OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

G
B é ESPANA
@Namero de publicacion: 2 431 327
@Int. Cl.:
C12N 1/36 (2006.01)
C12N 1/20 (2006.01)

A61K 39/12 (2006.01)

® TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  30.10.2006  E 06844230 (0)
Fecha y numero de publicacion de la concesién europea: 31.07.2013  EP 1941024

Tl’tulo: Salmonella entérica serotipo Paratyphi A atenuada y usos de la misma

Prioridad: (™ Titularfes:
28.10.2005 US 731349 P UNIVERSITY OF MARYLAND, BALTIMORE
(100.0%)

Fecha de publicaciéon y mencién en BOPI de la 520 WEST LOMBARD STREET
. BALTIMORE MD 21201, US
traduccion de la patente:

26.11.2013 ( Inventor/es:

VINDURAMPULLE, CHRISTOFER,;
BARRY, EILEEN M. y
LEVINE, MYRON M.

Agente/Representante:
AZNAREZ URBIETA, Pablo

ES 2431327 T3

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; solo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2431327713

DESCRIPCION
Salmonella entérica serotipo Paratyphi A atenuada y usos de la misma.
SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional US n° 60/731.349 presentada el 28 de octubre
de 2005.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La fiebre entérica causada por miembros del género Salmonella, incluyendo las fiebres tifoidea y paratifoidea, sigue
constituyendo una importante carga de morbilidad y mortalidad entre las poblaciones de los paises en vias de
desarrollo (Lancet 2005; 366: 749-762) y representa un riesgo notable para los viajeros (Lancet Infect Dis. 2005;
5(10): 623-628). Las incidencias de fiebre entérica causada por Salmonella enteric serotipo Typhi y Paratyphi A (S.
Typhi y S. Paratyphi A) estan aumentando debido a la aparicion y propagacion de variantes resistentes a los
antibidticos (Lancet Infect Dis. 2005 5(10): 623-8). Aunque en general la enfermedad clinica causada por S.
Paratyphi A es algo mas leve que la debida a S. Typhi, la primera puede resultar en una fiebre entérica en su estado
mas avanzado con toda una serie de complicaciones y, si no se trata o se trata incorrectamente, puede tener como
consecuencia la muerte. Existe la necesidad de disponer de vacunas que sean seguras y eficaces para combatir
infecciones por Salmonella.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una cepa de S. Paratyphi A atenuada, donde dicha cepa A tiene una mutacion
atenuante en los loci guaBA y una mutacién atenuante en el gen clpX. En realizaciones preferentes, la cepa S.
Paratyphi A tiene una mutaciéon atenuante en el gen guaB, el gen guaA y el gen clpP. En una realizacion
especialmente preferente, la cepa de Salmonella Paratyphi A tiene una mutacién atenuante en el gen guaB, el gen
guaA y el gen clpX. En otra realizacion preferente, la cepa de Salmonella Paratyphi A tiene una mutacién atenuante
en el gen guaB, el gen guaA, el gen clpP y el gen clpX.

En una realizacion, la mutacién atenuante es una mutacion atenuante que reduce el nivel de expresion de los loci o
los genes o bloquea la expresién de los loci o los genes.

En otra realizacién, la mutacion atenuante es una mutacién atenuante que reduce la actividad de un polipéptido
codificado por los loci o los genes o inactiva un polipéptido codificado por los loci o los genes.

En una realizacién preferente, la cepa de Salmonella Paratyphi A es la cepa S. Paratyphi A 9150.

La presente invencién incluye también cepas de S. Paratyphi A segun la presente invencion que comprenden
ademas un sistema de expresion plasmidico estabilizado.

En una realizacion preferente, el sistema de expresion plasmidico estabilizado comprende un vector de expresion
que tiene (a) un casete de origen de replicacién de numero de copias restringido, (b) como minimo un casete de
destruccion postsegregacional, (c) como minimo un casete de particion y (d) un casete de expresion.

En realizaciones preferentes, el casete de origen de replicacion de numero de copias restringido comprende (i) una
secuencia de nucledtidos que codifica un origen de replicacion que limita el vector de expresién a un nimero medio
de copias plasmidicas de aproximadamente 2 a 75 copias por célula, (ii) un primer sitio de corte de enzima de
restriccion unico situado en 5' de la secuencia de nucleétidos que codifica el origen de replicacion y (iii) un segundo
sitio de corte de enzima de restriccion Unico situado en 3' de la secuencia de nucleétidos que codifica el origen de
replicacion.

En las mismas realizaciones, el casete de destruccidon postsegregacional comprende (i) una secuencia de
nucledtidos que codifica como minimo un locus de destruccidon postsegregacional, (ii) un tercer sitio de corte de
enzima de restriccidon Unico situado en 5' de la secuencia de nucledtidos que codifica el locus de destruccion
postsegregacional y (iii) un cuarto sitio de corte de enzima de restriccion unico situado en 3' de la secuencia de
nucleétidos que codifica el locus de destruccion postsegregacional.

En las mismas realizaciones, el casete de particion comprende (i) una secuencia de nucleétidos que codifica como
minimo una funcién de particion, (ii) un quinto sitio de corte de enzima de restriccion Unico situado en 5' de la
secuencia de nucleétidos que codifica la funcion de particion y (iii) un sexto sitio de corte de enzima de restriccion
unico situado en 3' de la secuencia de nucleétidos que codifica la funcion de particion.

En las mismas realizaciones, el casete de expresion comprende (i) una secuencia de nucleétidos que codifica un
antigeno seleccionado unido de manera operable a un promotor, (ii) un séptimo sitio de corte de enzima de
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restriccion Unico situado en 5' de la secuencia de nucleétidos que codifica el antigeno seleccionado unido de manera
operable a un promotor y (iii) un octavo sitio de corte de enzima de restriccion uUnico situado en 3' de la secuencia de
nuclestidos que codifica el antigeno seleccionado unido de manera operable a un promotor.

En realizaciones preferentes, la secuencia de nucleétidos que codifica el origen de replicacion es una secuencia de
nucledtidos seleccionada del grupo consistente en la secuencia oriE1 de SEQ ID n°: 28, la secuencia ori101 de SEQ
ID n° 30y la secuencia ori15A de SEQ ID n°: 29.

En realizaciones preferentes, la secuencia de nucleétidos que codifica el locus de destruccidon postsegregacional es
una secuencia de nucledtidos seleccionada del grupo consistente en una secuencia de nucleétidos que codifica el
sistema letal equilibrado ssh, una secuencia de nucleétidos que codifica el sistema letal equilibrado asd, una
secuencia de nucleotidos que codifica el sistema proteico phd-doc y una secuencia de nucledtidos que codifica el
sistema antisentido hok-sok. Con especial preferencia, el locus de destruccidon postsegregacional es una secuencia
de nucledtidos que codifica el sistema letal equilibrado ssb seleccionada del grupo consistente en el locus ssb de
Shigella flexneri, el locus ssb de Salmonella Typhi y el locus ssb de E. coli. Aun mas preferentemente, el sistema
letal equilibrado ssb es un locus ssb que comprende un promotor inducible de ssb, un promotor constitutivo de ssb y
una region codificadora de ssb de la cepa de S. flexneri 2a CVD 1208s mostrada en la SEQ ID n°: 34.

En realizaciones preferentes, la secuencia de nucleétidos que codifica la funcién de particién es una secuencia de
nucleétidos seleccionada del grupo consistente en el locus parA de E. coli de SEQ ID n°: 31 y el locus pSC101 par
de E. coli de en SEQ ID n°: 32.

En realizaciones preferentes, el promotor es un promotor inducible, en especial un promotor de ompC y con mayor
preferencia el promotor de ompC mostrado en la SEQ ID n°: 33.

En una realizacién, la secuencia de nucledtidos que codifica un antigeno seleccionado es una secuencia de
nucleotidos que codifica un antigeno homoélogo. En otra realizacion, la secuencia de nucleétidos que codifica un
antigeno seleccionado es una secuencia de nucledtidos que codifica un antigeno heterélogo.

En realizaciones preferentes, la secuencia de nucleétidos que codifica un antigeno seleccionado es una secuencia
de nucledtidos que codifica un antigeno heterélogo seleccionado del grupo consistente en un antigeno virico,
bacteriano, un antigeno de cancer y un antigeno autoinmune.

La presente invencién incluye también una formulacion farmacéutica que comprende una o mas de las cepas de
Salmonella Paratyphi A atenuadas de la presente invencién. Las formulaciones farmacéuticas son preferentemente
formulaciones farmacéuticas orales.

La presente invencion incluye ademas las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion para el uso en un
método para inducir una respuesta inmunitaria en un sujeto, que comprende la administracién de una cantidad
inmunolégicamente eficaz de una formulaciéon farmacéutica de la presente invencién a un sujeto. La respuesta
inmunitaria es preferentemente una respuesta inmunitaria protectora.

La cantidad inmunolégicamente eficaz de la formulacién farmacéutica contiene entre aproximadamente 10? cfu y
aproximadamente 10" cfu, con mayor preferencia entre aproximadamente 10° cfu y aproximadamente 10° cfu, de la
cepa de S. Paratyphi A atenuada dentro de la formulacién farmacéutica.

En una realizacién, la respuesta inmunitaria es una respuesta a Salmonella Paratyphi A. En oftra realizacion, la
respuesta inmunitaria es una respuesta al antigeno seleccionado. En otra realizacién mas, la respuesta inmunitaria
es una respuesta tanto a Salmonella Paratyphi A como al antigeno seleccionado.

Para mutar o delecionar diversos genes y loci cromosomicos de las cepas S. Paratyphi de la presente invencion
puede utilizarse el sistema de mutagénesis mediada por Lambda Red.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: muestra los productos de amplificacién por PCR de guaBA y guaBA::cml. La linea 1 es guaBA de
tipo salvaje; las lineas 2 y 3 son guaBA::cml. Las flechas indican bandas de marcador de peso molecular de 3 kb
(arriba) y 1,5 kb (abajo).

Figura 2: muestra los productos de amplificacién por PCR de deleciones de guaBA::cml y guaBA. La linea 1
es guaBA::cml; las lineas 2 a 5 son deleciones de guaBA. Las flechas indican bandas de marcador de peso
molecular de 1,5 kb (arriba) y 0,5 kb (abajo).

Figura 3: muestra los resultados de un estudio de complementacion de la delecion de guaBA. La placa 1 es
el mutante de guaBA transformado con pLowBlu 184; la placa 2 es el mismo mutante transformado con
pATGguaBA.
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Figura 4: muestra los productos de amplificacion por PCR de S. Paratyphi A atenuada con wt, clpX y clpX-
guaBA. El panel A muestra productos de PCR producidos empleando cebadores especificos para clpX, mientras que
el panel B muestra productos de PCR producidos empleando cebadores especificos para guaBA. Las flechas
indican bandas de marcador de peso molecular de 1,5 kb (arriba) y 0,5 kb (abajo) en el panel A, y de 3 kb (arriba) y
0,5 kb (abajo) en el panel B.

Figura 5: muestra los productos de amplificacion por PCR de S. Paratyphi A atenuada con wt, clpP y clpP-
guaBA. El panel A muestra productos de PCR producidos empleando cebadores especificos para clpP, mientras que
el panel B muestra productos de PCR producidos empleando cebadores especificos para guaBA. Las flechas
indican bandas de marcador de peso molecular de 1 kb (arriba) y 0,5 kb (abajo) en el panel A, y de 3 kb (arriba) y
0,5 kb (abajo) en el panel B.

Figura 6: representacion grafica de datos de ensayos de LDsp en ratones a los que se les inyectd wt, S.
Paratyphi A con delecion de guaBA, con delecion de guaBA complementada con pLowBlu 184 y con delecion de
guaBA complementada con pATGguaBA.

Figura 7: representacion grafica de datos de ensayos LPsy en ratones a los que se les inyectd wt, S.
Paratyphi A con delecion de clpX, S. Paratyphi A con delecién de guaBA, o S. Paratyphi A con delecion de clpX-
guaBA. Los datos incluyen ratones a los que se les inyectd S. Paratyphi A con delecién de clpX complementada con
pLowBIu 184 o pATGclpX, asi como S. Paratyphi A con delecion de clpX-guaBA complementada con pLowBIlu 184 o
pATGclpXATGguaBA.

Figura 8: representacion grafica de datos de ensayos de LDsp en ratones a los que se les inyectd wt, S.
Paratyphi A con delecidn de clpP, S. Paratyphi A con delecién de guaBA, o S. Paratyphi A con delecién de clpP-
guaBA. Los datos incluyen ratones a los que se les inyectd S. Paratyphi A con delecién de clpP complementada con
pLowBIu 184 o pATGclpP, asi como S. Paratyphi A con delecién de clpP-guaBA complementada con pLowBIlu 184 o
pATGclpPATGguaBA.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
A. Cepas de S. Paratyphi atenuadas

La presente invencion se refiere a una cepa de S. Paratyphi A atenuada, teniendo dicha cepa una mutacion
atenuante en los loci guaBA y una mutacion atenuante en el gen clpX. Tales cepas de S. Paratyphi A atenuadas
pueden emplearse para inducir una respuesta inmunitaria en un sujeto sin provocarle una enfermedad.

