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DESCRIPCIÓN 

Nueva cepa de Salmonella enterica s. Typhimurium, su uso y un procedimiento para obtener un vector de vacuna 

terapéutico 

La presente invención se refiere al campo de farmacia, en particular la preparación de vacunas, en especial de 
vacunas terapéuticas bacterianas antineoplásicas. 5 

Las bacterias que pertenecen al género Salmonella son bacterias Gram-negativas de la familia Enterobacteriasceae 

que provocan enfermedades en seres humanos y animales, y representan un problema médico y veterinario serio. 

La vacunación con cepas atenuadas, vivas, de Salmonella es una forma eficaz para evitar la infección. Se obtuvieron 
cepas atenuadas de Salmonella introduciendo mutaciones irreversibles específicas en determinados genes en el 
cromosoma de Salmonella, tales como: aroA (1), aroC (2), surA (3), htrA (4), rpoS (5), y galE (6). 10 

Los procedimientos actuales de atenuación de Salmonella que se usan para obtener material de vacuna se basan en 
la introducción de deleciones genéticamente estables que reducen o eliminan la virulencia de las bacterias, aunque no 
cambian ni intensifican su inmunogenicidad. 

Por medio de la atenuación de la cepa natural Salmonella typhi, se creó una nueva Ty21a y se usó para la vacunación 
contra la fiebre tifoidea. La atenuación de esta cepa se ha logrado por medio de varias mutaciones inducidas por 15 
mutágenos químicos. Esto ha dado como resultado una cepa que es sensible a la galactosa (una mutación en el gen 
galE), auxotrófica para isoleucina y valina (mutaciones en genes UvD), tiene una resistencia al estrés reducida (una 
mutación en rpoS), y además no puede producir el polisacárico Vi. La pluralidad de las mutaciones hace que la cepa 
sea genéticamente estable y segura. No se observaron mutaciones revertidas dentro de los genes con virulencia ni in 
vitro ni in vivo (7, 8). 20 

La cepa CVD908 tiene mutaciones claramente definidas en los genes aroC y aroD, pero provoca fiebre y otras 
reacciones adversas en voluntarios vacunados con dosis altas. Una atenuación adicional de esta cepa por la deleción 
del gen htrA, que codifica una serina proteasa esencial para la supervivencia bacteriana en macrófagos, condujo a la 

cepa CVD908-htrA, que es bien tolerada incluso a dosis altas y muestra una alta inmunogenicidad (9). 

Los mutantes de Salmonella enterica serovariedad Typhimurium, que carecen del regulador de la transcripción RfaH 25 
evitan eficazmente la salmonelosis cuando se usan para vacunar ratones. La carencia de RfaH afecta a la expresión 
de genes implicados en la síntesis del núcleo de lipopolisacárido y O-antígeno. Dichos mutantes no difieren en su 
capacidad de proliferar, pero muestran un incremento en la susceptibilidad a péptidos antibacterianos (10). 

Debido a la especificidad de las vacunas preventivas, destinadas a provocar una memoria inmunitaria después de la 
administración, se actividad se puede basar en la capacidad de las bacterias atenuadas para estimular una respuesta 30 
inmunitaria humoral (producción de anticuerpos neutralizantes). La generación de una respuesta humoral eficaz no 
requiere la capacidad para invadir células huésped por las vacunas de Salmonella sp. Esto significa que incluso las 
deleciones relativamente grandes en el cromosoma de Salmonella sp. se pueden tolerar en el material de vacunación 
preparado para su uso como vacuna preventiva. Sin embargo, la relativa facilidad de atenuación no siempre coincide 
con la retención de la inmunogenicidad original (eficaz). 35 

Un vector de vacuna terapéutico debe estar altamente atenuado y ser posiblemente poco inmunogénico para 
proporcionar eficacia de administración repetida en un paciente. En el caso de antígenos (epítopos) heterogéneos 
(alio- o xenogénicos) conjugados, el vector debe demostrar propiedades adyuvantes (mientras mantiene su baja 
inmunogenicidad). Un vector terapéutico debe ser capaz de estimular un tipo específico de respuesta inmunitaria, esto 
es de inducir una respuesta humoral (Th2) o celular (Th1) según sea necesario. 40 

La cepa VNP20009 se desarrolló como un vector de vacuna cuyo cometido era el de enviar precursores de fármaco 
citostático no tóxicos (profármacos) al tejido tumoral (9, 10). Las deleciones dentro de los genes purl y msbB dan como 
resultado un auxotrofismo de la cepa con una capacidad reducida para estimular TNF en el organismo infectado. 
Estudios preliminares han mostrado la capacidad de acumulación preferente de VNP20009 sin tumores en ratones 
(11). También se descubrió que VNP20009 tiene un efecto inhibidor sobre el desarrollo tumoral. Estudios clínicos en 45 
fase I no han confirmado los efectos en mamíferos pequeños. Hasta el momento, no existen estudios sobre la 
inmunogenicidad de VNP20009 en ratones ni en seres humanos (12). 

La expresión en superficie del fragmento variable de un anticuerpo específico de CEA (T84,66) mejoró la capacidad de 
acumulación selectiva de las bacterias en tumores malignos (13). Sin embargo, la tensión provocada por la 
sobreexpresión de la proteína de fusión OmpA-scFv (específica de CEA) redujo sustancialmente (100 veces) la 50 
invasividad de VNP20009 transformado (designado VNP/scFv). A pesar de la reducción en la invasividad, se observó 
un incremento en los efectos terapéuticos para VNP/scFv frente a VNP20009 en modelos murinos de tumores 
trasplantables transfectados de forma estable con el gen CEA humano (adenocarcinomas MC38CEA y CT26CEA). 
Otro motivo para la reducción en la eficacia de VNP/scFv probablemente es la inestabilidad genética de la cepa lo que 
implica la pérdida del plásmido (y por tanto la pérdida de capacidad para expresar OmpA-scFv) en ausencia de presión 55 
de selección de antibiótico. La reversión a VNP20009 natural en el paciente no promovería la dirección de las bacterias 
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hacia sitios ricos en CEA (tejido tumoral). 

En el caso de un vector de Salmonella sp., es importante retener las características invasoras de las bacterias, lo que 

está relacionado con la calidad de los mecanismos inmunitarios estimulados por esas bacterias. 

Aun existe una gran necesidad de desarrollar los conocimientos en el campo de las vacunas terapéuticas. Una 
cuestión particularmente importante es el impacto de los efectos relacionados con la atenuación sobre la resistencia y 5 
el tipo de respuesta inmunitaria dependiente del tipo de microorganismo. 

El propósito de la presente invención es el de proporcionar un vector de vacuna eficaz, en particular eficaz para el 
tratamiento de cáncer. 

Por lo tanto, el objetivo de la presente invención es el de obtener la cepa apropiada de Salmonella sp., de conformidad 
con la demanda en el campo de las vacunas terapéuticas como un vector para la administración de material 10 
terapéutico de células objetivo, en particular células cancerosas, células infectadas con un virus, etc., con 
inmunogenicidad que resulta de la localización intracelular fisiológica de las bacterias. El objetivo de la presente 
invención es una cepa de Salmonella enterica serovariedad Typhimurium VNP20009 depositada en la Polish 
Collection of Microorganisms con el n.º de referencia B/00024. Otro objetivo de la presente invención es el uso de la 
cepa de Salmonella enterica serovariedad Typhimurium VNP20009 depositada en el Polish Collection of 15 

Microorganisms con el n.º de referencia B/00024 para producir una vacuna, en especial una vacuna antineoplásica. 

