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DESCRIPCION
Vacunas para la inmunizacién contra Helicobacter
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a herramientas y métodos para la inmunizacion de animales contra la infeccion por la
especie Helicobacter.

FUNDAMENTO DE LA INVENCION

Las infecciones por Helicobacter (H.) pylori en las personas son una de las principales causas de las Ulceras de
estdbmago y de duodeno, asi como del cancer de estbmago. Se recomiendan terapias triples con inhibidores de la
bomba de protones y claritromicina y amoxicilina, como tratamiento de primera linea. Cada vez con mayor frecuencia,
estas terapias estandar se enfrentan con problemas de resistencia al antibidtico y recurrencia de la infeccion,
especialmente en areas en las que el H. pylori es endémico. Varios estudios en modelos animales han mostrado la
viabilidad de la vacunacion tanto profilactica como terapéutica contra H. pylori (Del Guidice (2001) Annu. Rev. Inmunol.
19, 523 - 563; Sanchez et al. (2001) FEMS Inmunol Med. Microbiol. 30, 157-165). Las proteinas de H. pylori expresadas
en ratones infectados, y por tanto expuestas al sistema inmunitario del ratén, parecen similares a las detectadas en las
infecciones humanas, lo que sugiere que el modelo de ratén es adecuado para el cribado preclinico de candidatos de
antigeno (Bumann et al. (2002) Inf. Imm. 70, 6494 - 6498). Se ha encontrado que las inmunizaciones con ureasa
recombinante inducen respuestas inmunitarias locales y en el suero en ratones, y protegen contra la infeccion de
Helicobacter pylori (Kleanthous et al. (1998) Inf. Imm. 66, 2879-2886). El documento WO 2004069184 describe vacunas
contra infecciones por Helicobacter que usan preparados antigénicos de H. cerdo.

H. pylori no es el Gnico agente bacteriano patégeno capaz de colonizar la mucosa gastrica humana. El “H. heilmannii” ha
sido encontrado realmente en aproximadamente el 0,96% de las biopsias gastricas. Este organismo esta fuertemente
asociado con la gastritis, pero también con la Ulcera péptica, el adenocarcinoma gastrico y el linfoma del tejido linfoide
asociado a la mucosa (mucosa associated lymphoid tissue: MALT).

Algunos estudios revelaron una suficiente reactividad cruzada antigénica entre H. felis y H. pylori para generar
proteccién contra la sensibilizacion por H. felis después de la inmunizacion con una solucién de antigeno de H. pylori
sonicada (tratada con ultrasonidos) (Lee & Chen (1994) Inf. Imm. 62, 3594 - 3597; Michettti et al. (1994)
Gastroenterology 107, 1002 - 1011). Un estudio indica que la infeccidon por H. heilmannii puede ser evitada por
vacunacion tanto con UreB de H. heilmannii como con UreAB de H. pylori, confirmando que la inmunidad protectora
contra infecciones por Helicobacter puede ser provocada por ureasa de Helicobacter tanto homologa como heteréloga
(Dieterich et al. (1999) Inf. Imm. 67, 6206 - 6209).

Recientemente se ha sefialado que H. heilmannii no representa una Unica especie, sino un grupo de especies
bacterianas diferentes con una morfologia en espiral similar, muchas de las cuales son probablemente de origen
zoonGtico. Sobre la base de las secuencias del rRNA 16S, “H. heilmannii” ha sido clasificado en dos tipos (Soinick et al.
(1993) J. Infect. Dis. 168, 379 - 385). Los organismos “H. heilmannii” del tipo 2 estan estrechamente relacionados, si es
gue no son idénticos, a Helicobacter spp. canina y felina, a saber H. felis, H. bizzozeronii y H. salomonis. Mas del 50%
de la infecciones por “H. heilmannii” en seres humanos, sin embargo, son debidas a “H. heilmannii” del tipo |. Se acepta
ahora que el “H. heilmannii” del tipo 1 es idéntico al “Candidatus H. suis” (O'Rourke et al. (2004) Int J Syst Evol
Microbiol. 54, 2203 - 2212; De Groote et al. (1999) Int. J. Syst. Bacteriol. 49, 1769 - 1777), una bacteria en forma de
espiral que coloniza el estomago de mas del 60% de los cerdos de matadero.

Se dispone de poca informacion en la bibliografia acerca del potencial de la proteccién, inducida por vacuna, contra
cepas de helicobacter no pylori, tales como “Candidatus H. suis”. El cultivo in vitro de “Candidatus H. suis” no es posible
actualmente, pero puede usarse la inoculacion en ratones para desarrollar y mantener esta bacteria viable durante mas
de dos afios, partiendo de mucosa estomacal de cerdos infectados (Mendes et al., (1991) citado anteriormente; Dick et
al. (1989) J. Med. Microbiol. 29, 55 - 62; Park et al., (2003) J. Comp. Pathol. 129:154 - 160).

SUMARIO DE LA INVENCION.

La presente invencion se refiere al uso de un preparado antigénico de una especie relacionada con un Candidatus
Helicobacter suis para vacunacion de animales contra especies de Helicobacter, mas en particular contra Candidatus H.
suis, en el que dicha especie relacionada con un Candidatus Helicobacter suis tiene una secuencia de rRNA 16S que
tiene al menos un 93% de identidad de secuencia con la secuencia de Candidatus Helicobacter suis depositado en
GenBank n° de entrada AF127028, como se representa en la SEC ID NO:16.Un primer aspecto de la invencion se
refiere entonces al uso de una composicion que comprende uno 0 mas preparados antigénicos de una 0 mas especies
relacionadas con Candidatus H. suis para la elaboracién de una vacuna contra especies Helicobacter, mas en particular
contra Candidatus H. suis, en la que la especie bacteriana relacionada con Candidatus Helicobacter suis prevista dentro
del contexto de la presente invencion es o son especies de bacterias que tienen una secuencia de rRNA 16S que tiene
al menos un 93% de identidad de secuencia respecto a la secuencia de Candidatus Helicobacter suis depositado en
GenBank n° de entrada AF127028, como se representa en la SEC ID NO:16. De acuerdo con una realizacion en
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particular, la composicion usada comprende uno o mas preparados antigénicos de una 0 mas especies relacionadas
con Candidatus Helicobacter suis elegidas entre el grupo consistente en Helicobacter felis, Helicobacter salomonis,
Helicobacter heilmannii (tipo Il), Helicobacter cynogastricus, Helicobacter pylori o Helicobacter bizzozeronii.

De acuerdo con realizaciones particulares de la invencion, las especies relacionadas con Candidatus Helicobacter suis
se eligen entre H. felis, H. bizzozeronii, o0 H. cynogastricus. Otra realizacion de la invencion se refiere al uso de un
preparado antigénico de H. cynogastricus en la preparacion de una vacuna contra especies Helicobacter, mas en
particular contra Candidatus H. suis.

Otro aspecto de la invencion proporciona entonces vacunas para ser usadas en la vacunacién de animales contra
Helicobacter spp. (especies), mas en particular contra Candidatus H. suis. Mas en particular, las vacunas de la presente
invencién comprenden uno o mas preparados antigénicos de una 0 mas especies bacterianas relacionadas con
Candidatus Helicobacter suis previstas dentro del contexto de la presente invencién, son especies de bacterias que
tienen una secuencia de rRNA 16S que tiene al menos un 93% de identidad de secuencia respecto a la secuencia de
Candidatus Helicobacter suis depositado en GenBank n° de entrada AF127028, como se representa en la SEC ID
NO:16. De acuerdo con una realizacion particular las vacunas comprenden uno o mas preparados antigénicos de una o
mas especies relacionadas con Candidatus Helicobacter suis elegidas entre el grupo que consiste en Helicobacter felis,
Helicobacter salomonis, Helicobacter heilmannii (tipo 11), Helicobacter cynogastricus, Helicobacter pylori o Helicobacter
bizzozeronii. Las vacunas pueden comprender ademdas opcionalmente un coadyuvante y/o un vehiculo aceptable
farmacéuticamente.

Las vacunas de la presente invencion pueden ser usadas para inmunizacién profilactica o bien terapéutica, y las vias de
vacunacion adecuadas incluyen, pero sin limitarse a ellas, la inmunizacion intranasal, subcutanea, oral e intramuscular.
Las vias de vacunacion adecuadas comprenden también administraciones combinadas (p. €j. administracion
oral/intramuscular).

De acuerdo con una realizacion particular, el preparado antigénico usado en la preparacion de una vacuna comprende
un lisado de bacterias. Las realizaciones alternativas incluyen vacunas en las que el preparado antigénico comprende
bacterias totalmente muertas o bacterias de vida atenuada. Adicionalmente o alternativamente la vacuna de acuerdo
con la invencién comprende un preparado antigénico que comprende un preparado bacteriano procesado y/o artificial.

En el presente texto se describen métodos de vacunacion de un animal contra la infeccion por Helicobacter spp., mas
en particular contra una a infecciéon por Candidatus H. suis, que comprende la etapa de administrar al animal una
composicién que comprende uno o mas preparados antigénicos de una o mas especies relacionadas con Candidatus H.
suis, bien sea antes de la infeccién (para la vacunacion profilactica) o bien después de que la infecciéon haya sido
identificada (como vacunacion terapéutica). Opcionalmente el preparado antigénico es administrado junto con un
coadyuvante y/o un vehiculo aceptable farmacéuticamente. Los ejemplos especificos de estos métodos se refieren a
preparados antigénicos que comprenden preparados de H. felis y/o H. bizzozeronii y/o H. cynogastricus. Més
especificamente, el preparado antigénico usado comprende un lisado de una o méas de estas bacterias, pero
realizaciones alternativas incluyen preparados antigénicos que comprenden bacterias de vida atenuada o preparados
bacterianos procesados y/o artificiales. Estos métodos pueden comprender administracién intranasal o subcutanea de la
vacuna de la invencion.

También se describe en el presente texto un modelo animal para la infeccion por Candidatus Helicobacter suis, mas en
particular un modelo de ratén. Este modelo permite la propagacion in vivo de Candidatus Helicobacter suis en un animal
distinto de su hospedador natural. Este modelo se obtiene infectando un ratén con material infectado con Candidatus
Helicobacter suis. Mas en particular esto comprende aislar células de la pared del estbmago de un cerdo infectado con
Candidatus Helicobacter suis, opcionalmente hacer un homogeneizado del mismo, e infectar ratones por via
intragastrica con las células o el homogeizado. La infeccién en los ratones y el efecto de la vacunacion pueden seguirse
mediante PCR fecal.

También se describe en el presente texto una bacteria aislada de la especie Helicobacter cynogastricus depositada bajo
el numero de entrada LMG P-23100. La invencién se refiere ademas al uso de Helicobacter cynogastricus en la
produccién de una vacuna.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION.

La presente invencion se describira con referencia a ciertas realizaciones y a ciertas Figuras, pero la presente invencion
no est limitada a ellas, sino solamente por las reivindicaciones.

La presente invencién se refiere a las vacunas y describe métodos de vacunacién contra Helicobacter spp., mas en
particular contra Candidatus Helicobacter suis. La presente invencion se refiere al uso de antigenos y preparados
antigénicos de ciertas especies de Helicobacter para vacunar animales, especialmente ganado (vacas, ovejas, caballos,
etc. ), mas en particular cerdos, lo méas en particular cerdos de cria, que estan infectados o son susceptibles de infeccion
con Helicobacter spp., mas en particular Candidatus Helicobacter suis. También otros animales tales como, pero sin
limitarse a ellos, seres humanos, monos, conejos, roedores, gatos y perros, que son sospechosos de estar infectados
con Helicobacter spp., méas en particular con Candidatus Helicobacter suis, pueden ser vacunados con el preparado
antigénico de la presente invencion.
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El “Candidatus Helicobacter suis” que se menciona en el presente texto es una bacteria que anteriormente se conocia
como “H. heilmannii” tipo | (Trebesius et al. (2001) J Clin Microbiol. 39, 1510 - 1516. Ahora se acepta que “H. heilmannii”
tipo 1 es idéntico a “Candidatus H. suis” (O'Rourke et al. (2004) Int J Syst Evol Microbiol. 54, 2203 - 2211; De Groote et
al. (1999) Int. J. Syst. Bacteriol. 49, 1769 - 1777), una bacteria en forma de espiral que coloniza el estomago de mas del
60% de los cerdos de matadero. El Candidatus Helicobacter suis se define también a nivel molecular como la especie
de Helicobacter que tiene una secuencia de rRNA 16S Genbank nimero de entrada AF 127028 (D. De Groote et al.
(1999) citado antes) y AF506788-92 (O'Rourke et al. (2004) citado anteriormente) y una secuencia génica de ureasa
como se representa en Genbank entrada AF508013-AF508014 (O'Rourke et al. (2004) Int J Syst Evol Microbiol. 54,
2203 - 2211).

