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DESCRIPCION

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

La presente invencion se refiere al campo de farmacia, en particular la preparacién de vacunas, en especial de
vacunas terapéuticas bacterianas antineoplasicas.

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

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

Por medio de la atenuacion de la cepa natural Salmonella typhi, se cred una nueva Ty21ay se usoé para la vacunacion
contra la fiebre tifoidea. La atenuacion de esta cepa se ha logrado por medio de varias mutaciones inducidas por
mutagenos quimicos. Esto ha dado como resultado una cepa que es sensible a la galactosa (una mutacion en el gen
galE), auxotréfica para isoleucina y valina (mutaciones en genes UvD), tiene una resistencia al estrés reducida (una
mutacion en rpoS), y ademas no puede producir el polisacérico 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).

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 atenuacién adicional de esta cepa por la delecién
del gen htrA, que codifica una serina proteasa esencial para la supervivencia bacteriana en macrofagos, 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 transcripcion RfaH
evitan eficazmente la salmonelosis cuando se usan para vacunar ratones. La carencia de RfaH afecta a la expresion
de genes implicados en la sintesis del ndcleo de lipopolisacarido y O-antigeno. 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
administracion, se actividad se puede basar en la capacidad de las bacterias atenuadas para estimular una respuesta
inmunitaria humoral (produccidn de anticuerpos neutralizantes). La generacion 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 vacunacién
preparado para su uso como vacuna preventiva. Sin embargo, la relativa facilidad de atenuacién no siempre coincide
con la retencion de la inmunogenicidad original (eficaz).

Un vector de vacuna terapéutico debe estar altamente atenuado y ser posiblemente poco inmunogénico para
proporcionar eficacia de administracion repetida en un paciente. En el caso de antigenos (epitopos) 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 especifico de respuesta inmunitaria, esto
es de inducir una respuesta humoral (Th2) o celular (Th1) segin sea necesario.

La cepa VNP20009 se desarroll6 como un vector de vacuna cuyo cometido era el de enviar precursores de farmaco
citostatico no téxicos (profarmacos) 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 acumulacion preferente de VNP20009 sin tumores en ratones
(11). También se descubrié que VNP20009 tiene un efecto inhibidor sobre el desarrollo tumoral. Estudios clinicos en
fase | no han confirmado los efectos en mamiferos pequefios. Hasta el momento, no existen estudios sobre la
inmunogenicidad de VNP20009 en ratones ni en seres humanos (12).

La expresién en superficie del fragmento variable de un anticuerpo especifico de CEA (T84,66) mejoré la capacidad de
acumulacion selectiva de las bacterias en tumores malignos (13). Sin embargo, la tensiéon provocada por la
sobreexpresion de la proteina de fusion OmpA-scFv (especifica de CEA) redujo sustancialmente (100 veces) la
invasividad de VNP20009 transformado (designado VNP/scFv). A pesar de la reduccién en la invasividad, se observo
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 reduccion en la eficacia de VNP/scFv probablemente es la inestabilidad genética de la cepa lo que
implica la pérdida del plasmido (y por tanto la pérdida de capacidad para expresar OmpA-scFv) en ausencia de presiéon
de seleccidn de antibidtico. La reversion a VNP20009 natural en el paciente no promoveria la direcciéon 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 caracteristicas invasoras de las bacterias, lo que
esta 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
cuestion particularmente importante es el impacto de los efectos relacionados con la atenuacién sobre la resistencia y
el tipo de respuesta inmunitaria dependiente del tipo de microorganismo.

El propésito de la presente invencién es el de proporcionar un vector de vacuna eficaz, en particular eficaz para el
tratamiento de cancer.

Por lo tanto, el objetivo de la presente invencion 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 administracion de material
terapéutico de células objetivo, en particular células cancerosas, células infectadas con un virus, etc., con
inmunogenicidad que resulta de la localizacion intracelular fisiolégica de las bacterias. El objetivo de la presente
invencién es una cepa de Salmonella enterica serovariedad Typhimurium VNP20009 depositada en la Polish
Collection of Microorganisms con el n.° de referencia B/00024. Otro objetivo de la presente invencién es el uso de la
cepa de Salmonella enterica serovariedad Typhimurium VNP20009 depositada en el Polish Collection of
Microorganisms con el n.° de referencia B/00024 para producir una vacuna, en especial una vacuna antineoplasica.

Otro objetivo de la presente invencién es un procedimiento de obtencién de un vector de vacuna terapéutica,
caracterizado porque se introduce una modificacion genética en la cepa de vector Salmonella enterica serovariedad
Typhimurium VNP20009 especifica para células cancerosas, lo que da como resultado una sobreexpresion retardada
de un gen que codifica una proteina responsable de las caracteristicas invasivas de esta cepa, en el que se obtiene un
casete de expresion, que contiene el gen sipB bajo el control del promotor PsifB que controla su sobreexpresion
retardada, y después se integra el casete dentro del cromosoma bacteriano.

Preferentemente, se integra el casete de expresion 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 realizacion preferente de la presente invencion, el procedimiento incluye una etapa final adicional de retirada
de un gen para determinar la resistencia antibiética del genoma bacteriano.

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

La figura 1A muestra la separacién 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 genomico de una cepa de
referencia, S. typhimurium SL5319;

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 construccién PsifB-GFP;

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

La figura 2B muestra una imagen microscoépica de la linea celular de macrofago RAW?264,7 infectada con VNP20009
transformada con el plasmido pBR322-PsifB-GFP;

La figura 2C muestra los resultados del andlisis citofluorimétrico de cultivos bacterianos. VNP20009/PsifB-sipB-GFP:
induccion de la expresion de la proteina de fusion SipB-GFP (panel derecho), bacterias GFP-negativas (panel
izquierdo);

La figura 3 muestra un diagrama de la integracion del plasmido en el genoma y el intercambio del fragmento de ADN,
estimulado por la escisién de ambas hebras de ADN;

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

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

La figura 6 muestra un diagrama de la secuencia genémica generada por medio de la recombinacién del gen ushA con
una region homologa 5'-ushA del plasmido. Las secuencias cebadoras usadas para el andlisis de clones resistentes a
cloramfenicol se indicaron en la figura;

La figura 7 muestra la separacion electroforética de productos de RT-PCR en gel de agarosa al 1 % en presencia de
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bromuro de etidio: Se amplificé el ADN del clon mutado con los siguientes cebadores: 1 - Ay B (2350 pb) 2 - Ay G
(3755 pb) 3-AyF (4560 pb)4-AyD,5-CyD (2411 pb); M - patrén de masa;

La figura 8 muestra las imagenes obtenidas por separacion 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 amplificacién de ADNc con cebadores especificos para PsifB-sipB
(1222 pb): 1 - VNP20009, 2 - VNP20009 modificado, M - patrén de masa;

- en lafigura 8B la imagen del producto de amplificacion de ADNc con cebadores especificos para sipB (389 pb; en el
panel superior): 1 - VNP20009, 2 - VNP20009 modificado; producto de amplificacién de ADNc de ARNr 16S (350 pb;
en el panel inferior); M - patrén de masa;

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

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

La figura 11 muestra los resultados de un experimento realizado en un modelo de metastasis de pulmén CT26CEA en
ratones Balb/c. La fila superior muestra los pulmones de los ratones de control aislados el dia 15 después de la
administracion intravenosa de 5 x 10° células CT26CEA. Las manchas blancas visibles en el fondo oscuro son
pequefios focos tumorales. La fila inferior muestra pulmones explantados de ratones, a los que se les administraron
bacterias VNP/sipB de Salmonella typhimurium por via intranasal en la cantidad de 2 x 10’ CFU/ratén 48 horas
después de la inyeccién de células cancerosas;

La figura 12 presenta el resultado de un experimento realizado sobre el modelo de metastasis de pulmén CT26CEA en
ratones Balb/c. La fila superior muestra los pulmones de los ratones de control aislados el dia 15 después de la
administracion intravenosa de 5 x 10° células CT26CEA. Las manchas blancas visibles en el fondo oscuro son
pequefios focos tumorales. La fila inferior muestra pulmones tomados de ratones, a Ios que se les administraron varias
modificaciones de Salmonella typhimurium por via intranasal en la cantidad de 2x10” CFU/ratén 96 horas después de
la inyeccién de células cancerosas; la media de los nimeros de focos tumorales en los pulmones se muestran en la
grafica en la parte inferior de la figura.