Otro objetivo de la presente invención es un procedimiento de obtención de un vector de vacuna terapéutica, 
caracterizado porque se introduce una modificación genética en la cepa de vector Salmonella enterica serovariedad 
Typhimurium VNP20009 específica para células cancerosas, lo que da como resultado una sobreexpresión retardada 
de un gen que codifica una proteína responsable de las características invasivas de esta cepa, en el que se obtiene un 20 
casete de expresión, que contiene el gen sipB bajo el control del promotor PsifB que controla su sobreexpresión 
retardada, y después se integra el casete dentro del cromosoma bacteriano. 

Preferentemente, se integra el casete de expresión dentro de un cromosoma bacteriano es el casete PsifB-sipB de 
acuerdo con SEQ ID 1 o el casete ushA-5'-PsifB-sipB-ushA-3' de acuerdo con SEQ ID 2. 

En una realización preferente de la presente invención, el procedimiento incluye una etapa final adicional de retirada 25 
de un gen para determinar la resistencia antibiótica del genoma bacteriano. 

El objetivo de la presente invención en un modo de realización se deja claro en las figuras, en las que: 

La figura 1A muestra la separación electroforética de un producto de PCR en gel de agarosa al 1 % en presencia de 
bromuro de etidio para la secuencia del gen sipB (1782 pb) obtenida a partir del ADN genómico de una cepa de 
referencia, S. typhimurium SL5319; 30 

La figura 1B muestra los resultados obtenidos usando transferencia de bandas western que confirman la funcionalidad 
del gen sipB clonado; 

La figura 2 muestra los resultados obtenidos como resultado del aislamiento del promotor del gen sifB y los resultados 
de ensayos de funcionalidad de la construcción PsifB-GFP; 

La figura 2A muestra la imagen de la separación electroforética del producto de PCR en gel de agarosa al 1,2 % en 35 
presencia de bromuro de etidio; 

La figura 2B muestra una imagen microscópica de la línea celular de macrófago RAW264,7 infectada con VNP20009 
transformada con el plásmido pBR322-PsifB-GFP; 

La figura 2C muestra los resultados del análisis citofluorimétrico de cultivos bacterianos. VNP20009/PsifB-sipB-GFP: 

inducción de la expresión de la proteína de fusión SipB-GFP (panel derecho), bacterias GFP-negativas (panel 40 
izquierdo); 

La figura 3 muestra un diagrama de la integración del plásmido en el genoma y el intercambio del fragmento de ADN, 
estimulado por la escisión de ambas hebras de ADN; 

La figura 4 muestra la posición relativa de la secuencia del gen sipB, promotor PsifB y el sitio de inserción del casete 
PsifB-sipB (gen ushA) en el genoma de Salmonella typhimurium LT2; 45 

La figura 5 muestra un diagrama del plásmido pSG76C que incluye el casete clonado ushA-y-PsifB-sipB-ushA-y; 

La figura 6 muestra un diagrama de la secuencia genómica generada por medio de la recombinación del gen ushA con 
una región homóloga 5'-ushA del plásmido. Las secuencias cebadoras usadas para el análisis de clones resistentes a 

cloramfenicol se indicaron en la figura; 

La figura 7 muestra la separación electroforética de productos de RT-PCR en gel de agarosa al 1 % en presencia de 50 
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bromuro de etidio: Se amplificó el ADN del clon mutado con los siguientes cebadores: 1 - A y B (2350 pb) 2 - A y G 
(3755 pb) 3 - A y F (4560 pb) 4 - A y D, 5 - C y D (2411 pb); M - patrón de masa; 

La figura 8 muestra las imágenes obtenidas por separación electroforética de productos de RT-PCR en gel de agarosa 
al 1 % en presencia de bromuro de etidio: 

- En la figura 8A, la imagen del producto de la amplificación de ADNc con cebadores específicos para PsifB-sipB 5 
(1222 pb): 1 - VNP20009, 2 - VNP20009 modificado, M - patrón de masa; 

- en la figura 8B la imagen del producto de amplificación de ADNc con cebadores específicos para sipB (389 pb; en el 
panel superior): 1 - VNP20009, 2 - VNP20009 modificado; producto de amplificación de ADNc de ARNr 16S (350 pb; 
en el panel inferior); M - patrón de masa; 

La figura 9 muestra la imagen de separación electroforética del producto de PCR con secuencias cebadoras 10 
complementarias a las secuencias que flanquean el gen ushA realizada en el ADN genómico de un clon obtenido por 
medio del procedimiento de integración de PsifB-sipB en el cromosoma VNP20009; 1 - producto de amplificación con 
los cebadores E y D (1526 pb), 2 - producto de amplificación con el cebador A y D (4709 pb), M - patrón de masa; 

La figura 10 muestra una gráfica que representa los resultados de la invasión de células RAW264 por VNP20009 y 
VNP/sipB; 15 

La figura 11 muestra los resultados de un experimento realizado en un modelo de metástasis de pulmón CT26CEA en 
ratones Balb/c. La fila superior muestra los pulmones de los ratones de control aislados el día 15 después de la 
administración intravenosa de 5 x 10

5
 células CT26CEA. Las manchas blancas visibles en el fondo oscuro son 

pequeños focos tumorales. La fila inferior muestra pulmones explantados de ratones, a los que se les administraron 
bacterias VNP/sipB de Salmonella typhimurium por vía intranasal en la cantidad de 2 x 10

7
 CFU/ratón 48 horas 20 

después de la inyección de células cancerosas; 

La figura 12 presenta el resultado de un experimento realizado sobre el modelo de metástasis de pulmón CT26CEA en 
ratones Balb/c. La fila superior muestra los pulmones de los ratones de control aislados el día 15 después de la 
administración intravenosa de 5 x 10

5
 células CT26CEA. Las manchas blancas visibles en el fondo oscuro son 

pequeños focos tumorales. La fila inferior muestra pulmones tomados de ratones, a los que se les administraron varias 25 
modificaciones de Salmonella typhimurium por vía intranasal en la cantidad de 2x10

7
 CFU/ratón 96 horas después de 

la inyección de células cancerosas; la media de los números de focos tumorales en los pulmones se muestran en la 
gráfica en la parte inferior de la figura. 