Las especies bacterianas adecuadas para los propdsitos de la invencidon son bacterias distintas del Candidatus
Helicobacter suis del género Helicobacter, mas en particular especies que estan relacionadas con Candidatus
Helicobacter suis, pero no son idénticas al mismo. La frase “relacionadas con” en el contexto de las especies
bacterianas se usa en el presente texto para indicar una relacion filogenética, preferentemente expresada por
pardmetros de biologia molecular. De un modo mas general, las bacterias relacionadas con Candidatus Helicobacter
suis tienen una secuencia de rRNA 16S que es al menos el 93%, 95%, 98% 99% idéntica a la secuencia de rRNA 16S
del Candidatus Helicobacter suis depositado en GenBank entrada AF127028 como se representa en la SEC ID NO:16.
0, expresandolo de una forma alternativa, las bacterias relacionadas con Candidatus Helicobacter suis comprenden una
secuencia que codifica ureasa que es al menos un 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 0 99% idéntica a nivel de DNA a la
secuencia de la ureasa de Candidatus Helicobacter suis. Las especies que se identifican como “estrechamente
relacionadas con el Candidatus Helicobacter suis”, basandose en los criterios anteriores (con una secuencia de rRNA
16S que tiene al menos aproximadamente del 93% al 99% de identidad de secuencias con el Candidatus Helicobacter
suis) pueden sin embargo identificarse como especies distintas basandose en otros criterios tales como, pero sin
limitarse a ellos, perfiles de proteina de la célula entera, como se describe en el presente texto. La secuencia de
referencia de rRNA 16S de Candidatus Helicobacter suis corresponde a la de GenBank entrada AF 127028 (SEC ID No:
16).

“Preparado antigénico”, como se usa en el contexto de la presente invencion, se refiere a una composicién que
comprende al menos una proteina o un fragmento de la misma, que provoca una respuesta inmunitaria (en adelante
denominada “antigeno”) cuando se administra a un animal. Para su uso como vacuna en el contexto de la presente
invencion, el preparado antigénico puede comprender bacterias totalmente muertas (inactivas), bacterias con vida
atenuada (debilitadas) o preparados bacterianos procesados y/o artificiales, o combinaciones de los mismos. Los
preparados bacterianos procesados incluyen preparados de proteinas bacterianas que son parcial o completamente
purificadas y/o pretratadas. Los ejemplos de preparados bacterianos artificiales incluyen preparados de proteina
obtenidos en parte o en la totalidad por métodos de sintesis o0 recombinantes.

De acuerdo con ciertas realizaciones, los preparados antigénicos usados para la vacunacién de acuerdo con la presente
invencién comprenden uno 0 mas antigenos obtenidos a partir de distintas especies Helicobacter que estan
relacionadas con Candidatus Helicobacter suis. Los ejemplos de antigenos adecuados incluyen, pero sin limitarse a
ellos, la enzima ureasa, proteinas de choque térmico, cagA y VacA.

Una “vacuna”, como se usa en el presente texto, se refiere a una composicion tal como el preparado antigénico descrito
en el presente texto que es administrado para estimular una respuesta inmunitaria que proteja a una persona de la
enfermedad debida a ese agente. La vacuna de la presente invencion esta destinada al uso como vacuna terapéutica
(para tratamiento), es decir para la administracion al animal después de la infeccion, con la intencién de reducir o
detener el progreso de la enfermedad, o como vacuna preventiva (profilactica), para la administracién al animal antes de
la infeccién, con la intencidn de evitar la infeccion inicial (y/o la recurrente). La vacunacion que protege contra una
especie usando antigenos de otra especie se denomina “vacunacion cruzada” o “vacunacion heteréloga”.

La presente invencion se basa en la observacion de que la vacunacion mucosal y parenteral con antigenos heterdlogos
procedentes de H. pylori SS1 o H. felis CS1, provocd una reduccion importante en la carga bacteriana, pero no
inmunidad esterilizante en la sensibilizacion con “Candidatus H. suis”. Filogenéticamente, el H. felis estd mas
estrechamente relacionado con el “Candidatus H. suis” que el H. pylori (De Groote et al. (1999) citado anteriormente), y
por consiguiente se podria esperar obtener mejores resultados con la inmunizacién con H. felis heterélogo. La presente
invencién demuestra que se encuentran diferencias solamente minoritarias o no significativas en el nivel de proteccién
entre estos dos grupos.

La invencién se refiere entonces a una vacunacion heteréloga, es decir, al uso de un preparado antigénico de una
especie relacionada con Candidatus H. suis, para obtener proteccion contra la infeccién por Helicobacter spp., mas en
particular por Candidatus H. suis.

El objeto de la vacuna y la vacunacion con la misma de acuerdo con la presente invencién incluye obtener una
proteccion completa (inmunidad esterilizante) contra Helicobacter spp., mas en particular contra Candidatus
Helicobacter suis, en un animal, pero también reducir la carga bacteriana de Helicobacter spp., mas en particular de
Candidatus Helicobacter suis, en al menos un 25, 40, 60, 80% en comparacion con la anterior vacunacion y/o en
comparacion con animales que no han recibido la vacuna de la presente invencion y son o han sido sometidos al mismo
agente infeccioso. Lo mas en particular, la presente invencion se refiere a vacunas y a estrategias de vacunacién que
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aseguran un efecto protector o una carga bacteriana reducida durante un periodo de tiempo prolongado, como es
durante al menos 4, 6, 10, 12 o mas de 12 semanas.

La identificacién y la cuantificacion de tal infeccién y/o carga bacteriana en un animal pueden hacerse de varias formas.
Clasicamente, esto se hace determinando la presencia del agente infeccioso, o una proteina o una secuencia de DNA
del mismo, en una muestra de fluido corporal o en orina o heces. Alternativamente, puede medirse la reaccion del
sistema inmunitario, p. €j. la presencia de anticuerpos contra el agente infeccioso. De acuerdo con una realizacién
particular de la invencion, se obtiene un diagndéstico y una cuantificacion exactos de la infeccion por Helicobacter,
mediante la identificacion del DNA de Candidatus H. suis, p. ej. mediante PCR, como se describe en la técnica (Fox and
Lee (1997) Lab. Anim. Sci. 47, 222 - 255). Como el “Candidatus H. suis” es hasta ahora incultivable, se usa una prueba
cuantitativa de ureasa para cuantificar esta especie. Este ensayo ha sido usado en la técnica anterior para cuantificar la
infeccién por H. heilmannii, H. felis y H. pylori en estudios de inmunizacién de ratones (Michetti et al. (1994)
Gastroenterology 107: 1002 - 1011; Kleanthous (2001) Vacuna 19, 4883 - 4895; Saldinger et al. (1998) Gastroenterology
115, 891 - 897). Se encontré que esta prueba de ureasa es menos sensible que la determinacién del numero de
bacterias después del cultivo.

De acuerdo con un primer aspecto, se usa un preparado antigénico de una o mas especies relacionadas con
Candidatus H. suis para obtener inmunidad profilactica o terapéutica contra Candidatus H. suis. Mas en particular, la
invencion se refiere a preparados antigénicos de una o mas especies que tienen al menos un 93% de identidad de
secuencia en el rRNA 16S depositado en GenBank entrada n® AF127028 como se representa en la SEC ID NO: 16. De
acuerdo con realizaciones particulares de la presente invencién, la especie relacionada con Candidatus Helicobacter
suis es una o varias especies elegidas entre el grupo de H. pyloris, H. bizzozeronii, H. felis, y H. salomonii. Otras
especies de Helicobacter adecuadas son H. bilis, H. fenelliae, H. pametensis, H. nemestrinae, H. nemestrinae, H.
pametensis, H. acinonychis, H. pullorum, H. mustelae, H. hepaticus, H. cinaedi y H. canis.

Ademas, una realizaciéon particular de una cepa Util para la vacunacion contra Candidatus H. suis, es decir H.
cynogastricus, como se describe en los Ejemplos en el presente texto.

De acuerdo con una realizacion particular, el preparado antigénico es un lisado de células, es decir una mezcla obtenida
en la lisis de células bacterianas. Un ejemplo particular de lisado de células bacterianas es la fraccién soluble de un
cultivo bacteriano sonicado, p. €j. obtenido después de filtracion. Alternativamente, o ademas, las bacterias pueden ser
fragmentadas usando un homogeneizador de alta presién (p. ej. EmulsiFlexC5 modelo Avestin). Opcionalmente, el
lisado de células se inactiva aiin mas mediante tratamiento con formalina, o con un agente comparable. Generalmente
no todas las proteinas de un lisado van a provocar una respuesta inmunitaria. Alternativamente, el preparado antigénico
de acuerdo con la presente invencion se obtiene mediante fraccionamiento y/o purificacion de una o mas proteinas a
partir de un lisado o medio de cultivo bacteriano, para obtener una composicion de antigenos enriquecidos o purificados.
También entran dentro del concepto de la presente invencion proteinas recombinantes o fragmentos de las mismas
usadas como preparado antigénico. Los ejemplos mas particulares de proteinas bacterianas aisladas, purificadas y/o
recombinantes, adecuadas en el contexto de la presente invencién, son proteinas de choque térmico y/o proteinas de
ureasa.

La vacuna de la presente invencidon contiene opcionalmente tan solo el preparado antigénico de la invencion.
Alternativamente, la vacuna puede comprender, ademas del preparado antigénico de la presente invencion, un
coadyuvante adecuado. El tipo de coadyuvante variara, dependiendo del tipo de preparado antigénico y de la via de
administracion usada. De acuerdo con una realizacion particular de la presente invencion, el preparado antigénico que
es una solucion de antigeno tratada por ultrasonidos es administrado intranasalmente con toxina del célera (Cholera
toxin: CT) o subcutaneamente con saponina como coadyuvante. Cualquier coadyuvante conocido en la técnica puede
ser usado en la composicion de la vacuna, incluyendo coadyuvantes con base oleosa tales como Coadyuvante
Completo de Freund y Coadyuvante Incompleto de Freund, coadyuvantes basados en micolato (p. ej., trehalosa
dimicolato), lipopolisacarido bacteriano (LPS), peptidoglicanos (es decir, mureinas, mucopéptidos, o glicoproteinas tales
como N-Opaca, muramil dipéptido [MDP], o analogos de MDP), proteoglicanos (p. e€j., extraidos de Klebsiella
pneumoniae), preparados estreptocécicos (p. €j., OK432), Biostim™ (p. ej., 01K2), los “Iscoms” de EP 109 942, EP 180
564 y EP 231 039, hidréxido de aluminio, saponina, DEAE-dextrano, aceites neutros (tales como migliol), aceites
vegetales (tales como aceite de cacahuete), liposomas, polioles Pluronic®. Los coadyuvantes incluyen, pero sin
limitarse a ellos, el sistema coadyuvante RIBI (Ribi Inc.), alum, gel de hidroxido de aluminio, colesterol, emulsiones de
aceite en agua, emulsiones de agua en aceite tales como, p. €j., coadyuvantes completo e incompleto de Freund,
copolimero de bloques (CytRx, Atlanta Ga.), SAF-M (Chiron, Emeryville CA), coadyuvante AMPHIGEN®, saponina, Quil
A, QS-21 (Cambridge Biotech Inc., Cambridge MA), GPI-0100 (Galenica Pharmaceuticals, Inc., Birmingham, AL) u otras
fracciones de saponina, monofosforil lipido A, coadyuvante de lipido-amina Avridina, enterotoxina termolabil de E. coli
(recombinante o de otra forma), toxina del célera, o muramil dipéptido, entre otros muchos. De acuerdo con una
realizacion particular se afiade al preparado antigénico toxina termolabil de Escherichia coli recombinante mutante antes
de la inyeccion al animal.