La figura 13 muestra los resultados de un experimento realizado en un modelo de metéstasis de pulmoén B16F10 en
ratones C57B1/6. La fila superior muestra los pulmones de los ratones de control aislados el dia 28 después de la
administracion intravenosa de 5 x 10° 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 medla)
o VNP/sipB (fila inferior) por via intranasal en la cantidad de 2 x 10’ CFU/ratén 96 horas después de la inyeccion de
células cancerosas;

La figura 14 muestra el efecto del sesgo de isotipo de anticuerpo provocado por la estimulacion selectiva de una
respuesta inmunitaria de tipo Thl por VNP/sipB. Los resultados se produjeron por la vacunaciéon de ratones Swiss
(exogamicos) 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 secuenciacion de ADN realizada en un fragmento genémico de ADN
recombinante de la cepa modificada de Salmonella enterica s. Typhimurium VNP20009;

La figura 15A muestra una secuencia de ADN, que incluye secuencias flanqueantes del gen ushA y una secuencia
completa de la construccién PsifB-sipB integrada que en las bacterias VNP/sipB esta 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 localizacion de
cada elemento de la construccion esta indicada (promotor sifB, sipB ORF, sitio de integracion de ushA) de acuerdo con
la numeracion 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 secuenciacion de ADN gendmico. Una localizacién
esquematica de los cebadores esté indicada en la figura 15 dentro de las secuencias flanqueantes y la construccion
integrada.

La figura 17 muestra la apoptosis células MC38CEA infectadas con VNP20009- o VNP/sipB, medida como un
porcentaje de célula con union a anexina V. Las bacterias usadas para la infeccion expresaban RFP. Se analiz6 la
fluorescencia de anexina V-APC en una poblacién positiva para RFP de células MC38CEA.

En la presente invencion, se obtuvo el vector VNP/sipB con una retencion total de la capacidad invasiva (fig. 10).
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El vector de vacuna preparada utiliz6 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 adhesién de bacterias a una célula huésped provoca la activacion de genes del
sistema de secrecion de tipo Il (TTSS) agrupados en la "isla 1 de patogenicidad de Salmonella” (SPI-1). Los productos
de esos genes, incluyendo la proteina SipB, permiten que las bacterias penetren en la célula (15). La expresién de otro
conjunto de genes se activa dentro de la célula huésped. Esos genes estan situados dentro de SPI-2 y sus productos
facilitan la proliferacion de las bacterias dentro del citoplasma. La expresion de genes SPI-2 esta regulada por la
interaccion de factores endoplasmicos con los promotores SPI-2. El promotor del gen sifB es uno de esos promotores
(16).

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

Se asumié que la sobreexpresion retardada (usando el promotor del gen sifB) de SipB (PsifB-sipB) dara como
resultado la eliminacion intracelular de bacterias infecciosas con apoptosis/necrosis simultanea de las células
infectadas. Mientras tanto, la infeccion formara una sefial fuerte para la migracion de leucocitos al sitio de la infeccion,
pero no dara como resultado la infeccion de la poblacion de células inmunitarias recién emigradas.

El resultado producido por un vector de vacuna de este tipo sera la erradicacion de tumores por medio de la accion
concertada de las bacterias y el sistema inmunitario.

La presente invencion se ilustra por los siguientes modos de realizacion:
Ejemplo 1: Clonacion del gen sipB

Se obtuvo la secuencia del gen SipB (1782 pb) (fig. 1 A) del ADN gendmico 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 restriccion Pstll BamHI.

Se cloné ADNCc para sipB en el casete de expresion del plasmido pQE30 para obtener una secuencia que codifica la
proteina de fusion RGS-6His-SipB. Se confirmé la exactitud de la secuencia sipB por secuenciacion de ambas hebras
de ADNCc sipB.

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

Los resultados del andlisis de bandas western mostré que la expresiéon de SipB con un promotor inducible era toxica
para bacterias, como se indujo en la cepa M15 de E. coli (que contenia el plasmido pREP-4 con el gen lacl codificando
la proteina de expresién). Se indujo la expresion de la proteina con IPTG 0,5 mM en M15 de E. coli crecido en medio
TB a 25 °C hasta una densidad 6ptica de OD600~1,0. Se preparé el lisado bacteriano a partir de 120 ml de cultivo
después de una induccion de 2,5 horas y se purificé en una resina de cromatografia IMAC, TALON BD. Se separaron
las fracciones recogidas con SDS-PAGE en gel al 10 % y se sometieron a sonda las bandas con anticuerpos
a-RGS-6His (Qiagen).

El peso molecular del producto obtenido correspondia a la masa de la proteina SipB (62 kDa).
Ejemplo 2: Aislamiento del promotor del gen sifB y construccién del gen sipB controlada por PsifB

Se obtuvo la secuencia codificante de la region promotora del gen sifB a través de PCR en ADN gendmico de
Salmonella typhimurium VNP20009, usando los siguientes cebadores: "directo"”
CCCAAGCTTGGGCCTTAGCCATTCTGACTG con un sitio de restriccion Hindlu e  "inverso"
GAAGATCTTCACTTCATTACTGGAATAGGTGGT con un sitio de restriccién Bglll. Al mismo tiempo, se obtuvo una
secuencia que codifica GFP a partir del plasmido pGFPuv (Clontech) usando PCR y los siguientes cebadores: "directo"
GAAGATCTTCTCACACAGGAAACAGCTATGAC con un sitio de restriccion Bgll e  "inverso"
GAAGATCTTCGCGCTCAGTTGGAATTCA, también con un sitio de restriccién Bglll. Se clonaron los productos de
PCR en el plasmido pGEM-TEasy (Promega) y se propago en DH5a de Escherichia coli. Después de la confirmacion
de la identidad de secuencia con una secuencia obtenida de la base de datos GenBank, se cloné el gen gfp en el sitio
de restriccion Bglll del plasmido pGEM-TEasy-PsifB, que se habia obtenido previamente del plasmido
pGEM-TEasy-gfp. Se confirmé la induccion intracelular del promotor PsifB in vitro por infeccion de la linea celular de
macréfago RAW?264.7 con bacterias VNP20009 que contenian el plasmido pGEM-TEasy-PsifB-gfp, con la secuencia
gfp clonada en orientacion directa o inversa con relacion al promotor. Se obtuvo la secuencia codificante de sipB con
las secuencias RBS y 6His a partir del plasmido pQE-sipB usando PCR vy los siguientes cebadores:
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directo GGAAGATCTTCCAGAGGAGAAATTAACTATGAGA,
inverso GAAGATCTTCGGAGTCCAAGCTCAGCTA
(ambos cebadores con un sitio de restriccion Bglll).

Se clono el producto de PCR en el plasmido pGEM-TEasy-PsifB en el sitio Bglll. Se escindio6 el casete PsifB-sipB del
plasmido pGEM-TEasy-PsifB-sipB con la restrictasa Nod y después de rellenar los extremos cohesivos, se clon6 en un
plasmido pBR322 de numero de copias bajo (en el sitio de clonacién EcoRV-Nrul) y en el plasmido
pMoPac2-Ipp-ompA-scFv.

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

La figura 2A muestra una imagen electroforética de la separacién del producto de PCR en gel de agarosa al 1,2 % en
presencia de de bromuro de etidio. Se obtuvo la secuencia codificante de la regién promotora del gen (603 pb) usando
PCR del ADN genémico de Salmonella typhimurium. Se confirmé 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 proteina de fusion transcripcional PsifB-GFP (secuencia gfp
amplificada del pldsmido pGFPuv (Clontech) usando PCR). Al mismo tiempo, se obtuvo la secuencia
RBS-RGS-6His-sipB del pldsmido pQE30-sipB por medio de PCR. La figura 2B muestra una imagen microscopica
obtenida de la linea celular de macréfago RAW?264.7 infectada con VNP20009 transformada con el plasmido
pBR322-PsifB-gfp. La induccion del promotor PsifB en bacterias intracelulares se evaludé microscopicamente.
VNP20009 transformado con el plasmido con nimero de copias bajo (pBR322) o plasmido con namero de copias alto
(pGEM-TEasy), incluyendo ambos el casete PsifB-gfp, no demostrd ninguna expresion de GFP microscépicamente
detectable cuando crecié en medio TB.

La figura 2C presenta los resultados del analisis citofluorimétrico realizado en el cultivo bacteriano.
VNP20009/PsifB-sipB-gfp (pero no DH5a/PsifB-sipB-gfp E. coli), cultivado durante 12 horas a 30 °C con agitacion (180
rpm) en medio de cultivo de células eucariotas OPTIMEM (Invitrogen), mostré la expresion inducida de la proteina de
fusién SipB-GFP (panel derecho). Las mismas bacterias cultivadas en TB eran negativas para GFP (panel izquierdo).

El uso de construcciones de plasmido esté limitada in vivo debido a la pérdida frecuente de plasmidos de las bacterias
en ausencia de presion de seleccion (antibioticos). Hasta ahora la estabilidad genética es una de las caracteristicas
fundamentales de las bacterias que permite su uso como material de vacuna. Un procedimiento de obtencién de cepas
bacterianas genéticamente estables es la integracién de casetes funcionales (promotor-gen) en el cromosoma
bacteriano.