La figura 13 muestra los resultados de un experimento realizado en un modelo de metástasis de pulmón B16F10 en 
ratones C57B1/6. La fila superior muestra los pulmones de los ratones de control aislados el día 28 después de la 30 
administración intravenosa de 5 x 10

5
 células B16F10. Los sitios de tumor son visibles como manchas oscuras. Las 

filas media e inferior muestran pulmones aislados de ratones, a los que se les administraron bacterias VNP (fila media) 
o VNP/sipB (fila inferior) por vía intranasal en la cantidad de 2 x 10

7 
CFU/ratón 96 horas después de la inyección de 

células cancerosas; 

La figura 14 muestra el efecto del sesgo de isotipo de anticuerpo provocado por la estimulación selectiva de una 35 
respuesta inmunitaria de tipo Th1 por VNP/sipB. Los resultados se produjeron por la vacunación de ratones Swiss 
(exogámicos) con cepas VNP20009: ratones vacunados con VNP20009 "natural" (panel superior), ratones vacunados 
con VNP/sipB (panel inferior); 

La figura 15 muestra el resultado de la secuenciación de ADN realizada en un fragmento genómico de ADN 
recombinante de la cepa modificada de Salmonella enterica s. Typhimurium VNP20009; 40 

La figura 15A muestra una secuencia de ADN, que incluye secuencias flanqueantes del gen ushA y una secuencia 
completa de la construcción PsifB-sipB integrada que en las bacterias VNP/sipB está situada dentro del gen ushA. 

La figura 15B presenta los resultados que confirman la identidad de la secuencia de VNP/sipB con molde de ADN de 
una cepa modelo de Salmonella typhimurium LT2. Hebra inferior: molde (hebra inferior de ADN), la localización de 
cada elemento de la construcción está indicada (promotor sifB, sipB ORF, sitio de integración de ushA) de acuerdo con 45 
la numeración de la cepa LT2 depositada en GenBank (NCBI). Hebra superior: marcada como "Consulta", muestra la 
secuencia obtenida de VNP/sipB. 

La figura 16 muestra las secuencias de cebadores usadas en la secuenciación de ADN genómico. Una localización 
esquemática de los cebadores está indicada en la figura 15 dentro de las secuencias flanqueantes y la construcción 
integrada. 50 

La figura 17 muestra la apoptosis células MC38CEA infectadas con VNP20009- o VNP/sipB, medida como un 
porcentaje de célula con unión a anexina V. Las bacterias usadas para la infección expresaban RFP. Se analizó la 
fluorescencia de anexina V-APC en una población positiva para RFP de células MC38CEA. 

En la presente invención, se obtuvo el vector VNP/sipB con una retención total de la capacidad invasiva (fig. 10). 
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El vector de vacuna preparada utilizó la capacidad natural de la Salmonella sp. para infectar células huésped. La 
invasividad de Salmonella sp. es un proceso multifactorial, que implica componentes tanto de células bacterianas 

como de células huésped (14). La adhesión de bacterias a una célula huésped provoca la activación de genes del 
sistema de secreción de tipo III (TTSS) agrupados en la "isla 1 de patogenicidad de Salmonella" (SPI-1). Los productos 
de esos genes, incluyendo la proteína SipB, permiten que las bacterias penetren en la célula (15). La expresión de otro 5 
conjunto de genes se activa dentro de la célula huésped. Esos genes están situados dentro de SPI-2 y sus productos 
facilitan la proliferación de las bacterias dentro del citoplasma. La expresión de genes SPI-2 está regulada por la 
interacción de factores endoplásmicos con los promotores SPI-2. El promotor del gen sifB es uno de esos promotores 
(16). 

La proliferación de las bacterias en el citoplasma da lugar a la apoptosis de la célula huésped, que a su vez permite que 10 
las bacterias escapen y posteriormente infecten otras células. Uno de los factores que inducen la apoptosis es la ya 
mencionada proteína SipB (14). 

Se asumió que la sobreexpresión retardada (usando el promotor del gen sifB) de SipB (PsifB-sipB) dará como 
resultado la eliminación intracelular de bacterias infecciosas con apoptosis/necrosis simultánea de las células 
infectadas. Mientras tanto, la infección formará una señal fuerte para la migración de leucocitos al sitio de la infección, 15 
pero no dará como resultado la infección de la población de células inmunitarias recién emigradas. 

El resultado producido por un vector de vacuna de este tipo será la erradicación de tumores por medio de la acción 
concertada de las bacterias y el sistema inmunitario. 

La presente invención se ilustra por los siguientes modos de realización: 

Ejemplo 1: Clonación del gen sipB 20 

Se obtuvo la secuencia del gen SipB (1782 pb) (fig. 1 A) del ADN genómico de una cepa de referencia S. typhimurium 
SL5319 usando una técnica de PCR con los siguientes cebadores:  

5'AACTGCAGAACCAATGCATTGGTTTCTCCCTTTATTTTGGCA 

3'CGGGATCCCGAAGTAGCATTAGCCGTAGCG, 

que contienen el sitio de restricción PstII BamHl.  25 

Se clonó ADNc para sipB en el casete de expresión del plásmido pQE30 para obtener una secuencia que codifica la 
proteína de fusión RGS-6His-SipB. Se confirmó la exactitud de la secuencia sipB por secuenciación de ambas hebras 
de ADNc sipB. 

Se confirmó la funcionalidad del gen sipB clonado usando una técnica de transferencia de bandas western estándar 
(fig. 1B) realizada sobre lisados de M15 de E. coli incubados en presencia de IPTG (0,5 mM), usando anticuerpos 30 
anti-marca His. 

Los resultados del análisis de bandas western mostró que la expresión de SipB con un promotor inducible era tóxica 
para bacterias, como se indujo en la cepa M15 de E. coli (que contenía el plásmido pREP-4 con el gen lacI codificando 
la proteína de expresión). Se indujo la expresión de la proteína con IPTG 0,5 mM en M15 de E. coli crecido en medio 
TB a 25 ºC hasta una densidad óptica de OD600≈1,0. Se preparó el lisado bacteriano a partir de 120 ml de cultivo 35 
después de una inducción de 2,5 horas y se purificó en una resina de cromatografía IMAC, TALON BD. Se separaron 
las fracciones recogidas con SDS-PAGE en gel al 10 % y se sometieron a sonda las bandas con anticuerpos 
α-RGS-6His (Qiagen). 

El peso molecular del producto obtenido correspondía a la masa de la proteína SipB (62 kDa). 

Ejemplo 2: Aislamiento del promotor del gen sifB y construcción del gen sipB controlada por PsifB 40 

Se obtuvo la secuencia codificante de la región promotora del gen sifB a través de PCR en ADN genómico de 
Salmonella typhimurium VNP20009, usando los siguientes cebadores: "directo" 
CCCAAGCTTGGGCCTTAGCCATTCTGACTG con un sitio de restricción HindlU e "inverso" 
GAAGATCTTCACTTCATTACTGGAATAGGTGGT con un sitio de restricción BglII. Al mismo tiempo, se obtuvo una 

secuencia que codifica GFP a partir del plásmido pGFPuv (Clontech) usando PCR y los siguientes cebadores: "directo" 45 
GAAGATCTTCTCACACAGGAAACAGCTATGAC con un sitio de restricción BglII e "inverso" 
GAAGATCTTCGCGCTCAGTTGGAATTCA, también con un sitio de restricción BglII. Se clonaron los productos de 
PCR en el plásmido pGEM-TEasy (Promega) y se propagó en DH5a de Escherichia coli. Después de la confirmación 
de la identidad de secuencia con una secuencia obtenida de la base de datos GenBank, se clonó el gen gfp en el sitio 
de restricción BglII del plásmido pGEM-TEasy-PsifB, que se había obtenido previamente del plásmido 50 
pGEM-TEasy-gfp. Se confirmó la inducción intracelular del promotor PsifB in vitro por infección de la línea celular de 
macrófago RAW264.7 con bacterias VNP20009 que contenían el plásmido pGEM-TEasy-PsifB-gfp, con la secuencia 
gfp clonada en orientación directa o inversa con relación al promotor. Se obtuvo la secuencia codificante de sipB con 
las secuencias RBS y 6His a partir del plásmido pQE-sipB usando PCR y los siguientes cebadores: 
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directo GGAAGATCTTCCAGAGGAGAAATTAACTATGAGA, 

inverso GAAGATCTTCGGAGTCCAAGCTCAGCTA 

(ambos cebadores con un sitio de restricción BglII). 

