdeo'foi certificada pela presenga de uma banda de DNA
plasmidico do tamanho esperado, pela capacidade da estirpe se li-
gar a um corante quando cbesce num meio apropriado contendo Congo
Red, e pela capacidade de invadir células humanas em cultura. Além
disso, a estirpe & serenei-positiva. Isto é; produz queratoconjun--
tivite depois de instilada nos sacos conjuntivos de porcos da in-
dia. Todas estas propriedades indicam capacidade de causar disen-

teria no homem.

Estirpe Dadora

A estirpe Nk5131 é um mutanteraromgtico-dependente
com uma insergdo de Tn10, de E. coli K12, recebida da Dra. Nancy
Kleckner (Department of Biology, Harvard University). 0 gene ina-
ctivado pelo transpesdo Tn10‘foi identificado como aroD, pelo feno

tipo nutricional da estirpe Nk5131 (aromdtico-dependente mas cres-
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cendo em meio definido com &cido chiquimico em vez de compostos

aromdticos), pelos resultados dos cruzamentos transduccionais dos

mutantes conhecidos aroB, aroD, e. aroE (estas sdo as trés classes

de mutantes que produzem o fenotipo nutricional descrito), e por
evidéncia de co-transduccdo com 0 gene pps. O mutante moderado

foi designado pelo simbolo aroD25::Tn10.

Lisado Transductor

Com vista a obter um stock do fago capaz de transdu-
zir o geme aroD25::Tn10, a estirpe NK5131 , tratada com o fago P
Cm C-ts foi incubada a 300C, em placas de base de agar com sangue,
suplementadas com cloranfenicol, 25ug/ml, para seleccionar as bacté-
rias tornadas lisogénicas por este fago, cujo genoma inclui um
transposdo com resisténcia a cloranfenicol. 0 crescimento resis-
tente a cloranfenicol obtido foi inoculado num meio que foi incuba
do a 300, durante cerca de 18 horas. Dez ml deste meio de cultura
foram adicionados a 20 ml de meio L. A mistura foi agitada a 300,
durante 3 horas, sendo neste tempo adicionados mais 10 ml de meio
L. A mistura foi incubada num banho de &gua a 420C, para induzir
0o ciclo litico. Este fago, devido 3 sua mutagdo C-ts, ndo conse-
gue persistir como profago a temperaturas menores que 37OC. Depois
de 90 minutos a mistura & inecubada, sem agitacdo, a 370, duranté
90 minutos, e depois centrifugada; o sobrenadante, esterilizado
por pasteurizacdo e adicdo de clorofdérmio, constitui o lisado

G2272. Este lisado tem um teor de 2x109 unidades que se formam

em placas/ml, em Shigella sp. estirpe 16, como indicador.
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Isolamento de Transductantes Tetraciclina-Resisten-

tes da Estirpe Y234-79

Para obter transductantes aroD25::Tn10 de Shigella
flexneri estirpe Y234-79, uma sublinha designada SFL113, forneci-
da pelo Dr. Alf Lindberg, e ﬁue ele provou ser Congo-Red positiva
e Senerei positiva, foi usada como receptora. Placas de base de
agar com sangue "Oxoid" suplementadas Cdm tetraciclina, 25ug/ml,

e com acido nicotinico, e &cido 2,3-dihidroxibenzoico, cada um com
tug/ml, foram inoculadas em ambuddncia com um meio de cultura durante
uma noité da estirpe SLF113. 0 meio em excesso foi pipetado para
fora, e quando a superficie do agar tinha secado, gotas (volume

de cerca de 0,01ml) do lisado 62272, diluido de 1/100 ou 1/10 au
ndo dilufdo, estavam depositadas, quatro gotas de cada diluigdo

em cada uma de oito placas. Depois de trés dias de incubagdo a
370 observou-se um total de 11 colénias, todas nas &reas das gotas
dos lisados ndo diluidos. 0 inéculo do lisado G2272, ndo diluido,
ndo cresceu,no agan de base de sangue, mostrando que o lisado &
bacteriologicamente estéril. 0ito das onze col6nias foram inves-
tigadas, depois de um reisolamento das coldénias isoladas no meio
selectivo, em que tinham sido obtidas. Provou-se que todas eram
aromdtico-dependentes, e conclui-se serem transductantes Shigella
flexneri Y234-79 aroD25::Tn10. Uma das oito que confirmou o tipo