Ejemplo 3: Integracion del casete de expresion PsifB-sipB en el cromosoma VNP20009

Para obtener una cepa atenuada, genéticamente estable, de Salmonella typhimurium con la sobreexpresion de la
proteina SipB enddgena inducida dentro de una célula infectada, se integré el casete de expresion PsifB-sipB en el
genoma de VNP20009. Se realiz6 la integracion por el procedimiento de recombinacion homéloga, basado en la
recombinacion natural y el sistema de reparacion de las bacterias (actividad de proteina Rec-A) y usando un plasmido
condicionalmente replicante como vector para administrar un alelo mutante en el ADN gendmico (17). A una
temperatura que no permita la multiplicacién del plasmido, los clones que integraron el plasmido (como resultado de la
recombinacién con copias naturales y mutantes del gen) y que adquirieron resistencia cromosdmica se seleccionan en
presencia de un antibiético. En esta fase, se duplican en el genoma regiones homdlogas del gen modificado. En la
siguiente fase, se produce un intercambio entre las secuencias duplicadas, estimuladas por la escisidn de secuencias
de ADN dentro de la secuencia del plasmido presente en el genoma. Es resultado es un retorno al alelo natural o el
reemplazo en la forma mutada, con escision simultanea del gen con resistencia al antibiotico. En la figura 3 se muestra
un diagrama de intercambio génico por recombinacion de segmentos homadlogos estimulados por escision de ADN.

Se eligi6 la region del gen ushA (STM0494) como el sitio objetivo para la integracion, ya que tiene una alta homologia
con el gen ushA de Escherichia coli, pero muy baja expresion y baja actividad de la enzima codificada en Salmonella
typhimurium (UDP-glucosa hidrolasa con una mutacion puntual, "gen silencioso"). ElI gen ushA se ha inactivado en
cepas de S. typhimurium y su homologo funcional activo es ushB. Las secuencias de ADN de estos genes no muestran
una homologia 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 introduccion de
copias adicionales de esas secuencias, que pueden ser un sustrato para recombinacion homogénea.

Para la integracion se us6 un plasmido condicionalmente replicante, pSG76-C. Se clond la secuencia PsifB-sipB en el
plasmido, se flanque6 con regiones de homologia, es decir, segmentos de secuencia idénticos a la secuencia objetivo
de integracion dentro del cromosoma bacteriano (5'-ushA y 3'-ushA); gen de resistencia a cloramfenicol para la
seleccion de clones, en donde se produjo el entrecruzamiento; ori R6Ky y un sitio de restriccion extremadamente raro
para endonucleasa 1-Scel (Fig. 4).

La replicacion del plasmido pSG76-C requiere la proteina I, suministrada con un plasmido auxiliar pPIR-A (con ori
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pSCIOI termosensible). El plasmido pSG76C-ushA-PsifB-sipB se puede construir en el genoma por un Unico
entrecruzamiento que implica una regiéon de homologia y la correspondiente regién cromosémica. A una temperatura
gue previene la replicacion del plasmido pPIR-A (37-42 °C), y por tanto también el plasmido pSG76C, en presencia del
antibiético, hay una seleccién de clones con la secuencia de plasmido integrada en el genoma. En esta fase, las
regiones flanqueantes de homologia se duplican en el genoma. A continuacion, se induce la expresion de 1-Scel
meganucleasa a partir del plasmido auxiliar pSTKST. La escision de ambas hebras de ADN dentro de la secuencia del
plasmido integrada estimula la recombinacion intramolecular dependiente de Rec-A (reemplazo de gen estimulado por
rotura bicatenaria) - se produce una reparacion de la rotura del ADN, con el uso de regiones flanqueantes adyacentes
de homologia. Se podria producir un entrecruzamiento individual con la participaciéon de las regiones de 5'-ushA o
3'-ushA. En el primer caso, la regidn de integracion vuelve a la forma natural (restitucion de la integridad de secuencia
del gen ushA); en el segundo caso, se produce un reordenamiento productivo, con retirada simultdnea del gen de
resistencia al antibiotico. Como resultado se obtiene una cepa bacteriana modificada, sin ningdn marcador de
seleccién en forma de gen de resistencia a antibiotico o cualquier otra secuencia exdgena.

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

Se obtuvo ADN complementario para ushA a partir del ADN gendémico de VNP20009 usando PCR vy los siguientes
cebadores:

directo FushA GGGGTACCCCGCGATGTTGGAGATAGTAGG,
inverso RushA GGGGTACCCCTACAGCCAGCTCACCTCA,

conteniendo ambos un sitio de restriccion para la enzima Kpnl. Se cloné el producto de PCR (1825 pb) en el plasmido
pGEM-TEasy (Promega) y se propagd en DH5a de Escherichia coli. Tras la confirmacion de la identidad de secuencia
con una secuencia obtenida de la base de datos de GenBank, se clond la secuencia PsifB-sipB (obtenida de
pGEM-TEasy-PsifB-sipB) en el sitio de restriccion Hpal, situado dentro de ushA. La orientacion de la secuencia
PsifB-sipB era la inversa de la orientacion del gen ushA.

Por lo tanto, en la construccion 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 continuacion, se cort6 el casete ushA-5'-PsifBsipB-ushA-3'
con la enzima Kpnl y se clon6 en pSG76-C en el sitio Kpnl, proporcionando pSG76C-USS (Fig. 5).

Ejemplo 5: Integracion del plasmido pSG76C-USS en el cromosoma VNP20009

Se amplifico el plasmido en DH5a.pir de Escherichia coli (con codificando la copia genémica del gen pir, la proteina 1)
y se transformo en la cepa VNP20009 (por electroporacion), que se habia transformado previamente con el plasmido
pPIR-A. A continuacién, se cultivaron las bacterias VNP20009 en medio sélido como sigue: 40 horas a 30 °C con
ampicilina y cloramfenicol, 5 horas a 30 °C con cloramfenicol, 17 horas a 42 °C con cloramfenicol y 7 horas a 37 °C con
cloramfenicol, para la seleccion de clones que han adquirido la resistencia antibitica cromosémica. Entre los
transformantes resistentes a cloramfenicol, se seleccionaron 5 grandes colonias de bacterias, se transfirieron a medio
sélido con cloramfenicol y se cultivaron durante 20 horas adicionales a 37 °C. A continuacion, se sometieron a prueba
los clones seleccionados para determinar la integracion del plasmido en el cromosoma, esto es, si se inserto el
plasmido en el gen ushA. Se consiguio la PCR con un par de cebadores complementarios a las secuencias que
flanquean el sitio de insercion y a la secuencia del plasmido y PsifB-sipB (Fig 5, tabla 1), con las siguientes
condiciones: 94 °C 90 s, 94 °C 45 s, 58 °C 30 s, 72 °C durante 2 min 30 s, 28 ciclos.

En consecuencia, en la figura 6 se muestra un diagrama de secuencia genémica generado por recombinacién entre el
gen ushAy la regién de homologia 5'-ushA del plasmido. También se indica la posicién de los cebadores usados para
el andlisis de clones resistentes a cloramfenicol.

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

Tabla 1. Secuencias cebadoras usadas para el andlisis de clones recombinantes y la masa de productos de PCR que
confirman la integracién del plasmido en el genoma dentro de la secuencia del gen ushA.

. PRODUCTO - PRODUCTO DESPUES DE
SECUENCIA CEBADORA (5'- 3) NATURAL LA DESINTEGRACION
FushA 8366 ob
GGGGTACCCCGCGATGTTGGAGATAGTAGG P .
RushA 1825 pb 4366 pb (después de la

GGGGTACCCCTACAGCCAGCTCACCTCA retirada del gen de resistencia)

A GCGACTGGATCATATCGT

B CGCCTCACTATGCTCATG - 2350 pb
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2411 pb
— — (después de la retirada del
gen de resistencia)

C CTGAACGGTCTGGTTATAGG
D CTGGATATTGAACTGGCG

8709 pb

A GCGACTGGATCATATCGT .

D CTGGATATTGAACTGGCG 2168 pb 4709 pb (despuésdela
retirada del gen de resistencia)
5140 pb

E CCCAAGCTTGGGCCTTAGCCATTCTGACTG

D CTGGATATTGAACTGGCG — 1526 pb (después de la

retirada del gen de resistencia)

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

A GCGACTGGATCATATCGT
F GCAGGTCGACTCTAGAGGAT

A GCGACTGGATCATATCGT

G CCCAAGCTTGGGCCTTAGCCATTCTGACTG 3755 pb

En el caso de la integracion del pldsmido 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 estandar con los cebadores Ay D
no proporciond ningun producto (Fig. 7).

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

Se aisl6 el ARN total de bacterias VNP20009 naturales y un clon positivo para la integracion, se cultivé en condiciones
que indujeron la actividad promotora de PsifB. En una RT-PCR con cebador especifico para la copia sipB introducida
nuevamente en el genoma (complementario a la secuencia que incluye la secuencia de RBS sintética) realizada en un
molde derivado del clon mutante, se obtuvo un producto con masa molecular correspondiente a 1222 pb (Fig. 8).