Se clonó el producto de PCR en el plásmido pGEM-TEasy-PsifB en el sitio BglII. Se escindió el casete PsifB-sipB del 
plásmido pGEM-TEasy-PsifB-sipB con la restrictasa Nod y después de rellenar los extremos cohesivos, se clonó en un 5 
plásmido pBR322 de número de copias bajo (en el sitio de clonación EcoRV-Nrul) y en el plásmido 
pMoPac2-lpp-ompA-scFv. 

La figura 2 presenta los resultados del aislamiento del promotor del gen sifB y las pruebas funcionales de la 
construcción PsifB-GFP. 

La figura 2A muestra una imagen electroforética de la separación del producto de PCR en gel de agarosa al 1,2 % en 10 
presencia de de bromuro de etidio. Se obtuvo la secuencia codificante de la región promotora del gen (603 pb) usando 
PCR del ADN genómico de Salmonella typhimurium. Se confirmó la identidad de la secuencia con la secuencia 
obtenida de GenBank (Salmonella typhimurium LT2, 1 691 572 - 1 692 152 pb). Para confirmar la funcionalidad de la 
secuencia promotora obtenida, se produjo una proteína de fusión transcripcional PsifB-GFP (secuencia gfp 
amplificada del plásmido pGFPuv (Clontech) usando PCR). Al mismo tiempo, se obtuvo la secuencia 15 
RBS-RGS-6His-sipB del plásmido pQE30-sipB por medio de PCR. La figura 2B muestra una imagen microscópica 
obtenida de la línea celular de macrófago RAW264.7 infectada con VNP20009 transformada con el plásmido 
pBR322-PsifB-gfp. La inducción del promotor PsifB en bacterias intracelulares se evaluó microscópicamente. 
VNP20009 transformado con el plásmido con número de copias bajo (pBR322) o plásmido con número de copias alto 
(pGEM-TEasy), incluyendo ambos el casete PsifB-gfp, no demostró ninguna expresión de GFP microscópicamente 20 
detectable cuando creció en medio TB. 

La figura 2C presenta los resultados del análisis citofluorimétrico realizado en el cultivo bacteriano. 
VNP20009/PsifB-sipB-gfp (pero no DH5α/PsifB-sipB-gfp E. coli), cultivado durante 12 horas a 30 ºC con agitación (180 

rpm) en medio de cultivo de células eucariotas OPTIMEM (Invitrogen), mostró la expresión inducida de la proteína de 
fusión SipB-GFP (panel derecho). Las mismas bacterias cultivadas en TB eran negativas para GFP (panel izquierdo). 25 

El uso de construcciones de plásmido está limitada in vivo debido a la pérdida frecuente de plásmidos de las bacterias 
en ausencia de presión de selección (antibióticos). Hasta ahora la estabilidad genética es una de las características 
fundamentales de las bacterias que permite su uso como material de vacuna. Un procedimiento de obtención de cepas 
bacterianas genéticamente estables es la integración de casetes funcionales (promotor-gen) en el cromosoma 
bacteriano. 30 

Ejemplo 3: Integración del casete de expresión PsifB-sipB en el cromosoma VNP20009 

Para obtener una cepa atenuada, genéticamente estable, de Salmonella typhimurium con la sobreexpresión de la 
proteína SipB endógena inducida dentro de una célula infectada, se integró el casete de expresión PsifB-sipB en el 
genoma de VNP20009. Se realizó la integración por el procedimiento de recombinación homóloga, basado en la 
recombinación natural y el sistema de reparación de las bacterias (actividad de proteína Rec-A) y usando un plásmido 35 
condicionalmente replicante como vector para administrar un alelo mutante en el ADN genómico (17). A una 
temperatura que no permita la multiplicación del plásmido, los clones que integraron el plásmido (como resultado de la 
recombinación con copias naturales y mutantes del gen) y que adquirieron resistencia cromosómica se seleccionan en 
presencia de un antibiótico. En esta fase, se duplican en el genoma regiones homólogas del gen modificado. En la 
siguiente fase, se produce un intercambio entre las secuencias duplicadas, estimuladas por la escisión de secuencias 40 
de ADN dentro de la secuencia del plásmido presente en el genoma. Es resultado es un retorno al alelo natural o el 
reemplazo en la forma mutada, con escisión simultánea del gen con resistencia al antibiótico. En la figura 3 se muestra 
un diagrama de intercambio génico por recombinación de segmentos homólogos estimulados por escisión de ADN. 

Se eligió la región del gen ushA (STM0494) como el sitio objetivo para la integración, ya que tiene una alta homología 
con el gen ushA de Escherichia coli, pero muy baja expresión y baja actividad de la enzima codificada en Salmonella 45 
typhimurium (UDP-glucosa hidrolasa con una mutación puntual, "gen silencioso"). El gen ushA se ha inactivado en 
cepas de S. typhimurium y su homólogo funcional activo es ushB. Las secuencias de ADN de estos genes no muestran 
una homología significativa (18, 19). La distancia considerable entre ushA y las secuencias de PsifB y sipB en el 
genoma de S. typhimurium (fig. 4) debe reducir la inestabilidad de la cepa modificada, asociado con la introducción de 
copias adicionales de esas secuencias, que pueden ser un sustrato para recombinación homogénea. 50 

Para la integración se usó un plásmido condicionalmente replicante, pSG76-C. Se clonó la secuencia PsifB-sipB en el 
plásmido, se flanqueó con regiones de homología, es decir, segmentos de secuencia idénticos a la secuencia objetivo 
de integración dentro del cromosoma bacteriano (5'-ushA y 3'-ushA); gen de resistencia a cloramfenicol para la 
selección de clones, en donde se produjo el entrecruzamiento; ori R6Kγ y un sitio de restricción extremadamente raro 
para endonucleasa 1-Scel (Fig. 4). 55 

La replicación del plásmido pSG76-C requiere la proteína Π, suministrada con un plásmido auxiliar pPIR-A (con ori 
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pSClOl termosensible). El plásmido pSG76C-ushA-PsifB-sipB se puede construir en el genoma por un único 
entrecruzamiento que implica una región de homología y la correspondiente región cromosómica. A una temperatura 
que previene la replicación del plásmido pPIR-A (37-42 ºC), y por tanto también el plásmido pSG76C, en presencia del 
antibiótico, hay una selección de clones con la secuencia de plásmido integrada en el genoma. En esta fase, las 
regiones flanqueantes de homología se duplican en el genoma. A continuación, se induce la expresión de 1-Scel 5 
meganucleasa a partir del plásmido auxiliar pSTKST. La escisión de ambas hebras de ADN dentro de la secuencia del 
plásmido integrada estimula la recombinación intramolecular dependiente de Rec-A (reemplazo de gen estimulado por 
rotura bicatenaria) - se produce una reparación de la rotura del ADN, con el uso de regiones flanqueantes adyacentes 
de homología. Se podría producir un entrecruzamiento individual con la participación de las regiones de 5'-ushA o 
3'-ushA. En el primer caso, la región de integración vuelve a la forma natural (restitución de la integridad de secuencia 10 
del gen ushA); en el segundo caso, se produce un reordenamiento productivo, con retirada simultánea del gen de 
resistencia al antibiótico. Como resultado se obtiene una cepa bacteriana modificada, sin ningún marcador de 
selección en forma de gen de resistencia a antibiótico o cualquier otra secuencia exógena. 