Y da Shigella flexneri, pelo teste de aglutinagdo de superficies

lisas e é Congo-Red positiva, foi designada SFL114, e armazenada

a 707,

Isolamento de Mutantes por Delecc¢do Ndo-Reversiveis,

Tetraciclina-Sensiveis da Estirpe SFL114

A estirpe SFL114, como outras estirpes que sdo auxo-
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tréficas, devido & inactivacdo de um gene biossintético por inser-
¢do de Tn10, pode, teoricamente, tornar-se tipo selvagem, neste
caso §£EE+ (aromdtico-independente) e, assim, presumivelmente vi-
rulenta, por "excisdo limpa" do transposdo, e uma das duas cbpias
do segmento com nove pares de base {parte da sequéncia de bases

do gene do tipo selvagem) que o flanqueiam. A possibilidade des-
ta reversdo & eliminada por uma segunda, gerada pelo Tn10, mutacédo
no aroD25::Tn10, causando a perda da resisténcia & tetraciclina

se a segunda mutacdo fOr, quer a deleccdo ou a deleccgdo-inversdo,
de um segmento de DNA estendido do interior do Tn10 até ao DNA do

préprio gene aroD. O0s mutantes tetraciclina-sensiveis de estirpes

de E. coli ou Salmonella sp. tfansportando 0 Tn10 sdo facilmente

isolados por incuba¢do no meio descrito por Bochner et al., (1980,
J. Bact., 143, 926-933), no qual as estirpes tetraciclina-resisten
tes crescem pouco ou nem crescem. As primeiras tentativas para
isolar mutantes de SFL114 tetraciclina-sensiveis, por este procedi-
mento, foram um insucesso. Um procedimento modificado foi mais tar
de usado para seleccionar mutantes tetraciclina-sensfiveis. 0 meio
usado, contendo dcido fusérico em apenas 1ug/ml, em vez de 10pg/ml
e clorotetraciclina HCl (adicionado antes da autoclave), em 10ug/
ml, em vez de 50pg/ml. O meio usado foi suplementado com &cido
2,3-dihidroxibenzoico, jéd que as estirpes aromdtico-dependentes,
mesmo que tetraciclina-sensiveis, ndo crescem em meio Bochner, a
ndo ser que seja tdo suplementado que permita a sintese de compos-
tos capturadores de ferro, enterobactina (enteroquelina). A.incu-
bagdo em placas do meio atras referido, inoculado com 0,1ml de um
meio de cultura diluido de 1/100 da estirpe SFL114 originen cerca
de 100 colénias por placa. A maioria das colénias mostrou ser mu-

tantes tetraciclina-sensiveis. Vinte mutantes de SFL114 foram in-
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vestigados para saber se algum deles resulta de uma delecg¢do que

afecte o gene aroD.

Construcdo da Sonda

0 plasmideo pKD201, descrito por Duncan et al (Bio-

chemical Journal, 1986, 238, 475) contém um fragmento Clal de

1,8 Kb que inclui o gene gﬁgg+ da E. coli; este plasmideo foi for
necido pelo professor John Coggins (Department of Biochemistry,
University of Glasgow). O DNA plasmidico foi extraido e purifica-

do. O DNA plasmidico foi digerido com endonucleases EcoRV e Clal;

foi extraida uma banda de, aproximadamente, 1 Kb de um gel de aga-
rose. Com base na sequéncia de nuclebtidos do g£92+ publicada
(Duncan et al., supra), o fragmento foi concluido de modo a compre-
ender a sequéncia do nuclebtido 778 até ao nuclebtido 1798, portan-
to todas, excepto os 75 pares de bases N-terminal da regifo do cé-
digo do gene aroD, juntamente com cerca de 370 pares de bases ex-
tendidos em direc¢do & terminagdo translacional do coddo do gene.

0 DNA extrafdo foi tratado com fenol, e precipitado com etanol. Ape
nas foi vista uma banda na electroforese em gel de agarose. Uma
amostra do fragmento foi incubada com dCTP, dATP frio, dGPT, dTTP
marcados radioactivamente e polimerase; o DNA foi recuperado por
passagem através de uma coluna de Biogel.