La cepa de S. Paratyphi A empleada como material de partida de la presente invencion puede ser cualquier cepa de
S. Paratyphi A, no siendo critica la identidad de la cepa. Entre las cepas de S. Paratyphi A preferidas se incluye la
cepa de S. Paratyphi A 9150.

Las cepas de S. Paratyphi A de la presente invencidn estan atenuadas. En el presente documento, las cepas de S.
Paratyphi A atenuadas son aquellas que tienen una capacidad reducida, disminuida o reprimida para provocar una
enfermedad en un sujeto, o aquellas que carecen por completo de la capacidad para provocar una enfermedad en
un sujeto. Las cepas atenuadas pueden presentar una expresion reducida o no presentar ninguna expresion de uno
0 mas genes, pueden expresar una o mas proteinas con una actividad reducida o sin actividad, pueden presentar
una capacidad reducida para crecer y dividirse, o una combinacion de dos o mas de estas caracteristicas. Las cepas
atenuadas de la presente invencion pueden estar vivas o muertas.

Ademas de las cepas de S. Paratyphi A atenuadas de la presente invencion, dentro del alcance de la invencion se
incluyen también cepas atenuadas de otros patégenos entéricos (por ejemplo Salmonella Typhi, Salmonella
Paratyphi B, Shigella, Vibrio cholerae), comensales (por ejemplo Lactobacillus, Streptococcus gordonii) y cepas
utilizadas en vacunas autorizadas (por ejemplo BCG). Estas cepas adicionales tienen todas las mutaciones
atenuantes de las cepas de S. Paratyphi A de la presente invencion, pueden transformarse con el sistema de
expresion plasmidico estabilizado de la presente invencion y pueden utilizarse como composicién inmunizadora
segun se describe en el presente documento.

En realizaciones preferentes, las cepas de S. Paratyphi A atenuadas de la presente invencion tienen un atenuante
en los loci guaBA y una mutacién atenuante en el gen clpX de S. Paratyphi. Por ejemplo, las cepas de S. Paratyphi
A atenuadas de la presente invencion pueden tener una mutacion (i) en el gen guaB vy el gen clpP, (ii) en el gen
guaA y el gen clpP, (iii) en el gen guaB, el gen guaA y el gen clpP, (iv) en los loci guaBA y el gen clpP, (v) en el gen
guaB y el gen clpX, (vi) en el gen guaA y el gen clpX, (vii) en el gen guaB, el gen guaA y el gen clpX, (viii) en los loci
guaBA y el gen clpX, (ix) en el gen guaB, el gen clpP y el gen clpX, (x) en el gen guaA, el gen clpP y el gen clpX, (xi)
en el gen guaB, el gen guaA, el gen clpP y el gen clpX, o (xii) en los loci guaBA, el gen clpP y el gen clpX.

Las mutaciones de los loci y genes aqui descritas pueden ser cualesquiera mutaciones, tales como deleciones,
inserciones o sustituciones de uno o mas acidos nucleicos. Las mutaciones pueden ser cualquier delecion, insercion
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o sustitucion de los loci 0 genes que resulte en una reduccién o ausencia de la expresion de los loci 0 genes, o una
reduccion o ausencia de la actividad de un polipéptido codificado por los loci 0 genes. Las mutaciones pueden estar
en las regiones codificadoras o no codificadoras de los loci o genes.

Preferentemente, en la presente invencion, el genoma cromosémico de la cepa de S. Paratyphi A se modifica por
eliminacion u otra modificacion de los loci guaBA, bloqueando asi la biosintesis de novo de nucleétidos de guanina.
Con especial preferencia, una mutacion en los loci guaBA inactiva las enzimas IMP deshidrogenasa (codificada por
guaB) y GMP sintetasa (codificada por guaA) de la via metabdlica de la purina. A consecuencia de estas
mutaciones, las S. Paratyphi A son incapaces de sintetizar de novo GMP vy, por consiguiente, los nucleétidos GDP y
GTP, lo que limita seriamente el crecimiento bacteriano en tejidos de mamifero. In vitro, los mutantes AguaBA de S.
Paratyphi A de la presente invencion son incapaces de crecer en un medio minimo, a no ser que se complemente
con guanina. En un cultivo tisular se comprobo que los mutantes AguaBA de S. Paratyphi A de la presente invencion
muestran una importante reduccion en su capacidad para la invasion. Los mutantes AguaBA de S. Paratyphi A
pueden eliminar nucleétidos de guanina de los tejidos del huésped mamifero. Sin embargo, su asimilacién en S.
Paratyphi A requiere antes una desfosforilacion a nucledsidos mediante nucleotidasas periplasmicas para ser
incorporados como precursores de nucledtido en la via de rescate de la guanina. Por tanto, dado que los nucleétidos
estan facilmente disponibles en el entorno intracelular del huésped mamifero, la atenuacién debida a la sintesis de
novo de nucledtidos de guanina se debe bien a la ineficacia de la via de rescate o a razones ocultas para los
conocimientos actuales.

El gen guaA de S. Paratyphi A 9150, que codifica la GMP sintetasa, tiene un tamafio de 1.578 pb (SEQ ID n°: 36) y
es en un 98% homologo al gen guaA de S. Typhi Ty2, segun se ha determinado mediante comparaciéon de
nucleétidos por NCBI BLAST. Pueden producirse mutantes de deleciéon eliminando porciones de la region
codificadora del gen guaA de S. Paratyphi A, de modo que se impida una actividad o un plegado adecuados de
GuaA. Por ejemplo pueden delecionarse de la region codificadora entre aproximadamente 25 y aproximadamente
1.500 pb, entre aproximadamente 75 y aproximadamente 1.400 pb, entre aproximadamente 100 y aproximadamente
1.300 pb, o todos ellos. Como alternativa, los mutantes de delecién pueden producirse eliminando, por ejemplo, un
fragmento de 1 a 100 pb del gen guaA de S. Paratyphi A, de modo que se desplace el marco de lectura adecuado
del gen. En el ultimo caso, puede producirse un polipéptido sin sentido o puede abortarse la sintesis del polipéptido
debido a un codén de terminacién inducido por desplazamiento del marco. El tamafio preferido de la delecion es de
aproximadamente 75 a 750 pb. También pueden realizarse deleciones que se extiendan mas alla del gen guaA, es
decir deleciones en los elementos que controlan la traduccion del gen guaA, por ejemplo en un sitio de union
ribosomica.

El gen guaB de S. Paratyphi A 9150, que codifica la IMP deshidrogenasa, tiene un tamafio de 1.467 pb (SEQ ID n°®:
35) y es en un 98% homodlogo al gen guaB de S. Typhi Ty2, segun se ha determinado mediante comparacién de
nucleétidos por NCBI BLAST. Pueden producirse mutantes de delecion eliminando porciones de la region
codificadora del gen guaB de S. Paratyphi A, de modo que se impida una actividad o un plegado adecuados de
GuaB. Por ejemplo pueden delecionarse de la region codificadora entre aproximadamente 25 y aproximadamente
1.400 pb, entre aproximadamente 75 y aproximadamente 1.300 pb, entre aproximadamente 100 y aproximadamente
1.200 pb, o todos ellos. Como alternativa, los mutantes de delecidon pueden producirse eliminando, por ejemplo, un
fragmento de 1 a 100 pb del gen guaB de S. Paratyphi A, de modo que se desplace el marco de lectura adecuado
del gen. En el ultimo caso, puede producirse un polipéptido sin sentido o puede abortarse la sintesis del polipéptido
debido a un codoén de terminacion inducido por desplazamiento del marco. El tamafio preferido de la delecion es de
aproximadamente 75 a 750 pb. También pueden realizarse deleciones que se extiendan mas alla del gen guaB, es
decir deleciones en los elementos que controlan la traduccion del gen guaB, por ejemplo en un promotor.

El gen clpP de S. Paratyphi A 9150, que codifica una serina proteasa, tiene un tamano de 624 pb (SEQ ID n°®: 37) y
es en un 99% homodlogo al gen clpP de S. Typhi Ty2, segun se ha determinado mediante comparacion de
nucleodtidos por NCBI BLAST. Pueden producirse mutantes de delecion eliminando porciones de la region
codificadora del gen clpP de S. Paratyphi A, de modo que se impida una actividad o un plegado adecuados de ClpP.
Por ejemplo pueden delecionarse de la regién codificadora entre aproximadamente 25 y aproximadamente 600 pb,
entre aproximadamente 75 y aproximadamente 500 pb, entre aproximadamente 100 y aproximadamente 400 pb, o
todos ellos. Como alternativa, los mutantes de delecion pueden producirse eliminando, por ejemplo, un fragmento de
1 a 100 pb del gen clpP de S. Paratyphi A, de modo que se desplace el marco de lectura adecuado del gen. En el
ultimo caso, puede producirse un polipéptido sin sentido o puede abortarse la sintesis del polipéptido debido a un
codon de terminacidon inducido por desplazamiento del marco. El tamafo preferido de la delecion es de
aproximadamente 25 a 600 pb. También pueden realizarse deleciones que se extiendan mas alla del gen clpP, es
decir deleciones en los elementos que controlan la traduccion del gen clpP, por ejemplo en un promotor.

El gen clpX de S. Paratyphi A 9150, que codifica una chaperona ATPasa, tiene un tamafo de 1.272 pb (SEQ ID n°:
38) y es en un 99% homologo al gen clpX de S. Typhi Ty2, segun se ha determinado mediante comparacion de
nucleodtidos por NCBI BLAST. Pueden producirse mutantes de delecion eliminando porciones de la region
codificadora del gen clpX de S. Paratyphi A, de modo que se impida una actividad o un plegado adecuados de ClpX.
Por ejemplo pueden delecionarse de la region codificadora entre aproximadamente 25 y aproximadamente 1.200 pb,
entre aproximadamente 75 y aproximadamente 1.100 pb, entre aproximadamente 100 y aproximadamente 1.000 pb,
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o todos ellos. Como alternativa, los mutantes de delecion pueden producirse eliminando, por ejemplo, un fragmento
de 1 a 100 pb del gen clpX de S. Paratyphi A, de modo que se desplace el marco de lectura adecuado del gen. En el
ultimo caso, puede producirse un polipéptido sin sentido o puede abortarse la sintesis del polipéptido debido a un
codon de terminaciéon inducido por desplazamiento del marco. El tamafo preferido de la delecion es de
aproximadamente 75 a 750 pb. También pueden realizarse deleciones que se extiendan mas alla del gen clpX, es
decir deleciones en los elementos que controlan la traduccion del gen clpX, por ejemplo en un promotor.

Las deleciones pueden realizarse en cualquiera de los loci o genes aqui incluidos, utilizando sitios de restriccion
convenientes situados dentro de los loci 0 genes, o mediante una mutagénesis de sitio dirigido con oligonucleétidos
(Sambrook y col., en: Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Ed., Cold Spring Harbor Publications (1989)).

Puede realizarse también una inactivacién de los loci o genes mediante una insercion de ADN extrafio, utilizando
cualquier sitio de restriccion conveniente, o mediante una mutagénesis de sitio dirigido con oligonucleétidos
(Sambrook y col., supra), de modo que se interrumpa la transcripciéon correcta de los loci o genes. El tamafio tipico
de una insercion que pueda inactivar los loci o genes esta entre 1 par de bases y 100 kpb, aunque son preferibles
las inserciones inferiores a 100 kpb. La insercion puede realizarse en cualquier lugar dentro de las regiones
codificadoras de los loci o genes o entre las regiones codificadoras y los promotores.

Otros métodos para la inactivacién de los loci y los genes incluyen la transferencia a Salmonella de deleciones o
inserciones realizadas en loci guaBA, genes guaA, guaB, clpP o clpX de otras enterobacterias, deleciones
generadas por transposon, y la excision imprecisa de inserciones de ADN.

Preferentemente, los loci y genes bacterianos se mutan empleando mutagénesis mediada por Lambda Red
(Datsenko y Wanner, PNAS USA 97: 6640-6645 (2000)). Resumiendo, en la etapa 1 las bacterias huésped a las que
va dirigida la mutacién se transforman con un plasmido sensible a la temperatura que codifica A, Red recombinasa.
Estas bacterias se cultivan en presencia de arabinosa para inducir la produccion de A, Red. Se realiza una
mutagénesis cromosdmica de una secuencia diana mediante electroporacién del huésped con ADN lineal en el que
el gen diana se sustituye por un marcador de resistencia a los antibiéticos. Este ADN codifica también regiones
cortas de secuencias cromosémicas flanqueantes para permitir una integracion cromosémica del marcador de
resistencia mediante recombinacion homéloga mediada por A Red. Se seleccionan los recombinantes en un medio
sélido que contiene el antibiético adecuado y se incuban a una temperatura que facilita la pérdida del plasmido que
codifica la A Red recombinasa. Para la etapa 2, la retirada del marcador de resistencia cromosomico se facilita
transformando las bacterias con un plasmido sensible a la temperatura que codifica FLP recombinasa y que se dirige
a secuencias Unicas dentro del marcador de resistencia a los antibidticos ahora presentes en el cromosoma
huésped. Se cultivan transformantes a temperaturas permisivas para la presencia de la FLP recombinasa, que se
expresa de manera constitutiva. Se criban los mutantes mediante PCR, se cultivan a una temperatura que facilita la
pérdida del plasmido que codifica FLP recombinasa y se seleccionan para su almacenamiento.

