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TITULO .
Cepa viva atenuada de Salmonella enterica serovar Choleraesuis como vacuna y

vehiculo vacunal para el ganado porcino.

CAMPO TECNICO

La presente invencién se encuadra dentro del campo de la Sanidad Animal. De forma
mas concreta, la invencion se refiere a la produccién de una cepa viva de Salmonella
enterica serovar Choleraesuis (S. choleraesuis) atenuada mediante la delecién de un
gen, genéticamente estable y sin marcadores de resistencia a antibioticos. Constituye
una nueva cepa vacunal frente a salmonelosis en porcino y un nuevo vehiculo vacunal

frente a enfermedades del cerdo.

ESTADO DE LA TECNICA

Salmonella es un patdgeno intracelular que puede ocasionar gastroenteritis, fiebre
entérica o bacteriemia tanto en animales como en el hombre. Las bacterias del généro
Salmonella son bacilos moviles, Gram negativos, pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae y se encuentran filogenéticamente proximas a los géneros

Escherichi’a, Shigella y Citrobacter.

En cuanto a su taxonomia, es importante destacar la falta de unanimidad a la hora de
denominar a las especies de Salmonella y la notable confusién existente con los

nombres S. choleraesuis y S. enterica.

En 1980 se aprobd el nombre de S. choleraesuis como tinico nombre de especie y con

varias subespecies; por otro lado, en 1987, se propuso que la tinica especie del género
se llamara S. enterica por ser S. choleraesuis un término confuso al pertenecer
también a uno de los numerosos serovares que integran el género Salmorella; al

mismo tiempo, otros autores reconocian varias especies, y entre ellas S. choleraesuis,

" mientras que, en 2000, la Unica especie de Salmonella reconocida por el Codigo

Bacterioldgico era S. choleraesuis. En resumen, ha habido durante mucho tiempo una

propuesta acorde al Coddigo Bacteriolégico que iba cayendo en desuso
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(S. choleraesuis); y una propuesta ilegitima que se iba utilizando cada vez més

(S. ehterica).

~ Por fin, en 2005, la Comisién Judicial del Comité Internacional de Sistematica de

Procariotas decic_iié que el génefo Salmonella estd formado por ‘tres especies:
S. enterica, S. bongori y S. subterranea, y entre los numerosos serox}ares de la especie
S. enterica, se encuentra S. enterica serovar Choleraesuis (Tindall, et al., 2005, Int J
Syst Evol Mz'crovbiol,. 55: 521-4; Shelobolina, et al., 2004, Appl Environ Microbiol, 70:
2959-65; Euzéby, 2005, Int J Syst Evol Microbiol, 55: 547-9). ' |

Debido a esta -confusién, muchos de los documentos anteriores a 2005 en los que se
cita a S. choleraesuis no se refieren a este serovar en concreto sino a la especie tipo tal

y como se denominaba anteriormente y que ahora es S. enterica.

El tipo de enfermedad causada por Salmonella depende del serovar y del hospedador
implicados, por lo que una clasificacién practica de serovares se basa en su espectro
de hospedador. Siguiendo este criterio, los serovares de Salmonella se dividen en tres
grupos: de hospedador restringido, se-asocian casi exclusivamente con un hospedador
concreto (comd Typhi —humanos-, Abortusequi —caballos-, o Abortusovis —ovejas-);
adaptados a un hospedador, se asocian principalmente con una especie aunque

también pueden causar enfermedades en otras (como Dublin —ganado vacuno- y

Choleraesuis —cerdos) de hospedador no restrmgldo son ub1cuos (como

._ 'Typhlmunum y Ententldls) y pueden causar r enfermedades en una ampha gama d

hospedadores no relacionados.

La salmonelosis es una de las enfermedades entéricas y septicémicas con mayor
importancia econdmica para la industria porcina y el serovar mas frecuentemente
aislado a partir de los animales afectados es Choleraesuis. La preocupacion
generalizada de las diversas administraciones por la elevada prevalencia de
Salmonella en el sector porcino ha originado el establecimiento de una directiva

europea (2003/99/CE) que obliga a este sector a aplicar medidas de vigilancia
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epidemioldgica para controlar las infecciones por Salmonella a partir de enero de

2007.

Actualmente, existe una cepa vacunal frente a esta enfermedad, carente del plasmido
de virulencia, (Enterisol SC-54) comercializada por Boehringer Ingelheim (patente
US5436001) cuya utilizacion ha sido aprobada en EEUU y Alemania, pero no en otros
paises, como TaiWa’m, donde la incidencia de S. choleraesuis es enorme y no se ha

aprobado el uso de la vacuna por problemas de seguridad (Ku, er al., 2005, Infect

Immun, 73: 8194-203).

Debido, fundamentalmente, a la posibilidad de trabajar con el ratén como modelo

experimental sencillo y econémico, gran parte de los trabajos realizados en cuanto a la

-atenuacion de las cepas de Salmonella se han basado en el serovar Typhimurium. Sin

embargo, los expertos estan de acuerdo en que los factores de virulencia no se pueden
extrapolar de un serovar a otro y, mucho menos, de un hospedador a otro. Por eso,
recientemente, se han abierto lineas de investigacién que han dado lugar a cepas
vacunales contra Salmonella para cerdos basadas en genes metabdlicos (Kelly, et al.,
1992, Infect Immun, 60: 4881-90) o a mutantes atenuados afectados en genes
esenciales para la persistencia de Choleraesuis en cerdo (Ku, et al., 2005, Infect

Immun, 73: 8194-203).