Para hibridizacdo das colénias, uma placa com um inécu-
lo riscado dos mutantes Congo-Red-negativos, dos 20 mutantes de
SFL114 tetraciclina-sensfveis foi armazenado com um filtro de nitro
celulose depois da imcubagdo. As bactérias transferidas para o fil
tro foram lisadas e o seu DNA foi desnaturadd. Depois de seco ao

ar, o filtro foi seco a 60" in vacuo durante 2 horas. Depois das lava-

gens apropriadas, o filtro seco foi incubado durante a noite a
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420C, na presenga da sonda marcada radioactivamente, depois lava-

do vdarias vezes, seco ao ar, e exposto a um filme de raio X, com
écran intensificado a —7000, durante a noite.

A autoradiografia resultante mostrou que os variantes
Congo-Red-negativos dos dezoito mutantes de SFL114 tetraciclina-!
-sensiveis ligaram a sondas da mesma extensdo da SFL114, mas os va
riantes Congo-Red-negativos dos mutantes nlmeros 13 e 19 ndo a li-
garam em nenhuma extensdo detectdvel. Um teste repetido confirmou
a falha dos ndmeros 13 e 19, ambas as estirpes originais Congo-Red-
~-positivas e os seus variantes Congo-Red-negativos, na sua ligacgdo
a sonda. Conclui-se que o namero 13 (agora designado SFL123) e ni-
mero 19 (agora SFL124) tém deleccdes originadas por Tn10 que remo-
veu toda Ou quase toda a sequéncia do cddigo do gene aroD.

A deleccdo transportada, ou quase toda a sequéncia do c§
digo do gene aroD pode significar que o local de inserc¢do do Tnt0
que produz o anulamento aroD25::Tn10 estd no interior da regido
promotora do gene, entre o seu prdmotor e a sequéncia do c6digo, e
no interior da regido N-terminal dé cerca de 75 pares de bases na
sua regido do cédigo; uma deleccdo para a direita do Tn10 inserido
neste local, em direc¢do a um alvo a jusante do gene estrutural
produziria o resultado observado. Além disso, a sequéncia de bases
anterior do gene aroD (Duncan et al., Biochemical Journal, 1986,
238, 417) mostra a presenca de duas cbpias quase perfeitas (uma ba-
se incorrecta contra seis) do alvo preferido para a insercdo do Tn10
no interior da suposta regido promotora do gene aroD. A insergdo de
Tn10 no aroD25::Tn10 pode ser num destes dois‘locais alvos, causan-
do a ndo expressdo do gene estrutural devido & auséncia de um promo-
tor eficaz. As observacgdes descritas indicam que a insergdo do

transposdo no aroD25::Tn10 &, quer no promotor quer entre o promo-
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tor e o inicgio da regido c6digo ou, menos provavelmente, no inte-
rior dos primeiros centos ou perto dos pares de bases da regido
cbédigo. Os dois mutantes por deleccdo, nimero 13 e 19, (agora
SFL123 e SFL124), independenfemente do local de insercdo, perderam
toda ou quase toda da sua regido cbédigo do gene, e estdo, assim,

incapazes de se reverterem.

Ensaio da Estirpe SFL114 em Macacos

A estirpe S. flexneri Y234-79 parente & suspensa num
tampdo de bicarbonato-citrato e inserida, usando uma sonda de ali-

mentac¢do nasal a um bébé&, no estdmago de macacos Macacca fascicula-

ris, com 2-4 anos de idade, como controle. Dos cinco macacos aos
quais foi dada uma dose infectante de 1x1011 bactérias, quatro de-
senvolveram uma diarreia profusa e mucosa que durou 1-3 dias. De
dois macacos aos quais foi dado 1x109 bactérias, um desenvolveu
diarreia. Em todo o caso os macacos tiveram, no minimo, trés cultu
ras de fezes negativas antes de terem sido infectados. A estirpe
do tipo selvagem foi recuperada de amostras fecais, no dia seguinte
d infeccdo, e foi espalhada numa média de 17 dias (entre 9 e 35 dias).

A um grupo de nove macacos, separadamente presos, foi
dada uma vacina da estirpe SFL114, por via oral, numa dose de, apro
ximadamente, 2-3><1O10 bactérias nos dias 0, 7, 14 e 39. A estirpe
da vacina foi bem tolerada, e ndo se verificou diarreia em qualquer
um dos macacos, em nenhum instante. A estirpe da vécina foi recupe-
rada em amostras fecais em todos os macacos, e foi espalhada numa
média de 2 dias (entre 1 e 4 dias).