Las cepas de S. Paratyphi A atenuadas de la presente invencidon pueden contener mutaciones en uno o mas genes
adicionales. Aunque la patente US n° 6.682.729 incluye una extensa discusién sobre mutaciones atenuantes
adicionales de Salmonella spp., entre los ejemplos de genes se incluyen los que codifican diversas vias bioquimicas,
sistemas reguladores globales, proteinas de choque térmico, otros genes reguladores y propiedades de virulencia
putativas. Entre los ejemplos especificos de tales mutaciones atenuantes se incluyen, sin limitarse a las mismas: (i)
mutaciones auxotroficas, tales como mutaciones de aro, gua, nad, thy y asd; (ii) mutaciones que inactivan funciones
reguladoras globales, tales como mutaciones de cya, crp, phoP/phoQ, phoP® y ompR; (iii) mutaciones que modifican
la respuesta al estrés, tales como mutaciones de recA, htrA, htpR, hsp y groEL; (iv) mutaciones en factores de
virulencia especificos, tales como mutaciones de pag y prg; (v) mutaciones que afectan a la topologia del ADN, tales
como mutaciones de topA; (vi) mutaciones que bloquean la biogénesis de polisacaridos de superficie, tales como
mutaciones de rfb, galE y via; (vii) mutaciones que modifican sistemas suicidas, tales como mutaciones de sacB,
nuc, hok, gef, kil y phlA; (viii) mutaciones que introducen sistemas suicidas, tales como liségenos codificados por
P22, A murein transglicosilasa y gen S; y (ix) mutaciones que alteran o modifican el ciclo celular correcto, tales como
mutaciones de minB.

B. Sistema plasmidico de expresion estabilizado

Las cepas de S. Paratyphi A atenuadas segun la reivindicacion 1 de la presente invencion incluyen las cepas
disefiadas por ingenieria para expresar polipéptidos seleccionados (antigenos). Tales cepas de S. Paratyphi A
atenuadas pueden utilizarse para inducir una respuesta inmunitaria en la S. Paratyphi misma o para inducir una
respuesta inmunitaria en los antigenos seleccionados expresados por las cepas de S. Paratyphi A atenuadas, o
ambas respuestas.

Tales cepas de S. Paratyphi A atenuadas se transforman con un sistema plasmidico de expresion estabilizado. El
sistema plasmidico de expresion estabilizado codifica un antigeno seleccionado.

El sistema plasmidico de expresion estabilizado comprende un vector de expresion que comprende un sistema de
mantenimiento plasmidico (PMS) y una secuencia de nucledtidos que codifica un antigeno seleccionado.
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El sistema plasmidico de expresion estabilizado optimiza el mantenimiento del vector de expresién en las bacterias
en dos niveles independientes, mediante: (1) eliminacién de la dependencia exclusiva de los sistemas de
mantenimiento letales equilibrados y (2) incorporacién de un sistema de particion plasmidica para impedir la
segregacion aleatoria de vectores de expresién, mejorando asi su herencia y estabilidad.

El PMS incluye (a) un origen de replicacion, (b) como minimo una funcion de destrucciéon postsegregacional y (c)
como minimo una funcién de particion. Cada uno de los elementos del PMS mencionados puede ser un casete
individual del sistema plasmidico de expresién estabilizado. Cada uno de los casetes puede comprender sitios de
corte de enzima de restriccion Unicos situados en los extremos §'y 3' de los casetes.

Los sistemas plasmidicos de expresion estabilizados preferentes son los descritos en la solicitud de patente US n°
11/542.264 en tramite.

1. Origen de replicacién

El PMS incluye un origen de replicacion de numero de copias restringido que limita el vector de expresiéon a un
margen de copias plasmidicas por célula. Debido a los diversos grados de toxicidad asociados a los diferentes
antigenos seleccionados (por ejemplo toxicidad elevada para antigenos derivados de organismos parasitarios tales
como el Plasmodium falciparum contra la ausencia practicamente total de toxicidad para el fragmento C de la toxina
del tétanos), el sistema plasmidico de expresion estabilizado de la presente invencién esta basado en un vector de
expresion (plasmido) de numero de copias bajo o medio. El técnico en la materia comprendera que la seleccion de
un origen de replicacion dependera del grado de toxicidad, es decir que el nimero de copias deberia disminuir
segun aumenta la toxicidad con respecto a la cepa bacteriana.

Es preferible que el origen de replicacion confiera un nimero medio de copias entre aproximadamente 2 y
aproximadamente 75 copias por célula, entre aproximadamente 5 y aproximadamente 60 copias por célula, entre
aproximadamente 5 y aproximadamente 30 copias por célula o entre aproximadamente 5 y aproximadamente 15
copias por célula. Los origenes de replicacion aqui incluidos se derivan del plasmido pAT153 de E. coli (oriE1, ~60
copias por equivalente cromosoémico), el plasmido pACYC184 de E. coli (ori15A, ~15 copias por equivalente
cromosoémico) y el plasmido pSC101 de Salmonella typhimurium (ori101, ~5 copias por equivalente cromosémico).
Las organizaciones estructurales de los casetes de origen de replicacion obtenidos por ingenieria para pSC101,
pACYC184 y pAT153 son analogas en estructura y funcion.

Los origenes de replicacion de la presente invencién incluyen no sélo origenes de replicacion presentes en la
naturaleza, sino también origenes de replicacion codificados por secuencias de nucledtidos que son esencialmente
homologas a secuencias de nucleétidos que codifican origenes de replicacion presentes en la naturaleza y que
conservan la funcién de aquellas de los origenes de replicacion presentes en la naturaleza.

En realizaciones preferentes, la secuencia de nucleétidos que codifica el origen de replicacion es una secuencia de
nucleétidos seleccionada del grupo consistente en la secuencia oriEl de SEQ ID n°: 28, la secuencia ori101 de SEQ
ID n°: 30 y la secuencia ori15A de SEQ ID n°: 29.

En una realizacion especialmente preferente, el origen de replicacion es el locus oriE1 de pSC101 que confiere un
numero de copias de aproximadamente 5 copias por equivalente gendémico, de SEQ ID n°: 28.

2. Funcién de particion

El PMS incluye también una funcién de particién, también conocida en la técnica y en el presente documento como
"sistema de segregacion" y "sistema de particion”. La funciéon de particion es cualquier funcion mejoradora de la
estabilidad plasmidica que actle aumentando la frecuencia de suministro exitoso de un plasmido a cada célula
bacteriana recién dividida, en comparacién con la frecuencia de suministro de un plasmido correspondiente sin dicha
funcién. Entre los sistemas de particion se incluyen, por ejemplo, sistemas de equiparticion, sistemas de particion
par-sitio y los sistemas facilitados en la Tabla 1 del Capitulo 5, Partition Systems of Bacterial Plasmids, B.E. Funnell
y R.A. Slavcev, en Plasmid Biology. 2004, BE Funnell y GJ Phillips, ed. ASM Press, Washington, DC.

Los sistemas de particién de la presente invencion incluyen no sélo sistemas de particion presentes en la naturaleza,
sino también sistemas de particion codificados por secuencias de nucledtidos que son esencialmente homélogas a
las secuencias de nucledtidos que codifican sistemas de particion presentes en la naturaleza y que conservan la
funcioén de los sistemas de particion naturales.

Ejemplos de funciones de particion incluyen, sin limitacion, sistemas de pSC101, el factor F, el profago P1 y los
plasmidos de resistencia a los farmacos IncFll.

En particular puede utilizarse el locus de particion pasivo par. La funcion del locus par parece estar relacionada con
el sobreenrollado plasmidico creciente en el origen de replicacion, que también es el sitio de unién para ADN girasa.
Un ejemplo de secuencia par es la de E. coli, de SEQ ID n°: 32 (Miller y col., Nucleotide sequence of the partition
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locus of Escherichia coli plasmid pSC101, Gene 24:309-15 (1983); n° de registro GenBank X01654, nucledtidos
4524 - 4890).

También puede emplearse el locus parA de particion activa. En SEQ ID n°: 31 se expone un ejemplo de secuencia
de locus parA.

3. Funcién de destruccion postsegregacional

El PMS incluye ademéas como minimo una funcién de destruccién postsegregacional (PSK). La funcién PSK es una
funcién que resulta en la muerte de toda célula bacteriana recién dividida que no herede el plasmido de interés, e
incluye especificamente sistemas letales equilibrados tales como asd o ssb, sistemas proteicos tales como phd-doc
y sistemas antisentido tales como hok-sok.

La funcion PSK de la presente invencién incluye no sdélo funciones PSK presentes en la naturaleza, sino también
funciones PSK codificadas por secuencias de nucleétidos que son esencialmente homodlogas a las secuencias de
nucleotidos que codifican funciones PSK presentes en la naturaleza y que conservan la funciéon presentada por las
funciones PSK naturales.

En realizaciones preferentes, la funcion PSK es el sistema letal equilibrado ssb. Se utiliza la proteina de union a
cadena simple (SSB) de S. Typhi para transcomplementar una mutacion de otro modo letal introducida en el gen ssb
cromosoémico. Los papeles bioquimico y metabolico de la proteina SSB de E. coli se han analizado extensamente en
Lohman y col., Annual Reviews in Biochemistry 63:527, 1994 y Chase y col., Annual Reviews in Biochemistry
55:103, 1986.

En las cepas de S. Paratyhphi A de la presente invencién que comprenden un sistema plasmidico de expresion
estabilizado donde la funcion PSK es el sistema letal equilibrado ssb, el locus ssh nativo de las bacterias se inactiva.
El locus ssb nativo puede inactivarse por cualquier medio conocido en la técnica, tal como un vector suicida que
comprenda un origen de replicacién sensible a la temperatura o por mutagénesis mediada por Lambda-Red
(Datsenko y Wanner, PNAS USA 97:6640-6645 (2000)). En un aspecto preferente, la mutagénesis mediada por
Lambda Red se utiliza para inactivar el locus ssb de las cepas de S. Paratyphi A atenuadas de la presente
invencion.

En otro aspecto de la invencién, la funcién PSK es el locus ssb en el que, como promotores de la funcién PSK de
ssb, se utilizan tanto el promotor del gen ssb inducible como el promotor del gen ssb constitutivo. En una realizacién
preferente, la funcién PSK comprende un promotor inducible de ssb, un promotor constitutivo de ssb y una region
codificadora de ssb. El locus ssb es preferentemente el locus ssb de Shigella flexneri, de Salmonella Typhi o de E.
coli. En una realizacion, el locus ssb es el locus ssh de la cepa CVD 1208s de S. flexneri 2a mostrado en la SEQ ID
n°: 34.

En un aspecto relacionado de la invencidon pueden incorporarse al sistema plasmidico de expresion estabilizado
alelos mutados tales como ssb-1 (o cualquier mutacion funcionalmente equivalente a este alelo, tal como W54S;
Carlini y col., Mol. Microbiol. 10:1067-1075 (1993)), con el fin de mejorar los plasmidos de nimero de copias elevado
mediante una sobreexpresion de proteinas afines a SSB1 para formar los tetrameros biolégicamente activos de SSB
requeridos.

En otra realizacion, el PMS comprende dos funciones PSK.

4. Antigeno seleccionado

El sistema plasmidico de expresion estabilizado comprende también un polinucledtido que codifica el antigeno
seleccionado bajo el control de un promotor.

El promotor es preferentemente un promotor regulable con respecto al entorno, controlado por una sefal
biologicamente relevante tal como la osmolaridad. En una realizacion preferente, el promotor es el promotor ompC.
El gen ompC codifica una proteina porina que se inserta en forma de trimero en la membrana exterior de una célula
bacteriana. La expresion y el control de ompC se han analizado en detalle en Pratt y col., Molecular Microbiology
20:911, 1996 y Egger y col., Genes to Cells 2: 167, 1997. En una realizacion preferente, el fragmento del promotor
ompC de E. coli se muestra en la SEQ ID n°: 33. Véase la patente US n° 6.703.233. La transcripcion de este casete
puede terminarse en la regién 3'-distal mediante un terminador transcripcional trpA.

En un aspecto, el promotor inducible es el promotor Pompcz 0 Pompct mutado. El promotor puede emplearse para
controlar exclusivamente la transcripcién del antigeno seleccionado aguas abajo.

La invencién abarca la expresion de cualquier antigeno que no destruya la cepa de S. Paratyphi A atenuada que lo
expresa y que provoque una respuesta inmunitaria cuando se administra al sujeto la cepa de S. Paratyphi A
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atenuada que expresa el antigeno. Los antigenos seleccionados pueden ser homélogos (de S. Paratyphi A) o
heterdlogos.