De acuerdo con otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso de las vacunas de la presente invencion para
obtener inmunidad profilactica o terapéutica contra Helicobacter spp. tales como los citados en el presente texto, mas en
particular contra Candidatus H. suis.
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De acuerdo con una primera realizacidn, la invencion proporciona preparados antigénicos para su uso en la vacunacion
profilactica que asegure la proteccién contra Candidatus H. suis que es mas que transitoria. La infeccion transitoria de
ratones inmunizados profilacticamente solamente ha sido publicada una vez en el modelo de H. pylori (Garhart et al.
2002, Infect. Inmun. 70: 3529 - 3538). La presente invencién muestra la evolucion de la proteccion a lo largo del tiempo.
Se lleva a cabo por un método para la deteccion de la infeccion en muestras fecales, en particular desarrollado para
este fin. Se lleva a cabo una PCR en muestras fecales recogidas a valores del tiempo subsiguientes, que da una
impresion de la colonizacion en el estdmago con “Candidatus H. suis”. La reaccion PCR se lleva a cabo en un pequefio
fragmento del gen de rRNA 16S. Tipicamente, este fragmento tiene una longitud de menos de 400 pb (p. €j. un
fragmento entre 200 y 400 pb, un fragmento entre 200 y 100 pb o un fragmento entre 100 y 50 pb), méas en particular un
fragmento que comprende secuencias para amplificacion por PCR que son especificas para la especie. Esto permite la
detecciéon de rRNA 16S degradado de una especie de Helicobacter especifica en muestras fecales. Fragmentos mas
grandes o rRNA 16S de longitud completa, tal como se detecta en las muestras gastricas (De Groofte et al. (2000)
citado anteriormente), no podrian ser detectados en muestras fecales de cerdos. Se demuestra en el presente texto que
hay una disminucién de la excrecion DNA de Helicobacter a partir de una semana después de la infeccion en los
ratones inmunizados, en comparacion con los ratones no inmunizados, y que la colonizacién en los ratones inmunizados
nunca alcanza el mismo nivel que en ratones no inmunizados.

En la presente invencion se describen métodos para la inmunizacién terapéutica, cuando los organismos han orientado
ya la respuesta inmunitaria del hospedador en su beneficio.

Los preparados antigénicos o vacunas de la presente invencion pueden ser administrados a través de cualquier via
adecuada, tal como la administracion mucosal (intranasal), parenteral, o intramuscular, o administraciéon oral,
intradérmica, intraperitoneal, intravenosa, o subcutdnea. Las vias de vacunacion adecuadas comprenden también
administraciones combinadas (p. ej. administracion oral e intramuscular). La inmunizacion terapéutica puede realizarse
por administracion parenteral del preparado antigénico de la invencion. La inmunizacién parenteral puede movilizar
células de origen sistémico que no han sido ya cebadas en una direccion dada por una infeccién por Helicobacter (Guy
et al. (1999) Vaccine 17, 1130 - 1135). De acuerdo con otra realizacion especifica de la invencién, se usa la
administracion intramuscular para una vacunacion eficiente.

Los antigenos de la presente invenciéon pueden ser administrados solos o con vehiculos farmacéuticos adecuados, y
pueden estar en forma sélida o liquida tal como comprimidos, capsulas, polvos, soluciones, suspensiones o emulsiones.
Las formas de dosis unitarias sélidas pueden ser del tipo convencional. La forma sélida puede ser una cépsula, tal como
una de tipo de gelatina corriente que contiene las proteinas o los péptidos de la presente invencién o los anticuerpos o
porciones de union de los mismos de la presente invencion, y un vehiculo, por ejemplo, lubricantes y cargas inertes tal
como lactosa, sacarosa o almidon de maiz. En otra realizacién, estos compuestos se conforman como comprimidos
con bases para comprimidos convencionales tales como lactosa, sacarosa o almidéon de maiz, en combinacién con
aglutinantes como la acacia, almidén de maiz o gelatina, agentes desintegrantes tales como almidén de maiz, almidén
de patata o acido alginico, y un lubricante tal como &cido estearico o estearato de magnesio.

Los antigenos de la presente invencion pueden también ser administrados en dosificaciones inyectables mediante
solucién o suspension de estos materiales en un diluyente fisiolégicamente aceptable con un vehiculo farmacéutico.
Tales vehiculos incluyen liquidos estériles tales como agua y aceites, con o sin la adicion de un agente tensioactivo y
otros coadyuvantes aceptables farmacéuticamente. Aceites ilustrativos son los de petroleo y los de origen animal,
vegetal o sintético, por ejemplo aceite de cacahuete, aceite de soja o aceite mineral. En general, el agua, solucién
salina, solucion acuosa de dextrosa y solucion de azucar relacionado, y glicoles tales como propilenglicol o
polietilenglicol, son vehiculos liquidos preferidos, en particular para soluciones inyectables.

Para su uso como aerosoles, los antigenos de la presente invencién en solucién o suspension pueden ser envasados
en un recipiente para aerosol presurizado, junto con propulsores adecuados, por ejemplo propulsores de hidrocarburo
tales como propano, butano o isobutano, con coadyuvantes convencionales. Los materiales de la presente invencion
pueden también ser administrados en forma no presurizada tal como en un nebulizador o un atomizador.

Se describe también en el presente texto un modelo animal in vivo para la infeccion con Candidatus H. suis, y se
proporciona también un método para obtener infeccién por Candidatus H. suis en laboratorio o en un modelo animal, tal
como ratones, el cual método comprende inocular por via intragastrica al animal de laboratorio o modelo, con
homogeneizados de células obtenidas de la pared del estbmago de animales infectados, mas en particular cerdos
infectados. Con este propésito, las capas superiores de células y moco se raspan del antro y se homogenizan.
Alternativamente, el material de la pared estomacal de los animales infectados es homogenizado en medio para
liofilizacion (2 voliumenes de suero de caballo, 1 volumen de caldo BHI (caldo de cerebro corazén) y 10% de glucosa)
(LYM). Opcionalmente, las particulas méas grandes se eliminan mediante centrifugacion. De acuerdo con un ejemplo
particular, el estbmago del animal de laboratorio infectado o animal modelo asi obtenido se diseca de nuevo y se
homogeniza durante al menos dos pasos adicionales en el mismo animal. La infeccién se sigue opcionalmente por PCR
fecal como se describe en el presente texto.

Leyendas de las figuras.

Las Figuras que siguen ilustran la invencion.
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Figura 1: Ensayo cuantitativo de ureasa en tejido gastrico del estomago, de diferentes sitios (cardias, fundus o fondo,
antrum o antro) de cerdos infectados con Candidatus Helicobacter suis a partir de ratones (n = 5) y testigos (n = 5), de
acuerdo con una realizacion de la invencion.

Figura 2: Excrecion de DNA de “Candidatus Helicobacter suis” en las heces de ratones BALB/c inmunizados
intranasalmente con antigenos de H. pylori (¢) o antigenos de H. felis (¢) en comparacion con ratones no inmunizados

(), 1 a 16 semanas después de la infecciéon con “Candidatus Helicobacter suis”, de acuerdo con una realizacion de la
invencion. La excrecidn se expresa como porcentaje de ratones positivos en PCR por grupo.

Figura 3: Excrecion de DNA de “Candidatus Helicobacter suis” en las heces de ratones BALB/c inmunizados

subcutdneamente con antigenos de H. pylori (¢) o H. felis (¢), en comparacion con animales no inmunizados (+), 1 a 16
semanas después de la infeccidon con “Candidatus Helicobacter suis”, de acuerdo con una realizacion de la invencion.
La excrecién se expresa como porcentaje de ratones positivos en PCR por grupo.

Figura 4: Actividad cuantitativa de ureasa del tejido gatrico del estdmago, representada como valor de la OD (densidad
Optica) (550 nm), de ratones inmunizados intranasalmente con antigenos de H. pylori o H. felis de acuerdo con una
realizacion de la invencién. Las lineas de trazo continuo representan la media geométrica para cada grupo estudiado.
(Cs) sensibilizacion de animales infectados con “Candidatus Helicobacter suis”; (Cp) sensibilizacion de animales
infectados con H. pylori; (Cf) sensibilizacién de animales infectados con H. felis; (IN,p) inmunizacién intranasal con
antigenos de H. pylori; (IN,f) inmunizacion intranasal con antigenos de H. felis.

Figura 5: Actividad de ureasa cuantitativa de tejido gastrico del estémago, representada como valor de la OD (550 nm),
de ratones inmunizados subcutaneamente con antigenos de H. pylori (SCp) o H. felis (SCf) de acuerdo con una
realizacién de la invencion. Las lineas de trazo continuo representan la media geométrica para cada grupo estudiado.
Las diferencias significativas (P < 0,05) entre animales sensibilizados inmunizados y no inmunizados, para cada
Helicobacter sp., se indican con la letra a. (Cs) sensibilizacion de animales infectados con “Candidatus Helicobacter
suis”.

Figura 6: Excrecion de DNA de “Candidatus Helicobacter suis” en las heces de ratones BALB/c inmunizados
intranasalmente con antigenos de H. felis CS1 o H. bizzozeronii tres semanas después de la sensibilizacion con
“Candidatus Helicobacter suis” de acuerdo con realizaciones particulares de la invencién. La excrecion se expresa como
porcentaje de ratones positivos en la PCR. Las diferencias entre las condiciones experimentales se exponen con detalle
en la Tabla 1.

Figura 7: Actividad cuantitativa de ureasa de tejido gastrico del estdbmago, representada como valor de la OD (550 nm).
Las lineas de trazo continuo representan la media geométrica para cada grupo estudiado. Se encontré una disminucién
significativa (P < 0,05) en la actividad de ureasa entre animales no inmunizados, sensibilizados (grupo 9) e inmunizados
para el grupo 1y el grupo 2, representando ambos inmunizacién intranasal con solucidon de antigeno de H. felis CS1
tratada con ultrasonidos o H. bizzozeronii respectivamente (a), de acuerdo con realizaciones particulares de la
invencion. Las diferencias entre las condiciones experimentales se exponen con detalle en la Tabla 1.

Figura 8A: Seroconversion (valores de s/p) contra antigenos de H. felis después de la vacunacién con antigenos de H.
felis (datos de serologia en el cerdo) (grupo 1m; grupo 2: ¢; grupo 3: A) y antigenos de H. bizzozeronii (grupo 4: e)
(solamente coadyuvantes: _) Pre: pre inmunizacion; 1x: 3 semanas después de la primera inmunizacion; 2x: dos
semanas después de la segunda inmunizacion.

Figura 8B: Seroconversion (valores de s/p) contra antigenos de H. bizzozeronii después de la vacunacion con
antigenos de H. felis (grupo 3: A) y de H. bizzozeronii (grupo 4: e (solamente coadyuvantes: _) Pre: pre-inmunizacion;
1x: 3 semanas después de la primera inmunizacion; 2x: dos semanas después de la segunda inmunizacion.

Figura 9A: Dendrograma (A) derivado del analisis numérico de los perfiles de proteina de la célula completa (B) de las
cepas de referencia H. cynogastricus, H. pylori, H. bizzozeronii, H. salomonis y H. felis.

Figura 9B: Matriz de similitud basada en la comparacion con la secuencia de rRNA 16S.

Figura 10: Arbol filogenético para 25 cepas de especies Helicobacter basado en la similitud con la secuencia de rRNA
16S. La barra de escala representa un 10% de diferencia en las secuencias de nucle6tidos, determinada midiendo las
longitudes de las lineas horizontales que conectan dos especies cualesquiera.

Figura 11: Secuencia genémica del gen rRNA 16S de Helicobacter cynogastricus.
La invencion se ilustramediante los siguientes ejemplos, pero sin limitarse a ellos.
EJEMPLOS

Metodologia general

Ratones. Todos los experimentos en los que intervienen animales fueron aprobados por el Animal Care and Ethics
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Committee (Comision para el cuidado y la ética con los animales) de la Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad
de Ghent. Los ratones SPF BALB/c de cinco semanas de edad fueron adquiridos de un criador autorizado (HARLAN,
Horst, Holanda). Los animales fueron albergados individualmente en jaulas de parte superior de filtro autoclavadas y se
les dio una dieta comercial (TEKLAD, HARLAN) y agua a voluntad. Tras un periodo de adaptacion de una semana, los
animales fueron usados en los experimentos.