Ejemplo 4: Clonación del casete ushA-5'-PsifB-sipB-ushA-3' en el plásmido pSG76-C 

Se obtuvo ADN complementario para ushA a partir del ADN genómico de VNP20009 usando PCR y los siguientes 15 

cebadores: 

directo FushA GGGGTACCCCGCGATGTTGGAGATAGTAGG, 

inverso RushA GGGGTACCCCTACAGCCAGCTCACCTCA, 

conteniendo ambos un sitio de restricción para la enzima Kpnl. Se clonó el producto de PCR (1825 pb) en el plásmido 
pGEM-TEasy (Promega) y se propagó en DH5a de Escherichia coli. Tras la confirmación de la identidad de secuencia 20 
con una secuencia obtenida de la base de datos de GenBank, se clonó la secuencia PsifB-sipB (obtenida de 
pGEM-TEasy-PsifB-sipB) en el sitio de restricción Hpal, situado dentro de ushA. La orientación de la secuencia 
PsifB-sipB era la inversa de la orientación del gen ushA. 

Por lo tanto, en la construcción obtenida, se flanquea la secuencia PsifB-sipB con un fragmento de 1091 pb de ushA en 
el extremo 5' y un fragmento de 732 pb en el extremo 3'. A continuación, se cortó el casete ushA-5'-PsifBsipB-ushA-3' 25 
con la enzima Kpnl y se clonó en pSG76-C en el sitio Kpnl, proporcionando pSG76C-USS (Fig. 5). 

Ejemplo 5: Integración del plásmido pSG76C-USS en el cromosoma VNP20009 

Se amplificó el plásmido en DH5α.pir de Escherichia coli (con codificando la copia genómica del gen pir, la proteína Π) 
y se transformó en la cepa VNP20009 (por electroporación), que se había transformado previamente con el plásmido 
pPIR-A. A continuación, se cultivaron las bacterias VNP20009 en medio sólido como sigue: 40 horas a 30 ºC con 30 
ampicilina y cloramfenicol, 5 horas a 30 ºC con cloramfenicol, 17 horas a 42 ºC con cloramfenicol y 7 horas a 37 ºC con 
cloramfenicol, para la selección de clones que han adquirido la resistencia antibiótica cromosómica. Entre los 
transformantes resistentes a cloramfenicol, se seleccionaron 5 grandes colonias de bacterias, se transfirieron a medio 
sólido con cloramfenicol y se cultivaron durante 20 horas adicionales a 37 ºC. A continuación, se sometieron a prueba 
los clones seleccionados para determinar la integración del plásmido en el cromosoma, esto es, si se insertó el 35 
plásmido en el gen ushA. Se consiguió la PCR con un par de cebadores complementarios a las secuencias que 
flanquean el sitio de inserción y a la secuencia del plásmido y PsifB-sipB (Fig 5, tabla 1), con las siguientes 
condiciones: 94 ºC 90 s, 94 ºC 45 s, 58 ºC 30 s, 72 ºC durante 2 min 30 s, 28 ciclos. 

En consecuencia, en la figura 6 se muestra un diagrama de secuencia genómica generado por recombinación entre el 
gen ushA y la región de homología 5'-ushA del plásmido. También se indica la posición de los cebadores usados para 40 
el análisis de clones resistentes a cloramfenicol. 

Los cebadores usados en el experimento se enumeran en la tabla 1: 

Tabla 1. Secuencias cebadoras usadas para el análisis de clones recombinantes y la masa de productos de PCR que 

confirman la integración del plásmido en el genoma dentro de la secuencia del gen ushA. 

 45 

SECUENCIA CEBADORA (5' - 3') 
PRODUCTO - 
NATURAL 

PRODUCTO DESPUÉS DE 
LA DESINTEGRACIÓN 

FushA 

GGGGTACCCCGCGATGTTGGAGATAGTAGG 
RushA 

GGGGTACCCCTACAGCCAGCTCACCTCA 

1825 pb 
8366 pb 
4366 pb (después de la 
retirada del gen de resistencia) 

A GCGACTGGATCATATCGT 
B CGCCTCACTATGCTCATG 

— 2350 pb 
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C CTGAACGGTCTGGTTATAGG 
D CTGGATATTGAACTGGCG 

— 
2411 pb 
— (después de la retirada del 
gen de resistencia) 

A GCGACTGGATCATATCGT  
D CTGGATATTGAACTGGCG 

2168 pb 
8709 pb 
4709 pb (después de la 
retirada del gen de resistencia) 

E CCCAAGCTTGGGCCTTAGCCATTCTGACTG 
D CTGGATATTGAACTGGCG 

— 
5140 pb 
1526 pb (después de la 
retirada del gen de resistencia) 

A GCGACTGGATCATATCGT 
F GCAGGTCGACTCTAGAGGAT 

— 
4560 pb 
— (después de la retirada del 
gen de resistencia) 

A GCGACTGGATCATATCGT 
G CCCAAGCTTGGGCCTTAGCCATTCTGACTG 

— 3755 pb 

 

En el caso de la integración del plásmido en el gen ushA en PCR con los cebadores A y B, se obtuvo un producto de 

2350 pb y con los cebadores C y D - un producto de 2411 pb, mientras que la PCR estándar con los cebadores A y D 
no proporcionó ningún producto (Fig. 7). 

La figura 7 muestra una imagen electroforética de la separación de PCR en un gel de agarosa al 1 % en presencia de 5 
de bromuro de etidio. Se amplificó el ADN del clon mutado usando los siguientes cebadores: 1 - A y B (2350 pb) 2 - A 
y G (3755 pb) 3 - A y F (4560 pb) 4 - A y D, 5 – C y D (2411 pb). 

Se aisló el ARN total de bacterias VNP20009 naturales y un clon positivo para la integración, se cultivó en condiciones 
que indujeron la actividad promotora de PsifB. En una RT-PCR con cebador específico para la copia sipB introducida 
nuevamente en el genoma (complementario a la secuencia que incluye la secuencia de RBS sintética) realizada en un 10 
molde derivado del clon mutante, se obtuvo un producto con masa molecular correspondiente a 1222 pb (Fig. 8). 