Entre los ejemplos, no limitativos, del antigeno seleccionado se incluyen: antigeno de toxina Shiga 1 (Stx1), antigeno
de toxina Shiga 2 (Stx2), hepatitis B, Haemophilus influenzae tipo b, hepatitis A, pertussis acelular (,cP), varicela,
rotavirus, Streptococcus pneumoniae (neumocécico) y Neisseria meningitidis (meningocécico). Véase Ellis y col.,
Advances in Pharm., 39:393423, 1997. Si el antigeno es un antigeno de toxina Shiga 2, el antigeno de toxina Shiga
2 puede, por ejemplo, ser un pentamero de subunidad B o bien una Stx 2 genéticamente destoxificada. Entre otros
antigenos de relevancia para la biodefensa se incluyen: 1) uno o mas dominios de la parte del antigeno protector
PA83 de la toxina carbuncosa, incluyendo, pero sin limitarse al mismo, el dominio 4 (el dominio de unién celular
eucariota; D4), la forma biolégicamente activa de 63 kDa procesada de PA83, o el PA83 en toda su longitud; y 2)
antigenos de Clostridium botulinum que comprenden el fragmento de cadena pesado de union celular eucariota de
cualquier neurotoxina serotipo A, B, C, D, E, F o G, en cualquier combinacion. Entre otros antigenos seleccionados
se incluyen todos los descritos en la patente US n° 6.190.669.

En un aspecto, el antigeno seleccionado es un antigeno que induce una respuesta inmunitaria al cancer. En otro
aspecto, el antigeno seleccionado esta disefiado para provocar una respuesta inmunitaria a autoantigenos,
receptores de células B y/o receptores de células T implicados en enfermedades autoinmunes o inmunolégicas. Por
ejemplo, en los casos en que se provoquen respuestas inmunitarias inadecuadas contra tejidos corporales o
antigenos ambientales, las composiciones inmunizadoras de la presente invencion pueden utilizarse para inducir
una respuesta inmunitaria a los autoantigenos, receptores de células B y/o receptores de células T para modular las
respuestas y mejorar las enfermedades. Por ejemplo, tales técnicas pueden resultar eficaces para tratar la miastenia
grave, el lupus eritematoso, la artritis reumatoide, la esclerosis multiple, alergias y el asma.

En otro aspecto de la presente invencion, el sistema plasmidico de expresion estabilizado puede incluir un
polinucledtido que codifique un marcador seleccionable o un marcador sensible a la temperatura, tal como un
marcador de resistencia a los farmacos. Un ejemplo no limitativo de marcador de resistencia a los farmacos es aph,
del que en la técnica actual se sabe que confiere resistencia a los aminoglucésidos kanamicina y/o neomicina.

En el presente documento, los términos "en esencia homdlogo" o "esencialmente homdlogo" en relacion con una
secuencia de nucledtidos o una secuencia de aminoacidos indican que la secuencia de acidos nucleicos o la
secuencia de aminoacidos tiene suficiente homologia con respecto a la secuencia de referencia (por ejemplo una
secuencia nativa o presente en la naturaleza) para permitir a la secuencia realizar la misma funcién basica que la
secuencia de referencia correspondiente; en general, una secuencia esencialmente homologa es al menos
aproximadamente en un 70 por ciento idéntica a la secuencia de referencia, en general como minimo
aproximadamente en un 85 por ciento idéntica, con preferencia como minimo aproximadamente en un 90 o un 95
por ciento idéntica y con la maxima preferencia aproximadamente en un 96, 97, 98 o 99 por ciento idéntica, a dicha
secuencia de referencia. Se entiende que, en esta memoria descriptiva, cuando se haga referencia a secuencias de
nucleétidos y/o secuencias de aminoacidos especificas, tales secuencias de nucledtidos y/o secuencias de
aminoacidos pueden sustituirse por secuencias esencialmente homologas.

C. Métodos para inducir unarespuesta inmunitaria

La presente invencion incluye también una formulacién farmacéutica segun las reivindicaciones 19 y 20 para su uso
en métodos para inducir en un sujeto una respuesta inmunitaria a la cepa de S. Paratyphi A atenuada misma, a un
antigeno seleccionado expresado por una cepa de S. Paratyphi A atenuada transformada con un sistema plasmidico
de expresion estabilizado, o a ambos.

En una realizacién, el empleo de una formulacién farmacéutica segun las reivindicaciones 19 y 20 para su uso en
métodos para inducir una respuesta inmunitaria comprende la administracion a un sujeto de una o mas de las cepas
de la presente invencion en una cantidad suficiente para inducir una respuesta inmunitaria en él. En el presente
documento, la cepa de la presente invencion incluye cepas de S. Paratyphi A atenuadas tanto transformadas como
no transformadas.

En otra realizacion, el empleo de una formulacién farmacéutica segun las reivindicaciones 19 y 20 para su uso en
métodos para inducir una respuesta inmunitaria comprende la administracion a un sujeto de la formulacion
farmacéutica que comprende una o mas de las cepas de la presente invencidon en una cantidad suficiente para
inducir una respuesta inmunitaria en el sujeto (una cantidad inmunolégicamente eficaz).

Por conveniencia, en el presente documento nos referiremos a las cepas de la presente invencion y a las
formulaciones farmacéuticas que comprenden las cepas como "composiciones inmunizadoras”. El técnico en la
materia comprendera que composiciones inmunizadoras es sinénimo de vacunas.

En el presente documento, una "respuesta inmunitaria” es la respuesta fisiolégica del sistema inmunitario del sujeto
a la composicién inmunizadora. Una respuesta inmunitaria puede incluir una respuesta inmunitaria innata, una
respuesta inmunitaria adaptativa, o ambas.
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En una realizacion preferente de la presente invencion, la respuesta inmunitaria es una respuesta inmunitaria
protectora. Una respuesta inmunitaria protectora confiere memoria celular inmunolégica al sujeto, con el efecto de
que una exposicion secundaria al mismo antigeno o a uno similar esta caracterizada por una o mas de las siguientes
caracteristicas: fase de latencia mas corta que la fase de latencia resultante de la exposicién al antigeno
seleccionado en ausencia de una exposicién previa a la composicion inmunizadora; produccion de anticuerpos que
continla durante un periodo mas largo que la produccidon de anticuerpos resultante de la exposicion al antigeno
seleccionado en ausencia de una exposicion previa a la composiciéon inmunizadora; un cambio en el tipo y la calidad
de los anticuerpos producidos en comparacién con el tipo y la calidad de los anticuerpos producidos con una
exposicion al antigeno seleccionado en ausencia de una exposicién previa a la composicién inmunizadora; un
desplazamiento en la respuesta de clase, con una aparicién de anticuerpos IgG en mayores concentraciones y con
una mayor persistencia que IgM, en relacién con lo que ocurre en respuesta a una exposicion al antigeno
seleccionado en ausencia de una exposicion previa a la composiciéon inmunizadora; una afinidad media (constante
de unién) entre los anticuerpos y el antigeno mayor que la afinidad media entre los anticuerpos y el antigeno
resultante de una exposicion al antigeno seleccionado en ausencia de una exposicion previa a la composicion
inmunizadora; y/u otras caracteristicas de las que conocidas en el estado actual de la técnica por caracterizar una
respuesta inmunitaria secundaria.

El sujeto al que pueden administrarse las composiciones inmunizadoras es preferentemente un humano, pero
también puede ser otro mamifero, por ejemplo simios, perros, gatos, caballos, vacas o cerdos, o aves, por ejemplo
gallinas.

En una realizacion, el sujeto es un sujeto con riesgo de desarrollar una infeccion por S. Paratyphi A. En otra
realizacion, el sujeto es inmunolégicamente naive o, como alternativa, presenta una inmunidad preexistente a la
infeccion por S. Typhi o la infeccion por S. Paratyphi A.

En otra realizacién, el sujeto al que se administran las cepas de la presente invencion desarrolla una respuesta
inmunitaria protectora contra la fiebre paratifoidea.

D. Formulaciones, dosis y modos de administracion

Las cepas atenuadas de la presente invencion, tanto las no transformadas como las transformadas con un sistema
plasmidico de expresion estabilizado, pueden administrarse a un sujeto para inducir una respuesta inmunitaria. En
una realizacion preferente, las cepas de la presente invencion se administran en una formulacion farmacéutica.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion pueden incluir vehiculos, excipientes y otros ingredientes,
tales como adyuvantes, farmacéuticamente aceptables. Los vehiculos, excipientes y otros ingredientes
farmacéuticamente aceptables son compuestos, soluciones, sustancias o materiales que son compatibles con las
cepas de la presente invencion y no son indebidamente perjudiciales para su destinatario. En particular, los
vehiculos, excipientes y otros ingredientes de la presente invencion son aquellos que resultan utiles para preparar
una formulacion farmacéutica que, en lineas generales, sea segura, no sea téxica, no sea indeseable desde el punto
de vista bioldgico ni desde otro punto de vista y pueda presentar perfiles farmacoldégicamente favorables, e incluyen
vehiculos, excipientes y otros ingredientes aceptables tanto para el uso veterinario como para el uso farmacéutico en
humanos.

En el estado actual de la técnica son bien conocidos vehiculos y excipientes farmacéuticamente aceptables
adecuados, que el técnico en la materia puede determinar segun lo justifique la situacién clinica. El técnico en la
materia entendera que los diluyentes estan incluidos en el alcance de los términos "vehiculos" y "excipientes”. Entre
los ejemplos de vehiculos y excipientes adecuados se incluyen: solucién salina, soluciéon salina tamponada,
dextrosa, agua, glicerol, etanol y mas en particular: (1) soluciéon salina tamponada con fosfato de Dulbecco, pH
aproximadamente 7,4, que contiene aproximadamente 1 mg/ml a 25 mg/ml de seroalbumina humana, (2) solucion
salina al 0,9% (0,9% p/v NaCl), (3) dextrosa al 5% (p/v) y (4) agua.

El modo de administracion de las composiciones inmunizadoras de la presente invencion puede ser cualquier
método y/o medio de suministro adecuado que tenga como resultado la induccion de una respuesta inmunitaria en el
sujeto. Los medios de suministro pueden incluir, sin limitacion, métodos de administraciéon parenteral, tales como
inyeccion subcutanea (SC), inyeccion intravenosa (IV), transdérmica, intramuscular (IM), intradérmica (ID), asi como
de administracion no parenteral, por ejemplo oral, nasal, intravaginal, pulmonar (inhalacién), oftalmica, rectal, o
cualquier otro método que tenga como resultado un contacto de la composicion inmunogénica con los tejidos
mucosos. La administracion es preferentemente via oral.

En una realizacion de la presente invencion, las composiciones inmunizadoras existen en forma de una dispersion
atomizada para el suministro por inhalacién. Mediante métodos convencionales pueden prepararse diversas
formulaciones liquidas y en polvo para su inhalacion en los pulmones del sujeto a tratar. En general, la dispersion
atomizada de las composiciones inmunizadoras contiene vehiculos habituales para dispersiones atomizadas o en
aerosol, tales como solucion salina tamponada y/u otros compuestos bien conocidos por el técnico en la materia. El
suministro de las composiciones inmunogénicas mediante inhalacion tiene el efecto de dispersar rapidamente las
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composiciones inmunizadoras en una gran area de los tejidos mucosos, asi como de una rapida absorcion por la
sangre para la circulacion de las composiciones inmunizadoras.

Adicionalmente, las composiciones inmunizadoras existen también en forma liquida. El liquido puede ser para la
administracion via oral, via oftalmica o nasal en forma de gotas, o para el uso como enema o irrigacion. Si la
composicion inmunizadora esta formulada en forma de liquido, el liquido puede ser bien una solucién o bien una
suspension de la composicién inmunizadora. Existen diversas formulaciones adecuadas para la solucién o
suspensién de la composicion inmunizadora ya conocidas por el técnico en la materia, que dependen del uso
previsto para las mismas. Las formulaciones liquidas para la administraciéon via oral preparadas en agua u otros
vehiculos acuosos pueden contener diversos agentes de suspension, por ejemplo metilcelulosa, alginatos,
tragacanto, pectina, kelgina, carragenina, goma arabiga, polivinilpirrolidona y alcohol polivinilico. Las formulaciones
liguidas pueden incluir también soluciones, emulsiones, jarabes y elixires que contengan, junto con las
composiciones inmunizadoras, agentes humectantes, edulcorantes, colorantes y aromatizantes.

El suministro de las composiciones inmunizadoras descritas en forma liquida mediante la administracién via oral
expone la mucosa de los tractos gastrointestinal y urogenital a las composiciones inmunizadoras. Una dosis
adecuada, estabilizada para resistir los valores pH extremos del estdmago, suministra la composicion inmunizadora
en todas las zonas del tracto gastrointestinal, especialmente sus partes superiores. Para el uso con las
composiciones inmunizadoras aqui descritas se contemplan cualesquiera métodos adecuados para estabilizar la
composicién inmunizadora en una dosificacién oral liquida de manera que el suministro efectivo de la composicion
se distribuya a lo largo del tracto gastrointestinal, incluyendo capsulas y una solucién salina tamponada
resuspendida para proteger las bacterias atenuadas contra el pH &cido. Los vehiculos o diluyentes
farmacéuticamente aceptables empleados en concreto no son criticos para la presente invencién y son habituales en
la técnica actual. Entre los ejemplos de diluyentes se incluyen: tampones para el tamponado contra el acido gastrico
del estdbmago, tales como tampédn citrato (pH 7,0) con contenido en sacarosa, tampdn bicarbonato (pH 7,0) solo o
tampodn bicarbonato (pH 7,0) con contenido en acido ascorbico, lactosa y opcionalmente aspartamo (Levine y col.,
Lancet, 11:467-470 (1988)). Entre los ejemplos de vehiculos se incluyen: proteinas, por ejemplo aquellas se hallan en
la leche desnatada; azucares, por ejemplo sacarosa; o polivinilpirrolidona.