Antigenos para la vacunacion. H. pylori SS1, H. felis CS1 (ATCC 49179) y H. bizzozeronii (CCUG 35545) fueron
desarrollados en placas de agar con infusion cerebro corazén (BHI, Oxoid, Inglaterra) suplementadas con 10% de
sangre de caballo, 5 mg/ml de anfotericina B, 10 mg/ml de vancomicina, 5 mg/ml de lactato de trimetoprim y 2500
unidades/l de polimixina B (Skirrow, Campylobacter Selective Supplement, Oxoid) y suplemento Vitox (Oxoid). Las
placas se incubaron a 37° C en condiciones microaerobias. Los antigenos usados para la inmunizacion fueron
preparados recolectando cultivos de 3 dias en solucion salina estéril tamponanda con fosfato. La suspensién bacteriana
se tratd con ultrasonidos (8 veces, 30 segundos, 50% de capacidad; Misonix, Incorporated, EE.UU.). Después de la
centrifugacion (5.000 g, 5 min., 4° C) el sobrenadante se filtr6 a través de un filtro de poros dep®R22Schleisser
Schuell, Dassel, Alemania) y se almacend-@0° C. A con tinuacién, se determind la concentracion de proteina
mediante el ensayo de Lowry (Lowry et al. (1951) J. Biol. Chem. 193, 265 - 275).

Se prepararon cultivos bacterianos inactivados con formalina transfiriendo cultivos bacterianos desde placas de agar a
caldo BHI suplementado con 0,2% de Skirrow, 0,6% de Vittox y 10% suero de caballo. Después de 24 h de incubacion a
37° C, se afadi6 0,5% de formaldehido y se sigui6é incubando a 37° C. Veinticuatro horas mas tarde se enfrid el cultivo
a 4° C y se comprobd al microscopio para ver la presencia de bacterias intactas. Se afiadié un veinte por ciento de
bisulfito sddico 0,166 M para neutralizar el formaldehido. A continuacion se determind la concentracion de proteina
mediante el ensayo de Lowry.

Inmunizacién intranasal. Cuarenta y cinco ratones fueron divididos en siete grupos de seis animales (grupos 1 a 7) y
un grupo de tres animales (grupo 8). Todos los animales de los grupos 1y 3 fueron inmunizados intranasalmente con H.
felis CS1 y los de los grupos 2 y 4 con H. pylori SS1, dos veces con un intervalo de tiempo de tres semanas. La
inmunizacion intranasal se hizo aplicando aproximadamente 3@0con 100 ug solu@h de antigeno tratada con
ultrasonidos mezclada con 5 ug de toxina deld@era (List, Campbell, CA, E E.UU.) en los orificios nasales externos de
los ratones no anestesiados. Los ratones de los grupos 5, 6, 7 y 8 eran no inmunizados. Cuatro semanas después de la
inmunizacion final, todos los animales de los grupos 2 y 5 y todos los animales de los grupos 1y 6 fueron sensibilizados
con H. pylori o H. felis respectivamente, por inoculacion intragastrica con 0,3 ml de la suspension bacteriana. Este
experimento de vacunacion homologa sirve de testigo. Al mismos tiempo, todos los animales de los grupos 3, 4y 7
fueron inoculados intragastricamente con “Candidatus H. suis”. Con este fin, un material congelado de “Candidatus H.
suis” se puso a 37° C durante 15 minutos.

Durante 1, 2, 4, 5, 6, 7, 9, 11, 13 y 15 semanas después de la sensibilizacion se recogi6 el material fecal durante tres
dias consecutivos de cada raton individual inoculado con “Candidatus H. suis”, para cribar la presencia de DNA
bacteriano. La PCR en las muestras fecales se realiz6 como se describe mas adelante.

Diez y seis semanas después de la sensibilizacion, todos los animales fueron sacrificados por eutanasia mediante
dislocacion cervical después de anestesia con isoflurano (IsoFLo, Abbot, lllinois, EE.UU.). De todos los animales se us6
la mitad del estbmago para una prueba de ureasa cuantitativa (Corthésy-Theulaz et al. (1995) citado anteriormente)
como se describe mas adelante. De la otra mitad, se congelaron muestras de tejido de 2 mm? de la region fandica
(-20°) y se usaron para PCR especifica para “Candidatus H. suis” (muestras de los grupos 3, 4y 7), H. felis (muestras
de los grupos 1y 6) o H. pylori (muestras de los grupos 2 y 5) como se describe méas adelante.

Inmunizacién subcutanea. 21 ratones fueron divididos en tres grupos de seis animales (grupos 1 a 3) y un grupo de
tres animales (grupo 4). Los animales de los grupos 1 y 2 fueron inmunizados con H. pylori o H. felis respectivamente,
tres veces con tres semanas de intervalo. Con este fin aproximadamente 100 ul con 100 ug de la soluadbn de antigeno
bacteriano tratada con ultrasonidos se mezclaron en iguales cantidades con coadyuvante de saponina y se inyectaron
subcutdneamente en el lomo inferior de los animales. Cuatro semanas después de la inmunizacion final, los animales de
los grupos 1, 2 y 3 fueron infectados con “Candidatus H. suis” como se describe en el protocolo 1. Los animales del
grupo 4 no fueron inmunizados ni sensibilizados. El muestreo de material fecal de los grupos 1, 2 y 3, durante el
experimento, y el muestreo del material de estémago de todos los animales, al final del estudio, se hizo como se
describe en el protocolo 1.

Preparacion de Candidatus H. suis en un sistema in vivo, para ser usado en experimentos de sensibilizacién. Se
obtuvieron 30 estdbmagos de cerdo en un matadero. Los estdmagos se abrieron y el alimento que queda se recogié con
agua corriente autoclavada (37° C). Se tomé un pequefio fragmento de la mucosa del antro (1 cm desde el torus
pyloricus) para cribar la presencia de “Candidatus H. suis”. La mitad de este fragmento se us6 para una prueba rapida
de ureasa (CUT, Temmler Pharma, Marburg, Alemania, 37° C durante 1 h). La otra mitad se congelé (-20° C) y se uso6
para la deteccion especifica de “Candidatus H. suis” por PCR (De Groote et al. (200) J. Clin. Microbiol. 38, 1131 - 1135)
como confirmacion para la prueba de ureasa. Los estdbmagos para los cuales la prueba de ureasa da los resultados
positivos més rapidos fueron procesados en primer lugar. Por tanto las capas celulares superiores y el mucus del antro
fueron raspados. Las raspaduras se homogeneizaron en medio para liofilizacién (2 volumenes de suero de caballo, 1
volumen de caldo BHI y 10% de glucosa) (LYM). EI homogenizado fue después centrifugado (5000 g, 5 min) para
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eliminar las particulas grandes. El sobrenadante se diluyé 1/10 en LYM y se inoculé intragastricamente en tres ratones
BALB/c. Dos semanas mas tarde, estos ratones se sacrificaron mediante eutanasia, los estbmagos se vaciaron y se
tomo una muestra de tejido del fundus para una prueba rapida de ureasa. Los estdbmagos positivos a ureasa fueron
homogeneizados en LYM (5 ml LYM/estémago). Después de este primer paso, se realizaron dos pasos extra de raton.
Finalmente, el homogeneizado de estdbmago de ratdn infectado de 15 ratones se congeld a —70° C.

Preparacion de H. pylori y H. felis para su uso en experimentos de sensibilizacion. H. pylori SS1 o H. felis CS1
fueron desarrollados en placas de agar con BHI, estaticamente a 37° C en condiciones microaerobias. Al cabo de 3
dias, las bacterias fueron recolectadas, transferidas a caldo BHI suplementado con 0,2% de medio Skirrow, 0,6% de
Vittox y 10% de suero de caballo, y se incubaron estaticamente a 37° C en condiciones microaerobias durante 24 h. Se
prepararon consiguientemente una suspension bacteriana con una absorbancia de 1,5 (450 nm) y con una absorbancia
de 1,5 (660 nm) para H. pylori y H. felis respectivamente en caldo de BHI, correspondiente a aproximadamente 107
ufc/ml para H. pylori y 108 ufc/ml para H. felis como se confirmé mediante la valoracion.

Analisis estadistico. La presencia de bacterias en las heces, que determinada mediante PCR, fue comparada entre los
grupos de tratamiento por un modelo mixto generalizado con positividad en PCR como variable de respuesta binaria,
tiempo y tratamiento como efectos fijos categoricos, y raton como efecto aleatorio. Se realizaron comparaciones por
pares entre el grupo no inmunizado y los grupos inmunizados de H. pylori y H. felis a un nivel de significacion global de
5%, y un nivel de significacion de comparacion de 1,3% (ajustado por la técnica de Bonferroni con 3 comparaciones).

Las pruebas de ureasa cuantitativas fueron comparadas por un modelo de efectos fijos con “valor de OD” como variable
de respuesta y “grupo de tratamiento” como efecto fijo. Se realizaron comparaciones por pares entre los grupos de
tratamiento a un nivel de significacion global de 5% usando de nuevo la técnica de Bonferroni para comparaciones
multiples.

Las pruebas cuantitativas de ureasa mostradas en la Figura 7 fueron comparadas entre los grupos de tratamiento
mediante una prueba de la t de Student.

Ejemplo 1: Infeccién experimental de cerdos con Candidatus H. suis .

Se adquirieron cerdos de cinco semanas de edad (n = 10) de una unidad de cria libre de patégenos especificos (specific
pathogen free, SPF) negativos para Candidatus H. suis y se dividieron aleatoriamente en un grupo testigo (grupo A) y un
grupo infectado (grupo B) con 5 cerdos en cada grupo. Después de un periodo de adaptaciéon de 1 semana, los cerdos
se usaron en el experimento. Antes de la inoculaciéon con el patégeno, todos los cerdos fueron tratados por via
intramuscular con 60 mg/kg de cimetidina para reducir la produccion de acido del estbmago y fueron anestesiados. El
grupo A era el grupo testigo y fue inoculado falsamente (sham) (inéculo a partir de estomagos negativos a ureasa de
ratones BALB/c no infectados) el dia 7, el dia 14 y el dia 21. El grupo B fue inoculado con Candidatus H. suis (un
homogeneizado de estdbmago de ratones infectados con Candidatus H. suis) el dia 7, el dia 14 y el dia 21.
Inmediatamente antes e inmediatamente después de la administracién del homogeneizado de estémago murino, los
cerdos fueron inoculados intragastricamente con caldo Brucella (Becton Dickinson, Erembodegem, Bélgica)
suplementado con 10% de suero bovino fetal y 0,75% de agar, para retrasar el transito de la suspension bacteriana a
través del duodeno. Se supone que la exposicién prolongada de la mucosa gastrica a las bacterias hace al estémago
mas susceptible a la colonizacién con bacterias Helicobacter.

Todos los animales fueron sacrificados por eutanasia 5 semanas después de la tercera inoculacion, y sometidos a
necropsia inmediatamente. En la necropsia, se cortaron los estébmagos. La superficie de la mucosa de la pars
oesophagea fue examinada macroscépicamente y las lesiones fueron puntuadas en una escala de 0 a 5 usando el
método de Hessing et al. (1992) (puntuacion 0 = mucosa intacta, puntuaciéon 1 = hiperqueratosis suave (< 50% del area
de la superficie), puntuacion 2 = hiperqueratosis severa (50% o mas del area de la superficie), puntuaciéon 3 =
hiperqueratosis y unas cuantas erosiones pequefias (menos de 5 y mas cortas de 2,5 cm), puntuacion 4 =
hiperqueratosis y erosiones extensas (mas de 5 erosiones y/o mas largas que 2,5 cm), puntuacion 5 = hiperqueratosis y
erosiones muy grandes (mas de 10 erosiones 0 mas largas que 5 cm) y/o Ulceras.

En el grupo B, inoculado con “Candidatus H. suis”, tres animales tenian una puntuacioén de la lesién de 3, un animal una
puntuacién de 4 y un animal una puntuacion de 5. En el grupo testigo, las puntuaciones de la lesion fueron 2 (un
animal), 3 (dos animales) y 4 (dos animales). La diferencia de las puntuaciones de la lesion entre los animales
infectados con “Candidatus H. suis” y los animales testigo no fue significativa (P = 0,36).

Después de la puntuacién, tres sitios de la mucosa glandular (0,5 sz) de cada estdmago fueron muestreados para
PCR, prueba cuantitativa de ureasa e histologia. Estos tres sitios correspondian al cardias (inmediatamente adyacente
al margo plicatus), el fundus, y el antrum pyloricum (1 cm apartado del torus pyloricus).