Por otro lado, se han utilizado bacterias invasivas vivas como vehiculos vacunales de

‘expresion de antigenos heterdlogos (es decir, de antigenos procedentes de otros

organismos) y entre las bacterias utilizadas se encuentran algunos casos del género
Salmonella (Daudel, et al., 2007, Expert Rev Vaccines, 6: 97-110). Asi, en la solicitud
de patente US20030170211-Al, entre otras bacterias, se utiliza una cepa de S. fyphi
como sistema de liberacion de ADN de alphavirus en células animales; la patente
US5877159-A1 presenta bacterias invasivas vivas para expresar genes heterdlogos en
células animales mediante un casete de expresion eucariota y, entre las posibles
bacterias invasivas, nombra a Salmonella; la patente US6764687-B1 se refiere a
bacterias vivas atenuadas como vacunas que también pueden ser portadoras de genes

heter6logos, construidas mediante la mutacién del gen cra y, por lo tanto, por
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interferencia en el metabolismo de los carbohidratos, tanto de Escherichia como de
Salmonella'; en CN1730650 se describe una vacuna viva recombinante contra el virus
de la fiebre aftosa construida en S. choleraesuis; US6905691-B1 hace referencia a
bacterias atenuadas mediante la mutacién del gen surd, acompaiiada o no de la
mutacién en otro gen, utilizadas como vacunas o como vehiculos de expresion de
antigenos heter6logos y, especialmente, de un fragmento de la toxina tetanica;
WO901 1687 se refiere a mutantes de Salmonella en el gen phoP o en el gen phoP vy,
simultineamente, en los genes cya y crp que se emplean como vacunas o bien como

portadores de antigenos de otros microorganismos patogenos.

Tanto la vacuna como el vehiculo vacunal ideal deberian ser seguros, fuertemente
inmunogénicos, bien caracterizados genéticamente y estables. Existe una necesidad
urgente de desarrollar cepas que funcionen como vehiculos vacunales, que ofrezcan
un excelente perfil de seguridad y que sean capaces de estimular una respuesta celular

efectiva.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Un aspecto de esta invencidn se refiere a una cepa viva atenuada de Salmonella
enterica serovar Choleraesuis construida medianté la mutacic')p del regulador RpoS. Se
considera cepa viva atenuada aquella estirpe que mantiene su capacidad de invadir y
multiplicarse en el interior de su hospedador, pero sin desarrollar el cuadro
patogénico. La nueva cepa ha sido depositada en la Coleccion Espafiola de Cultivos
Tipo (CECT), Universidad de Valencia, Campus de Burjassot, Edificio de
Investigacion, 46100 Burjassot (Valencia) donde le ha sido asignado el numero de
depdsito 7268. Se ha utilizado Salmonella enterica serovar Choleraesuis (segin la
nomenclatura vigente desde 2005) por ser un serovar que est4 especialmente adaptado
al ganado porcino. Por comodidad, a partir de aqui la nombraremos como

S. choleraesuis.

Si bien los mutantes en rpoS de S. typhimurium y de S. typhi son menos virulentos
para el raton y el hombre, respectivamente (Rychlik and Barrow, 2005, FEMS
Microbiol Rev, 29: 1021-40; Robbe-Saule, et al., 1995, FEMS Microbiol Lett, 126:
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171-6), también se ha descrito, en ens.ayos de inhibicién competitiva, como la
delecion del gen rpoS en S. typhimurium y S. enteritidis no modifica la virulencia de
las cepas en pollos (Rychlik and Barrow, 2005, FEMS Microbiol Rev, 29: 1021-40).
Por otro lado, se ha demostrado que cepas atenuadas de Salmonella enterica serovar
Typhi por modificacién de uno o mas genes, con fenotipo RpoS+ son prometedoras
como vacunas y vehiculos vacunales porque el fenotipo RpoS+ incrementa su poder
inmunogénico (U S7083794-B2). Queda claro, por lo tanto, que el comportamiento de
los mutantes en #poS de Salmonella depende del serovar y del hospedador estudiados.

En el 4rea que nos ocupa, es fundamental trabajar con cepas especificas para el cerdo.

La estrategia elegida para la construccién del mutante se basa en la delecion en fase de
la totalidad del gen que codifica el regulador RpoS, rpoS, mediante doble

recombinacion homoéloga.

Con el mutante CECT 7268 se aprovechan las especiales propiedades de adaptacion al
hospedador natural (cerdo) de S. choleraesuis para ser utilizada como vehiculo de
antigenos heterélogos dirigidos a esta especie animal y como vacuna frente a la
salmonelosis del cerdo. Esta cepa prolifera en fibroblastos y sobrevive en macréfagos
viables, células obtenidas a partir de la lamina propia del intestino delgado del cerdo y

que constituyen la via normal de entrada en el hospedador natural de S. choleraesuis.

La construccién del mutante CECT 7268 nos ha permitido desarrollar un nuevo
Acdn-évepté de atenuacion de la virulencia de Salmonella. Asi, empleando cultivos
celulares primarios de cerdo normalmente no permisivos para el crecimiento de
S. choleraesuis (fibroblastos de la 1amina propia intestinal) la cepa construida presenta
un fenotipo de proliferacion elevado en células viables, a diferencia de lo que ocurre

con la cepa silvestre e incluso con una vacuna viva atenuada comercial (SC-54).