El suministro de las composiciones inmunizadoras descritas en forma liquida por medio de gotas oftalmicas expone
la mucosa de los ojos y los tejidos asociados a las composiciones inmunizadoras. Un vehiculo liquido tipico para las
gotas oculares esta tamponado y contiene otros compuestos ya conocidos y facilmente identificables para el técnico
en la materia.

El suministro de las composiciones inmunizadoras descritas en forma liquida por medio de aerosol o gotas nasales
expone la mucosa de la nariz y los senos y los tejidos asociados a las composiciones inmunizadoras. En general, los
vehiculos liquidos para las gotas nasales son diversas formas de solucién salina tamponada.

Las formulaciones inyectables de las composiciones inmunizadoras pueden contener diversos vehiculos, tales como
aceites vegetales, dimetilacetamida, dimetilformamida, lactato de etilo, carbonato de etilo, miristato de isopropilo,
etanol, polioles (glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido) y similares. Los excipientes fisiolégicamente
aceptables pueden incluir, por ejemplo, dextrosa al 5%, solucién salina al 0,9%, solucion de Ringer u otros
excipientes adecuados. Las preparaciones intramusculares pueden disolverse y administrarse en un excipiente
farmacéutico tal como agua para inyeccion, solucion salina al 0,9% o solucion de glucosa al 5%.

Las cepas de S. Paratyphi A atenuadas de la presente invencién pueden administrarse a un sujeto junto con otros
agentes farmacoldgica o fisiolégicamente activos, por ejemplo sustancias antigénicas y/u otras sustancias
biolégicamente activas.

Las cepas de S. Paratyphi A atenuadas que comprenden un sistema plasmidico de expresion estabilizado pueden
administrarse a un sujeto antes, durante o después de que haya comenzado la expresién del antigeno seleccionado.
Por ejemplo, la cepa de S. Paratyphi A atenuada que comprende un sistema plasmidico de expresion estabilizado
puede cultivarse durante cierto tiempo antes de su administracién a un sujeto, para permitir a las bacterias producir
cantidades suficientes del antigeno seleccionado, de manera que al administrarse las bacterias se provoque una
respuesta inmunitaria al antigeno seleccionado.

La cantidad y la velocidad de administracién de las composiciones inmunizadoras de la presente invencién pueden
ser facilmente determinadas por el técnico en la materia sin una excesiva experimentacion, por ejemplo utilizando
técnicas de determinacion por titulacion de anticuerpos convencionales y protocolos de bioeficacia/biocompatibilidad
convencionales. La cantidad y la velocidad de administracién variaran en funcion de factores tales como el peso y la
salud del sujeto, la identidad de las bacterias que se estan administrando al sujeto, la identidad del polipéptido
expresado en las cepas disefiadas por ingenieria para expresar un antigeno seleccionado, el efecto terapéutico
deseado, el intervalo de tiempo de bioactividad deseado y el modo de administracion de la composicion
inmunizadora.
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En general, la cantidad de una composiciéon inmunizadora administrada a un sujeto es una cantidad suficiente para
inducir en el sujeto una respuesta inmunitaria a una cepa de S. Paratyphi A o al antigeno seleccionado expresado
por la cepa de S. Paratyphi A (una cantidad inmunolégicamente eficaz). La respuesta inmunitaria es
preferentemente una respuesta inmunitaria protectora.

En general, la dosis empleada contendra entre aproxmadamente 10% cfu y 10" cfu de la cega de S. Paratyphl A,
con preferencia entre aproximadamente 10% cfu y 10" cfu, o entre aproxmadamente 10 cfu y 10° cfu. Las
formulaciones para la administraciéon oral comprenden entre aproxmadamente 10% cfu y 10" cfu de la cepa de S.
Paratyphi A, con preferencia entre aproximadamente 10° cfu y 10° cfu, y la formulacién se halla en una capsula o
resuspendida en una solucién tampodn para proteger las bacterias atenuadas contra el pH aC|do del estomago. Las
formulaciones para la administracion nasal comprenden entre aproximadamente 107 cfu y 10" cfu de la cepa de S.
Paratyphi A, con preferencia entre aproximadamente 10? cfu y 10" cfu, y se utilizan para una administracion
intranasal donde las bacterias se suministran en forma de gotas o aerosol.

Las composiciones inmunizadoras pueden administrarse en una uUnica dosis o en multiples dosis a lo largo de
periodos de tiempo prolongados. En particular, las composiciones inmunizadoras pueden administrarse durante un
periodo de una semana, dos semanas, tres semanas, un mes, seis semanas, dos meses, diez semanas, tres meses,
cuatro meses, seis meses, un afo, o durante periodos prolongados de mas de un afo.

Las composiciones inmunizadoras pueden suministrarse en una unidad de dosificacion para lograr una dosificacion
uniforme y facilitar la administracion. Cada forma de unidad de dosificacion contiene una cantidad predeterminada
de las cepas de la presente invencion calculada para producir una respuesta inmunitaria deseada, junto con un
vehiculo, excipiente u otro ingrediente farmacéuticamente aceptable.

La presente solicitud describe también un kit no reivindicado, que comprende una o mas de las composiciones
inmunizadoras de la presente solicitud y opcionalmente medios para administrar las composiciones e instrucciones
para ello.

E. EJEMPLOS

1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Para todas las construcciones plasmidicas se utilizé la cepa de Escherichia coli DH5 alfa. La cepa de S. Typhi viva
atenuada CVD 908-htrA contiene mutaciones de delecion en aroC y aroD, que interrumpen la via de biosintesis de
compuesto aromatico, y htrA, que codifica una proteina de respuesta al estrés (véase Infect Immun. 60:2 (1992), pp.
536-541 y J. Biotechnol. 44:1-3 (1996), pp. 193-196). Se adquiri6 el lote # 11848 de S. Paratyphi A 9150 de
American Type Culture Collection (Manassas, VA), que se almacen6é como CV 223 y CV 224. En todos los
experimentos se utilizé el CV 223.

Se cultivo la E. coli DH5 alfa utilizando medio liquido Luria Bertani (LB) o agar (Difco, Detroit, Mich), complementado
con los antibiéticos carbenicilina (carb; 50 pug/ml), kanamicina (kan; 50 ug/ml) o cloranfenicol (cml; 25 ug/ml) cuando
era necesario. Se cultivaron la CVD 908-htrA y la S. Paratyphi A 9150 y sus derivados con 2x medio de soja (20 g de
peptona Hy-soy, 10 g de extracto de levadura Hy-soy, 3 g de NaCl, + 15 g de agar granulado (Difco) por litro) con
guanina (0,001% v/v) y antibiéticos afiadidos cuando era necesario. Los cultivos liquidos se incubaron a 30°C o
37°C, a 250 rpm, durante 16-24 horas, a no ser que se indique otra cosa.

El medio minimo modificado (MMM) utilizado para el analisis de complementacién estaba compuesto de sales M9
(KoHPOg4, 7 g/l; KH2POy4, 3 g/l; (NH4)2S04, 1 g/l (pH 7,5)), 0,5% (p/v) de casaminoécidos (Difco), 0,5% (p/v) de
glucosa, 0,01% (p/v) de MgSQO4-7H20, 15 g de agar granulado (Difco) por litro y 1 pg/ml de vitamina B1.

2. Plasmidos y técnicas de genética molecular

Para la construccion de los plasmidos aqui representados se utilizaron técnicas estandar (véase, por ejemplo,
Sambrook y col., 1989). La extraccion de plasmidos y la purificacién con gel de los fragmentos de ADN se realizaron
empleando los kits QlAprep Spin Miniprep y QlAquick Gel Extraction, respectivamente, segun las instrucciones del
fabrlcante (Qlagen Inc., Valencia, CA). Se utilizaron los plasmidos pCR-Blunt II-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA),
pGEM ®To pGEM -T Easy (Promega, Madison, WI) como productos intermedios para clonar productos de reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) de extremo romo generados con VentTM DNA Polymerase (New England
Biolabs, Ipswich, MA). El plasmido pLowBIlu 184 (E.M. Barry, datos no publicados; CVD, University of Maryland,
Baltimore) es un plasmido de bajo numero de copias que esta basado en pACYC184 (ATCC), pero que contiene la
secuencia del operén lactosa de pGEM -5Zf(+) (2767 - 273 pb; Promega, Madison, WI) en lugar del gen de
resistencia a la tetraciclina entre Aval y Hindlll. Se utiliz6 ADN polimerasa Tag-Pro™ (Denville Sci., Metuchen, NJ)
para una mutagénesis mediada por lambda Red, y para una PCR de diagndstico utilizando 5 pl de una unica colonia
bacteriana diluida en 20 pl de agua estéril. La ADN polimerasa Tag-Pro™ se utilizé también para anadlr ala PCR de
tratamiento previo fragmentos generados mediante ADN polimerasa VentTM antes de clonar en pGEM -To pGEM -
T Easy. Todas las enzimas de restriccion se adquirieron de New England Biolabs. Se utiliz6 ADN polimerasa T4
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(NEB) para crear fragmentos de ADN de extremo romo. Se realizé una electroporacion de cepas en un aparato
Gene Pulser (Bio-Rad) ajustado a 2,5 kV, 200 Q y 25 pF. Los marcadores de peso molecular empleados en la
electroforesis en gel de ADN son O’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, ready-to-use (#SM1163, Fermentas, Hanover,
MD).

3. Mutagénesis mediada por Lambda Red

Esta técnica se realizé segun describen Datsenko y Wanner (Proc Natl Acad Sci USA, 6 de junio de 2000;
97(12):6640-50), con ciertas modificaciones. Resumiendo, se afiadieron 10 colonias de bacterias que llevaban el
plasmido auxiliar de Red pKD46 (remitimos al lector a la referencia de Datsenko y Wanner para mas informacion
sobre este plasmido) a 20 ml de 2x medio de soja, complementado con carbenicilina y L-arabinosa (0,2%), y se
cultivaron a 30°C, 250 rpm, durante 3 horas (OD 600 nm de ~ 0,6). Se volvieron las bacterias electrocompetentes
lavando 3 veces con agua estéril fria y concentrando en un factor de 100. Se sometieron las células competentes a
una electroporacién con 100 ng - 1 yg de producto de PCR purificado en gel. Después de la electroporacion, se
repararon las bacterias utilizando 2x medio de soja con o sin guanina. Se incubaron las células en 2x medio de soja
a 37°C, durante 3 horas, antes de cultivarlas en placas de 2x agar de soja con contenido en guanina y cml durante la
noche. Se seleccionaron colonias resistentes a los antibitticos y se cribaron mediante PCR en cuanto a alteraciones
en las regiones cromosomicas de interés. Las colonias positivas se extendieron de nuevo en lineas sobre 2x medio
de soja que contenia cml, pero no contenia carbenicilina, para asegurar la pérdida de pKD46. La retirada del casete
de resistencia a cml se realizd segun describen Datsenko y Wanner e implico la utilizacion de pCP20. Las colonias
que presentaban el genotipo deseado se extendieron de nuevo en lineas sobre 2x medio de soja sin antibiéticos
para asegurar la pérdida del fenotipo de resistencia a los antibidticos. Las seleccionadas para el almacenamiento se
cribaron de nuevo mediante PCR antes de congelarlas a -70°C en 2x medio de soja que contenia glicerol al 20%
(vIv).

4. Aglutinacién

Se ensayaron cepas de S. Paratyphi A con sueros comerciales (Difco™ Salmonella O Antiserum Group A, Becton
Dickson, Sparks, MD, lote # 4092221). Resumiendo, un pequefio indculo de bacterias tomado de una placa fresca
se emulsion6 en 20 pl de PBS en un portaobjetos de cristal. Se afadieron 5 pl de antisueros y se agité el
portaobjetos suavemente hasta observarse aglutinacion. Como bacterias de control negativo se utilizd la cepa
vacunal de S. flexneri CVD 1208 (J Infect Dis. 15 de noviembre de 2004; 190(10):1745-54) o E. coli DH5 alfa.

5. Evaluacion de virulencia mediante inoculacion intraperitoneal de ratones

Se evalud la virulencia de la Salmonella segun se ha descrito previamente en Infect Immun. agosto de 2001;
69(8):4734-41. Resumiendo, a ratones BALB/c hembra (Charles River Breeding Laboratories, Inc., Wilmington,
Mass.), de 6 a 8 semanas de edad (tres ratones por grupo, tres grupos por cepa vacunal), se les inyectaron via
intraperitoneal (i.p.) diversas diluciones en un factor de 10 de las bacterias (cultivadas en presencia de guanina y
antibiéticos cuando era necesario, y resuspendidas en solucion salina tamponada con fosfato PBS), mezcladas con
mucina gastrica de cerdo al 10% (peso/volumen) (Difco, lote #4092018) en un volumen final de 0,5 ml. Los ratones
se observaron en cuando a una cercania extrema a la muerte o la muerte, cada 24 horas durante 72 horas después
de la inoculacion. La dosis 50% letal (LD50) para cada grupo de ratones se calculé mediante andlisis de regresion
lineal.