PCR para la deteccion especifica de la infeccion de “Candidatus H. suis” en tejido gastrico. EI DNA fue extraido con el
equipo DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Alemania). La PCR para la deteccién especifica de “Candidatus H. suis” se
llevé a cabo como describen De Groote et al. (2000) citado anteriormente. Las muestras de todos los animales testigo
fueron negativas. Todas la muestras del fundus y del antrum y 3/5 de las muestras del cardias del grupo B fueron
positivas en la PCR.
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El ensayo de ureasa se llevd a cabo como describen Corthésy-Theulaz et al. (1995) citado anteriormente. Los valores
medios de la OD para cada sitio de muestreo se indican en la Figura 1. Se encontraron diferencias significativas (P <
0,05) entre animales testigo y animales infectados con “Candidatus H. suis” para todas las muestras de tejido
procedentes del fundus y el antrum (cardias, P = 0,0676; fundus, P = 0,0038; antrum pyloricum P = 0,0011). No habia
diferencias significativas en el valor medio de OD para los distintos sitios de muestreo en animales infectados (cardias
frente a fundus P = 0,2280; cardias frente a antrum pyloricum P = 0,1733 y fundus frente a antrum pyloricum P =
0,7824).

El examen histolégico se levé a cabo usando un anticuerpo anti-H. pylori policlonal de cabra como se describe en De
Groote et al. (2000). Los animales positivos para “Candidatus H. suis” tenian lesiones predominantemente en la mucosa
antral. En esta region del estémago, estaban presentes infiltrados celulares linfoplasmaciticos focales en la mucosa en
los 5 animales. En 3/5 de animales infectados estaban presentes foliculos linfoides antrales con centros germinales.
Debido al tamafio de los foliculos, estaban asociados con desplazamiento y pérdida de ganglios gastricos. En 2/5 de los
animales infectados no pudieron detectarse foliculos en la mucosa antral, pero estos animales si que mostraron
agregados de linfocitos y células plasméaticas en la lamina propria. En el fundus de animales infectados con “Candidatus
H. suis”, estaba presente solamente una suave infiltracion dispersa de linfocitos. En el antro, la colonizacién estaba
presente en el moco que cubre el epitelio de la superficie y en la foveola de la superficie, pero no se extendia en
profundidad en las criptas gastricas. La colonizacion de la mucosa fandica con “Candidatus Helicobacter suis” fue
detectada en la foveola glandular y se extendia hacia abajo a medio camino de las criptas gastricas. Se encontraron
bacterias en contacto estrecho con células epiteliales gastricas, es decir, células productoras de moco y células
parietales. No se demostraron bacterias en el estémago de los animales testigo. Los animales testigo son negativos
para “Candidatus H. suis” (Grupo A).

Ejemplo 2: Configuracion experimental de la inmunizacion comparativa con especies relacionadas con Candidatus H.
suis

En un experimento paralelo, se comprobé el efecto de inmunizacion con H. felis o H. bizzozeronii sonicados, H.
bizzozeronii o H. felis inactivados con formalina y coadyuvantes testigo, usando vias de inmunizacion intra-nasal o
subcutanea. Sesenta ratones fueron divididos en 10 grupos de seis animales como se muestra a continuacion (Tabla 1).

TABLA 1. Disefio experimental

Grupo® | Preparacion del antigeno® Coadyuvante® via® Sensibilizacion

1 H. felis sonicado CT IN “Candidatus H. suis”
2 H. bizzozeronii sonicado CT IN “Candidatus H. suis”
3 H. bizzozeronii inactivado con | CT IN “Candidatus H. suis”

formalina

4 H. felis sonicado saponina SC “Candidatus H. suis”
5 H. felis sonicado saponina + LT SC “Candidatus H. suis”
6 H. felis inactivado con formalina saponina + LT SC “Candidatus H. suis”
7 H. bizzozeronii sonicado saponina + LT SC “Candidatus H. suis”
8 / saponina + LT SC “Candidatus H. suis”
9 / / / “Candidatus H. suis”
10 / / / /

% Los ratones fueron divididos en 10 grupos experimentales (1 a 10).

® Cien microgramos de solucion de antigeno sonicada o antigenos inactivados con formol fueron usados para cada
inmunizacion.

¢ Se usaron cinco ug de toxina déleca para la inmunizacion intranasal. Para la inmunizacion subcuténea, los
antigenos en solucién se mezclaron con una cantidad igual de coadyuvante de saponinay 1ug de LT.

d IN, administracién intranasal; SC, administracién subcutanea.

Los grupos 1, 2 y 3 fueron inmunizados intranasalmente dos veces con tres semanas de intervalo. Por tanto 100 ug de
proteinas sonicadas de H. felis o H. bizzozeronii, mezcladas con j5g de toxina del élera (List, Campbell, California,
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US), fueron aplicados a las fosas nasales externas de ratones no anestesiados.

Los grupos 4 a 7 fueron inmunizados subcutdneamente tres veces con tres semanas de intervalo. Con este fin, se
mezclaron 100 ug de la sdiocide antigeno sonicada en cantidades iguales con coadyuvante de saponina.
Inmediatamente antes de la inyeccion se afiadio [ig de toxina termahbil de Escherichia coli mutante recombinante
(LTR192G, donada por J. Clements), y después se inyect6 subcutaneamente el preparado antigénico en el lomo inferior
de los animales.

Los animales del grupo 8 fueron inmunizados subcutdneamente con coadyuvante de saponina mas LTR192G solo. Los
ratones de los grupos 9 y 10 no fueron inmunizados.

Cuatro semanas después de la inmunizacion final, se puso un material congelado de “Candidatus H. suis”, a 37° C
durante 15 minutos. Todos los animales de los grupos 1 a 9 fueron sensibilizados por inoculacién intragastrica con 0,3
ml del material de “Candidatus H. suis”.

Durante la tercera semana después de la sensibilizacion, se recogié materia fecal durante cuatro dias consecutivos de
cada raton individual, para cribar la presencia de DNA de “Candidatus H. suis”. La PCR de las muestras fecales se llevo
a cabo como se describe mas adelante.

Seis semanas después de la sensibilizacion, todos los animales fueron sacrificados con eutanasia por medio de
dislocacion cervical después de una anestesia con isoflurano (IsoFLo, Abbot, lllinois, EE.UU.). De todos los animales se
uso la mitad del estbmago para una prueba cuantitativa de ureasa (Corthésy-Theulaz et al. 1995, citado antes) como se
describe mas adelante. De la otra mitad, se congelaron muestras de tejido de 2 mm? de la regién fundica £20°) y se
usaron para PCR especifica para Candidatus H. suis como se describe mas adelante.

Ejemplo 3. Excrecién fecal de DNA de “Candidatus H. suis” en las heces de ratones no inmunizados e inmunizados.
Deteccion de DNA de “Candidatus H. suis” en muestras fecales.

Se llevo a cabo la PCR de muestras fecales para evaluar la excrecion de DNA de “Candidatus Helicobacter suis”. El
DNA se extrajo usando el equipo QlAamp® DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania). Se usaron cebadores HS
586 gggaggacaagtcaggtgtgaa [SEC ID:1] y HS641 tctcccacactccagaaggatag [SEC ID:2], complementarios a los genes
rRNA 16S de “Candidatus Helicobacter suis” para amplificar un fragmento de 79 pb. La especificidad del juego de
cebadores fue ensayada en extractos de DNA de otras 17 especies de Helicobacter y de Campylobacter jejuni (tabla 2).
La sensibilidad se ensay6 afiadiendo rRNA 16S clonado a una muestra fecal testigo. Después del aislamiento del DNA y
la PCR, se obtuvo un fragmento cuando aproximadamente 100.000 copias fueron afiadidas a una muestra testigo.

TABLA 2: ° Cepas bacterianas usadas para la evaluacion de la PCR especifica para “Candidatus Helicobacter suis” en
muestras fecales.

P Cepa Especie P Cepa Especie
CCUG 38995 H. bilis LMG 11759 H. fenelliae
CCUG 29260 H. pametensis LMG 14378 H. nemestrinae
CCUG 32350 H. nemestrinae LMG 12678 H. pametensis
NCTC 11961 H. pylori LMG 12684 H. acinonychis
LMG 6444 C. jejuni R 10t51 H. bizzozeronii
LMG 16318 H. pullorum R 1053 H. salomonis
LMG 18044 H. mustelae R 3647 H. felis

LMG 16316 H. hepaticus LMG 7543 H. cinaedi
LMG 18086 H. canis

Las mezclas de reaccion de PCR |iP5contedan 50 pmoles de cada cebador (Invitrogen Life Technologies,
Merelbeke, Bélgica), 200uM de cada trifosfato de desoxinuclésido (Amersham Pharmacia Biotech, Puurs, Bélgica),
0,03 U/ul de Tag platinum, 1,5 mM de MgCl, y 1 x tampon PCR (Invitrogen Life Technologies). Los productos de la PCR
se hicieron correr en geles de 1,5% de agarosa que contienen 50 ng/ml de bromuro de etidio. Al cabo de 1 hora a 160V
los productos fueron visualizados con un transiluminador de UV. El fragmento amplificado de Candidatus Helicobacter
suis tiene una longitud de 80 pb. No se obtienen fragmentos de PCR usando cualquiera de las otras especies
presentadas en la Tabla 2.
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Analisis estadistico.

La presencia de bacteria en las heces, segun se determina por PCR, fue comparada entre los grupos de tratamiento
mediante un modelo mixto generalizado con positividad para PCR como variable de respuesta binaria, tiempo y
tratamiento como efectos fijos categdricos, y ratdn como efecto aleatorio. Se realizaron comparaciones por pares entre
el grupo no inmunizado y los grupos inmunizados con H. pylori y H. felis a un nivel de significacion global de 5%, y un
nivel de significacion por comparacion de 1,3% (ajustado por la técnica de Bonferroni con 3 comparaciones).

La presencia de DNA en muestras fecales segun se determina por el ensayo de PCR, por grupo, y calculada para cada
semana de muestreo se representa en la Figura 2 y en la Figura 3 para el experimento 1 y el experimento 2,
respectivamente. Habia una diferencia significativa global en la excrecién fecal entre animales no inmunizados e
inmunizados intranasalmente tanto para solucién sonicada de antigeno H. pylori y como para H. felis (P < 0,0001) en
gue los ratones inmunizados intranasalmente excretaron menos DNA de “Candidatus Helicobacter suis” en las heces en
comparacion con los animales sensibilizados no inmunizados con “Candidatus H. suis”. La diferencia de excrecion entre
los dos grupos inmunizados intranasalmente no era significativa (P = 0,0241).

Se encontré una diferencia significativa entre ratones no inmunizados y ratones inmunizados subcutaneamente con
solucién de antigeno de H. pylori sonicado (P = 0,0001). La diferencia entre ratones no inmunizados y ratones
inmunizados subcutaneamente con solucién de antigeno de H. felis sonicado era significativa a P = 0,0175. No habia
diferencia significativa entre los dos grupos inmunizados subcutdneamente (P = 0,2445).

Los resultados del experimento, descritos en la Tabla 1, sobre el nimero de ratones que excretan DNA de “Candidatus
Helicobacter suis” en las heces tres semanas después de la sensibilizacién se muestran en la Figura 6. La inmunizacion
intranasal caus6 una menor excrecién en comparacion con los animales no inmunizados sensibilizados con “Candidatus
Helicobacter suis”. Para los grupos inmunizados subcutaneamente el efecto de la inmunizacion era solo detectable en el
grupo 4, que representa animales inmunizados con solucién de antigeno H. felis CS1 sonicado.

Ejemplo 4: Ureasa cuantitativa en el tejido gastrico.
Prueba cuantitativa de ureasa del tejido gastrico.

La muestra de estdbmago se sumergié en 500 yl de CUTest y se incaba 37° C durante 3 horas. Después de la
centrifugacion (5 min, 100 g) el sobrenadante fue usado para la cuantificacion espectrofotométrica a una OD de 550 nm.
El ensayo se llevé a cabo como se describe en Corthésy-Theulaz et al. (1995) Gastroenterol. 109, 115 - 121).

Para la inmunizacion intranasal homoéloga (Figura 4) hubo una diferencia significativa (P < 0,05) en la actividad de
ureasa entre animales no inmunizados e inmunizados tanto para H. pylori SS1 como para H. felis CS1. La inmunizacion
de animales con solucién de antigeno H. pylori SS1 o H. felis CS1 sonicada antes de la sensibilizacion con “Candidatus
H. suis” tuvo por resultado una disminucion significativa (P < 0,0001) de la actividad de ureasa en comparacion con el
grupo sensibilizado no inmunizado.