Foram recolhidas amostras de soro de macacos antes de se-

rem imunizados, e depois em intervalos. Amostras de fezes foram
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igualmente recolhidas, homogenizadas em tampdo fosfato salino, e
armazenadas a -7OOC antes de ensaiadas. As aﬁostras de soro e fe-
zes foram entdo estudadas através de ensaios imunizados com enzimas
com S. flexneri serotipo Y, ib e 2a LPS, e uma fraccdo proteica da
membrana exterior especificada por um plasmideo grande em S. flex-
neri, como antigénio. 0s macacos responderam com um aumento signi-
ficante do titulo do soro contra o antigene Y LPS em todas as clas-

ses de anticorpos (Tabela 1).

TABELA 1__

Dia IgA IgM IgG

0 140 300 550
- (50-240) (90-570) (110-1800)

6 230 370 610
(30-510) (120-1900) (110-1640)

13 380 " 580 _ 1030
(50-1230) (160-1900) (180-1340)

25 240 440 1210
(50-510) (100-1490) (250-4000)

46 310 510 1280
(60-1000) (90-1780) (310-4000)

60 800 590 : 1840
(110-1870) (130-1630) (230-4000)

Titulos (médio e (gama)) de classes de anticorpos especificos de so-

ro contra lipopolissacédrido Y de Shigella flexneri, estimado por

ensaio imunizado por enzima, -em macacos imunizados oralmente com

10 bactérias) e

S. flexneri SFL114 nos dias 0, 7, 14 e 39 (2-3x10
desafiados no dia 52 com S. flexneri Y234-79 (1x1011bactérias).

0s valores médios foram para além da duplicacdo para
IgAh e IgG. Contudo nenhuma ou apenas uma pequena resposta (<50%

do titulo aumentou) se verifﬁcou para IgA em 3/9 macacos, para

IgM em 5/9, e para IgG em 2/9 dos macacos. Depois da infecgdo de
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desafio, verificaram-se elevados titulos em todos os macacos, ex-
ceptuando-se dois.

As titulagles feitas em suspénsﬁes de fezes mostraram
um aumento significativo do tftulo de IgA, mas nenhum aumento no

IgG (Tabela 2).

TABELA 2

Dia Iga 196G

0 160 130
(60-420) (60-280)

4 110 70
(40-170) ~(50-100)

10° 400 90
(50-1910) (40-140)

42 360 130
© (160-740) (20-370)

56 900 100
(80-2450) (50-200)

Tftulos (médio e (gama) dos anticorpos IgA e ng, em fezes contra

lipopolissacérido Y de Shigella flexneri, estimados por ensaios imu-

nizados com enzimas em macacos imunizados oralmente com S. flexneri

SFL114, nos dias 0, 7, 14 e 39 (2-3x1010

no dia 52 com S. flexneri Y234-79 (1x10"" bactérias).

bactérias), e desafiados

Estes resultados indicaram que os anticorpos SIgA foram
produzidos, e que ocorreu uma pequena (ou nenhuma) perda do soro.
Todos os macacos, excepto um, responderam com um aumento de IgA.

O0s titulos mais elevados de IgA das fezes foram observados depois

da infec¢do de desafio. A maioria do Soro dos macacos tem titulos
muito elevados contra a fraccdo proteica da membrana exterior, antes
da imunizacdo com a vacina da estirpeSPL114. Um aumento significa-

tivo dos tfitulos de IgA e IgG foi observado em apenas 3/9 dos ma-
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cacos.

Todos os macacos foram desafiados oralmente com a es-
tirpe parente Y234/79 (1><1011 bactérias) no dia 52, 13 dias depois
da Gltima imunizagdo., Nenhum dos macacos mostrou qualquer sinal
de doenga ou desenvolveu qualquer diarreia. A estirpe de desafio
foi recuperada de amostras fecais, e excretada antes da imuniza~
Gdo. Assim, a imunizag¢do com S. flexneri SFL114 protege contra in-
fecgBes sintomédticas no desafio com a estirpe parente do tipo sel-
vagem hom6loga, mas ndo afecta a duracdo de abrigo da estirpe pa-
rente.

todos os macacos foram sujeitos a colonoscopia com bio-
psias simultaneas, desde o cbélon préximo até ao recto, antes da
imunizagdo, e 3 dias depois da imunizagdo e desafio. O0s resulta-

dos sdo mostrados na tabela 3.