6. Construccién de una delecién en guaBA.

La secuenciacion del genoma de S. Paratyphi A estaba incompleta al comienzo de este proyecto. Por tanto, todos
los cebadores de oligonucleétidos y moldes de ADN subsiguientes para la mutagénesis mediada por Lambda Red
se construyeron en base a la secuencia gendmica de S. Typhi Ty2 anotada (numero de registro Genbank
NC_004631, versién del 16 de diciembre de 2004). La comparacién de las secuencias de las regiones mutadas en
S. Paratyphi A con las de S. Typhi revel6 mas de un 99% de identidad de la secuencia de ADN.

Los genes que codifican inosina-5'-monofosfato deshidrogenasa (guaB) y guanosina monofosfato sintetasa (guaA)
forman un operoén y estan situados en los pb 414059 a 417178 en el genoma de S. Typhi Ty2 (SEQ ID n°: 26; véase
también la patente US n° 6.190.669 para informacion detallada con relacién a los loci guaBA). Los cebadores CVOL
13 y CVOL 15 (tabla 1) se unen a secuencias fuera de la regién designada para la mutacién. Se disefaron los
cebadores CVOL 28 y CVOL 32 para la unidn a las regiones del pldsmido molde de Lambda Red pKD3. El producto
de PCR resultante codificaba un cartucho de resistencia a cml flanqueado a cada lado por 100 pb de secuencia
homdloga a guaBA en las posiciones 413846 a 413945 (CVOL 28) y 417109 a 417010 (CVOL 32) en el genoma de
S. Typhi Ty2, respectivamente.
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Tabla 1
Nombre e Secuencia® SEDjana 9etRegion® °
ID
NO:
CVOL 13 CTGCAGTCATTCCCACTCAATGGTAGC 4 Ty2 417176 -
417158
CVOL 15 GGAACATCGCACAGCGCA 5 Ty2 413715 -
413732
CVOL 26 GTGTAGGAGCTGCTTCG 6 pKD3 31-50
CVOL 27 CATATGAATATCCTCCTTAG 7 pKD3 1044 - 1025
CVOL28 | CGAACCGTCTGGTTAAGGCGGCTTACGGTAAAAAT pKD3 31-50
TGAGGAAGTTTGAGAGGATAACATGTGAGCGGGAT
CAAATTCTAAATCAGCAGGTTATTCAATCGTGTAG
GCTGGAGCTGCTTC
CVOL32 | TTCATTGATGATGCGGTTGGAAACACGACCCAGGA 9 | pKD3 1044 - 1025
AGTCATACGGCAGGTGCGCCCAGTGCGCGGTCATA
AAGTCGATGGTTTCGACAGCACGCAGAGAGCATAT
GAATATCCTCCTTAG
CVOL41 GAAGGAGTATTGCCCATGCTACGTATCG 10 Ty2 414057 -
414077
CVOL 64 CATATGAAGGAGTATTGCCCATGCT 11 Ty2 414057 -
ACGTATCGCTAAAGAAG 414086
CVOL 65 ATGCATCTGCAGTCATTCCCACTCAA 12 Ty2 417176-417155
TGGTAGCCGG
CVOL 85 ACAGATAAACGCAAAGATGGCTCGGGCAAA 13 Ty2 2484865 -
2484836
CVOL 86 TTATTCGCCAGAAGCCTGCGCTTCCGGTTT 14 Ty2, 2483597 -
2483626
CVOL 87 CCTGAGAATGGCATTTGCGTCGTCGTGTGC 15 Ty2 2484929 -
2484900
CVOL 88 ACGGCGTGTTTACAGGAAAAACGAAAGGGG 16 Ty2 2483520 -
2483549
CVOL8Y TCATACAGCGGAGAACGAGATAATTTGGCC 17 Ty2 2485740 -
2485711
CVOL 90 TTACATAAGTAAGTCACTGGGAGGCGCGCT 18 Ty2 2485027 -
2485056
CVOL 91 TCCATCAGGTTACAATCAGTACAGCAGATT 19 Ty2 2485800 -
2485771
CVOL 92 TCATTAGTATATACACAAAATCATTCGAGC 20 Ty2 2484961 -
2484990
CvoL GCGGCCGCGAAGGAGAGACGGAAA 21 Ty2 2485752 -
122 TGTCATACAGCGGAGAACGAG 2485722
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cvoL TCGCGAGAATTCTTACATAAGTAAG 22 | Ty2 2485024 -
123 TCACTGGGAGGCGCGCT 2485056
cvoL GCGGCCGCGAAGGAGTTTGACTCATG 23 Ty2 2484876 -
124 ACAGATAAACGCAAAGATG 2484847
cvoL CATATGTTATTCGCCAGAAGCC 24 | Ty2 2483507 -
125 TGCGCTTCCGGTTT 2483626
cvoL GCGGCCGCTTACATAAGTAAGT 25 | Ty2 2485024 -
128 CACTGGGAGGCGCGCT 2485056
a. Los cebadores son en la direcciéon 5’ > 3’ con los sitios de corte de enzima de restriccion subrayados. b.
Indica regién de homologia con genoma de S. Typhi Ty2 (n° reg. genbank NC_004631) o plasmido (D3
pKD3 (n° reg. genbank AY048742).

La cepa S. Paratyphi A 9150 se hizo electrocompetente y se transformé con pKD46, lo que tuvo como resultado la
cepa CV 250. Se realiz6 una mutagénesis por Lambda Red en CV 250 utilizando el producto de PCR generado
empleando los cebadores CVOL 28 y CVOL 32 con el molde pKD3 que contenia un marcador de resistencia a cml
(véase la referencia de Datsenko y Wanner para mas informacion sobre este plasmido). Los transformantes se
cultivaron en placas a 37°C y los que presentaban resistencia a cml se cribaron mediante PCR utilizando CVOL 13 y
CVOL 15. Se descubrié que el guaBA no modificado amplificado de S. Paratyphi A 9150 era - 3,5 kb (Figura 1, linea
1), mientras que se hall6 un fragmento de ~1,4 kb en dos clones con una regiéon guaBA mutada (Figura 1, lineas 2 y
3). Estos mutantes se denominaron CV 411 y CV 412, respectivamente. Un tratamiento de estos mutantes con
pCP20 (véase la referencia de Datsenko y Wanner para mas informacién sobre este plasmido) liberé el cartucho de
resistencia a cml. Se analizaron cuatro elementos de delecién mediante PCR con los cebadores CVOL 13 y CVOL
15 y se descubrié que tenian una banda de ~ 0,5 kb (Figura 2, lineas 2 - 4) en comparacion con un progenitor de
guaBA::cml (Figura 2, linea 1). Los elementos de delecion de guaBA de S. Paratyphi A 9150 resultantes se
denominaron CV 415 - CV 418. La region guaBA mutada en CV 415 se amplificé por PCR con CVOL 15y CVOL 13
y el producto secuenciado (secuencia de polinucleétidos SEQ ID n°: 1); las regiones 5' y 3' de SEQ ID n° 1 son
homdlogas a guaBA, mientras que la regidon central es homodloga a pKD3. Se eligio la cepa CV 415 para todos los
estudios subsiguientes.

7. Complementacion in vitro de la delecidon en guaBA

S. Paratyphi A 9150 contiene una auxotrofia indefinida, lo que la hace incapaz de crecer en un medio minimo sin la
adicion de casaminoacidos. La cepa 11511 de ATCC y una CVD S. Paratyphi A aislado 516 también son incapaces
de crecer en un medio minimo, lo que sugiere que contienen la misma auxotrofia encontrada en S. Paratyphi A
9150.

Para demostrar que la mutagénesis mediada por Lambda Red tenia como diana sélo guaBA en CV 415, se disefio
un plasmido basado en pLowBlu 184 (bajo numero de copias) que contenia un fragmento minimo que codificaba
guaBA bajo el control del promotor lactosa (Piacz). Se utilizaron los cebadores CVOL 13 y CVOL 14 para amplificar
un fragmento de - 3,1 kb que codificaba guaBA con un sitio de union ribosémica optimizado (GAAGGAG) 8 pb
corriente arriba del codén de inicio, utilizando el cromosoma de CVD 908-htrA como molde. Este fragmento se
subclond en pGEM®-T Easy y se escindié con EcoRI, se enrom6 con ADN polimerasa T4 y se clond en el sitio Notl
de pLowBlu 184, creando pATGguaBA (almacenado en CV 295).

Se sometid CV 415 a electroporacion bien con pATGguaBA o bien con pLowBIu 184 (control) y se cultivd en placas
sobre 2x medio de soja que contenia guanina y cml, creando las cepas CV 486 y CV 487, respectivamente. El 2x
medio de soja sin guanina es capaz de soportar el crecimiento de S. Paratyphi A con delecién de guaBA. Unas
colonias individuales de cada una se extendieron de nuevo en lineas sobre MMM que contenia cml y se incubaron a
37°C durante la noche. Como se muestra en la Figura 3, CV 486 era capaz de crecer en MMM (placa 2), a diferencia
del control (CV 487; placa 1), lo que indica que el fragmento minimo clonado en pATGguaBA era capaz de
complementar la delecion de guaBA del cromosoma de CV 415.

8. Construccién de deleciones secundarias en CV 415

Con el fin de minimizar la reversion de S. Paratyphi A 9150 con delecion de guaBA a un genotipo de tipo salvaje
(wt), se fijaron como diana genes adicionales como marcadores de atenuacion secundarios. Estos genes eran clpP y
clpX, que codifican una serina proteasa y una chaperona ATPasa, respectivamente (analizados en Structure
(Camb). febrero de 2004; 12(2):175-83). Se ha comprobado que la interrupcion de clpP y/o clpX reduce
considerablemente el potencial de colonizacién de Salmonella Typhimurium en ratones (Infect Immun. mayo de
2001; 69(5):3164-74). En S. Typhi Ty2, clpX (SEQ ID n° 39) y clpP (SEQ ID n°: 40) estan ambos situados entre
2483597 y 2485743 (SEQ ID n° 27) en la cadena complementaria del cromosoma, respectivamente, y son
expresados por promotores individuales. Se sometié S. Paratyphi A 9150 wt también a una mutagénesis, de manera
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que pudiera evaluarse en ratones la virulencia de mutantes que contenian deleciones individuales bien en clpX o
bien en clpP.

Para delecionar clpX, se disefiaron los cebadores CVOL 85 y 86 con el fin de amplificar un fragmento de ~ 1,3 kb
que codifica clpX sin un codén de inicio de CVD 908 htrA. Este fragmento se purificé en una columna, se trato con
ADN polimerasa Tag-Pro™ y se cloné en pGEM -T (almacenado en CV 472). El vector resultante, pGEM -T::clpX,
se digirié con Nrul y EcoRI para eliminar un fragmento de - 0,9 kb y se traté con ADN polimerasa T4 para crear
extremos romos. Un cartucho de cml aislado de pCR-Blunt II-TOPO como un fragmento de EcoRI se enromé y se
inserté en pGEM -T::clpX. Este cartucho de cml se habia creado previamente mediante PCR utilizando CVOL 25 y
CVOL 26 con pKD3 como molde (almacenado en CV 134). Después de una ligacién y una transformacion, se
empled una PCR con los cebadores CVOL 26 y CVOL 85 para confirmar la inserciéon del cartucho de cml en Ia
onentamon correcta para la mutagénesis por Lambda Red. Se identificd un clon positivo, denominado pGEM -
T::(clpX::cml) y almacenado como CV 481.

Se transformé S. Paratyphi A con delecion de guaBA (CV 415) con pKD46 y se almacen6 como CV 421. Se
sometieron CV 421 y CV 250 (S. Paratyphi A 9150 wt transformada con pKD46) a una mutagénesis por Lambda Red
con un producto de PCR de ~ 1,4 kb amplificado a partir de pGEM® T::(clpX:cml) utilizando CVOL 85 y CVOL 86. Se
aislaron mutantes resistentes a cml y se cribaron por PCR con CVOL 87 y CVOL 88, que se unen a regiones fuera
de las homodlogas a CVOL 85 y CVOL 86. Los mutantes que presentaban un perfil PCR correcto se seleccionaron
para un tratamiento con pCP20 con el fin de eliminar el cartucho de cml. La Figura 4 muestra que los mutantes que
contenian un gen clpX alterado presentaban una banda mas pequefia de ~ 0,6 kb por PCR (panel A, lineas 1 - 6),
comparada con la hallada en S. Paratyphi A 9150 inalterada (panel A, linea 7). Un andlisis por PCR de las mismas
cepas con CVOL 13 y 15 confirmd que guaBA se habia delecionado sdlo de las cepas derivadas de CV 415 y no de
CV 250 (panel B, lineas 4 - 6, comparadas con las lineas 1 - 3y 7). Los mutantes que carecian de clpX, y tanto clpX
como guaBA, se almacenaron como CV 532 y CV 534, respectivamente. La region clpX mutada en CV 532 y CV
534 se amplificé por PCR con los cebadores CVOL 87 y CVOL 88 y el producto se secuencié (SEQ ID n° 2); las
regiones 5'y 3' de SEQ ID n°: 2 son homélogas a clpX, mientras que la regién central es homdloga a pKD3.