. Ademas, sobrevive en cultivos de macrofagos primarios obtenidos de la lamina propia

de la mucosa intestinal, a diferencia de lo que ocurre con la cepa viva atenuada
comercial que es eliminada. Ambos resultados aseguran una mayor y més prolongada

estimulacién de la respuesta inmune.
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El método utilizado para realizar esta invenciéon cumple los requerimientos
indispensables de seguridad bioldgica en cuanto a vacunas de nueva generacion. Por
un ilado, asegura la estabilidad de la mutacion puesto que la reversion al fenotipo
silvestre estd totalmente impedida debido a la ausencia de dianas requeridas para la
recombinacién homologa o ilegitima a partir de poblaciones naturales de bacterias.

Por otro lado, la cepa construida carece de marcadores de resistencia a antibidticos.

La avirulencia de esta cepa evidencia su empleo como cepa vacunal. Por lo tanto, un
aspecto de esta invencién incluye un kit de vacunacién para cerdos contra las
enfermedades infecciosas producidas por S. choleraesuis, que comprende los
elementos y adyuvantes necesarios para contener y vehicular la cepa vacunal.
Ademaés, para el control veterinario de la salmonelosis, es importante poder
diferenciar la cepa vacunal de las cepas silvestres. Por ello, otro aspecto de esta
invencion se refiere a la identificacién de la cepa mutante mediante una sencilla
reaccion de PCR utilizando como cebadores oligonucleétidos disefiados a partir de las
secuencias adyacentes al gen rpoS, como pueden ser los cebadores descritos en SEQ

IDNO:3y4.

Otra aplicacion de esta invencién consiste en la utilizacién de la cepa atenuada como
vector vacunal de expresion o transporte de antigenos heterdlogos favorecido por su
mayor persistencia en c€lulas del sistema inmune junto a su mayor persistencia en el

interior de fibroblastos con respecto a las cepas silvestres de S. choleraesuis. Tal y

--como--ocurre -en el caso-del-uso -de la cepa- CECT 7268 como -cepa vacunal,-en su

aplicacion como vehiculo vacunal puede diferenciarse de las cepas silvestres de
S. cholerasuis mediante la técnica de la PCR utilizando como cebadores
oligonucledtidos disefiados a partir de las secuencias adyacentes al gen rpoS; en este
caso también pueden utilizarse los oligonucledtidos descritos en SEQ ID NO: 3y 4

como cebadores de la reaccidn.
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DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
Para facilitar la comprension de las principales caracteristicas de la invencion y
formando parte integrante de esta memoria descriptiva, se acompafian una serie de

figuras. Con caracter ilustrativo y no limitativo se ha representado lo siguiente:

Figura 1. Muestra el esquema de la construccién de la cepa mutante CECT 7268

segun se describe en el ejemplo 1.

Figura 2. Supervivencia intracelular de S. choleraesuis CECT 7268 en cultivos
primarios de macrofagos obtenidos a partir de la lamina propia del intestino delgado

porcino, tal y como se describe en el ejemplo 4.

. Figura 3. Proliferacion intracelular de la cepa silvestre parental de S. choleraesuis (eh

barras negras), y S. choleraesuis CECT 7268 (en barras blancas) en cultivos primarios
de fibroblastos obtenidos a partir de la lamina propia del intestino delgado porcino
(SIF). Se representa el nimero de bacterias intracelulares en el interior de SIFs a las 2

horas (panel A) y a las 24 horas (panel B) postinfeccién. Se describe en el ejemplo 5.

MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION

Las cepas de S. choleraesuis empleadas se cultivaron rutinariamente a 37°C con
agitacion en medio LB (Luria-Bertani). Las cepas transformadas con plasmidos
termosensibles se incubaron a 30°C para evitar la pérdida del plasmido. Los medios se
complementaron con kanamicina (30pg/ml) o ampicilina (50pg/ml) cuando fue

necesario. Para obtener medio sé6lido se afiadié agar (15g/1).

Se utilizé S. choleraesuis CECT 915 (en adelante,' WT) como cepa silvestre para

construir la cepa mutante.

Habiendo descrito la presente invencion, se ilustra adicionalmente mediante los
siguientes ejemplos, los cuales no son limitativos de su alcance, que viene definido

exclusivamente por la nota reivindicatoria adjunta.
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Ejemplo 1: Construccion de un mutante por delecion del gen rpoS de S. choleraesuis.

Para la construccion de las cepas vacunales, se optimizd para Salmonella choleraesuis

(CECT 915) el método previamente descrito para Escherichia coli y S. typhimurium

(Datsénko and Wanner, 2000, Proc Natl Acad Sci U S A, 97: 6640-5). En la figura 1
se representa el esquéma de la construccion de la cepa mutante. Las secuencias
empleadas como moldes en el disefio de los oligonucléétidos utilizados para
delecionar rpoS se obtuvieron a partir de la secuencia completa del genoma de
S. choleraesuis. En la figura 1, los nimeros 1, 2, 3, y 4 se corresponden con la
nomenclatura de los oligonucleétidos utilizados en esta invencidn y descritos en SEQ

ID NO: 1, 2, 3 y 4, respectivamente, que se representan con flechas en la ﬁgﬁra 1.