TABELA 3

Macacos de | . .

Controle aos Grupo de Vacina ao qual foi dado SFL114

que foi dado Antes da

SFL1 Imunizacdo Dia 3 Dia 17 Dia 56
Superficie ++ 0 0 0 0
Epitelial
Erosdo/
Ulceragdo
Hiperplasia + 0 0 + +
Epitelial
Inflamagdo
Intersticial ++ 0 + + 4+
Inflamagdo
do foliculo + 0 0 + +

Valores morfolbgicos semi-quantitativos encontrados em biopsias de

mucosas do c6lon de macacos Macacca fascicularis imunizados e desa-

fiados com Shigella flexneri. A vacina S. flexneri SFL114 nos dias
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0, 7, 14, e 39. Desafio com Y234/79 no dia 52. O=encontro nega-
tivo, +=encontro pequeno/com algum grau/focal, ++ = encontro de

grau moderado/geral.

A colonoscopia mostrou qué 0s macacos ndo imunizados
tinham uma mucosa perfeitamente normal. Depois do desafio, obser-
vou-se um avermelhamento e hipertemia da mucosa. Uma examinagdo
hispatol6gica mostrou um desarranjo superficial com erosdes epité—
liais de dlceras de mucosas remendadas do c6lon ascendente até ao
recto (tabela 3). Além disso, verificou-se uma inflamacdo inters
ticial moderada com algum envolvimento inflamatério das mucosas
dos foliculos. Foi observada hiperplasia epitelial secundiria em
muitas &reas da superficie e no istmo do foliculo.

0s macacos imunizados com S. flexneri estirpe SFL114
perderam grande parte dos sinais moﬁfolégicos de infecg¢do e imfila-
magdo, como observado a olho nd. As biopsias feitas depois da pri
meira imunizagdo revelaram apenas uma suave inflamacdo interstici-
al-(tabela 3). Depois de 3 doses de imunizacdo eram também visi-
veis uma fraca hiperplasia epitelial, e um envolvimento inflamaté
rio dos foliculoé. Estes resultados, e a verdadeira demonstracdo
por microscopia electrénica da estirpe da vacina no interior da mu
cosa, confirmaram propriedédes invasoras da estirpe e demonstraram
que se tinha multiplicado na mucosa.

A colonoscopia feita depois da infeccdo de desafio tam-
bém mostrou uma mucosa normal. A examinac¢do histoldégica da biop-
sia ndo revelou erosdes superficiais. Contudo, no intersticio,
observou-se uma inflama¢do moderada. Apenas alguns foliculos fo-
ram afectados por inflamacdo, e a hiperplasia epitelial reactiva

foi fraca e focal.
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Os resultados das examinagBes histolbgicas mostram que
a vacinacdo com a estirpe construida SFL114 aromética-dependente
produz uma defesa imune local que évita danos da mucosa intesti-
nal. A de%esa ndo é exclusivamente causada por uma resposta sIgA
local prevenindo a invasdo, mas uma defesa significativa do hospe
deiro é causada pela morte da estirpe de desafio S. flexneri de-
pois desta a ter invadido. Mecanismos celulares imunitdrios sé&o
possiveis candidatos a esta defesa do hospedeiro.

Estes dados demonstraram que a estirpe S. flexneri SFL114
tem todas as caracteristicas necessdrias a uma vacina contra a de
sinteria causada por S. fléxneri. Esta tem uma mutacdo definida
ndo-reversivel, causando dependéncia de metabolitos arométicos
ndo disponiveis, em tecidos de mamiferos. é invasiva com propen-
sdo para a multiplicacdo  intra-celular limitada. Esta
contém todos os antigénios protectores identificados (e provavel-
mente um nlmero de ndo-identificados) e prodhz uma resposta de
anticorpos, quer local quer circulante, e uma resposta celular imu
nitéria.

A estirpe & bem tolerada por macacos e & espalhada em
mais de quatro dias, o que deve indicar, no minimo, uma multiplica

¢do interna limitada, e colonizacgdo do intestino.