La figura 8 muestra las imagenes obtenidas por separacion electroforética de productos de RT-PCR en gel de agarosa
al1 % en presencia de bromuro de etidio. Se aisl6 ARN de las bacterias cultivadas en condiciones de induccion del
promotor de PsifB. (A) Producto de amplificacion de ADNc con cebadores especificos para PsifB-sipB (1222 pb): 1 -
VNP20009, 2 - VNP20009 modificado; (B) producto de amplificacion de ADNc con cebadores especificos para sipB
(389 pb): 1 - VNP20009, 2 - VNP20009 modificado y producto de la amplificacién de ADNc para ARNr 16S (350 pb).

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

Las manipulaciones genéticas mencionadas anteriormente requirieron la presencia de un gen de resistencia a
antibidtico, lo que no es deseable en el material de vacuna final. Por lo tanto, se eliminé este gen en la siguiente fase.
La escision de ADN gendmico en el sitio de restriccion para la enzima I-Scel, que se habia introducido en el genoma
junto con la secuencia de plasmido, estimulé la recombinacién con la participacion de regiones vecinas de homologia
y seleccion de los clones, en donde se reparo la rotura de ADN. Los clones con integracion confirmada del plasmido
pSG76C-USS se transformaron posteriormente con el plasmido pSTKST (con secuencia ori termosensible pSCIOI)
que contiene un gen para meganucleasa I-Scel bajo el control del promotor tetraciclina. Se cultivaron los clones en
medio sdlido con kanamicina a 30 °C. A continuacion, se transfirieron colonias individuales en medio LB liquido con
kanamicina (20 pg/ml) y se autoclavo con clortetraciclina (cTc, 30 pg/ml, induce la expresion de |-Scel inactivando el
represor de tetraciclina) y se incub6 durante 24 horas a 30 °C. Se diluyo el cultivo 1:10°, se transfirié a medio sélido con
kanamicina y cTc y se cultivé a 30 °C durante 20 horas. Después, se sometieron a prueba los clones para la delecion
del gen de resistencia para la recombinacién 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 realiz6 la PCR usando los cebadores Ay D y un programa como
sigue: 94 °C 2 min, 94°C 30 s, 58 °C 30 s, 70 °C 4 min, 10 ciclos; 94 °C 30 s, 58 °C 30 s, 70 °C 4 min + 10 s/ciclo, 20
ciclos. El producto resultante fue mayor de 4500 pb y correspondio a la longitud de la secuencia ushA con el casete
PsifB-sipB integrado (Fig. 9, ruta 2).

La figura 9 muestra la separacion electroforética del producto de PCR secuencia cebadoras complementarias a
secuencias que flanquean el gen ushA realizada en el ADN gendémico de un clon obtenido con el procedimiento de
integracion de PsifB-sipB en el cromosoma VNP20009 . Se obtuvieron productos de amplificacion con cebadores Ey D
(1526 pb) y con cebadores Ay D (4709 pb).

La integracion del casete funcional PsifB-sipB en el cromosoma VNP20009 es una modificacién genética tan
significativa que da como resultado la obtencién de una nueva cepa bacteriana.
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Ejemplo 7: Prueba de la funcionalidad VNP/sipB (INT)
Ejemplo 7A: Comparacion de la capacidad invasiva de las bacterias VNP20009 y VNP/sipB

Se sometié a prueba la invasividad de las cepas VNP20009 y VNP/sipB en células RAW264.7. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la invasividad entre cepas "naturales" y recombinantes de VNP. Se
cultivé la linea celular de macréfago RAW?264.7 en placas de 48 pocillos a la densidad de 2,5 x 10* en medio DMEM
con suero al 10 % durante 24 horas. Se infectaron las células con VNP20009 y VNP/sipB en 100 pl de medio
OPTIMEM (Invitrogen) sin suero a MOI 5, se determiné midiendo la densidad 6ptica a 600 nm. Después de 1 hora de
co-incubacion de las células con bacterias (37 °C, CO; al 5 %), se afiadieron otros 100 pul de suero suplementado con
OPTIMEM y gentamicina (suero al 2 %, 100 pg/ml de gentamicina) y se incubd durante 3 horas (37 °C, CO; al 5 %)
para eliminar las bacterias extracelulares. A continuacion, se recogieron las células y se transfirieron a placas de
LB/agar. Se evalud el numero de bacterias intracelulares vivas basandose en el nimero de células bacterianas
presentes después de 24 horas de incubacion y se refirié al nimero de células en el pocillo especifico.

Al mismo tiempo, se determiné el nimero de CFU por pocillo del inicio de la infeccién, basandose en la cantidad de
colonias bacterianas después de 24 horas de cultivo en placas de LB/agar, obtenidas a partir de una suspensién
bacteriana apropiadamente diluida usada para la infeccion. Se definid la invasividad de las bacterias como la fraccién
de bacterias intracelulares del nimero de bacterias usadas para la infeccion (Fig. 10).

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

Se realiz6 el experimento en el modelo de metastasis de pulmén de CT26CEA en ratones Balb/c. Se tifieron los
pulmones con tinta china. La figura 11 (fila superio? muestra pulmones de los ratones de control aislados el dia 15
después de la administracién intravenosa de 5 x 10° células CT26CEA. Las manchas blancas visibles sobre el fondo
oscuro son pequefios focos tumorales y su nimero (> 300 por pulmén) y volumen evaluado aleatoriamente ilustran la
eficacia de la metastasis. La fila inferior muestra pulmones tomados de ratones, a los que se les administraron
bacterias VNP/sipB de Salmonella typhimurium por via intranasal en la cantidad de 2 x 10’ CFU/ratén 48 horas
después de la inyeccion de células cancerosas. Es esos pulmones, se encontré un promedio de <20 tumores/pulmon.
En el grupo de ratones que se vacunaron con VNP/sipB, no se encontraron tumores detectables en el 50 % de los
pulmones examinados.

Ejemplo 7C: Comparacion de los efectos terapéuticos de varias modificaciones de VNP20009 en un modelo
tumoral de raton

Se realizé el experimento en el modelo de metastasis de pulmén de CT26CEA en ratones Balb/c. Se tifieron los
pulmones con tinta china. La figura 12 (fila superioQ muestra pulmones de los ratones de control aislados el dia 15
después de la administracion intravenosa de 5 x 10 células CT26CEA. Las manchas blancas visibles sobre el fondo
oscuro son pequefios focos tumorales y su namero (> 300 por pulmdén) y volumen evaluado aleatoriamente ilustran la
eficacia de la metastasis. La fila inferior muestra pulmones tomados de ratones, a los que se les administraron varias
modificaciones de bacterias Salmonella typhimurium por via intranasal en la cantidad de 2 x 10” CFU/ratén 96 horas
después de la inyeccion de células cancerosas. En los pulmones de animales vacunados con VNP/sipB se encontré un
promedio de 54 tumores/pulmoén y el 50 % de los pulmones examinados no tuvieron tumores detectables; la media de
los nimeros de focos tumorales se muestra en la gréfica en la parte inferior de la figura.

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

Se realiz6 el experimento en el modelo de metastasis de pulmén de B16F10 en ratones C57B1/6 (Fig. 13). Se tifieron
los pulmones con &cido picrico. La figura 13 (fila superior) muestra los pulmones de los ratones de control aislados el
dia 28 después de la administracion intravenosa de 5 x 10° células B16F10. Los tumores se muestran como puntos
oscuros y su nimero y tamafio evaluado aleatoriamente ilustran la eficacia de la metastasis. 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 via intranasal en la cantidad de 2 x 10’ CFU/rat6n 96 horas después de la inyeccién de células cancerosas.
En estos pulmones, se encontraron menos de 2 tumores/pulmén 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: Estimulacion selectiva de larespuesta de tipo Thl por VNP/sipB

Como efecto de la vacunacion de ratones Swiss (exogamicos) 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).
Aunque la administracion en el tipo "natural” VNP20009 (panel superior) provoco todos los isotipos de anticuerpos
analizados (IgG1, IgG2a e IgM), solo 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 inhibicién del crecimiento (o eliminacion) de tumores en los ratones vacunados.
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Ejemplo 7F: Apoptosis de células MC38CEA infectadas con VNP/sipB

Se analiz6 la induccion de apoptosis en células de adenocarcinoma MC38CEA infectadas con VNP20009 o VNP/sipB
por citometria de flujo de células tefiidas con anexina V. Se usaron bacterias transformadas con el plasmido pDsRed2
gue codifica RFP (proteina fluorescente roja) para la infeccién.