Cada uno de los cebadores de la pareja de oligonucledtidos descritos en SEQ ID NO:
1 y 2 se encuentra integrado por un tindem foﬁnado por: (i) secuencias (destacadas en
gris) homdlogas a la regién que flanquea en el extremo 5° (oligonucleétido 1) y en el
extremo 3’ (oligonucleotido 2) a rpoS (flecha gris marcada con rpoS en la figura 1);
(ii) junto a secuencias (destacadas en negro) que hibridan con el plasmido pKD4 en la
regién que flanquea el extremo 5' (oligonucledtido 1) y el extremo 3' (oligonucledtido
3) del gen de resistencia a kanamicina. Este plasmido codifica un casete de resistencia
a kanamicina (rectingulo negro marcado con km en la figura 1) flanqueado por
secuencias repetidas denominadas FRT (marcadas en blanco en los extremos del

casete de kanamicina en la figura 1). pKD4 se utilizé6 como DNA molde de una PCR

“en la que se utilizaron 105 oligonucle6tidos 1y 2 como cebadores y en la que se

amplificé un fragmento de 1,6 kb, en cuyos extremos se encontraban las secuencias
homodlogas a las regiones flanqueantes al gen rpoS que portaban los propios cebadores
1 y 2 en uno de sus extremos. Este fragmento de PCR fue introducido mediante
electroporacion en la cepa WT de S. choleraesuis en la que previamente se habia
introducido, también por electroporacién, el plasmido termosensible pKD46, que
porta el sistema ARed que permite la recombinacién homéloga del fragmento de PCR
con el DNA cromosdmico. A continuacion se seleccionaron las colonias en las que se
habia producido el fenémeno de recombinaciéon y que, por lo tanté, habian
incorporado el marcador de resistencia a antibidtico y habian sido capaces de crecer

en un medio con kanamicina 30 pg/ml. Posteriormente, fueron analizadas con los
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‘cebadores descritos en SEQ ID NO: 3 y 4 para determinar si se habia producido la

recombinacion en el lugar adecuado. Estos cebadores se disefiaron basandose en la
secuencia de las regiones flanqueantes a rpoS (el gen nlpD para el disefio de SEQ ID
NO: 3y el gen SC2853 para el disefio de SEQ ID NO: 4).

Finalmente, el gen de resistencia antibidtica fue eliminado del' cromosoma mediante la
flipasa codificada en el plasmido termosensible pCP20. Este plasmido recombinante
se introdujo en S. choleraesuis mediante electroporacién. Las bacterias transformadas,
seleccionadas en medio con Ampicilina 50pg/ml, se incubaron a 30°C en presencia de
ampicilina hasta la fase estacionaria de crecimiento. A continuacién se elevo la
temperatura a 43°C durante 24 horas para evitar la multiplicacion del plasmido y
permitir su curacion, es decir, su eliminacién de las bacterias. Por tltimo se confirmé
la desaparicién del casete de resistencia a kanamicina y la delecién del gen rpoS

mediante PCR utilizando los cebadores flanqueantes, descritos en SEQ ID NO 3 y 4

- (sefialados como 3 y 4 en la figura 1), obteniendo asi la cepa CECT 7268 de

S. choleraesuis.

Ejemplo 2: Valoracion de la atenuacion en el modelo murino de infeccion
experimental. Con el fin de evaluar el efecto en la virulencia del mutante construido y
compararlo con la cepa silvestre parental WT y la cepa atenuada comercial SC-54, se
estimé el denominado indice de competicion (CI) tras inocular ratones BALB/c por
via 1ntraper1toneal (ip) con una mezcla bacteriana de la cepa cuya v1rulenc1a
querlamos analizar y dela cepa silvestre o control. El CI es la relacion entre el nimero
de bacterias de cada una de las dos cepas obtenidos tras la infeccidén (output), previa
normalizacién con el numero de bacterias del in6culo (input): (Mo/W)/[(Mi/W)),
donde M es el numero de bacterias de la cepa mutante, W es el nimero de bacterias
de la cepa parental, o es el recuento del nimero de bacterias del output e i es el
recuento de las bacterias del input. Un mutante se considera atenuado empleando este

indice si el valor de Cl es < 0,4.

CECT 7268, la cepa silvestre y SC-54 se cultivaron durante 18-20 horas en medio LB

a 37°C sin agitacion. Los cultivos se centrifugaron, se lavaron dos veces con PBS
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estéril y se resuspendieron en 5 ml de PBS estéril para obtener las dosis de

- inoculacién que se ajustaron mediante diluciones seriadas siguiendo la relacion 1

DOg0o equivale a 10° unidades formadoras de colonias (ufc)/ml. Las dosis utilizadas
oscilaron entre 1x10° ufc para WT y SC-54 y 1x10” ufc en el caso de CECT 7268. La
cantidad de ufc de los indculos se confirmé mediante la stembra de diluciones seriadas
en placas de LB y reacciones de PCR a partir de las colonias obtenidas, utilizando los
cebadores descritos en SEQ ID NO: 3 y 4 de manera que en el caso de las cepas WT y
SC-54 se obtenia una banda de 2610 pares de bases y en la cepa mutante CECT 7268,
que tiene delecionado el gen rpoS, la banda era de 1618 pares de bases. Para el ensayo
se utilizaron ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas de edad, que se dispusieron en
grupos de 3 animales cada uno y a los que se suministr6 agua y comida ad libitum
bajo condiciones normales de luz y temperatura. Se compar6 el mutante CECT 7268
por un lado con la cepa silvestre (WT) y por otro con la cepa comercial SC-54. Los
animales se inocularon intraperitonealmente con 0,2 ml de las suspensiones
bacterianas coﬁ las dosis ajustadas seglin se acaba de describir. Los ratones fueron
sacrificados y necropsiados a las 72 horas o en estado moribundo. Se extrajeron
asépticamente muestras de bazo e higado para d¢tenninar el contenido exacto de las 2
cepas en cada animal. Para ello se realizaron PCRs, a partir de las colonias obtenidas,
utilizando los cebadores descritos en SEQ ID NO: 3 y 4 tal y como se acaba de
describir para los inéculos. Se calculé el CI en la colonizacién de los 6rganos
siguiendo la férmula descrita anteriormente. Los datos obtenidos indicaron que CECT
7268 presentaba un alto grado de atenuacién con respecto a su cepa parental silvestre
(véase tabla 1). Ademas, CECT 7268 present una significativa reduccion de la