Teste da Estirpe SFL114 num Voluntdrio Humano

A Shigella flexneri estirbe SFL114, de serotipo Y neces

sitando de aromdticos devido & mutacdo aroD:25::Tn10 introduzida
por transducc¢do, provada jad serenei-negativa, e ndo virulenta a
macacos, tem sido agora testada por alimentacdo a voluntdrios hu-

manos.
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Num teste piloto, 0 grupo do laboratério bebeu uma do-
se de 105, 107 ou 109 unidades formadoras de coldnias da estirpe
SFL114 suspensa num tampdo fosfato salino (PBS). N&o resultaram
efeitos adversos.

No principal ensaio os voluntédrios eram estudantes de
medicina novos, 33 homens e 14 mulheres. Depois de consentimento
informado e de histéria médica apropriada, testes fisicos e de la
boratério, os voluntérios foram divididos em dois grupos. Um gru
po de 17 homens e 5 mulheres ingeriram uma dose simples de 1010
unidades formadoras de colénias da estirpe SFL114 suspensas em
PBS. Um segundo grupo, 16 homens e 9 mulheres, ingeriram 109 uni
dades formadoras de col6nias. Todos os voluntdrios foram vistos
diariamente e as espécies aparecidas nas fezes e 0 algoddo resul-
tante da limpeza do recto, foram cultivados durante varios dias.
Inicialmente, uma espécie dé fezes foi cultivada quantitativamen-
te para determinar o ndmero de unidades formadoras de colébnias
de Shigella por grama de fezes.

Nenhum voluntério de qualquer dos grupos teve falta de
apetite, vémitos, nduseas, febre (superior a 37,50), fezes com
sangue ou muco, desconforto abdominal grave, ou diarreia forte,

No grupo 1010 , muitos dos voluntérios (oito no 192 dia, quatro

no 29¢ dia) apresentaram um fraco ou moderado desconforto abdominal
e/ou desprendimento ou fezes aguadas durante 2-4 dias. No grupo
109, 1-3 voluntérios verificaram desprendimento ou fezes aguadas,
ndo mais do que duas vezes por dia, ou um suave desconforto abdo-

minal.

Foi isolada Shigella flexneri tipo Y de espécies fecais

e/ou de algoddes que limparam rectos de quase todos os voluntérios

(percentagem cumulativa positiva préximo do dia 5, mais de 80% no
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grupo 107, e mais de 90% no grupo 10 . Menos de 10% dos volun-
tdrios eram cultura-positiva no dia 5 ou depois.

Estes resultados demonstraram que a esfirpe SFL114 &
uma estirpe segura de .vacina viva, quando administrada por via

10 unidades formado-

oral, mesmo que em doses tdo grandes como 10
ras de colénias. Além disso, os resultados estabeleceram que uma
dose de 1010 unidades formadoras de col6nias provoca apenas efei-
tos secundérios triviais. 0 nlGmero de Shigella por grama de fe-
zes, nos primeiros dois dias depois da administracdo, indicaram
que houve multiplicacdo limitada da'estirpe da vacina viva, quer
nas célulaslepiteliais do cbélon, quer no ldmus do intestino, ou
em ambos. Isto demonstra que a administracdo resulta numa res-
posta imunitédria satisfatéria, pelo menos na regido intestinal.

Assim, a administracdo da vacina confere proteccdo contra infec-

¢0es naturais, 5elo menos para a Shigella flexneri de serotipo

Y, e para estirpes reactivas cruzadas.

Como & evidente pelo que foi dito atrds, a presente in-
vengdo fornece vacinas vivas seguras contra uma série de microor-
ganismos patogénicos, particularmente bactérias, como exemplifi-

cado por Salmonella e Shigella. As estirpes auxotr6ficas de vaci-

nas fornecem blocos ndo reversiveis num caminho biossintético, o
que assegura que, apesar das estirpes viverem no organismo hospe-
deiro, elas sdo substancialmente incapazes de proliferarem af.
Além disso, os organismos mutados reté&m as mesmas, ou substancial
mente as mesmas caracteristicas antigénicas que os organismos vi-
rulentos, ndo mutados, induzindo, assim, uma resposta imunitéria
protectora.