Se sembraron células en una placa de 24 pocillos a 7,5-10* por pocillo en DMEM que contenia FBS al 10 % y se cultivo
a37°CenCOzal5 %. Sellevo a cabo la infeccion con bacterias suspendidas en 200 pl de Opti-MEM a la multiplicidad
de infeccidn igual a 20 bacterias por célula. Se dej6é que las bacterias invadieran las células durante 45 min a 37 °C en
CO; al 5 %. A continuacion, se afiadieron 200 pl de Opti-MEM que contenia gentamicina para matar las bacterias
extracelulares (la concentracion final de gentamicina fue de 100 ug/ml). Se continué la incubacién durante 1,5 h (37 °C,
CO; al 5 %). A continuacion, se reemplazé el medio con 0,5 ml de Opti-MEM con 20 pug/ml de gentamicina. Después de
20 h de incubacioén, se recogieron las células, se tifieron con anexina V marcada con APC durante 15 min a
temperatura ambiente y se analiz6 por citometria de flujo. La fig. 17 muestra el porcentaje de células unidas a anexina
V encerradas en una poblacion infectada con bacterias positivas para RFP. Habia alrededor de un 10 % mas de
células MC38CEA positivas para anexina V después de la infeccién con VNP/sipB que con VNP20009.

Ejemplo 8: Secuenciacion del fragmento recombinante de ADN gendmico de la cepa VNP20009 de Salmonella
enterica s. Typhimurium

Se analizaron las siguientes secuencias de ADN: el gen ushA con sus secuencias flanqueantes y toda la secuencia de
la construccion PsifB-sipB integrada que en bacterias VNP/sipB esta 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
confirm6 usando el programa informético BLAST (NCBI). En el molde (hebra inferior de ADN) en la figura 15B, la
localizacién de cada elemento de la construccion esta indicado (promotor sifB, sipB ORF, sitio de integracion de ushA)
de acuerdo con la numeracion 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 esta situada en la posicion 1 691 578 - 1 692 147 pb. La secuencia sipB en el genoma de Salmonella typhimurium
LT2 estd situada en la posicién de 3 029 114-3 030 895 pb. La secuencia ushA en el genoma de Salmonella
typhimurium LT2 esté situada en la posicion 553 634 - 555 286 pb.

Los oligonucledtidos usados para la secuenciacion de ADN gendmico se enumeran en la figura 16. La localizacion
esquemdtica de los cebadores esta indicada en la figura 15 dentro de las secuencias flanqueantes y la construccion
integrada.

Como resultado de la produccion de una cepa apropiadamente modificada de Salmonella enterica s. Typhimurium, se
produjo una vacuna terapéutica favorable, lo que es particularmente adecuada para su uso como vector de vacuna
bacteriana antineoplasica.
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<223> Secuencia codificante del casete PsifB-sipB

<400> 1
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ccttagccat
tgatttcttc
aaagccgtca
tttatatcat
gttagcctaa
actatttact
tgatgtgaga
ccaggaggcyg
gacggttcag
tgggataata
aattaactat
gtageggata
acacggactt
gcgaccttaa
cgecctacgga
gcaagttaat
tatggcagge
agacggetct
cggataccge
aattgcaatc
aggccggaaa
ttaaagcagg

tccagggaac
tgtcaaatgt
atacggaaga
aggecggagat
cgaaccgcat
ttgtggccgc
taatggtgge
taaacccgat
ccaaagcget
ttggtgegat
ggaaaggcgc
agaagttggt
aggggatgca
cgaatgectt
aagtcacgaa
atgccagcga
agtggcttaa
aaaaagecat

agagtcgcge

tctgactgca
attttgagee
gctaatcgtt
aagcactatc
taatactttt
ttctctaaaa
attaagaaaa
tgggcatgac
gacaaagcaa
tttegaatac
gagaggatcg
tacccaaaat
tttaaaagcg
ageceggaaca
cgccgceccgy
gaccctactg
gatgattgag
gggagaggct
caagagtgtt
gctggacccg
agaagcgaca

cacagacgcee

ggctaatgec
cgcccgecte
aagcctgcaa
ggaaaagaaa
tatgggatgt
tgtttttacc
cgatgaaatt
tatggagcat
ggaaggatta
tgtcgeeget
ggcggcgaaa
gcctaacgtg
acgtattact
aagtaaagag
taccgcagce
ggcgettget
acaatccgta
gtettetgeg

ataa
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aaatgcccca
tcctegeagqg
acaacaaata
agtattggece
agtttaactt
ataatatagt
ccgttttact
taaagctacg
aaatcaggtg
cacctattece
catcaccatc
cegegecteg
gcggataaag
aagteeggeg
gaaaaactct
ggcgatgtet
tcacaaaaag
caggaggcga
tatgacgetyg
gctgaccocg
gaggcgaaag
aaagegaaaqg

geetetecaga
actatgctca
aacgatcttyg
tcggetgaat
ategggaaag
ggtggggcga
gtgaaggcgg
gtgctgaagce
ggcgtcgata.
attgccatgg
ctgggtaacg
ctgaaacagt
agcggtetygg
ctggtaggta
cagtcagccg
gattttatgc
gaaatatttg

gtacagcaaa

ggatgctgtc
tcrttataat
taattaagac
ttetgeccta
cttataagac
gcgtaatctaa
ttcattcgtt
ggtcgatttg
tttcaccgat
agtaatgaag
accatcacgg
ctgaggegge
cttttaaaga
agagcgetat
ccagcgaagy
cgctgtctca
agatggggat
cggatctcta
cgaccaaaaa
gctatgcaca
aggcecttaga

ccgagaaagce

atcaggttte
tggeccatgtt
cgcttttcaa
tccaggaaga
tcctoggege
gtctggegcet
cgacgggagt
cgttaatgga
agaaaacggce
tggcggtcat
cgctgagcaa
tggcgcaaaa
gtaatgtggg
ataccctaaa
gtggtgttge
tcgeoeegttt
gtgaaaacca

atgcggatge

12

ttttcgtgaa
tttatcgecee
aaaaactaaa
ccgetaaaca
aatttctaca
tcattactca
ttatctgaca
aacaattgaa
aggraaaccqg
tgaagatctt
atcccecgaagt
ttttgaaggce
tgtggtggca
taatacggtg
gcaattgaca
actggagtct
tcaggtatcg
tgaagccagt
actgacgcag
agctgaagcec
taaggccacy
ggataacatt

tttcaccatce
aactggaaac
gagtaagata
tctcattgtt
cggttgagca
tagtacatga
tatttcatgyg
caataatgtt
atgggcaaca
ccagaggaga
agcattagcc
gttcgtaaga
acgaaagegy
ggtctaaagce
ttactgcttyg
cgtctggegg
aaagaattcc
atcaaaaaga
gcgcaaaata
gcggtagaac
gatgcgacgg
ctgaccaaat

ccagggtgag
tattgagatt
cgcececttgeag
gacgcgcaaa
gctgetaacc
ggctgcggtyg
gtcgtitatt
gctgattgge
agagatggcc
tgtggtggtc
aatgatgggc
cggcagcaaa
tagcaagatg
taaagtggcyg
cgagggcegta
tgccatggat

gaaggtaacg
ttcgegtett

caggataatc
gtgggcaaaa
gaagggcogtc
gccgaggaaa
attgtcagcg
ggacttgcgg
cagcaggcge
aaggcgatta
ggcagcattyg
gcagttgtceg
gaaacgatta
ctctttacce
ggcctgeaaa
ttgggcatgyg
tttattaaaa
cagattcagc
gcggaactgce
attctygocgec

6Q
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
12980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2414



<210> 2
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400> 2

gcgatgttgg
tttgaaggaa
ctgeggttga
ggcgttactg
aacctataaa
atatggcgaa
ggcegeaagag
ggaatccgat
cgctatggece
aaagtgggcyg
tctgtttaag
aaccaccgat
taaacctget
cgtgattate