virulencia con respecto a la cepa viva atenuada comercial SC-54.

Tabla 1 Indice de competicion en ratones BALB/c

cr'
Cepas comparadas
Medias (+ ES) Atenuacion
rpoS versus WT 0.0028 (+ 0.0016) Si
rpoS versus SC-54 0.018 (£ 0.010) Si

~ Ninicamente se tuvieron en cuenta los animales que se encontraban en estado

moribundo. Los datos de CI < 0,4 indican atenuacién
2ES: error estandar



10

15

20

25

WO 2009/013379 PCT/ES2008/000518

11

Ejemplo 3: Valoracion de la atenuacién de CECT 7268 en el hospedador natural, el
cerdo. Una vez comprobada la drastica atenuaciéon en el modelo murino,
profundizamos en el analisis de la virulencia realizando ensayos en el modelo porcino
mediante infecciones mixtas por via oral entre la cepa silvestre, CECT 7268 y la
vacuna viva atenuada comercial (SC-54), calculando los niveles de competicion en la
colonizacién de los nodulos linfaticos mesentéricos mediante el calculo del indice de
competicién (CI) tal y como se ha detallado en el ejemplo 2 para el raton. Para ello, se
inocularon oralmente 3 cerdos cruces de Landrace con Large White de entre 5y 6
semanas de edad.\ Los animales se agruparon aleatoriamente en cuatro lotes de 3
animales cada uno. Los cerdos se inocularon por via oral; dos lotes con una mezcla de
CECT 7268/WT 'y otros dos lotes con CECT 7268/SC-54 con dosis de 10° ufc (WTy
SC-54) y 10° ufc (CECT 7268). Los animales fueron eutanasiados a los 3 dias post-
inoculacion. Tras la necropsia, se extrajeron asépticamente muestras de nddulos
linfaticos mesentéricos para hacer recuento de la cantidad de bacterias recuperédas en
cada ensayo para cada cepa utilizando, como en el ejemplo 2, los cebadores descritos
en SEQ ID NO: 3 y 4 en reacciones de PCR. Los datos de CI obtenidos, mostrados en
la Tabla 2, confirman una extraordinaria atenuacion en la virulencia de CECT 7268
con respecto a su cepa silvestre parental en el hospedador al que S. choleraesuis esta

adaptado, el cerdo.

Tabla 2. Indice de competicién en nédulos mesentéricos de lechones

cr'
Cepas comparadas :
Medias (+ ES?)  Atenuacién
CECT 7268 versus WT 0,022 (+ 0,006) S
CECT 7268 versus SC-54 1,31(= 1,5) No

'Los datos de CI < 0,4 indican atenuacion

2ES: error estandar
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Ejemplo 4: Ensayos de supervivencia intracelular en cultivos primarios de
macréfagos intestinales porcinos (SIM). Para determinar si la delecion del gen rpos
afecta a la supervivencia intracelular de S. choleraesuis, se realizaron esfudios de
supervivencia intracelular en cultivos primarios de macréfagos extraidos a partir de la
lamina propia del intestino delgado de lechones. Los macréfagos constituyen una de
las piezas esenciales de la inmunidad innata, y participan activamente en la

presentacion de antigenos para inducir una inmunidad adquirida satisfactoria.

Las lineas celulares de macrofagos estables resultan mas permisivas a la proliferacion
intracelular de Salmonella que los cultivos primarios, no obstante, con el fin de
reproducir de una forma mas fiable lo .que puede ocurrir in vivo, decidimos obtener
cultivos primarios de la lamina propia del intestino delgado de lechones que se

expandieron hasta conseguir un cultivo primario.

Para examinar el comportamiento de las cepas atenuadas en cultivos primarios de
macréfagos intestinales porcinos (SIM) de la lAmina propia se realiz6 un ensayo de

proteccion a gentamicina, en el que los macréfagos se mantuvieron con Dulbecco’s

‘modified Eagle medium (DMEM) al que se afiadié un 10% de suero fetal bovino, 2%

de L-Glutamina, 2,5% HEPES y 1% de Penicilina/Estreptomicina/Fungizona Mix
(Biowhittaker), realizando las incubaciones a 37°C con un 5% de CO,. La cepa
silvestre WT, el mutante CECT 7268, asi como la cepa vacunal comercial SC-54, se

cultivaron durante 18-20 horas en medio LB a 37°C sin agitacién. Se determind la

concentracion de los indculos bacterianos sembrando diluciones seriadas en placas de