La inmunizacién subcutdnea (Figura 5) con antigenos de H. pylori 0 H. felis tuvo por resultado una disminucion
significativa (P < 0,0001) de la actividad de ureasa en comparacion con el grupo sensibilizado no inmunizado.

En el experimento descrito en la Tabla 1, el valor medio de la OD de ratones no sensibilizados no inmunizados fue
0,103. El valor medio de la OD de ratones no inmunizados, sensibilizados con “Candidatus Helicobacter suis”, fue 2,038.
Se encontré una diferencia significativa (P < 0.05) de la actividad de ureasa entre animales sensibilizados no
inmunizados (grupo 9) e inmunizados para el grupo 1 y el grupo 2, que representan inmunizacion intranasal con
solucion de antigeno sonicado de H. felis CS1 o H. bizzozeronii, respectivamente. Ninguno de los grupos inmunizados
subcutaneamente mostré una disminucion significativa de la actividad de ureasa en comparacion con el grupo 9. En el
andlisis estadistico, el grupo 7, que representa animales inmunizados subcutaneamente con solucién de antigeno de H.
bizzozeronii sonicado, mostro el valor de P més bajo (P = 0,085).

Ejemplo 5: Analisis PCR del tejido gastrico
Analisis PCR del tejido gastrico.

El DNA de la muestra de estdbmago fue extraido con el equipo DNeasy Tissue Kit (Qiagen). Se llevaron a cabo PCR
para la deteccién de “Candidatus H. suis”, H. felis o H. pylori como se describié anteriormente (De Groote et al. (2000)
citado antes y De Groote (2001) J. Clin. Microbiol. 39, 1197 - 1199).

Ninguno de los animales inmunizados intranasalmente con solucién de antigeno H. felis CS1 sonicada, seguido por
sensibilizacién con H. felis CS1 contenia DNA de Candidatus Helicobacter suis. En cambio, la inmunizacién con H.
pylori SS1 y sensibilizacion homéloga mostraron la presencia de DNA de Candidatus Helicobacter suis en las muestras
de estdmago. Después de la inmunizacion intranasal heteréloga y la subcutanea de ratones con antigenos de H. pylori o
H. felis, y sensibilizados con “Candidatus H. suis”, todas las muestras de estdbmago contenian DNA de Candidatus
Helicobacter suis.

En el experimento descrito en la Tabla 1, todos los animales del grupo 10 fueron negativos en la prueba de PCR
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especifica para “Candidatus Helicobacter suis”. De los animales sensibilizados, solamente un animal del grupo 7 era
negativo en la prueba de PCR.

Ejemplo 6: Seroconversién en cerdos en la inmunizacion con H. felis o H. bizzozeronii.

30 cerdos convencionales de 5 semanas de edad (Agrivet Merelbeke) fueron divididos en grupos de 6 animales. Todos
los grupos fueron inmunizados dos veces intramuscularmente, con un intervalo de tres semanas, usando 0,5 mg de
antigenos (lisado bacteriano) (grupos 1 a 4) o usando solamente coadyuvantes (5). Experimentos preliminares con 0,1,
0,5y 1 mg de preparado antigénico mostraron que una dosis de 0,5 mg provocaba la mayor respuesta inmunitaria.

TABLA 3. Esquema de inmunizacién para seroconversion

Grupo Preparado antigénico especie aditivos

1 0,5 mg de lisado bacteriano sonicado H. felis

2 0,5 mg de lisado bacteriano sonicado H. felis CT (toxina del célera)
3 0,5 mg de lisado bacteriano sonicado (inactivado con formol) H. felis CT

4 0,5 mg de lisado bacteriano sonicado H. bizzozeronii | CT

5 solamente coadyuvantes CT

* H felis cepa ATCC 49179.

Se recolectd el pre-suero de todos los animales. Dos semanas después de la primera inmunizacién, antes de la
segunda inmunizacion, se recogio sangre. Se volvié a recoger sangre después de una, dos y tres semanas después de
la segunda inmunizacion.

Las placas de ELISA fueron recubiertas con lisado becteriano y se usaron para la incubaciéon con suero. Los antigenos
unidos fueron detectados con anticuerpos policlonales anti cerdo de cabra marcados con fosfatasa alcalina.

Los resultados se representan en las Figuras 8a y 8b, en las que se representan los resultados de ELISA para placas
recubiertas con H. felis y H. bizzozeronii respectivamente.

Usando placas de ELISA recubiertas con H. felis, la seroconversion pudo ser demostrada solamente en ratones
inmunizados con antigenos H. felis. Con placas recubiertas con H. bizzozeronii pudo demostrarse la seroconversion
contra H. bizzozeronii.

Ejemplo 7: Identificacion de Helicobacter cynogastricus

Una especie Helicobacter relacionada con Candidatus H. suis y adecuada para la preparacion de una vacuna es una
nueva especie Helicobacter, Helicobacter cynogastricus (también denominada en la presente invencion como cepa
JKMAT), que es una varilla de forma helicoidal microaeréfila Gram-negativa.

Asilamiento de JKM4T

Una cepa de Helicobacter (JKM4T) fue aislada de la region del antrum y el fundus del estémago de un perro sometido a
eutanasia en la Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad de Ghent, Bélgica. Las muestras fueron manipuladas
como se describe en Gruntar et al. (2003) Int J Med Microbiol 293, 65. Las bacterias se desarrollaron en agar con
infusion de corazén cerebro (BHI; Oxoid, Ltd., Basingstoke, Inglaterra), que contiene 10% (vol/vol) de sangre de caballo,
5 mg/l de anfotericina B (Fungizone; Bristol-Myers Squibb, Epernon, Francia), suplemento selectivo para Campylobacter
(Skirrow, Oxoid; que contiene 10 mg/l de vancomicina, 5 mg/l de lactato de trimetoprim y 2500 U/l de polimixina B), y
suplemento Vitox (Oxoid). Las placas fueron incubadas con las tapas, o mas alto a 37° C, bajo condiciones micro-
aerobias humidificadas en un circuito cerrado, creado por evacuacion del 80% de la atmésfera normal e introduciendo
una mezcla de gases de 8% de CO,, 8% de H, y 84% de N..

Las placas fueron comprobadas cada dos dias y se afiadié caldo BHI a la superficie de agar para asegurar que las
placas no se secan. El crecimiento primario ocurrié al cabo de 10 dias de incubacién en forma de un aspecto oleoso del
caldo que cubre el medio de agar. Un examen del caldo al microscopio 6ptico reveld la presencia de organismos
moviles en forma de espiral. La tincion Gram probd la Gram negatividad y la forma helicoidal del material aislado. El
crecimiento bacteriano de subcultivos tuvo lugar como una capa extendida en las placas de agar himedo. Se
observaron colonias en puntitos cuando una cantidad abundante de bacterias se puso sobre una superficie seca de
agar. Las bacterias desarrolladas sobre un agar seco perdieron en su mayoria su morfologia en espiral y se
transformaron en formas cdcicas.

Las bacterias con una morfologia en espiral tipica fueron recolectadas en caldo BHI y almacenadas a —70° C en un
medio consistente en 7,5 g de glucosa, 25 ml de BHI (Oxoid) y 75 ml de suero de caballo inactivado estéril. La cepa
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aislada JKM4T es una nueva especie de helicobacter, Helicobacter cynogastricus (véase mas adelante), y ha sido
depositada el 6 de junio de 2005 con el nimero de entrada LMG P23-100 en Belgian Coordinated Collections of Micro-
organisms (BCCM™/LMG) [Laboratorio de Microbiologia, Universidad de Gent (RUG), K. L. Ledeganckstraat 35, 9000
Gent, Bélgica] por Katleen van den Bulck.

Estudios fenotipicos.

Para su examen mediante microscopia electrénica de transmisién y de barrido, los cultivos bacterianos fueron fijados en
glutaraldehido al 2,5% y paraformaldehido al 2% en tampdn de cacodilato (0,1 M, pH 7,3). Fueron post-fijados en
tetréxido de osmio al 1% (p/vol) en agua destilada. Las muestras para microscopia electrénica de barrido fueron
deshidratadas en alcohol y acetona para el subsiguiente secado en el punto critico en diéxido de carbono liquido, se
pegdé con cemento de carbon en salientes de aluminio, se pulverizé con una capa de oro y se examind con un
microscopio electrénico de barrido Philips 501. Las muestras para microscopia electrénica de transmision fueron tefiidas
en bloque con acetato de uranilo al 2% (p/vol) en agua destilada y deshidratadas en etanol. Se incrustaron en medio de
Epon-Spurr (1:1). Se cortaron secciones ultrafinas de las muestras en las que se demostraron las bacterias, se tifieron
con citrato de plomo y se examinaron con un microscopio electrénico (EM) Philips 208S. Se llevaron a cabo pruebas
bioquimicas y de tolerancia como recomiendan Dewhirst et al. (2000) Int J Syst Evol Microbiol 50, 2231 - 2237, para la
descripcion de nuevas especies del género Helicobacter. El material aislado se ensay6 en relacién con oxidasa,
catalasa (con peroxido de hidrégeno al 3%) y actividad rapida de ureasa, y para observar la hidrélisis de acetato de
indoxilo. Las bacterias fueron también sometidas a tiras de ensayo APl Campy (Biomerieux S A, Marcy-I'Etoile, Francia),
gue incluyen pruebas para la actividad de ureasa, actividad de nitrato reductasa, actividad de esterasa, hidrélisis de
hipurato, actividad de gamma-glutamil transpeptidasa, actividad de fosfatasa alcalina, reduccion de cloruro de
trifeniltetrazolio (TTC), y actividad de pirrolidonil, L-arginina, y L-aspartato arilamidasa.

La tolerancia a la glicina al 1% (Merck, Darmstadt, Alemania) y NaCl al 1,5% (Merck) fue ensayada en base de agar de
sangre triptico (Oxoid) suplementado con 10% de sangre de caballo, como recomienda el protocolo de Cape Town para
Campylobacteriaceas y Helicobacters. La tolerancia a la bilis de buey fue ensayada cultivando en placa las bacterias en
agar de MacConkey sin sal (Oxoid).

La susceptibilidad a metronidazol, ampicilina, claritromicina, tetraciclina, enrofloxacin, lincomicina, tilosina, neomicina,
espectinomicina y gentamicina fue ensayada por el método de dilucién en agar, usando agar de Mueller-Hinton (Oxoid)
suplementado con 10% de sangre de caballo, como ya se ha descrito anteriormente (Van den Bulck et al (2005b)
Antimicrob Agents Chemother 49, 2997 - 3000). Todos los antibiéticos fueron suministrados por Sigma (St. Louis, Mo.,
EE.UU.) como polvos estandar con potencias conocidas, excepto para la enrofloxacina, adquirida de Bayer (Bruselas,
Bélgica).

Todos los preparados de las pruebas de desarrollo y tolerancia fueron incubados durante 7 dias en una atmésfera
microaerobia a 37°C.

El crecimiento del organismo fue ensayado en agar BHI con sangre, agar Brucella con sangre (Oxoid) y agar Mueller-
Hinton con sangre. El crecimiento a 25, 30, 37 y 42° C se determind en agar BHI con sangre. Estos medios fueron
incubados durante 7 dias en una atmosfera microaerobia a 37° C. Ademas, el crecimiento en agar BHI suplementado
con sangre fue ensayado en entorno aerobio, aerobio con 5% de CO-, microaerobio y anaerobio.

Para la electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) de las proteinas de las células enteras, la cepa JKM4T
(Helicobacter cynogastricus) fue desarrollada en agar de Mueller-Hinton (Oxoid) suplementado con 5% (vol/vol) de
sangre de caballo, y se incubd a 37° C en una atmosfera microaerobia que contiene aproximadamente 5% de O, 3,5%
de CO,, 7,5% de Hz, y 84% de N,. Se prepard un extracto de proteina de células enteras y se realiz6 la PAGE con
dodecilsulfato sédico como se ha descrito con anterioridad (Pot, et al. (1994) J Appl Bacteriol 77, 362 - 369.). Los
perfiles de proteina de las células enteras de las cepas de referencia de H. bizzozeronii, H. salomonis y H. felis y de
cepas tipo y referencia de especies de Helicobacter estaban disponibles por otros estudios previos. Los analisis
densitométricos, la normalizacion y la interpolacion de los perfiles de proteina, y los analisis numéricos fueron realizados
usando el paquete de software GelCompar version 4.2 (Applied Maths, Sint Martens Latem, Bélgica). La similitud entre
todos los pares de trazas fue expresada mediante el coeficiente de correlacion momento producto de Pearson y
presentada como porcentajes de similitud.