4352
ADN

artificial

agatagtagg
gtctcaattc
tattgagtca
geggeogtteg
attactatce
tatggtctgg
gggggaagcyg
ctccaggatg
gteggtaate
aagtttcecct
ccgtaggceta
gacacggcega
gaagaagcaa

gcgaccacge
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atgtgtaatt
tgaaaacata
gggagagaaa
cgetgacgac
tgcataccaa
cggcgcaaaa
toctgttgtt
cggagcccga
atgaatttga
ttctttacge
tttttacacg
aaataggcaa
aggtggtgat
atatgggaca

attacttgcc
tttgtctatt
gatgaaattt
tcagcctgea
cgatcaccac
aacgctggtg
atccggegyge
tttccgeggag
taatcegete
caatatttat
ccaggatata
ccoggaatat
tcaggaactt

ttatgacaac

13

Secuencia de la construccion ushA-5'-PsifB-sipB-ushA-3'

taacatacct
attgcaagga
ttgaaacgygg
caggcttacg
ggtcacttct
gacagtatcce
gacattaata
atgaatctga
acecgtattge
caaaaaagta
aaaatcgecgy
ttcaccgata
aatatgaatg
ggcgatcacg

atgaaatgtg
aaggtaattt
gtgtggcgcet
aaaaagataa
ggcgcagcga
gtaaagaggt
ccggggtgec
ttggctacga
gccagcagga
ccggcgageg
taatcggett
ttgagcttcg
aaaaaccgga

gttcgaacgc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840



gcecgggegac
cggtcactca
accgggaacy
gtggggtaaa
tggccgeggy
cagaaccaat
agaataaaac
tcecgecgtia
atctgatcca
ataaatacac
cccaacgeca
aggcccatct
aagagtttgc
gtttcgcceca
actgecgacca
ctgccggeca
gccttgccaa
tgctgaataa
agtcccaccyg
acaatggtta
tcggctttge
cettectgea
cccacaatct
tectgetcac
gtcagaatgt
gcatcegtgg
accgeggett
tgcgectgeg
ttgatactgg
tctttcgata
agacgagact
agtaatgtca
agacccaceg
ttegttgeca
cgaacgcectt
atgctactte
tctggaagat
cecateggtt
tattgttcaa
aaatatgtca

tactatgagt

gttgagatgg
caagacccgg
ccectgegege
tatgtgggcc
aattcgatga
gcattggttt
gcgaagcatc
ccttctggtt
tggcaaaacg
cctecggeaac
ctttatttag
tgctacccac
tgcecgttttyg
tcattttget
ccacaatgac
tctctgeegt
tcagcetecat
acgacactce
cagccagcge
gcagcgcgcec
gecgtctctte
aggcgttgaa
caataaacat
cctgggaaac
tatccgecttt
ccttatctaa
cagcttgtge
tcagtttttt
cttcatagag
cctgaatccce
ccagttgaga
attgccctte
tattaatagc
ccacatcttt
caaaagccgce
gggatcegtyg
cttcacttceca
tgcetategg
ttgttcaaat
gataaaacga

aatgattaat
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cgcgtagcct
tatgcatgge
cggataagca
gtgcggattt
agatcttcgg
ctcectttat
cgcattttgc
ttcaccaaat
ggcgagcata
accaceggcet
ggtattacct
attacccaga
cgccaactgt
cagcgegtta
cgccaccatg
tttcttateg
taacggcttc
cgtegeegec
cagactcgcee
gaggacttte
ctggaattca
aagcgcaaga
ggccatgagce
ctgattctga
ctcggettte
ggcctcttte
atagccgggyg
ggtcgcagcyg
atccgtegece
catctectttt
cagcgaaaca
gctggagagt
gctctegecg
aaaagcttta
ctcagcgagg
atggtgatgg
ttactggaat
tgaaacacct
cgacccgtag
atgaaagtaa

tacgcactat

gcctgeoggt
gtcggaaaat
aaatggcatc
cgaattcegt
agtccaagct
tttggcagtt
tgtaccgcag
atttctacgg
aaatcagcaa
gactgggctg
accagctett
ccgectagtaa
ttcagcacgt
ceccagttteg
gcaatagcgy
acgcctaatce
agcacatgct
ttcacaattt
ccaccggtaa
ccgatacatc
gccgatttet
tecgttttgea
atagtgaggce
gaggcggceat
gctttggegt
gecctctgtey
tcagccgggt
tcataaacac
tcectgagect
tgtgactcaa
tcgeeccagta
tttteceggg
gacttigtte
tcecgecgett
cgcggatttt
tgatgcgatc
aggtggtatt
gatttttget
ctttagtcat
aacggttttce
attattttta
14

tcgttggega
aaaaaacagg
tggatcgtge
aacggcgaga
cagctaatta
tttatgcgeg
aagacatggc
attgtttaayg
gcgccteget
cggtattcgt
tacttaaqggce
tacgttgecat
taggcaccaa
cocgecgegec
cgacaatcge
cttecagege
ccataatcgy
catecggeocac
aaacagcggc
ccataatgeg
tttccatcte
ggctttette
gggcgacatt
tagccgtteco
ctgtgecctge
cttecttticce
ccagcgatitg
tcttggcggt
ctcccagage
tcatcgecctg
gggtcattaa
cggecgtcoegt
cggctttaag
ttaaaaagtc
gggtatatce
ctctcatagt
cgaaatatta
ttgtcctgaa
gceccacgect
ttaattctca

gagaaagtaa

tgattgtggg
tgaattacgt
aggcgcatga
tgaaaatggt
agcttggcetg
actctggcge
tttttgcagt
ccactgcetga
ggcattttta
gacttccatg
attcgtttge
ccecetgggta
cttcttaatc
tttcecgaca
accaacaatg
tttggtaatc
gtttagecgcce
cattaccgca
cacaacgctg
gttcgtttec
cgcctgacge
cgtattitig
tgacagatta
ctggaatttg
tttaacegte
ggecetgtect
caatttattt
atccgtcttt
cgtctggaat
ccataccgcec
cttgccaagc
aggcggettt
gtcgcccgcet
cgtgttctta
gctacggcta
taatttctcce
tcccatgttig
ccgtcaacat
cctggecatg
catcatcatg

atagttgete

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300



10

15

20

aaccgtgtag
tgagatgttt
tactctttag
cagttgggcg
tgaaattcac
gcttgggaat
aaaaagtgac
aaaatccgca
aggtgaaaat
tccagaccaa
ttggcgtgat
aaagecgtgct
aagaggtggt
cacagctcge
aaggcgagcece
cgggegygcga
ttgacgcgga
ttacgccaaa
<210> 3

<211> 42
<212>
<213>
<220>
<223>

<400> 3

ADN

aaattgtctt
agcggtaggg
ttttrgtett
ataaaattat
gaaaagacag
cactagtgaa
ctgggataac
aatgctcicg
tggtagcgty
tatgggacgg
gagceyggcgyc
caaggtacag
tgattatcte
caatgtgage
tgttgatccg
tggttatccg
agtgctgaaa
tggtgaggtq

artificial
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ataagaagtt
cagaaggcca
aattatattt
aaaaacctgc
catcctgggy
tteogeggeca
gggaaaagcg
ttattaacgce
aatggcctte
gtgattctgg
ggtattcgeg
ccgtteggea
accgcecgtag
tttgtcgeca
gctaaaacct
cgcattgata
gagtttattc
agctggcetygt

Cebador del gen SipB

aactgcagaa ccaatgcatt ggtttctccc tttattttgg ca

<210> 4
<211> 30
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223>

<400> 4

Cebador inverso del gen SipB

gcgatgccga ttacgatgaa gecctaggge

<210> 5
<211> 30
<212> ADN
<213> artificial
<220>

aaactaaaag
atactgatag
gttgtaacga
gaggaggcte
cattttgcag
actaccagct
agcgtgtact
cgttccagaa
ttgaaggcga
ctgcgcagat
actcgattga
acattgtggt
cacagatgaa
aagagggcaa
atcgcatggce
acaaaccyggy
agcaaaattc

ag

15

tattattagg
tgettatgat
ttagetgacy
aazatgaaga
tcagaatgge
tattccggta
ttacacgeeg
taaaggtaaa
tcgcagtaag
cgcgcgcace
ggcgggagat
gtatgccgat
accggactcc
gctcaccgat
gacgctgagt
ctacgtgaat
accgetggat

ctaacaacaa
ataaatatct
getttgttte
aatcagatgg
taaggcecaa
aacctcaaga
gaaatcgcag
gcgcaactgg
gtcagatttg
ggcgccgatt
attacctata
atgagcggcea
ggegectatc
ctgaaaatca
ttcaacgeca
accgggtta
gcggeggegt

3360
3420
3489
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
42690
4320
4352

42

30
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<223>
<400>

Cebador directo del gen sifB

5

cccaagcttg ggcecttagee attctgactg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

6
33
ADN

artificial

Cebador inverso del gen sifB

6

gaagatcttc acttcattac tggaataggt ggt

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

7
32
ADN

artificial

Cebador directo de GFP
7

gaagatcttc tcacacagga aacagctatg ac '

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

8
28
ADN

artificial

Cebador inverso de GFP
8

gaagatcttc gcgctcagtt ggaattca

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

ggaagatctt ccagaggaga aattaactat gaga

<210>

<211>

9
34
ADN

artificial

Cebador directo de sipB
9

10
28
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16

30

33

32

28

34
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35

<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

ADN

artificial

Cebador inverso de sipB

10

gaagatcttc ggagtccaag ctcagcta

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

11
30
ADN

artificial

Cebador directo FushA
11

ggggtacccc gegatgttgg agatagtagg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

12
28
ADN

artificial

Cebador inverso RushA

12

ggggtacccc tacagecage tcacctca

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

13
30
ADN

artificial

Cebador FushA
13

ggggtacccc gegatgttgg agatagtagg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

14
28
ADN

artificial

Cebador RushA

14

ES 2430861 T3

17

28

30

28

30



10

15

20

25

30

35

ggggtacccc tacagecage tcacctca

<210> 15
<211> 18
<212> ADN

<213> artificial
<220>

<223> Cebador A

<400> 15
gcgactggat catatcgt
<210> 16

<211> 18

<212> ADN

<213> artificial
<220>

<223> Cebador B
<400> 16

cgccteacta tgctcatg

<210> 17
<211> 20
<212> ADN

<213> artificial
<220>

<223> Cebador C

<400> 17
ctgaacggtc tggttatagg
<210> 18

<211> 18

<212> ADN

<213> artificial
<220>

<223> Cebador D
<400> 18

ctggatattg aactggcg

<210> 19
<211> 30
<212> ADN

<213> artificial

ES 2430861 T3

18

28

18

18

20

18
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15

20

<220>
<223>

<400>

cccaagcttg ggccttagee attctgactg

Cebador E
19

<210> 20

<211> 20

<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> Cebador F
<400> 20
gcaggtcgac tctagaggat
<210> 21

<211> 30

<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> Cebador G
<400> 21

cccaagcttg ggcecttagec attctgactg

ES 2430861 T3

19

30

20

30



10

15

ES 2430861 T3

REIVINDICACIONES

Una cepa de Samonella enterica serovariedad Typhimurium VNP/sipB depositada en la Polish Collection of
Microorganisms con el n.° de referencia B/00024.