Para delecionar clpP, se disefiaron CVOL 89 y 90 con el fin de amplificar un fragmento de ~ 0,7 kb que codlflca clpP
sin un codon de inicio de CVD 908-htrA. Este fragmento se purlflco en una columna y se cloné en pGEM -T, creando
pGEM -T::clpP (almacenado como CV 470) Se digirié pGEM -T::clpP con Pstl y Nsil, se traté con ADN polimerasa
T4 y se ligo de nuevo (creando pGEM®-T::clpPm, almacenado como CV 484) con el fin de eliminar los sitios Ndel y
Hincll de la estructura principal del vector. A continuacién se digirid pGEM -T::clpPm con Ndel y Hincll para eliminar
fragmentos de ADN con un tamafio total de ~ 0,5 kb, y se traté con ADN polimerasa T4. De manera similar a lo
arriba mencionado, un cartucho de cml aislado de pCR-Blunt II-TOPO como un fragmento de EcoRI se traté con
ADN polimerasa T4 y se utilizé para sustituir los fragmentos eliminados de pGEM -T::clpPm. Después de una
ligacion y una transformacion, se empleé una PCR con los cebadores CVOL 26 y CVOL 85 para confirmar la
insercion del cartucho de cml en la orientacion correcta para la mutagénesis por Lambda Red. Se identificé un clon
positivo, denominado pGEM -T::(clpPm::cml) y almacenado como CV 501.

Se sometieron S. Paratyphi A 9150 wt y con delecion de guaBA que contenian pKD46 (CV 250 y CV 421
respectlvamente) a una mutagénesis por Lambda Red con un producto de PCR de ~ 1,4 kb amplificado de pGEM -

T::(clpPm::cml) utilizando CVOL 89 y CVOL 90. Se aislaron mutantes resistentes a cml y se cribaron por PCR con
CVOL 91 y CVOL 92, que se unen a regiones fuera de las homologas a CVOL 89 y CVOL 90. Los mutantes que
presentaban un perfil PCR correcto se seleccionaron para un tratamiento con pCP20 con el fin de eliminar el
cartucho de cml.

La Figura 5 muestra que los mutantes que contenian un gen clpP alterado presentaban una banda mas pequefia de
~ 0,4 kb por PCR (panel A, lineas 1 - 6), comparada con la hallada en S. Paratyphi A 9150 inalterada (panel A, linea
7). Un analisis por PCR de las mismas cepas utilizando los cebadores CVOL 13 y 15 confirmé que guaBA se habia
delecionado sélo de las cepas derivadas de CV 415 y no de las basadas en CV 250 (panel B, lineas 4 - 6,
comparadas con las lineas 1 - 3 y 7). Los mutantes que carecian de clpP, y tanto clpP como guaBA, se almacenaron
como CV 528 y CV 530, respectivamente. La region clpP mutada en CV 528 y CV 530 se amplificé por PCR con los
cebadores CVOL 87 y CVOL 88 y el producto se secuencid (secuencia de polinucledtidos SEQ ID n° 3); las
regiones 5'y 3' de SEQ ID n°: 3 son homélogas a clpP, mientras que la regién central es homdloga a pKD3.

9. Construcciéon de plasmidos de bajo nimero de copias para analisis de complementacién

Como se ha hecho mas arriba, para confirmar que la mutagénesis mediada por Lambda Red tenia como diana sélo
loci especificos, se disefiaron plasmidos monocistrénicos o bicistronicos basados en pLowBlu 184 (bajo nimero de
copias) que contenian fragmentos minimos que codificaban clpX o clpP, o guaBA inmediatamente corriente abajo de
clpX o clpP. La expresién constitutiva de los genes en estos plasmidos se dirigié mediante Piacz.

Se utilizaron los cebadores CVOL 64 y CVOL 65 para amplificar por PCR guaBA de CVD 908-htrA que contenia un

sitio de unién ribosémica mejorado, con los sitios de restriccion Ndel y Nsil en los extremos 5'y 3', respectivamente.
El producto se purificé en una columna y se ligé en pCR-Blunt [I-TOPO (almacenado como CV 394), se extrajo como
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un fragmento de ~ 3,5 kb Ndel - Nsil y se cloné en los sitios Ndel - Nsil en pLowBlu 184, creando pguaBAV.2
(almacenado como CV 482).

Con el fin de crear un plasmido de bajo numero de copias que codificara clpP, se utilizaron los cebadores CVOL 122
y CVOL 123 para amplificar clpP con un sitio de unién ribosémica mejorado de CVD 908-htrA, con sitios Notl y Nrul
en los extremos 5'y 3', respectivamente. El producto de ~ 0,7 kb se purificé en una columna y se ligdé en pCR-Blunt
II-TOPO (almacenado como CV 567), se extrajo como un fragmento Notl - Nrul y se ligd en pLowBlu 184,
previamente cortado con Notl y Ndel, creando pATGclpP (almacenado como CV 584). Con el fin de construir un
plasmido bicistronico que contuviera clpP y guaBA, se disefiaron los cebadores CVOL 122 y CVOL 128 para
amplificar clpP con un sitio de unién ribosdmica mejorado de CVD 908-htrA, con sitios Notl tanto en el extremo 5'
como en el extremo 3. El producto de 0,7 kb se purific6 en una columna y se ligd en pCR-Blunt I[I-TOPO
(almacenado como CV 600), se extrajo como un fragmento Notl y se ligd en pguaBAV.2, previamente cortado con
Notl, creando pATGclpPATGguaBA (almacenado como CV 603).

Con el fin de crear un pldsmido de bajo numero de copias que codificara clpX, se utilizaron los cebadores CVOL 124
y CVOL 125 para amplificar clpX con un sitio de unién ribosémica mejorado de CVD 908-htrA, con sitios Notl y Ndel
en los extremos 5' y 3', respectivamente. El producto de ~ 1,3 kb se purificé en columna y se ligé6 en pCR-Blunt II-
TOPO (almacenado como CV 569), se extrajo como un fragmento Notl - Ndel y se ligd bien en pLowBlu 184 o bien
en pguaBAV.2, ambos previamente cortados con Notl y Ndel, creando pATGclpX (almacenado como CV 582) y
pATGclpXATGguaBA (almacenado como CV 573).

10. Evaluacion de la virulencia de S. Paratyphi A y mutantes en ratones

Se realizaron estudios LDso para comparar la virulencia de S. Paratyphi A 9150 wt con la de cada mutante en
ratones inyectados por via intraperitoneal.

La Figura 6 muestra los datos LDsy obtenidos al inyectar a ratones S. Paratyphi A wt y con delecion de guaBA. S.
Paratyphi A wt tiene un valor LDsg < 10 bacterias por ratén. En cambio, S. Paratyphi A con delecién de guaBA tenia
un valor LDsp - 4,5 log. mayor. La complementacion del mutante guaBA con pLowBIlu 184 no alterd el valor LDso,
mientras que la transformacion con pATGguaBA restaurd la virulencia similar a la del tipo salvaje.

La Figura 7 muestra los datos LDs obtenidos al inyectar a ratones S. Paratyphi A wt, S. Paratyphi A con delecién de
clpx o S. Paratyphi A con delecion de clpX-guaBA. Los valores LDsp de S. Paratyphi A wt y con delecién de guaBA
concordaban con los obtenidos anteriormente. S. Paratyphi A con deleciéon de clpX mostré un valor LDsy ~ 1 log
mayor que los mutantes guaBA, lo que indicaba que una delecién en clpX no era tan atenuante como la efectuada
en guaBA. La complementacion de las cepas con delecion de clpX o las cepas con delecion de clpX-guaBA con
pLowBlu 184 no tuvo efecto alguno, mientras que la transformacion con pATGclpX y pATGclpXATGguaBA,
respectivamente, restauré la virulencia similar a la del tipo salvaje.

La Figura 8 muestra los datos LDso obtenidos de ratones a los que se les habia inyectado S. Paratyphi A wt, S.
Paratyphi A con delecién de clpP o S. Paratyphi A con delecién de clpP-guaBA. Los valores LDso de S. Paratyphi A
wt y con delecién de guaBA concordaban con los obtenidos anteriormente. Al igual que la cepa con delecion de
clpX, S. Paratyphi A con delecion de clpP mostré una virulencia aumentada en relacion con el mutante guaBA. Esto
indicaba que una delecién en clpP no era tan atenuante como la efectuada en guaBA. La complementacion de las
cepas con delecién de clpX o las cepas con delecion de clpX-guaBA con pLowBIu 184 no tuvo efecto alguno en la
virulencia. La transformacion de estas cepas con pATGclpP y pATGclpPATGguaBA, respectivamente, no restaurd
por completo la virulencia del tipo salvaje. Sin cefiirse a ninguna teoria, la expresion regulada de clpP, a diferencia
de la expresion no regulada como la codificada por pATGclpP y pATGclpPATGguaBA, se requiere para
complementar totalmente la mutacion clpP.
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tcgegagaat tettacataa gtaagtcact gggaggegeqg ct

<210> 23
<211>45
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucledtido sintetizado quimicamente

<400> 23

geggocgega aggagtitga cteatgacag ataaacgeaa agatg

<210> 24
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador de oligonucledtido sintetizado quimicamente

<400> 24

catatgttat tcgccagaag cotgegctte cggtit

<210> 25
<211> 38
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

36

<223> cebador de oligonucledtido sintetizado quimicamente

<400> 25

gcggecgctt acataagtaa gtcactggga ggegegcet

<210> 26
<211> 3120
<212> ADN

<213> Salmonella Typhi Ty2

<400> 26

ttgcccatgce
gctcactcca
cgtctgaata
attgccctgg
caggcggaag
accgtcectgce
gcgggctatc

gtgegttttg

tacgtatecge
ccgttttgee
ttecctatgcet
cccaggaagg
aagttcgecg
caaccaccac
cggtggtgac

tgactgacct

taaagaagcc
gaatactgct
ttctgeggeg
cggcatcggt
cgtgaagaaa
gttgcatgaa
tgaagataac

gaaccagccg

ctgacgtttg
gatctcagca
atggacaccg
tttatccaca
cacgagtccg
gtgaaagccc
gagctggtgg

gtgagtgttt
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acgacgtcct
cgcagttgac
tgacggaagc
aaaacatgtc
gcgtagtgac
tgaccgagcg
gtatcatcac

acatgacgcc

ccttgttece
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cgacccgcag
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gaaagagcgt
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ctggtgaccg
cgecgtagaaa
aaagatttcc
cgtgtcggeg
gcggcaggcg
caacgtatce
gcgacgggcg
atcggcccgg
accgctgttt
ggcggtatce
atggtcggtt
ggccgttcett
tctgaccgtt
ggcegegtag
cgctcctgta
tttgtgcgta
aaagagtccce
cgatttattt
aagcatcgca
gtgegtgage
cgtgacttca
aacagcccgce
tacgggatgc
gaatttggtt
gattccctga
gtgacggcga
atcatggcta
acccgccagg
ctgtggacge
gacgataaag
ctgcaccgeg

ctcaacgaag

ttcgtgaagg
aagcgctggt
agaaagcgga
cggcggtcgg
ttgacgtcct
gtgaaacccg
caggcgcteg
gttccatctg
ctgacgcagt
gtttctcecgg

ctatgctggce

acaaatctta

acttccagag
cctataaagg
tggggctgac
tcagcggtgce
cgaactaccg
aatctgtttce
tcctecattct
tgggtgttta
acccaagcgg
gcgecgecgea
agaccatggc
acgcgcaggt
ccgccgacgg
ttcegteccga
acgaagaaaa
gtatgcgcat
cggcgaagat
tgatEctcgg
cgatecggtaa

ccgagcaggt
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cgaagccegt
cgttgatgat
acgtaaacca
cgcaggcgeg
gctgatcgac
tgctaaatat
cgcactggcg
taccactcgt
tgaagcgctg
cgacatcgcecc
gggtaccgaa
ccgeggeatg
cgacaacgcce
tcgectgaaa
cggttgtgct
gggtatccag
tctgggctee
acttgecctceg
ggacttcggt
ctgcgaactg
cattattctt
gtatgtcttt
gatgcagctt
cgaagtgctg
caaaccgctg
cttcgtgacce
acgcttctac
gctggagegt
catcgacgac
teteteegge
aaatctgacc

gatggacatg

gaagtcgtgce
aacttccatc
aactcctgta
ggcaacgaag
tcttctecacg
cctgacctgce
gaagccggtt
atcgtgactg
gaaggcaccg
aaagccatcg
gaatcccegg
ggctcgctgg
gccgacaaac
gagatcattc
accatcgacg
gaaagccacg
tgattttett
gaataagcgt
tctcagtaca
tgggcgtggg
tececggecggcece
gaagcaggcg
ggcggtecatg
accgacagcg
ctggacgtgt
gtagccagca
ggcgtacagt
tttgtgegtg
gccgtggege
ggcgtggatt
tgtgtattég

tttggcgacc

27

tggcaaaaat
tgcttggcat

aagatgagca

agcgcgttga

gtcactctga
aaatcatcgg
gcagcgecggt
gegtgggegt
ggattccggt
ccgcaggegce
gcgaaatcga
gcgcgatgtce
tggtgececgga
accagcagat
aactgcgtac
ttcacgacgt
cgcccgacct
caatgacgga
ctcaactggt
atgtgacaga
cggaaagcac
tgececggtatt
tagaaggttc
cgctggttcg
ggatgagcca
ccgaaagctg.
tccaccecgga
atatctgcca
gcattecgcga
cttecegtaac
tcgacaacgg

attttggtct

gcacgaaaaa
gattaccgta
gggccgttta
cgcgetggtg
aggcgtgttg
cggcaacgtc
gaaagtcggt
tccgecagatt
tatcgctgac
gagcgctgte
ahtctaccag
caaaggttec
aggtatcgaa
gggcggeetg
taaagcggag
gaccatcacc
tcgcgteggg
aaacattcat
tgegcgecge
agcacaaatt
caccgaagaa
tggcgtctge
taatgagcgt
cggtattgaa
cggcgataaa
cccgttegec
agtgactcac
gtgtgaggcc
gcaggtaggce
cgcaatgctg
cctgetgegt

gaacategtt

540

600

660

720

780

B840

S00

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2520
2280
2340

2400



cacgtaccgg
aagcgtaaga
gaagacgtga
tctgcaaccg
gagatgaaga
attggtctgg
ggccteggeg
gctgatgcca
gcgttcacceg
gattgggtgg
cacctgcegt
atttcccgtg
<210> 27