La figura 8 muestra las imágenes obtenidas por separación electroforética de productos de RT-PCR en gel de agarosa 
al 1  % en presencia de bromuro de etidio. Se aisló ARN de las bacterias cultivadas en condiciones de inducción del 
promotor de PsifB. (A) Producto de amplificación de ADNc con cebadores específicos para PsifB-sipB (1222 pb): 1 - 
VNP20009, 2 - VNP20009 modificado; (B) producto de amplificación de ADNc con cebadores específicos para sipB 15 

(389 pb): 1 - VNP20009, 2 - VNP20009 modificado y producto de la amplificación de ADNc para ARNr 16S (350 pb).  

Ejemplo 6: Retirada del gen de resistencia a antibiótico del genoma de VNP20009 

Las manipulaciones genéticas mencionadas anteriormente requirieron la presencia de un gen de resistencia a 
antibiótico, lo que no es deseable en el material de vacuna final. Por lo tanto, se eliminó este gen en la siguiente fase. 
La escisión de ADN genómico en el sitio de restricción para la enzima l-Scel, que se había introducido en el genoma 20 
junto con la secuencia de plásmido, estimuló la recombinación con la participación de regiones vecinas de homología 
y selección de los clones, en donde se reparó la rotura de ADN. Los clones con integración confirmada del plásmido 
pSG76C-USS se transformaron posteriormente con el plásmido pSTKST (con secuencia ori termosensible pSClOl) 
que contiene un gen para meganucleasa l-Scel bajo el control del promotor tetraciclina. Se cultivaron los clones en 
medio sólido con kanamicina a 30 ºC. A continuación, se transfirieron colonias individuales en medio LB líquido con 25 
kanamicina (20 μg/ml) y se autoclavó con clortetraciclina (cTc, 30 μg/ml, induce la expresión de l-Scel inactivando el 
represor de tetraciclina) y se incubó durante 24 horas a 30 ºC. Se diluyó el cultivo 1:10

6
, se transfirió a medio sólido con 

kanamicina y cTc y se cultivó a 30 ºC durante 20 horas. Después, se sometieron a prueba los clones para la deleción 
del gen de resistencia para la recombinación planeada con un PCR usando el par de cebadores E y D - en este caso el 
producto obtenido tuvo 1526 pb (Fig. 9, carril 1). Se realizó la PCR usando los cebadores A y D y un programa como 30 
sigue: 94 ºC 2 min, 94 ºC 30 s, 58 ºC 30 s, 70 ºC 4 min, 10 ciclos; 94 ºC 30 s, 58 ºC 30 s, 70 ºC 4 min + 10 s/ciclo, 20 
ciclos. El producto resultante fue mayor de 4500 pb y correspondió a la longitud de la secuencia ushA con el casete 
PsifB-sipB integrado (Fig. 9, ruta 2). 

La figura 9 muestra la separación electroforética del producto de PCR secuencia cebadoras complementarias a 
secuencias que flanquean el gen ushA realizada en el ADN genómico de un clon obtenido con el procedimiento de 35 
integración de PsifB-sipB en el cromosoma VNP20009 . Se obtuvieron productos de amplificación con cebadores E y D 
(1526 pb) y con cebadores A y D (4709 pb). 

La integración del casete funcional PsifB-sipB en el cromosoma VNP20009 es una modificación genética tan 
significativa que da como resultado la obtención de una nueva cepa bacteriana. 

  40 
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Ejemplo 7: Prueba de la funcionalidad VNP/sipB (INT)  

Ejemplo 7A: Comparación de la capacidad invasiva de las bacterias VNP20009 y VNP/sipB 

Se sometió a prueba la invasividad de las cepas VNP20009 y VNP/sipB en células RAW264.7. No se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas en la invasividad entre cepas "naturales" y recombinantes de VNP. Se 
cultivó la línea celular de macrófago RAW264.7 en placas de 48 pocillos a la densidad de 2,5 x 10

4
 en medio DMEM 5 

con suero al 10 % durante 24 horas. Se infectaron las células con VNP20009 y VNP/sipB en 100 μl de medio 
OPTIMEM (Invitrogen) sin suero a MOI 5, se determinó midiendo la densidad óptica a 600 nm. Después de 1 hora de 
co-incubación de las células con bacterias (37 ºC, CO2 al 5 %), se añadieron otros 100 μl de suero suplementado con 
OPTIMEM y gentamicina (suero al 2 %, 100 μg/ml de gentamicina) y se incubó durante 3 horas (37 ºC, CO2 al 5 %) 
para eliminar las bacterias extracelulares. A continuación, se recogieron las células y se transfirieron a placas de 10 
LB/agar. Se evaluó el número de bacterias intracelulares vivas basándose en el número de células bacterianas 
presentes después de 24 horas de incubación y se refirió al número de células en el pocillo específico. 

Al mismo tiempo, se determinó el número de CFU por pocillo del inicio de la infección, basándose en la cantidad de 
colonias bacterianas después de 24 horas de cultivo en placas de LB/agar, obtenidas a partir de una suspensión 
bacteriana apropiadamente diluida usada para la infección. Se definió la invasividad de las bacterias como la fracción 15 
de bacterias intracelulares del número de bacterias usadas para la infección (Fig. 10). 

Ejemplo 7B: Efectos terapéuticos de VNP/sipB en un modelo tumoral de ratón 

Se realizó el experimento en el modelo de metástasis de pulmón de CT26CEA en ratones Balb/c. Se tiñeron los 
pulmones con tinta china. La figura 11 (fila superior) muestra pulmones de los ratones de control aislados el día 15 
después de la administración intravenosa de 5 x 10

5
 células CT26CEA. Las manchas blancas visibles sobre el fondo 20 

oscuro son pequeños focos tumorales y su número (> 300 por pulmón) y volumen evaluado aleatoriamente ilustran la 
eficacia de la metástasis. La fila inferior muestra pulmones tomados de ratones, a los que se les administraron 
bacterias VNP/sipB de Salmonella typhimurium por vía intranasal en la cantidad de 2 x 10

7
 CFU/ratón 48 horas 

después de la inyección de células cancerosas. Es esos pulmones, se encontró un promedio de <20 tumores/pulmón. 
En el grupo de ratones que se vacunaron con VNP/sipB, no se encontraron tumores detectables en el 50 % de los 25 
pulmones examinados. 

Ejemplo 7C: Comparación de los efectos terapéuticos de varias modificaciones de VNP20009 en un modelo 
tumoral de ratón 

Se realizó el experimento en el modelo de metástasis de pulmón de CT26CEA en ratones Balb/c. Se tiñeron los 
pulmones con tinta china. La figura 12 (fila superior) muestra pulmones de los ratones de control aislados el día 15 30 
después de la administración intravenosa de 5 x 10

5
 células CT26CEA. Las manchas blancas visibles sobre el fondo 

oscuro son pequeños focos tumorales y su número (> 300 por pulmón) y volumen evaluado aleatoriamente ilustran la 
eficacia de la metástasis. La fila inferior muestra pulmones tomados de ratones, a los que se les administraron varias 
modificaciones de bacterias Salmonella typhimurium por vía intranasal en la cantidad de 2 x 10

7
 CFU/ratón 96 horas 

después de la inyección de células cancerosas. En los pulmones de animales vacunados con VNP/sipB se encontró un 35 
promedio de 54 tumores/pulmón y el 50 % de los pulmones examinados no tuvieron tumores detectables; la media de 
los números de focos tumorales se muestra en la gráfica en la parte inferior de la figura. 