Aplicacion de la cepa Samonella enterica serovariedad Typhimurium VNP/sipB depositada en la Polish Collection
of Microorganisms con el n.° de referencia B/00024 para obtener una vacuna, en especial una vacuna
antineoplasica.

Procedimiento de obtencion de un vector de vacuna terapéutica, caracterizado porque se introduce una
modificacion genética en la cepa de vector de Salmonella enterica serovariedad Typhimurium VNP20009
especifica para células cancerosas, lo que da como resultado la sobreexpresion retardada de un gen que codifica
una proteina responsable de la capacidad invasiva de esta cepa, en el que se obtiene un casete de expresion,
que contiene el sipB bajo el control del promotor PsifB que controla su sobreexpresién retardada, y después se
integra el casete dentro del cromosoma bacteriano.

Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 3, caracterizado porque el casete de expresion 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.

Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizado porque el procedimiento incluye una etapa
final adicional de retirada de un gen para determinar la resistencia antibiética del genoma bacteriano.
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Cebador D (sifF):
>ref |NC_003197.11 Salmonella typhimurium LTZ2, todo el genoma
gD|AE006468.1]1 Salmonella typhimurium LT2, todo el genoma
longitud = 4857432
Query 4 PATGCCC~AGGATGCTGTICTTTTCGTGGATTTCACCATCTGATTICTTCATTTTGAGCCT 62
DULRERE I UL L L L L L -
T Objeto 1691594 AATGCCCCAGGATGCTGICTTTICGIGAATTTCACCATCTGATTTCTTCATTTIGAGCCT 1691653
Consulta 63 CCTCGCAGGTTTTTATAATTTTATCGCCCRACTGGAAACAAAGCCGTCAGCTAATCGTTA 122
PEOERERRRER i it it et e ety
Objeto 1691654 CCTCGCAGGTTTTTATAATTTTATCGCCCAACTGGAAACAAAGCCGTCAGCTARTCGTTA 1691713
Consulta 123 CAACAAATATAATTAAGACAAAAACTAAAGAGTAAGATATTTATATCATAAGCACTATCA 182
COERERE R e e et eneerntrrntny
Objeto 1691714 CAACAAATATAATTAAGACAAARACTAAAGAGTAAGATATTTATATCATAAGCACTATCA 1691773
Consulta 183 GTATTGGCCTTCTGCCCTACCGCTAAACATCTCATTGTTGTTAGCCTAATAATACTTTTA 242
PECLRELEIT i e e e e e et it neniy
Objeto 1691774 GTATTGGCCTTCTGCCCTACCGCTAAACATCTCATTGTTGTTAGCCTAATAATACTTTTA 1691833
Consulta 243 GTTTAACTTCTTATAAGACAATTTCTACACGGTTGAGCARCTATTTACTTTCTCTRAAAA 302
. PR REERN R e et e ey b e e e nitnd
Objeto 1691834 GTTTAACTTCTTATAAGACAATTTCTACACGGTTGAGCAACTATTTACTTTCTCTAAAAA 1691893
Consulta 303 TAATATAGTGCGTAATTARTCATTACTCATAGTACATGATGATGTGAGAATTAAGAAARC 362
. POLCLERERR R i ety e ey b erni et eanntgnet
Objeto 1691894 TAATATAGTGCGTAATTAATCATTACTCATAGTACATGATGATGTGAGAATTAAGAAAAC 1691953
Consulta 363 CGTTTTACTTTCATTICGTTTTATCTGACATATTTCATGGCCAGGAGGCGTCGGCATGACT 422
RN RN RN NN NN NN R N N NN NN NN RN NNRRR AR ENNY]
Objeto 1691954 CGTTTTACTTTCATTICGTTTTATCTGACATATTTCATGGCCAGGAGGCGTGGGCATGACT 1692013
Consulta 423 AAAGCTACGGGTCGATTTGAACAATTGAACAATAATGTTGACGGTTCAGGACAAAGCAAA 482
CORELERERR Rt e i e e et ennrerreeiil
Objeto 1692014 AAARGCTACGGGTCGATTTGAACAATTGAACAATAATGTTGACGGTTCAGGACAAAGCAAR 1622073
Consulta 483 AATCAGGGGGTTTCCCCGATAGGCAAACCGATGGGGCAACATGGGATAATATTTCCGAAT 542
POORE A0 REetE pareet et Cerrrn ey et
Objeto 1692074 ARTCA-GGTGTTTCACCGATAGGCAAACCGAT-GGGCAACATGGGATAATATTT-CGAAT 1692130
Consulta 543 ACCACCCTATTCCCAGGTAATGAA 566
LEEE L e
Objeto 1692131 ACCA-CCTATTCC--AGTAATGAA 1692151
Cebador C (sipseqd):
>ref INC_003197.1] Salmonella typhimurium LT2, todo el genoma

gblAE006468.1| Salmonella typhimurium LT2, todo el genoma
longitud = 4857432
Consulta 3 CCAGTAGGGTCTT--ACTTGCCA~-GCAGTARTGTCAATTGCCCTTCGCTGGAGAGTITIT 59
CRLLERERRnE b LRt et et e e et
Objeto 3030607 CCAGTAGGGTCATTAACTTGCCAAGCAGTAATGTCAATTGCCCTTCGCTCCACACTTTIT 3030666
Consulta 60 CCCGGGCGGCG TCCGTAGGCGGCTTTAGACCCACCGTATTAATAGCGCTCTCGCCGGACT 119
T T T TTO T T T T T r R vV T T TP T TR T e reaereree i
Objeto 3030667 CCCGGGCGGCGTCCGTAGGCGGCTTTAGACCCACCCTATTAATAGCGCTCTCGCCGGACT 3030726

Consulta 120 TTGTTCCGGCTTTAAGGTCGCCCGCTTTCGTTGCCACCACATCTTTAAAAGCTTTATCCG 179

PORRLERER R R b el
Objeto 3030727 TTGTTCCGGCTTTAAGGTCGCCCGCTTTCGTTGCCACCACATCTTTAAMAGCTTTATCCG' 3030786

Consulta 180 CCGCT TTTARAARGTCCGTGTTCTTACGRACGCCT TCAARAAGCCGCCTCAGCGAGGCGEG 239
RN AR NN RN RN R NN NN RN RN ARRRNURRRR Y]
Objeto 3030787 CCGCTTTTAAAAAGTCCGTGTTCTTACGAACGCCTTCAAAAGCCGCCTCAGC G 3030846
Consulta 240 GATTTTGGGTATATCCGCTACGGCTAATGCTACTT 274

PORRRRECLERRER R renn)
Objeto 3030847 GATTTTGGGTATATCCGCTACGGCTAATGCTACTT 3030881
Consulta 340 ACTTCATTACTGGAAATAGGTGGTATTCGAA-TATTATCCCATGTTGCCCATCGGTTTGC 398
PORLCLRRIE Rt LR e brrnbernn e inneeeind
Objeto 1692153 ACTICATTACTGGAA-TAGGTGGTATTCGAAATATTATCCCATGTTGCCCATCGGTTTGC 1692095
Consulta 399 CTATCGGTGAAACACCTGATTTTTGCTT-GTCCTGAACCGTCAACATIATTGTTCAATIG 457
PEOERL RN TR e et e A e et e eny
Objeto 1692094 CTATCGGTGAAACACCTGATTITTGCTTIGTCCTGAACCGTCAACATTATTIGTICAATIG 1692033
Consulta 458 TTCAATCCGACCCGTAGCTTTAGTCAT TCCTGGGCCATGARATATGTCCGA 517
PEREE TEEDR e R i e b e b vt v
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Objeto 1692034 TTCAAATCGACCCGTAGCTTTAGTCATGCCCACGCCTCCT-GGCCATGAAATATGTCAG~- 1691977
Consulta 518 ATAARACGAATGGAAGTARARCGGGTTTTCTTAATTCCCCARTCCATCCGGGACCATTGA 577
RN RN R AN RN e A N R A R A A
Objeto 1691976 ATAAAACGAATGAAAGTAAAAC-GGTTTTCTTARTTCTCACAT-CATCATGTACTA-TGA 1691920
~ Consulta -578-———GTAAGGATTAA—588— -
) (SN ENNNY
Objeto 1691919 GTAATGATTAA 1691909