Analisis genotipicos.

El DNA gendmico se extrajo usando el equipo DNeasy Tissue kit (Qiagen, Venlo, Holanda) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

El gen rRNA 16S fue amplificado usando cebadores complementarios a los bordes conservados. Se usaron cebadores
de consenso alfa-beta-NOT (5-TCA AAC TAG GAC CGA GTC) [SEC ID NO:3] y omega-MB (5-TAC CTT GTT ACT
TCA CCC CA) [SEC ID NO:4], como se ha descrito ya con anterioridad (Baele et al. (2001) J Appl Microbiol 91, 488 -
491). Un amplicon de 1500 pb [SEC ID NO: 5] que codifica una parte de rRNA 16S (Figura 11) fue amplificado y
secuenciado usando cebador pD (8-GTA TTA CCG CGG CTG CTG-3') [SEC ID NO:6], cebador gamma* (5'-CTC CTA
CGG GAG GCA GCA GT-3') [SEC ID NO:7], cebador 3 (5-GTT GCG CTC GTT GCG GGA CT-3') [SEC ID NO:8] y
cebador O* (8-AAC TCA AAG GAA TTG ACG G-3') [SEC ID NO:9], como se describe en otra parte (Coenye et al.
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(1999) Int J Syst Evol Microbiol 49, 405 - 413). El andlisis de la secuencia se llevé a cabo usando el aparato ABI Prism™
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Lennik, Bélgica) y las secuencias fueron comparadas con Genbank usando
el algoritmo BLAST. El andlisis filogenético se realiz6 usando KODON (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica).
Las homologias de alineamiento por pares fueron calculadas y se construyé un dendrograma usando el método
“neighbour-joining” (0 método “del vecino mas cercano”).

Para la deteccion del gen de la ureasa, se realizé una PCR con cebadores U430f (5'-ckgawttgatgcaagaagg-3') [SEC ID
NO:10] y U1735r (5 -cttcgtgrattttaarrccaat-3') [SEC ID NO:11]. Esta PCR tiene por resultado un amplicon de 1224 pb en
H. felis, H. bizzozeronii, H. salomonis y “Candidatus H. heilmannii” (O'Rourke et al. (2004) Int J Syst Evol Microbiol 54,
2203 - 2211). También se aplicé una PCR con cebadores Hh2f y Hh2r que amplifican especificamente una parte del gen
de la ureasa de “Candidatus H. heilmannii” (O'Rourke et al. (2004) citado anteriormente). El DNA de “Candidatus H.
heilmannii” sirvi6 como control positivo, mientras que se incluyé agua altamente purificada como control negativo. Los
productos de la PCR fueron separados mediante electroforesis en gel como se ha descrito con anterioridad (Baele et al.
(2004) J Clin Microbiol 42, 1115 - 1122.). Adicionalmente, los productos de PCR obtenidos para “Candidatus H.
heilmannii” y JKM4T (Helicobacter cynogastricus) fueron secuenciados usando el equipo BigDye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Perkin Elmer, Applied Biosystems) en un aparato ABI Prism™ 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Los electroferogramas fueron exportados y convertidos a Kodon (Applied Maths) y las secuencias fueron
comparadas con Genbank usando BLAST.

El analisis de polimorfismo de la longitud intergénica del tRNA (tDNA-PCR) se llevo a cabo con un cebador de consenso
T3B (5-AGG TCG CGG GTT CGA ATC C-3') [SEC ID:12] (marcado con el marcador fluorescente TET) y cebador
HT135R (8-ACC AAC TGG GCT AAG CGA CC-3') [SEC ID NO:13], un cebador especifico complementario al
espaciador intergénico tRNA de la especie Helicobacter, como se describié con anterioridad (Baele et al., 2004 citado
anteriormente). El DNA extraido de cultivos puros de H. felis, H. salomonis y H. bizzozeronii sirvié6 como control positivo,
mientras que se incluyé agua altamente purificada como control negativo. Los productos de la PCR fueron separados
por medio de electroforesis capilar usando el aparato ABI Prism™ 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Lennik,
Bélgica). Las longitudes fueron determinadas por interpolacion con una mezcla estandar de tamafo interno de
GeneScan 500 ROX (Applied Biosystems) y GeneScan 400-HD ROX (Applied Biosystems), usando GeneMapper
(Applied Biosystems). Para determinar la prevalencia de la nueva especie de Helicobacter en gatos y perros, se
recogieron muestras gastricas de la region del corpus de 110 perros (65 machos, 45 hembras, edad comprendida entre
1 dia y 18 afios) y 43 gatos (25 machos, 18 hembras, edad entre 7 semanas y 18afios), de varias razas, que fueron
presentados para autopsia en el Departamento de Patologia (Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad de Ghent)
entre noviembre de 2001 y septiembre de 2003 con varias patologias. EI DNA fue extraido de las muestras felinas y
caninas usando el equipo DNeasy tissue kit (Qiagen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Estas muestras
de DNA fueron sometidas a andlisis de polimorfismo de la longitud intergénica del tRNA.

Estudios fenotipicos.

Los ensayos destacados que distinguen el nuevo material aislado de las otras helicobacterias gastricas caninas se
exponen en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas de JKM4 (Helicobacter cynogastricus) y Helicobacterias géastricas relacionadas.

Caracteristica H. cynogastricus | H. felis H. bizzozeronii H. salomonis H. pylori
Longitud de la célula (um) 10-18 5-75 5-10 5-7 25-5
Anchura de la célula (um) 0,8-1,0 0,4 0,3 0,8-0,12 05-1,0
Fibrillas periplasmicas + + - - Z
Localizacion de los flagelos bipolares bipolares bipolares bipolares polares
N° de flagelos 6-—12 14 -20 10-20 10-23 4-8
Vaina flagelar + + + + +
Actividad de catalasa + + + + +
Actividad de oxidasa + + + + +
Actividad de ureasa + + + + +
Reduccién de nitrato + + + + -
Hidrdlisis de hipurato - - - - Z
Hidrolisis de acetato de | - - + + -
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indoxilo
y-glutamilamino peptidasa + + + + +
Reduccion de TTC + - + + +
Actividad de fosfatasa | + + + + +
alcalina

Crecimiento a

25°C - - - - -
37°C + + + + +
42°C - - + - -
Tolerancia a

1% de bilis de buey - - - - Z

1,5% de NaCl - - - - -

1% de glicina - - - - -

Los estudios ultraestructurales de la cepa JKM4T (Helicobacter cynogastricus) revelaron grandes células en espiral que
tenian una longitud de 10 a 1§&m y aproximadamente 1 um de anchura, tres a ocho espirales pogkila. Una fibrilla
periplasmica estaba presente en cada célula bacteriana, a lo largo del lado exterior de la hélice. Hasta 12 flagelos
enfundados fueron detectados en ambos extremos de cada célula y estos flagelos estaban ligeramente descentrados.
Los flagelos tenian los extremos romos y el diametro terminal era mas ancho que el diametro medio del cuerpo flagelar.
Se observaron formas cocoides en los cultivos mas viejos. Las caracteristicas ultraestructurales de los organismos
fueron examinadas varias veces después de varios subcultivos y fueron las mismas en todos los estudios.

El material aislado presentd actividad de oxidasa, ureasa y catalasa, y no hidrolizd el acetato de indoxilo. Los
organismos fueron capaces de reducir nitratos y TTC, y eran positivos en las pruebas de esterasa, gamma-glutamil
transpeptidasa, L-arginina arilamidasa, y fosfatasa alcalina, pero negativos en las pruebas de hidrdlisis de hipurato,
pirrolidonil arilamidasa, y L-aspartata arilamidasa. Las bacterias crecieron bien en medios de agar con BHI
suplementado con sangre, brucela y Mueller-Hinton.

Las bacterias fueron sensibles a todos los antimicrobianos ensayados, como se indica por los bajos valores de MIC, en
el intervalo de 0,03 a 0,25 yg/ml. No crecieron en medios que confan NaCl al 1,5%, 1% de bilus o0 1% de glic ina.
Pudieron crecer a 37° C y a 30° C, pero no a 25°C y 42° C. El crecimiento fue posible en entornos tanto aerobios como
microaerobios, aunque atmoésferas que contienen niveles normales de oxigeno o solamente un aumento de CO; no eran
adecuadas para cultivar las bacterias.

El perfil de proteinas de la célula entera de la cepa JKM4T (Helicobacter cynogastricus) diferia considerablemente del de
las cepas de referencia de otras especies de Helicobacter (Figura 9A). Los niveles de correlacion hacia los perfiles de
proteina de otras cepas de referencia de Helicobacter eran todos inferiores a 0,80, lo que indica que la cepa JKM4'
representa una nueva especie de Helicobacter. La Figura 9B muestra el resultado del andlisis numérico de los perfiles
de proteina de la cepa JKM4T (Helicobacter cynogastricus) y sus vecinos filogenéticos mas proximos.

Estudios genotipicos.

La secuenciacion del gen rRNA 16S de JKM4T (Helicobacter cynogastricus) revel6 mas del 97% de homologia con H.
felis, H. bizzozeronii, H. salomonis y “Candidatus H. heilmannii”, mientras que la secuencia diferia en mas del 3% de la
de “Candidatus H. suis” (Figura 9B). Un arbol filogenético revel6 el agrupamiento del nuevo material aislado dentro de
todas estas especies (Figura 10).

La PCR en el DNA gendémico de JKM4T (Helicobacter cynogastricus) usando cebadores U430f (5-
gckgawttgatgcaagaagg-3') [SEC ID NO:14] y U1735r (5'-cttcgtgrattttaarrccaat-3') [SEC ID NO:15] produjo una serie de
fragmentos no especificos, y no el fragmento esperado de 1224 pb. La PCR con cebadores especificos para
“Candidatus H. heilmannii” Hh2f y Hh2r tuvo por resultado la produccion de un fragmento de 320 pb, que diferia
consistentemente los 380 pb esperados producidods a partir del DNA de “Candidatus H. heilmannii”. El andlisis de la
secuencia del producto de la PCR revel6 a Unica secuencia, que no coincidioé con ninguna secuencia del Genbank.

El analisis de los productos de la PCR producidos a partir del DNA del nuevo material aislado en el tDNA-PCR revel6
consistentemente un amplicén de 136,6 pb, que diferia del tDNA-amplicon de H. felis (137 bp), H. bizzozeronii (136 bp)
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y H. salomonis (134 bp). Un fragmento del mismo tamafio fue encontrado enl gato (2,3%) y en 23 perros (20,9%).

El presente ejemplo demuestra la existencia de una cuarta especie de Helicobacter cultivable, capaz de colonizar el
estébmago canino.

El analisis del gen de rRNA 16S revel6 un alto grado de homologia con las tres especies carnivoras de Helicobacter
anteriormente aisladas.

Recientemente se ha aprobado que el gen de la ureasa es discriminante entre estas especies de Helicobacter. La PCR
en DNA genoémico del material aislado JKM4T (Helicobacter cynogastricus) usando cebadores que detectan el gen de la
ureasa en H. felis, H. bizzozeronii y H. salomonis solamente produjo fragmentos no especificos. Una PCR especifica
para “Candidatus H. heilmannii” si que revel6 un fragmento de PCR pero con una secuencia diferente de la de
“Candidatus H. heilmannii”.