LB. Los ensayos de invasion, proliferacion y\ supervivencia intracelular se realizaron
en placas de 24 pocillos. Se inocularon los pocillos con una M.O.L. (multiplicidad de
infeccion bacterias: células eucariotas) de 10:1. A continuacién, las placas se
incubaron durante 30 minutos a 37°C con 5% de CO,. Tras esta incubacion, se retird
el medio, se lavaron las células tres veces con PBS estéril y se afiadié medio de
cultivo de macroéfagos suplementado con 100 pg/ml de gentamicina a cada pocillo
para destruir las bacterias extracelulares. Después de la incubacién con gentamicina
durante 1 hora y media, (2 horas después de la infeccion), se retir6 el medio y se

sustituyé por medio con 10 ug de gentamicina/ml y se mantuvieron incubandose 24
horas mas. En aquellos tiempos en los que se necesitaba realizar un recuento del

numero de bacterias intracelulares (al cabo de las 2 6 24 horas posinfeccion), se
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realizaron tres lavados con PBS estéril y se lisarbn las células afiadiendo Tritén x-100
al 1% en PBS estéril. Se hicieron diluciones seriadas de los lisados y se sembraron en

placas de LB para hacer el recuento de ufc.

La tasa de crecimiento o supervivencia de la bacteria en el interior de estas células se
expresé como “indice de proliferacién” (Ipro), que se calculé como el cociente del

nimero de bacterias intracelulares a las 24 y 2 horas postinfeccion. En la figura 2 se

- representa el Ipro de la cepa silvestre (WT), su mutante en rpoS, CECT 7268, y la

cepa vacunal SC-54 en el interior de cultivos primarios de macréfagos intestinales de

lechén (SIM). En el eje de ordenadas se representa el valor de Ipro que resulta de

~ calcular el cociente entre el niimero de bacterias viables a las 24 y a las 2 horas

postinfeccién mas-menos su error estdndar (+ ES). Los valores mostrados son la
media y el error estandar de un minimo de tres experimentos independiente. En el eje
de abscisas se representan los valores de la cepa silvestre WT (2,1 * 1,3), el mutante
CECT 7268 (3,8 +1,5) y SC-54 (0,2 £ 0,4). La éomparacién de los valores de Ipro de
las tres estirpes, mostr6 que la tasa de crecitﬁiento intracelular del mutante CECT
7268 era ligeramente superior a la de la estirpe silvestre WT (figura 2) vy,
especialmente destacable, que las dos cepas lograron sobrevivir e incluso proliferar eh
macréfagos extraidos de la lamina propia intestinal mientras que la cepa vacunal

comercial SC-54 es practicamente eliminada al cabo de las 24 horas postinfeccion
(figura 2).
Ejemplo 5: Ensayos de proliferacion intracelular en cultivos primarios de fibroblastos

intestinales porcinos (SIF).

Hasta hace poco tiempo, los fibroblastos eran considerados una poblacién homogénea
de células con las tinicas funciones de prestar un soporte estructural a los tejidos y de
reparacién de lesiones tisulares. Sin embargo, en la actualidad se sabe que los
fibroblastos constituyen una poblacién heterogénea formada por distintas
subpoblaciones que intervienen en procesos tan variados como la organogénesis, el

control de la motilidad intestinal o la respuesta inmune. Los fibroblastos participan

activamente en la generacion de la respuesta inflamatoria aguda y en su transicion

hacia la respuesta inmune adquirida. La abundancia de fibroblastos en la zona de
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entrada de Salmonella y su funcién moduladora de la respuesta inmune, sumado a la
capacidad de Salmonella para infectar fibroblastos in vitro, muestran la importancia de

estas células en la infeccion natural por Salmorella.

La capacidad de las estirpes para proliferar en el interior de estos fibroblastos en
cultivo primario se examind mediante un ensayo de proteccién a gentamicina tal y
como se describe en el ejemplo 4. La tasa de crecimiento de la bacteria en el interior
de estas células no se pudo expresar como “indice de proliferacién” (Ipro) calculado
como se describe anteriormente en el caso de los macréfagos (recuento bacteriolégico
en medios de cultivo) porque comprobamos que existia un porcentaje de células
muertas en las que las bacterias crecian considerablemente y que enmascaraba el
comportamiento de lo que ocurria en las células vivas que son las que interesan como
dianas de los vehiculos vacunales. Con estos precedentes se decidié determinar de
forma mas precisa el nimero de bacterias en el interior de células vivas individuales a
las 2 y 24 horas postinfeccion (p.i.) mediante observaciéon microscépica de 100 células
infectadas de tres experimentos independientes. Las bacterias se detectaron mediante
inmunofluorescencia indirecta. Para ello, se realizaron los cultivos celulares sobre
lentillas de 11 mm antes de las infecciones, posteriormente, las células fueron fijadas
con paraformaldehido al 3% y permeabilizadas con saponina al 0,2% segun protocolos
estandares. Para detectar Salmonella se utilizaron anticuerpos primarios policlonéres
de conejo anti-LPS (Lipopolisacarido) (Difco) y anticuerpos secundarios anti-conejo
marcados con isotiocianato de fluoresceina (FITC; Sigma, Chemicon, Alexa 488 —
verde-' y alexa 594 —rojo-; Molecular Probes). Finalmente se usé DAPI (4,6-
diamidino-2-phenylindole; 1pg/ml) para tefiir los nicleos celulares. En la figura 3 se
muestra el porcentaje de células infectadas que contenian un nimero bajo <5, medio
6-20, 6 elevado >20, de bacterias (en negro se representa WT; y en blanco, CECT
7268) a las 2 horas postinfeccién (p.i.) (panel A) y a las 24 horas p.i (panel B) eﬁ tres
experimento's independientes. Las graficas reflejan en ordenadas la media + el error
estandar (ES) del porcentaje de células que estaban infectadas con di\ffersos intervalos