Cebador E (FsipBgl):
>refINC_003197.1| Salmonella typhimurium LT2, todo el genoma

gb|AE006468.1f Salmonella typhimurium LT2, todo el genoma
longitud = 4857432
Consulta 31 AAGTAGCATTAGCCGTCCCGGATATACCCARAATCCGCGCCTCCGCTGAGGCGGCTITTGA 90
PRELLLREERERRE L PRt et rerennrnnnenen
Objeto 3030881 AAGTAGCATTAGCCGTAGCGGATATACCCAAAATCCGCGCCTCGCTGAGGCGGCTTTTGA 3030822
Consulta 91 AGGCGTTCGTAAGAACACGGACTTTTTAAAAGCGGCGGATARAGCTTTTAAAGATGTGGT 150
RN R RN NN NN RN AR A NN RN RN RN NN RR RN RN
Objeto 3030821 AGGCGTTCGTAAGAACACGGACTTTTTAAAAGCGGCGGATAAAGCTTITAAAGATGIGGT 3030762
Consulta 151 GGCAACGAARGCGGGCGACCTTAARGCCGGAACAAAGTCCGGCGAGAGCGCTATTAATAC 210
PEERERRE R R R i vt
Objeto 3030761 GGCAACGAAAGCGGGCGACCTTAAAGCCGGAACAARGTCCGGCGAGAGCGCTATTAATAC 3030702
Consulta 211 GGTGGGTCTAAAGCCGCCTACGGACGCCGCCCGGGARAAACTCTCCAGCGARGGGCAATT 270
CEEOERENRRR R R R e e
Objeto 3030701 GGTIGGGTC MGCCGCCTACGGACGCCGCCCGGGMAMCTC'TCCAGCGAMGGCM TT 3030642
Consulta 271 GACATTACTGCTTGGCAAGTTAATGACCCTACTGGGCGATGTTTCGCTGTCTCARCTGGA 330
RN NN A NN A R NN AR R NN NN R AR RNN R AN E R
Objeto 3030641 GACATTACTGCTTGGCAAGTTAATGACCCTACTGGGCGATGTTTCGCTGTCTCAACTGGA 3030582
Consulta 331 GTCTCGTCTGGCGGTATGGCAGGCGATGATTGAGTCACAAAAAGAGATGGGGATTCAGGT 390
TOELERERE R R R e e tn e nnnnenetd
Objeto 3030581 GTCTCGICTGGCGGTATGGCAGGCGATGATTGAGTCACAAAAAGAGATGGGGATTCAGGT 3030522
Consulta—3 93 ————ATEGRARGAATTCCAGACGGCTETGCGAGAGGETEAGGAGGCGACGGATCTCTATGARGC—450—
PEOREER Rt e e e e een
Objeto 3030521 ATCGAAAGAATTCCAGACGGCTCTGGGAGAGGCTCAGGAGGCGACGGATCTCTATGAAGC 3030462
Consulta 451 CAGTATCAAAAAGACGGATACCGCCRAGAGTGTTTATGACGCTGCGACCaaaaa2aCTGA 510
IR RN AR RN RN N NN RN RN NN RN RN RN AN AR R RN
Objeto 3030461 CAGTATCAAAAAGACGGATACCGCCARGAGTGTTTATGACGCTGCGACC-AAAARACTGA 3030403
Consulta 511 CGCAGGCGCAAAATAAATTGCAATCGE TGGGACCCGGGCTGACCCCGGCTATGCCCAAGE 570
PERRRRRR R r R ettt v Creh et el
Objeto 3030402 CGCAGGCGCAARATAAATIGCAATCGCT-GGACCC-GGCTGACCCCGGCTATGCACAAGC 3030345
Consulta 571 TGAAACCCACGGTAAAACCAGGGCCGGAAAAGAAACGACCAGAGGNCGAAAGAGGCCTTT 630
(R N AR PORORRTRIERe anr vnertr pennnniiein
Objeto 3030344 TG-RAGCCGCGGTAGAAC--AGGCCGGAAAAGAAGCGA-CAGAGG-CGAARGAGGCCTT- 3030291
Consulta 631 2naanaaGGNCCCNGGAAGGCNACCGGGTTAAAGCCAGGC! a aang a 690
L T T T T B B A L A B R N B
Objeto 3030290 -AGATAAGGCCACGG--ATGCGAC-~GGTTARAG~CAGGCACAGA=~CGCCARA-GCGAN 3030240

Consulta 691 angcennanaaaGGCGGAATAACATT 716
(I T A R R AT
Objeto 3030239 A-GCC-GAGAAA-GCGG-ATAACATT 3030218

Cebador A (Fushal):
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1| Salmonella typhimurium LT2, todo el genoma

Salmonella typhimurium LT2, todo el genoma

longitud « 4857432

Consulta 12

TGTGGGCCGTGCGGATTTCGAATTCCGTARCGGCGAGATG-AAATGGTT 59
PRI YT T T T O T T ;

Objeto 554515

Consulta 138

Objetoe 3029090

Consulta 198

Objeto 3029150

Consulta 258

Objeto 3029210

Consuta 318

Objeto 3029270
Consulta 378

Objeto 3029329

Consulta 438

Objete 3029388

Consulta 498

Objeto 3029448

Consulta S58

Objeto 3029505
Consulta 618

Objeto 3029562

TGTGGGCCGTGCGGATTTCGAATTCCGTAACGGCGAGATGAARATGGTT 554563
TTTCICCCTTTATTTTGGCAGTTTTTATGCGCGACTCTGGCGCAGAATAAAACGCGAAGC
NN R AR R AN AR N RN RN AR R RN RN NN RN RN RNRRA NN
TTTCTCCCTTTATTTTGGCAGTTTT TATGCGCGACTCTGGCGCAGAATAARACGCGAAGC
ATCCGCATTTTGCTGTACCGCAGAAGACATGGCTTTTTGCAGTTCCGCCGTTACCTTCTG
CORREENNEE e e e e e r e
ATCCGCATTTTGCTGTACCGCAGAAGACATGGCTTTITGCAGTTCCGCCGTTACCTTCTG
GTTTTCACCAAATATTTCTACGGATTGTTTAAGCCACTGCTGAATCTGATCCATGGCAAA
(NN NN R N NN RN RN N RN A RN RN RN NN RA RN RN
GTTTTCACCMATATTTCTACGGA'ITGT‘ITRAGCCRCTGCTGMTCTGATCCATGGCAM
ACGGGCGAGCATAAAATCAGCAAGCGCCTCGCTGGCATT TTTAATAAATACGCCCCTCGG
POEEREER e e i e i b bt b e ey et
ACGGGCGAGCATAAAATCAGCAAGCGCCTCGCTGGCATTTTTAATAAATACG-CCCTCGG
CAACACCACCGGCTGACTGGGECTGCGGTATTCGTGACTTCCATGCCCAACGCCACTTTA
TORCLERRRR Rty v e b e et nenetd
CAACACCACCGGCTGACT-GGGCTGCGGTATTCGTGACTTCCATGCCCAACGCCACTTTA
TTTAGGGTATTACCTACCAGCTCTTTACTTAAGGCATTCGTTTGCAGGCCCATCTTGCTA
RN RS N NN RN RN NN RN A AN RN N RN RANAR R NE
TTTAGGGTATTACCTACCAGCTCTTTACTTAAGGCATTCGTTTGCAGGCCCATCTTGCTA
CCCACATTACCCAGACCGCTAGTAATACGTTGCATCCCCCTGGGGTAAAAAAGTTGGCTG
CRLEERRER R e it e rn
CCCACATTACCCAGACCGCTAGTAATACGTTGCAT-CCCCTGGG~~TAAAGAGTTIGCTG
CCGTTTTGCGCCAACTGTTTCAGCCACGTTAGGCACCAARCTCCTTAATCCGTTTCCCCC
POCREREEIN R bR e ety hnl e vevpnniinl
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617

CCGTITIGCGCCAACTGTTTCAG~CACGTTAGGCACC-AACTICTTAAT-CGTTTCCCCC
ATCAATTTTGGCTCAAGCNGGGTTACCCCAGTTIT 651

(N R O N A RO AR RUA RN
ATCA--TTTTGCTC-AGC-GCGTTA-CCCAGTTIT 3029590

Fig. 158
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