Ademas, el amplicén de PCR de la nueva especie de la presente invencion por tDNA-PCR difiere de los amplicones de
otros Helicobacter. Estos hallazgos, junto con los resultados del perfil de proteinas, que revelaron un patron
completamente diferente de los patrones de otras especies Helicobacter, demuestran que el material aislado JKM4T es
una especie de Helicobacter nueva y distinta, que los autores de la presente invencion denominan Helicobacter
cynogastricus.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> University Ghent
Hellemans, Ann

Ducatelle, Richard

<120> Vacunas para la inmunizacion contra Helicobacter

<130> R3735-EP

<150> 60/691,394
<151> 16-06-2005

<150> 60/695,995

<151> 01-07-2005

<160> 16

<170> PatentIn version 3.3

<210>1
<211> 22
<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> Cebador para PCR HS 586 para el gen 16S de rRNA de Candidatus Helicobacter suis

<400> 1

gggaggacaa gtcaggtgtg aa 22

<210> 2
<211> 23
<212> DNA

<213> artificial

<220>
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<223> Cebador para PCR HS641 para el gen 16S de rRNA de Candidatus Helicobacter suis

<400> 2

tctcccacac tccagaagga tag 23

<210> 3
<211>18
<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> Cebador de consenso para PCR alfa/beta-NOT del gen 16S de rRNA

<400> 3

18 tcaaactagg accgagtc

<210> 4
<211> 20
<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> Cebador de consenso para PCR omega-MB del gen 16S de rRNA

<400> 4

taccttgtta cttcacccca 20
<210>5

<211> 1462

<212> DNA

<213> Helicobacter cynogastricus

<400>5
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tagtttgatc
atgaagccta
gcecctttagt
ggaaagattt
ctcaccaagg
acacggtcca
tgaagcagca
gagaagatta
ggtaatacgg
ggttgtaagt
ctctggagtg
aagaggaata
agegtgggga
~agttgttggg
ggagtacggt

gcatgtggtt

tttgctagaa
gtcgtcaget
ttagttgcta
ggtgaggacg

ggggtgcaca

tcggattgea

ccatgttgceg
tgtgtttgee

ggacgaagtc

<210> 6
<211>18
<212> DNA

<213> Atrtificial

<220>

ctggctcaga
gcttgetagg
ttgggatagce
atcgctaaag
caatgacggg
gactcctacg
acgcecgegtg
atgacggtat
agggtgcaag
cagatgtgaa
tgggagaggt
ctcattgcga
gcaaacagga
gggcetttgte
cgcaagatta

taaattcgaa

atagcgaagt
cgtgtcgtga
acagatcatg
acgtcaagte
aagagatgca
ggctgcaact
gtgaatacgt
ttaagtcagg

gtaacaaggt
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gtgaacgctg
tggattagtg
cactagaaat
gattggtcta
tateccggect
ggaggcagca
gaggatgaag
ctgacgaata
cgttactcgg

atcctatgge

aggtggaatt

aggcgacctg
ttagatacce
étcccagtaa
éaactcaaag

gatacacgaa

gtctagcttg
gatgttgggt
ctgagctcte
atcatggcce
atgeccgecgag
cgecctgecatg
tccegggtet
atgctaaagt

aa

gcggcgtgee
gcgcacgggt
ggtgattaat

tgtcctatca

gagagggtga

gtagggaata

gttttaggga
agcaccggect
aatcactggg
ttaaccatag
cttggtgtag
ctggaacaat
tggtagtceca
tgcagctaac
gaatagacgg

gaaccttacce

ctagaccctg
taagtcecge
taagaatact
ttacgcetag
getgageccaa
aagctggaat
tgtactcace

agctactgec
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taatacatge
gagtaacgca
accaaatact
gcttgttggt
acggacacac
ttgectcaatg
ttgtaaactt
aactccgtge
cgtaaagagt
aactgcattt
gggtaaaaté
actgacgctg
cgccctaaac
gecttaagceca
ggacccgcac

taggcttgac

aaaacaggtg
aacgagcgca
gcctgegtaa
ggctaqacac
tcttaaaaac
cgctagtaat
gcccgtcaca

cacggcacac

aagtcgaacg
tagatgacat
accctatggag
gaggtaaagg
tggaactgag
ggcgcaagec
ccttttgtca
cagcagccge
gcgtaggegg
gaaactacaa
cgtagagatce
attgcacgaa
gatgéatgct
tcecgeetgg
aagcggtgga

attgaaggaa

ctgcacggct
accctcttte
gcaggaggaa
gtgctacaat
gcctctecagt
cgcaaatcag
ccatgggagt

acagcgactg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

- 720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1462
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<223> Cebador de secuencia del gen 16s de rRNA de H. cynogastricus

<400> 6

gtattaccgc ggctgctg 18

<210>7
<211> 20
<212> DNA

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador de secuencia del gen 16S de rRNA de H. cynogastricus

<400> 7

ctcctacggg aggcagcagt 20

<210> 8
<211> 20
<212> DNA

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador de secuencia del gen 16S de rRNA de H. cynogastricus

<400> 8

gttgcgctcg ttgcgggact 20

<210>9
<211>19
<212> DNA

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador de secuencia del gen 16S de rRNA de H. cynogastricus

<400> 9

aactcaaagg aattgacgg 19
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<210> 10
<211>19
<212> DNA

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador para PCR de ureasa de Helicobacter

<400> 10

ckgawttgat gcaagaagg 19

<210> 11
<211> 22
<212> DNA

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador para PCR de ureasa de Helicobacter

<400> 11

cttcgtgrat tttaarrcca at 22

<210> 12
<211>19
<212> DNA

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador de polimorfismo de la longitud intergénica del tRNA

<400> 12

aggtcgeggg ttcgaatcc 19

<210> 13
<211> 20

<212> DNA
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<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador de polimorfismo de la longitud intergénica del tRNA

<400> 13

accaactggg ctaagcgacc 20

<210> 14
<211> 20
<212> DNA

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador del gen ureasa de Helicobacter

<400> 14

gckgawttga tgcaagaagg 20

<210> 15
<211> 22
<212> DNA

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador del gen ureasa de Helicobacter

<400> 15

cttcgtgrat tttaarrcca at 22

<210> 16
<211> 1421
<212> DNA

<213> Helicobacter suis

<220>

<221> caracteristica miscelanea
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<223> gen 16S de rRNA, parcial

24

<400> 16

tgcaagtcga acgatgaagc ctagcttgct aggttgatta gtggcgcacg ggtgagtaat 60

gcatagatga catgcccttt agtttggaat agccactaga aatggtgatt aataccaaat 120

actaccttac gagggaaaga tttatcgcta aaggattggt ctatgtccta tcagecttgtt 180

ggtgaggtaa aggctcacca aggctatgac gggtatccgg cctgagdggg tgagcggaca 240

cactggaact gagacacggt ccagactcet acgggaggca gcagtaggga atattgctca 300

atgggggaaa ccctgaagca gcaacgccge gtggaggatg aaggttttag gatcgtaaac 360

tcc:tttgtt agagaagata atgacggtat ctaacgaata agcaccggct aactccgtge 420
cagcagccge ggtaatacgg agggtgcaag cgttactcgg aatcactggg cgtaaagagt 480
gcgtaggegg gaggacaagt caggtgtgaa atcctatgge ttaaécatag aactgcattt 540
gaaactatcc ttectggagtg tgggagaggt aggtggaatt cttggtgtag gggtaaaatc 600
cgtagagatc aagaggaata ctcattgcga aggcgacctg ctggaacatc actgacgctg 660
attgcacgaa agcgtgggga gcaaacagga ttagataccc tggtagtcca cgccctaaac 720
gatggatgcet agttgttggg aggctttgtce ttteccagtaa tgcagctaac gccttaagca 780
tcccgcctég ggagtacggt cgcaagatta aaactcaaag gaatagacgg ggacccgcac 840
aageggtgga gcatgtggtt taattcgaag ttacacgaag aaccttacet aggcecttgaca 900
ttgaaggaat tccctagaaa taggggagtg tctagettge tagaccctga aaacaggtge 960
tgcacggectg tcgtcagctc gtgtcgtgag atgttgggtt aagtceccgca acgagcgcaa 1020
ccctttttet tagttgctaa caggttatge tgegcactet aagaagactg cctgegtaag 1080
caggaggaag gtgaggacga cgtcaagtca tcatggecect tacgecctagg getacacacg 1140
tgctacaatg gggtgcacaa agagatgcaa agccgcgagg cagagctaat ctataaaaca 1200
cctectagtt cggattgcag gcoctgcaacte gcctgcatga agctggaatc gctagtaatce 1260
gcaaatcage tatgttgcgg tgaatacgtt ceccgggtett gtactcaceg ceccgtcacac 1320
catgggagtt gtgtttgecet taagtcagga tgctaaagca gectactgcce acggcacaca 1380
cagcgactgg ggtgaagtcg taacaaggta accecgggegg ¢ 1421
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REIVINDICACIONES

12, Una composicion que comprende uno o mas preparados antigénicos de una o mas especies bacterianas, para
ser usada en la vacunacion contra Candidatus Helicobacter suis, en la que dichas una o mas especies bacterianas
tienen una secuencia de rRNA 16S que tiene al menos un 93% de identidad secuencial respecto de la secuencia de
Candidatus Helicobacter suis depositado en GenBank con el n° de entrada AF 127028, como se representa en la SEC
ID NO: 16.

A La composicién segun la reivindicacion 12, en la que dicha o dichas especies se eligen entre el grupo que
consiste en Helicobacter felis, Helicobacter salomonis, Helicobacter heilmanii (tipo Il), Helicobacter cynogastricus,
Helicobacter pylori y Helicobacter bizzozeronii.

32 Una vacuna para la inmunizacién contra Candidatus Helicobacter suis que comprende una composicion de uno
0 mas preparados antigénicos de una o0 mas especies bacterianas, en la que dichas una o mas especies bacterianas
tienen una secuencia de rRNA 16S que tiene al menos un 93% de identidad secuencial respecto de la secuencia de
Candidatus Helicobacter suis depositado en GenBank con el n° de entrada AF 127028, como se representa en la SEC
ID NO: 16.

43, La vacuna segun la reivindicacién 32, en la que dicha o dichas especies se eligen entre el grupo que consiste
en Helicobacter felis, Helicobacter salomonis, Helicobacter heilmanii (tipo Il), Helicobacter cynogastricus, Helicobacter
pylori y Helicobacter bizzozeronii.
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tagtttgatc
atgaagccta
gccctttagt
ggaaagattt
ctcaccaagg
acacggtcca
tgaagcagca
gagaagatta
ggtaatacgg
ggttgtaagt
ctetggagtg
aagaggaata
agcgtgggga
agttgttggg
ggagtacggt
gcatgtggtt
tttgctagaa
gtcgtcagct
ttagttgeta
ggtgaggacg
ggggtgcaca
tcggattgea
ccatgttgcg
tgtgtttgece

ggacgaagtc

ctggctcaga
gcttgctagg
ttgggatagc
atcgctaaag
caatgacggg
gactcctacg
acgccgegtg
atgacggtat
agggtgcaag
cagatgtgaa
tgggagaggt
ctcattgecga
gcaaacagga
gggectttgtce
cgcaagatta
taaattcgaa
atagcgaagt
cgtgtegtga
acagatcatg
acgtcaagtc
aagagatgca
ggctgcaact
gtgaatacgt
ttaagtcagg

gtaacaaggt

[SEQ ID NO:5]

gtgaacgctg
tggattagtg
cactagaaat
gattggtcta
tatccggect
ggaggcagca
gaggatgaag
ctgacgaata
cgttactcgg
atcctatgge
aggtggaatt
aggcgacctg
ttagataccc
ctcccagtaa
aaactcaaag
gatacacgaa
gtctagcttg
gatgttgggt
ctgagctcte
atcatggccce
atgcecgcgag
cgectgecatg
tccegggtet
atgctaaagt

aa’
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gcggegtgee
gcgcacgggt
ggtgattaat
tgtcctatca
gagagggtga
gtagggaata
gttttaggga
agcaccggct
aatcactggg
ttaaccatag
cttggtgtag
ctggaacaat
tggtagtcca
tgcagctaac
gaatagacgg
gaaccttacc
ctagaccctg
taagtceccge
taagaatact
ttacgcctag
gctgagccaa
aagctggaat
tgtactecacc

agctactgcec

Figura 11
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taatacatgce
gagtaacgca
accaaatact
gcttgttggt
acggacacac
ttgctcaatg
ttgtaaactt
aactccgtge
cgtaaagagt
aactgcattt
gggtaaaatc
actgacgctg
cgccctaaac
gccttaagea
ggacccgcac
taggcttgac
aaaacaggtg
aacgagcgca
gcectgegtaa
ggctacacac
tcttaaaaac
cgctagtaat
gccegtcaca

cacggcacac

aagtcgaacg
tagatgacat
accctatggg
gaggtaaagg
tggaactgag
ggcgcaagcce
ccttttgtca
cagcagccge
gcgtaggegg
gaaactacaa
cgtagagatc
attgcacgaa
gatggatgct
tececegectgg
aagcggtgga
attgaaggaa
ctgcacggcet
accctctttc
gcaggaggaa
gtgctacaat
gcctctecagt
cgcaaatcag
ccatgggagt

acagcgactg
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