de nimero de bacterias (1-5, 6-20, >20).
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En la infeccion con la ceba silvestre WT, casi la totalidad de las células infectadas
(95,1%) contenian 1-5 bacterias a las 2 horas p.i, y un pequefio porcentaje (4,9%) 6-20
bacterias (figura 3A). A las 24 horas p-i., la proporcién de células infectadas con bajo
numero de bacterias (1-5) disminuy6 hasta el 63,1%, aumentando el numero de
células que presentaban un nimero medio de bacterias intracelulares (6-20) (24,2%) y
apareciendo un pequefio porcentaje de células con un elevado niimero de bacterias
(12,7%) (figura 3B). Cuando se analizé la poblacién de células infectadas con el
mutante CECT 7268 a las 2 horas p.i., la mayoria (71,9%) presentaron 1-5 bacterias
en su interior. Sin embargo, a las 24 horas p.., un gran numero de estas células
(79,9%) presentaban més de 20 bacterias intracelulares (figura 3B). Estas bacterias se

alojaban en grandes vacuolas.

Finalmente, en cuanto a la cepa vacunal comercial SC-54, no se pudieron encontrar
células vivas infectadas tras 24 horas p.i, incluso a las 2 horas p.i. el nlimero de células
infectadas era muy reducido y todas ellas presentaban un ntimero entre 1-5 de

bacterias.
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REIVINDICACIONES

1.- Cepa viva atenuada de Salmonella enterica serovar Choleraesuis caracterizada

porque carece de la actividad del reguladof RpoS.

" 2.- Cepa viva atenuada de S. enterica serovar Choleraesuis, segun la reivindicacion 1,

caracterizada por la delecion del gen rpr que codifica el regulador RpoS.

3.- Cepa viva atenuada de S. enterica serovar Choleraesuis, segun la reivindicacion 2,

caracterizada porque la delecion del gen rpoS es una delecioén en fase.

4.- Cepa viva atenuada de S. enterica serovar Choleraesuis, segun la reivindicacion 3,
caracterizada porque la delecion en fase del gen rpoS se realiza mediante una

estrategia que evita la reversion de la cepa mutada al fenotipo silvestre.

5.- Cepa viva atenuada de S. enterica serovar Choleraesuis, segun la reivindicacion 4,
caracterizada porque la estrategia elegida para evitar la reversion de la cepa mutada al

fenotipo silvestre es la doble recombinacion homéloga.

6.- Cepa viva atenuada de S. enterica serovar Choleraesuis, segin cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 5, caracterizada porque la delecién de rpoS no deja en la bacteria

marcadores de seleccion por resistencia a antibioticos.

7.- Cepa viva atenuada de S. enterica serovar Choleraesuis, segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, caracterizada porque presenta mayor supervivencia en

cultivos primarios de macréfagos de cerdo que la cepa parental.
8.- Cepa viva atenuada de S. enterica serovar Choleraesuis, segiin cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, caracterizada porque presenta mayor capacidad de

proliferacion en fibroblastos de lamina propia intestinal de cerdo que la cepa parental.

9.- Cultivo bioldgicamente puro de S. enterica serovar Choleraesuis cepa CECT 7268.
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10.- Uso de una cepa viva atenuada de S. enterica serovar Choleraesuis como la que
se describe en las reivindicaciones 1 a 9, como vacuna frente a enfermedades

infecciosas producidas por S. enterica serovar Choleraesuis en el cerdo.

11.- Kit de vacunacién para cerdos contra las enfermedades infecciosas producidas
por S. enterica serovar Choleraesuis que comprenda un contenedor que incluya una

cepa viva atenuada como la descrita en las reivindicaciones 1 a 9.

12.- Uso de una cepa viva atenuada de S. enterica serovar Choleraesuis como la que
se describe en las reivindicaciones 1 a 9, como vehiculo vacunal de antigenos

heterdlogos.

13. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 10 y 12, caracterizado porque la
diferenciacién entre la cepa viva atenuada y las cepas silvestres de S. enterica serovar
Choleraesuis se realiza mediante cebadores disefiados en las regiones adyacentes a la

secuencia del gen rpoS de S. enterica serovar Choleraesuis.

14. Uso segtn la reivindicacién 13, caracterizado porque los cebadores utilizados son

los descritos en SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4.

15. Uso segin cualquiera de las reivindicaciones 13 y 14, caracterizado porque la

" ‘técnica utilizada para la diferenciacion entre la cepa viva “aténuada y “las cepas

silvestres de S. enterica serovar Choleraesuis es la técnica de la PCR.
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional N°

PCT/ ES 2008/000518

A. CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD

Ver hoja adicional
De acuerdo con la Clasificacién Internacional de Patentes (CIP) o segiin la clasificacién nacional y CIP.