Ejemplo 7D: Comparación de los efectos terapéuticos de VNP20009 y VNP/sipB en un modelo tumoral de 
ratón de melanoma de B16F10 

Se realizó el experimento en el modelo de metástasis de pulmón de B16F10 en ratones C57B1/6 (Fig. 13). Se tiñeron 40 
los pulmones con ácido pícrico. La figura 13 (fila superior) muestra los pulmones de los ratones de control aislados el 
día 28 después de la administración intravenosa de 5 x 10

5
 células B16F10. Los tumores se muestran como puntos 

oscuros y su número y tamaño evaluado aleatoriamente ilustran la eficacia de la metástasis. Las filas media e inferior 
muestran pulmones aislados de ratones, a los que se les administraron bacterias VNP (fila media) o VNP/sipB (fila 
inferior) por vía intranasal en la cantidad de 2 x 10

7 
CFU/ratón 96 horas después de la inyección de células cancerosas. 45 

En estos pulmones, se encontraron menos de 2 tumores/pulmón en promedio. En el grupo de ratones que se 
vacunaron con VNP/sipB, no se encontraron tumores detectables en el 75 % de los pulmones examinados. 

Ejemplo 7E: Estimulación selectiva de la respuesta de tipo Th1 por VNP/sipB 

Como efecto de la vacunación de ratones Swiss (exogámicos) con las cepas de VNP20009 modificadas, se encuentra 
un sesgo en la respuesta inmunitaria hacia una respuesta de tipo Th1 en la mitad de los animales vacunados (Fig. 14). 50 
Aunque la administración en el tipo "natural" VNP20009 (panel superior) provocó todos los isotipos de anticuerpos 
analizados (IgG1, IgG2a e IgM), sólo se encontraron niveles altos de IgG2a y la ausencia casi completa de IgG1 en el 
suero de ratones vacunados con VNP/sipB (panel inferior). Es muy probable que el sesgo en el isotipo observado 
forme un enlace importante en la cadena de respuestas inmunitarias estimuladas por VNP/sipB, lo que da como 
resultado, entre otros, la inhibición del crecimiento (o eliminación) de tumores en los ratones vacunados. 55 
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Ejemplo 7F: Apoptosis de células MC38CEA infectadas con VNP/sipB 

Se analizó la inducción de apoptosis en células de adenocarcinoma MC38CEA infectadas con VNP20009 o VNP/sipB 
por citometría de flujo de células teñidas con anexina V. Se usaron bacterias transformadas con el plásmido pDsRed2 
que codifica RFP (proteína fluorescente roja) para la infección. 

Se sembraron células en una placa de 24 pocillos a 7,5·10
4
 por pocillo en DMEM que contenía FBS al 10 % y se cultivó 5 

a 37 ºC en CO2 al 5 %. Se llevó a cabo la infección con bacterias suspendidas en 200 μl de Opti-MEM a la multiplicidad 
de infección igual a 20 bacterias por célula. Se dejó que las bacterias invadieran las células durante 45 min a 37 ºC en 
CO2 al 5 %. A continuación, se añadieron 200 μl de Opti-MEM que contenía gentamicina para matar las bacterias 
extracelulares (la concentración final de gentamicina fue de 100 μg/ml). Se continuó la incubación durante 1,5 h (37 ºC, 
CO2 al 5 %). A continuación, se reemplazó el medio con 0,5 ml de Opti-MEM con 20 μg/ml de gentamicina. Después de 10 
20 h de incubación, se recogieron las células, se tiñeron con anexina V marcada con APC durante 15 min a 
temperatura ambiente y se analizó por citometría de flujo. La fig. 17 muestra el porcentaje de células unidas a anexina 
V encerradas en una población infectada con bacterias positivas para RFP. Había alrededor de un 10 % más de 
células MC38CEA positivas para anexina V después de la infección con VNP/sipB que con VNP20009. 

Ejemplo 8: Secuenciación del fragmento recombinante de ADN genómico de la cepa VNP20009 de Salmonella 15 
enterica s. Typhimurium 

Se analizaron las siguientes secuencias de ADN: el gen ushA con sus secuencias flanqueantes y toda la secuencia de 
la construcción PsifB-sipB integrada que en bacterias VNP/sipB está situada dentro del gen ushA (Fig. 15). La 
identidad de la secuencia de VNP/sipB con ADN de molde de una cepa modelo de Salmonella typhimurium, LT2, se 

confirmó usando el programa informático BLAST (NCBI). En el molde (hebra inferior de ADN) en la figura 15B, la 20 
localización de cada elemento de la construcción está indicado (promotor sifB, sipB ORF, sitio de integración de ushA) 
de acuerdo con la numeración de la cepa LT2 depositada en GenBank (NCBI). Hebra superior: marcada como 
"Consulta", muestra la secuencia obtenida de VNP/sipB. La secuencia PsifB en el genoma de Salmonella typhimurium 
LT2 está situada en la posición 1 691 578 - 1 692 147 pb. La secuencia sipB en el genoma de Salmonella typhimurium 
LT2 está situada en la posición de 3 029 114-3 030 895 pb. La secuencia ushA en el genoma de Salmonella 25 
typhimurium LT2 está situada en la posición 553 634 - 555 286 pb. 

Los oligonucleótidos usados para la secuenciación de ADN genómico se enumeran en la figura 16. La localización 
esquemática de los cebadores está indicada en la figura 15 dentro de las secuencias flanqueantes y la construcción 
integrada. 

Como resultado de la producción de una cepa apropiadamente modificada de Salmonella enterica s. Typhimurium, se 30 
produjo una vacuna terapéutica favorable, lo que es particularmente adecuada para su uso como vector de vacuna 
bacteriana antineoplásica. 

Bibliografía 

1. Hoiseth, S.K., y B.A. Stocker. 1981. Aromatic-dependent Salmonella typhimurium are non-virulent and effective 
as live vaccines. Nature 291:238-239. 35 

2. Dougan, C, S. Chatfield, D. Pickard, J. Bester, D. O'Callaghan, y D. Maskell. 1988. Construction and 
characterization of vaccine strains of Salmonella harboring mutations in two different aro genes. J Infect Dis 
158:1329-1335. 

3. Sydenham, M., G. Douce, F. Bowe, S. Ahmed, S. Chatfield, y G. Dougan. 2000. Salmonella enterica serovar 
typhimurium surA mutants are attenuated and effective live oral vaccines. Infect Immun 68:1109-1115. 40 

4. Chatfield, S.N., K. Strahan, D. Pickard, I.G. Charles, C.E. Hormaeche, y G. Dougan. 1992. Evaluation of 
Salmonella typhimurium strains harbouring defined mutations in htrA and aroA in the murine salmonellosis model. 
Microb Pathog 12:145-151. 

5. Coynault, C, V. Robbe-Saule, y F. Norel. 1996. Virulence and vaccine potential of Salmonella typhimurium 
mutants deficient in the expression of the RpoS (sigma S) regulon. Mol Microbiol 22:149-160. 45 

6. Dougan, G., C.E. Hormaeche, y D.J. Maskell. 1987. Live oral Salmonella vaccines: potential use of attenuated 
strains as earners of heterologous antigens to the immune system. Parasite Immunol 9:151-160. 