0 presente procedimento pode ser usado com uma larga

variedade de organismos biossintéticos, utilizando o transposdo



apropriado a adiquirir aro™ |, ou outros derivados mutantes. Ou-

tros organismos. com particular interesse sdo Escherichia, parti-

cularmente E. coli; Klebsiella, particularmente K. pneumoniae.

Utilizando um transposdo apropriado que é inserido num gene apro-
priddo da biossintese de aromadticos, técnicas como a transduccdo
com um fago transductor geral apropriado, e.g., P1, pode ser em-
pregue para se obter gﬁg', ou outros mutantes ndo virulentos de
organismos patogénicos que sd@o ndo-reversiveis.

Todas as publicacles e pedidos de patentes mencionados
nesta Meméria Descritiva sdo indicadores do nivel de aptiddo dos
peritos no ramo ao qual esta invencgdo diz respeito. Todas as pu-
blicagdes e pedidos de patentes estdo aqui incorporados como re-
feréncia, na mesma extensdo como se cada publicacdo individual ou
pedido de patente fosse especifica e individualmente indicada pa-
ra serem incorporadas como referéncia.

Estando a invencdo completamente descrita, serd Obvio
para alguém normalmente entendido no ramo que muitas alteragdes
e modificagcBes podem ser feitas na mesma, sem que se afastem do

espirito e dmbito das reivindicac¢les anexas.



REIVINDICACGCUOES

t- Um processo de preparacdo de uma estirpe de Shigella viva,
exigindo, pelo menos, um metabolito essencial que ndo estéd disponi
vel num hospedeiro mamifero, como um resultado de uma mutacdo ndo-
reversivel, caracterizado pelo facto de compreender:

- a mutagdo de uma estirpe de Shigella viva, com um
agente mutagénico; e

- a selec¢do de clones de Shigella mutados possuindo
uma muta¢do ndo-reversivel, resultando numa exigéncia de, pelo me-
nas, um metabolito essencial ndo disponivel num hospedeiro mamife-
ro.

2- Um processo, conforme reivindicado na reivindicacdo 1, carac-
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racterizado pelo facto da referida estirpe de Shigella ser um

serotipo Shigella flexneri.

3- Um pfocesso, conforme reivindicado na reivindicac¢do 1, ca-
racterizado pelo facto da referida estirpe compreender um bacte-
ri6éfago lisogénico.

4- Um processo, conforme reivindicado na reivindicacdo 1, ca-
racterizado pelo facto do referido agente mutante ser um transpo-
sdo.

5- Um processo, conforme reivindicado na reivindicacdo 1, ca-
racterizado pelo facto da referida estirpe possuir as seguintes
propriedades:

~aroD” ndo-reversivel; "sereney" negativa; Vermelho con
go positivo; Serotipo Y; sensibilidade a uma pluralidade de anti-
biéticos; e capacidade de desenvolvimento em meios quimicamente
definidos. '

6- Um processo de preparacdo de uma vacina de estirpe de

Shigella flexneri, caracterizado pelo facto de compreender:

(a) a insercdo de um transposdo que proporciona a resi§

téncia antibi6tica, num gene aro da bactéria Shigella flexnerij;

(b) a selecgdo de mutantes de Shigella flexnery que se

tornaram sensiveis ao antibiético;

(c) o "screening” desses mutantes escolhidos para o0s
mutantes possuindo uma anulacdo ou anulacdo-inversdo, que se exten
de para dentro do referido gene aro, para proporcionar células pos

suindo uma mutacdo ndo-reversivel; e
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(d) a selecgdo dos mutantés que possuem uma mutagdo
ndo-reversfvel, os quais sdo "Sereny" negativos,e Vermelho congo
positivos, para utilizagdo como sendo a referida estirpe de vaci-
na.

7- Um processo, conforme reithdicado na reivindicacgdo 6, ca
racterizado pelo facto do_referido transposdo ser inserido no dj~
to gene aro, substituindo um.gene aro da dita bactéria Shigella,
por um gene aro de E, coli, que fgi previamente inactivado pela
inser¢do de um transposdo.

8- Um processo, conforme reivindicado na reivindicagdo 6, ca
racterizado pelo facto do referido transposdo ser Tni10, e do di-

to gene aro ser aroD.

Lisboa, 21 de Marco de 1989
PELO AGENTE OFICIAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
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