B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacién)

CI2N, A61K

Otra documentacién consultada, ademds de la documentacién minima, en la medida en que tales documentos formen parte de los sectores
comprendidos por la bisqueda

Bases de datos electrénicas consultadas durante la bisqueda internacional (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
biisqueda utilizados)

INVENES,EPODOC, EPODOC, WPI, BIOSIS, MEDLINE, EMBASE, EBI

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorfa* Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes Relevante para las
reivindicaciones N°
Y KU Y-W. et al. Novel Attenuated Salmonella 1-8

enterica Serovar Choleraesuis Strains as Live

Vaccine Candidates Generated by

Signature-Tagged Mutagenesis. Infection and

Immunity. 2005, Vol 73(12), paginas 8194-8203.
Especialmente, pagina 8194, resumen, columna 1, parrafo 1-
columna 2, pérrafo 3; pagina 8195, columna 1

parrafos 1-2; pagina 8198, columna 2 - pagina

8199, columna 1; pdgina 8201, columna 1, parrafo

2 - columna 2, parrafo 1.

A 9-12, 14, 15

Y METHNER. et al. Intestinal colonisation- 1-8
inhibition and virulence of Salmonella phoP,

rpoS and ompC deletion mutants in chickens.

Veterinary Microbiology. 2004, Vol 98, paginas

37-43. Especialmente, pagina 37, resumen; pagina 38,
columna 1, parrafos 1-3; pdgina 41, columna 1, parrafo 2.

En la continuacién del Recuadro C se relacionan otros documentos Los documentos de familias de patentes se indican en el

Anexo
* Categorias especiales de documentos citados: “T” documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de

“A”  documento que define el estado general de la técnica no considerado presentacion internacional o de prioridad que no pertenece al
como particularmente relevante. estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir la

“E”  solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la fecha de .comprér,lsién del principio o teorfa que constituye la base de la
presentacion internacional o en fecha posterior. nvencion.

“L*  documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacién de X~ documento particularmente relevante; la invencion reivindicada no
prioridad o que se cita para determinar la fecha de publicacién de otra puede considerarse nueva o que implique una actividad inventiva
cita o por una razén especial (como la indicada). por referencia al documento aisladamente considerado.

“0”  documento que se refiere a una divulgacién oral, a una utilizacién, a Y documento particularmente relevante; la invencién reivindicada no
una exposicién o a cualquier otro medio. puede considerarse que implique una actividad inventiva cuando el

“P”  documento publicado antes de la fecha de presentacién internacional documento se asocia a otro u otros documentos de la misma
pero con posterioridad a la fecha de prioridad reivindicada. naturaleza, cuya combinacién resulta evidente para un experto en

la materia.
“&”  documento que forma parte de la misma familia de patentes.

Fecha en que se ha concluido efectivamente la bisqueda internacional. Fecha de expedicién del informe de biisqueda internacional

25.Noviembre.2008 (25.11.2008) 28 de Noviembre de 2008 (28/11/2008)

Nombre y direccién postal de la Administracién encargada de la Funcionario autorizado

biisqueda internacional O.EP.M. M? D. Garcia Gravalos

Paseo de la Castellana, 75 28071 Madrid, Espaifia.

N° de fax 34 91 3495304 Ne° de teléfono +34 913493404
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C (continuacién).

DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorfa* Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes Relevante para las
reivindicaciones N°
A NICKERSON Ch A. & CURTISS III R. Role of Sigma 1-12, 14, 15
Factor RpoS in Initial Stages of Salmonella
typhimurium Infection. Infection and Immunity.
1997, Vol 65(5), paginas 1814-1823. Especialmente,
pagina 1814, resumen.
A US 7083794 B2 (CURTISS III R et al). 01.08.2006, 1-12, 14, 15
pégina 3, columna 3, linea 10 - columna 4, linea 43.
A WO 2007/053489 A2 (UNIVERSITY OF MARILAND, 1-12, 14, 15

[US/US]). 10.05.2007, pdgina 1, parrafo 03 - pigina 2,
parrafo 08; pdgina 4, parrafos 20-23.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la segunda hoja) (Julio 2008)
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Recuadro 11 Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de bisqueda (continuacién

del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de bisqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segtin el Articulo 17.2.a) por los
siguientes motivos:

1. [

2. [X]

Las reivindicaciones N°*:
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracién no estd obligada a proceder a la biisqueda, a saber:

Las reivindicaciones N*%: 13

se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una biisqueda provechosa, concretamente:

El objeto de esta reivindicacién no alcanza a cumplir los requisitos de claridad y concisién del Articulo 6 del PCT, hasta
tal extremo que una busqueda significativa, basada en esta reivindicacién, no resulta posible debido a que al no
especificar los cebadores utilizados para diferenciar la cepa mutante obtenida de la silvestre de Salmonella enterica
serovar Choleraesuis, cualquier secuencia que se corresponda con las adyacentes a la del gen rpoS, conocida o no,
podria ser valida.

3. [

Las reivindicaciones N°%
son reivindicaciones dependientes y no estdn redactadas de conformidad con los pérrafos segundo y tercero de la Regla 6.4.a).

Recuadro III  Observaciones cuando falta unidad de invencion (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la bisqueda internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

1. |:| Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de

biisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de busqueda.

2. |:| Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de bisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas

adicionales, esta Administracién no requirié el pago de tasas adicionales.

3. |:| Dado que tan sélo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente

informe de busqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones N°:

4. |:| Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente

informe de btisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones,
cubierta por las reivindicaciones N°*:

Indicacién en cuanto a la protesta |:| Se acompaiié a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,

el pago de una tasa de protesta.

|:| Se acompaiié a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagé en el plazo establecidopara ello.

|:| El pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.
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ES 2181306 T 16.02.2003
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