7. Gentschev, I., S. Spreng, H. Sieber, J. Ures, F. Mollet, A. Collioud, J. Pearman, M.E. Griot-Wenk, J. Fensterle, 
U.R. Rapp, W. Goebel, S.A. Rothen, y G. Dietrich. 2007. Vivotif--a 'magic shield' for protection against typhoid 
fever and delivery of heterologous antigens. Chemotherapy 53:177-180. 50 

8. Cheminay, C, y M. Hensel. 2008. Rational design of Salmonella recombinant vaccines. Int J Med Microbiol 
298:87-98. 

9. Bermudes, D., L.M. Zheng, y I.C. King. 2002. Live bacteria as anticancer agents and tumor-selective protein 

ES 2 430 861 T3

 



11 

delivery vectors. Curr Opin Drug Discov Devel 5:194-199. 

10. Pawelek, J.M., K.B. Low, y D. Bermudes. 1997. Tumor-targeted Salmonella as a novel anticancer vector. Cancer 
Res 57:4537-4544. 

11. Clairmont, C, K.C. Lee, J. Pike, M. Ittensohn, K.B. Low, J. Pawelek, D. Bermudes, S.M. Brecher, D. Margitich, J. 
Tumier, Z. Li, X. Luo, I. King, y L.M. Zheng. 2000. Biodistribution and genetic stability of the novel antitumor agent 5 
VNP20009, a genetically modified strain of Salmonella typhimurium. J Infect Dis 181:1996-2002. 

12. Toso, J.F., V.J. Gill, P. Hwu, F.M. Marincola, N.P. Restifo, D.J. Schwartzentruber, R.M. Sherry, S.L. Topalian, J.C. 
Yang, F. Stock, L.J. Freezer, K.E. Morton, C. Seipp, L. Haworth, S. Mavroukakis, D. White, S. MacDonald, J. Mao, 
M. Sznol, y S.A. Rosenberg. 2002. Phase I study of the intravenous administration of attenuated Salmonella 
typhimurium to patients with metastatic melanoma. J Clin Oncol 20:142-152. 10 

13. Bereta, M., A. Hayhurst, M. Gajda, P. Chorobik, M. Targosz, J. Marcinkiewicz, y H.L. Kaufman. 2007. Improving 
tumor targeting and therapeutic potential of Salmonella VNP20009 by displaying cell surface CEA-specific 
antibodies. Vaccine 25:4183-4192. 

14. Cossart, P., y P.J. Sansonetti. 2004. Bacterial invasion: the paradigms of enteroinvasive pathogens. Science 
304:242-248. 15 

15. Hersh, D., D.M. Monack, M.R. Smith, N. Ghori, S. Falkow, y A. Zychlinsky. 1999. The Salmonella invasin SipB 
induces macrophage apoptosis by binding to caspase-1. Proc Natl Acad Sci U S A 96:2396-2401. 

16. Freeman, J.A., M.E. Ohl, y S.I. Miller. 2003. The Salmonella enterica serovar typhimurium translocated effectors 
SseJ and SifB are targeted to the Salmonella-containing vacuole. Infect Immun 71:418-427. 

17. Posfai, G., V. Kolisnychenko, Z. Bereczki, y F.R. Blattner. 1999. Markerless gene replacement in Escherichia coli 20 
stimulated by a double-strand break in the chromosome. Nucleic Acids Res 27:4409-4415. 

18. Burns, D.M., y I.R. Beacham. 1986. Identification and sequence analysis of a silent gene (ushAO) in Salmonella 
typhimurium. J Mol Biol 192:163-175. 

19. Innes, D., I.R. Beacham, C.A. Beven, M. Douglas, M.W. Laird, J.C. Joly, y D.M. Bums. 2001. The cryptic ushA 
gene (ushA(c)) in natural isolates of Salmonella enterica (serotype Typhimurium) has been inactivated by a single 25 
missense mutation. Microbiology 147:1887-1896. 

LISTADO DE SECUENCIAS 

<110>  Uniwersytet Jagielloriski 
 Bereta, Michal 
 Chorobik, Paulina 30 

<120> Nueva cepa de Salmonella enterica s. Typhimurium, su uso y un procedimiento para obtener un vector de 
vacuna terapéutico 

<130> PZ/643/RW/PCT 

<150> PL387319 

<151> 2009-02-23 35 

<160> 21 

<170> Patentln versión 3.3 

<210> 1 

<211> 2414 

<212> ADN 40 

<213> artificial 

<220> 

<223> Secuencia codificante del casete PsifB-sipB 

<400> 1 

ES 2 430 861 T3

 



12 

 

 

 

ES 2 430 861 T3

 



13 

<210> 2 

<211> 4352 

<212> ADN 

<213> artificial 

<220> 5 

<223> Secuencia de la construcción ushA-5'-PsifB-sipB-ushA-3' 

<400> 2 

 

ES 2 430 861 T3

 



14 
 

ES 2 430 861 T3

 



15 

 

<210> 3 

<211> 42 

<212> ADN 

<213> artificial 5 

<220> 

<223> Cebador del gen SipB 

<400> 3 

aactgcagaa ccaatgcatt ggtttctccc tttattttgg ca 42 

<210> 4 10 

<211> 30 

<212> ADN 

<213> artificial 

<220> 

<223> Cebador inverso del gen SipB 15 

<400> 4 

gcgatgccga ttacgatgaa gccctagggc 30 

<210> 5 

<211> 30 

<212> ADN 20 

<213> artificial 

<220> 

ES 2 430 861 T3

 



16 
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REIVINDICACIONES 

1. Una cepa de Samonella enterica serovariedad Typhimurium VNP/sipB depositada en la Polish Collection of 

Microorganisms con el n.º de referencia B/00024. 

2. Aplicación de la cepa Samonella enterica serovariedad Typhimurium VNP/sipB depositada en la Polish Collection 
of Microorganisms con el n.º de referencia B/00024 para obtener una vacuna, en especial una vacuna 5 
antineoplásica. 

3. Procedimiento de obtención de un vector de vacuna terapéutica, caracterizado porque se introduce una 
modificación genética en la cepa de vector de Salmonella enterica serovariedad Typhimurium VNP20009 
específica para células cancerosas, lo que da como resultado la sobreexpresión retardada de un gen que codifica 
una proteína responsable de la capacidad invasiva de esta cepa, en el que se obtiene un casete de expresión, 10 
que contiene el sipB bajo el control del promotor PsifB que controla su sobreexpresión retardada, y después se 
integra el casete dentro del cromosoma bacteriano. 

4. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 3, caracterizado porque el casete de expresión integrado en el 
cromosoma bacteriano es el casete PsifB-sipB de acuerdo con SEQ ID 1 o el casete ushA-5'-PsifB-sipB-ushA-3’ 
de acuerdo con SEQ ID 2. 15 

5. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 4, caracterizado porque el procedimiento incluye una etapa 
final adicional de retirada de un gen para determinar la resistencia antibiótica del genoma bacteriano. 
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