<211> 2147
<212> ADN

cagaagatcg
tcattggccg
aatggctggc
gtaaagcgca
tggggctggt
agctgggcct
tacgtgtact
tcttcattga
tcttectgeco
tctctetgeg
atgacttcct

tggtgtatga

<213> Salmonella Typhi Ty2

<400> 27

ttattcgeca
ggcaataacg
catggtatce
cgccatcget
ttccaggtta
ttgaaccagc
aaactcagga
gecttecactg
ggtttcaaca

cagaatctta

gaagcctgeg
gactcgtcaa
agcagcgecg
ttcctggega
aacagcgect
gcttettege
atcagaccaa
gctttgtegg
cggttagecga

gaggtatcta
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cttecctgtcec
tgtttttgtg
gcagggcacc
cgtcatcaaa
tgaaccgctg
gccgtacgac
gggtgaagtg
agagctgcgt
agtacgctcc
tgctgtcgaa
gggtcgtgtt

catcagcggt

cttececggttt
tcaccacttt
cttcgacgat
tagecgttcag
gatactgctt
tgagttecgtt
atttgatcaa
acttegettt
tcactttatc

cctgtaagaa

gcgttggetg
gaagtgttcg
atctaccctg
tctcaccéca
aaagagctgt
atgctgtacc
aagaaagagt
aaggcggatc
gttggcgtaa
accatcgact
tccaaccgceca

aaaccaccgg

gccgtaaate
ttecgacgtct
agaacgcagg
¢gcttegtea
ggtcagcgca
cagcgtcgce
atcttceggt
caccgtecgeg
cagaccggca

ctcctgetge

28

gcgaaaacga
acgaagaagc
acgtcatcga
atgttggegg
tcaaagacga
gtcatcecgtt
actgcgacct
tgtacgacaa
tgggcgatgg
ttatgaccgce
tcatcaatga

ctaccattga

agcaacggct
tccatagatg
ccacgggcac
cggaattcca
tttttegget
accactggca
tcaacctgcg
ccaaaaccaa
aacgcgccgce

ggatgtttgce

teccggaageg
gttgaaactg
atctgcggeg
cctgccgaaa
agtgcgtaag
cccggggccyg
gctgcgecgt
agtcagccag
tcgtaagtac
gcactgggcg
agtcaacggg

gtgggaataa

tactctgace
gcaaatcgta
cagttttacg
gatcgacgcce
ctttcaggat
gacgaccgat
acaacagctc
tgececggagcece
cgcagataaa

gaccgecectg

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



cggtggaacc
gccggaaaca
atcaatgtag
tttectgaatg
atccgccata
accggaaccg
ggtatcgccg
cgecctgcetece
cagcgcacta
acataaatcg
ttcatgctgg
tttatectgtc
tgcecattctc
aaaatcattce
aagtcactgg
gcggcacact
tactctaccg
tcaagagatt
atttcgeggg
tggatcatga
agaaacgccc
aactgcatgg
tacagataga
aggttagcca
cgagaataga
agcgccatat
<210> 28
<211> 687
<212> ADN
<213> E. coli

<400> 28

gcggcgacgg
tcgegggtaa
acaatcccac
atattctcga
gtgaacggca
gtcggtccag
ttacgcagac
tggccgataa
cgttcacggt
acgcattegt
cttttgcege
atgagtcaaa
aggcgcaagc
gagctacatc
gaggcgegcet
tgcgtccagg
cttcaggcgce
gacccgtatg
cgtgaatttce
cgcgagagtt
ccatagaggc
tgtcatagat
tatcttttte
tatggtctte

tatcaaaaga

gaggggccaa
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tgccttcgat
tggacggatt
gctgecgettt
cgtcttcecce
catccagcaa
tcagcagaat
gcttgtagtg
cgtaategte
gcggagcaac
cgcagatata
aaaaagagca
acctcttett
cgctaatcag
aaggcggcaa
ggcaaccaac
gcatcaatta
ggagaggaag
atgcgccata
aatatccgtc
cggcaagcag
cgcctgtecee
ggacatcgec
cgggttttee
gacctggceceg
gcgctcaceg

attatctcgt

cagtttcagc
gtctgattta
ttgcacgtcg
cacgtaaccc
gcgcgccage
gttgcttttg
gttatagacc
caggtgagta
ttctttaatt
cacggatgga
gtacaacaat
tgttctttgt
cgttgtgcecg
ctcagcgact
accgaggtag
cgatgggtca
cgatecgeget
agttcattca
gcctggecect
aaacgtttgce
atacaaatgg

gcagtaatta
gcttccagga
gtcagaaata
cgtéaggtct

tectecegetgt

29

aacgcctgct
cgcgaaatct
tagtcgcatt
gctteggtea
gtttccgececa
cctaactcga
gccaccgcca
cgaatttcat
tcttcgegaa
ccggcaatca
ttgcccgage
gccgcacacg
cccttecatta
ccgcaggege
cgtgaaggat
aaattgagte
cagtatcacg
tgcgeeettt
gatagccgcecce
ctttecgcecee
tgctgacgtce
cgccgccagg
acagcatctg
tgacgcgttce
gttcaatgac

atgacat

gtacgecctte
tatecgattte
tctgcaacag
gcgtggtege
gcagcgtttt
cgccattgcet
gcactttttt
gcggcgtegg
taatgtcgtt
gcttgecgeac
catctttgceg
acgacgcaaa
gtatatacac
ttacataagt
gaagtgtata
aaccaaaccg
ttcaatctgce
tactttcaaa
cagcggctgg
ggcagtcagc
tggcttaata
agaattaatg
cgccacgatc
cttaagtaga

catcggcacc

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100

2147



10

cctagggcca
ggctcecgeccecco
cgacaggact
ttcecgaccect
tttctcafag
gctgtgtgceca
ttgagtccaa
ttagcagagc
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ct;cggggtc
<210> 29

<211> 635
<212> ADN

gcaaaaggcc
ccctgacgag
ataaagatac
gccgettacc
ctcacgctgt
cgaaccccece
cccggtaaga
gaggtatgta
aaggacagta
tagctcttga
gcagattacg

tgacgctcag

<213> Salmonella typhimurium

<400> 29

cctaggagat
ccgecceccect
aggactataa
tgectttegg
tgacactcag
ttcagtccga

atgcaaaagc

tcatgcgececg
cagttacctc
gcggtttttt
catcttatta

<210> 30

<211> 1955
<212> ADN
<213> E. coli

<400> 30

acttaacagg
gacaagcatc
agataccagg
tttaccggtg
ttcegggtag
ccgetgegec

accactggca

gttaaggcta
ggttcaaaga
cgttttcaga

atcagataaa

ES 2431327713

aggaaccgta
catcacaaaa
caggecgttte
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagcceg
cacgacttat
ggcggtgcta
tttggtatct
tccggcaaac
cgcagaaaaa

tagatct

gaagtgagag
acgaaatctg
cgtttceceece
tcattceget
gcagttcgcet
ttatcecggta

gcagccactg

aactgaaagg
gttggtagect
gcaagagatt

atatttctag

aaaaggccgce
atcgacgctc
ccecctggaag
ccgectttcet
gttcgétgta
accgctgecge
cgccactgge
cagagttctt
gcgctectget
aaaccaccgce

aaggatctca

ggccgeggcea
acgctcaaat
tggcggctcce
gttatggccg
ccaagctgga
actatcgtcet

gtaattgatt

acaagttttg
cagagaacct
acgcgcagac

gatct

30

gttgctggcg
aagtcagagg
ctccctegtg
ccctteggga
ggtecgttege
cttatccggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtagecggt

agaagatcct

aagcegtttt
cagtggtggc
ctegtgeget
cgtttgtcte
ctgtatgcac
tgagtccaac

tagaggagtt

gtgactgcgc
tcgaaaaacc

caaaacgatc

tttttccata
tggcgaaacc
cgctctcectg
agcgtggege
tccaagectgg
aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg

ttgatctttt

tccataggcect
gaaacccgac
ctcctgttece
attccacgcece
gaaccccecg
ccggaaagac

agtcttgaag

tccteccaage
gccctgcaag

tcaagaagat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

687

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

635



cctaggttte
gttcatggtg
tttttacacc
cagttgttct
gaacctcaga

gtgagccatg

gcctcaaaac

ccgttacgta
atctggttgt
atcaacgtat
tttaaatctt
ttattttcaa
tgagttttct
ttttcaaaag
taaggcaata
tttgteccact
gtcatcagct
atcatctgag
tcaatcgtgg
aagtcatagce
ctcaattggt
ttactagtce
aaacttgtaa
gtttatattc
atagatccca
atgtcgcaaa
agcaccctcg

cctgagtcge

acctgttcta
aacagcttta
gttttcatct
acttttgttt
teccttceecgta
agaacgaacc
tggtgagctg
ggtaggaatc
tctcaagttc
cagtcgggeg
tacttattgg
gcattaacat
;ttgtéttag
acttaacatg
tctecttcact
ggaaaatctc
ctetggttge
cgtattggtt
ggttgagtag
gactaatcgce
ctaggtgatt
ttttectttg
attctgctag
aagtggttat
gccctgtgta
cgectgtttge
caagctcggg

tgtcttttte

ES 2431327713

ttaggtgtta
aatgcaccaa
gtgcatatgg
gttagtcttg
tttagccagt
attgagatca
aatttttgca
tgatgtaatg
ggttacgaga
gcctcgetta
tttcaaaacc
gaacttaaat
ttcttttaat
ttccagatta
aaaaactaat
aaagccttta
tttagctaat
ataagtgaac
tgccacacag
tagttecattt
ttaatcacta
agttgtgggt
accctectgta
aatttataga
taactcacta
tcectctacaa
caaatcgctg

gtgacattca

catgctgtte
aaactcgtaa
acagttttcc
atgcttcact
atgttctcta
tgcttacttt
gttaaagcat
gttgttégta
tccatttgtce
tcaaccacca
cattggttaa
tcatcaaggc
aaccactcat
tattttatga
tctaattttt
accaaaggat
acaccataag
gataccgtce
cataaaatta
gctttgaaaa
taccaattga
atctgtaaat
aattccgcta
ataaagaaag
ctttagtcag
aacagacctt
aatattcctt

gttecgetgeg

31

atctgttaca
aagctctgat
ctttgatatc
gatagataca
gtgtggttcg
gcatgtcact
cgtgtagtgt
ttttgtcacc
tatctagttc
atttcatatt
gcecttttaaa
taatctctat
aaatcctcat
atttttttaa

cgcttgagaa

tcctgattte

cattttcccect
gttctttect
gcttggttte
caactaattc
gatgggctag
tctgctagac
gacctttgtg
aataaaaaaa
ttccgecagta
aaaaccctaa
ttgtcteecga

ctcacggctc

ttgtcgatct
gtatctatct
taacggtgaa
agagccataa
ttgtttttgce
caaaaatttt
ttttcttagt
attcattttt
aacttggaaa
gctgtaagtg
ctcatggtag
atttgccttg
agagtatttg
ctggaaaaga
cttggcatag
cacagttctc
actgatgtte
tgtagggttt
atgcteccgtt
agacatacat
tcaatgataa
ctttgctgga
tgtttttttt
gataaaaaga
ttacaaaagg
aggcttaagt
ccatcaggca

tggcagtgaa

60

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



tgggggtaaa
acaagaaaag
tatctgactt
gattatcccg
caacaggctt
<210> 31

<211> 1686
<212> ADN

tggcactaca
cccgtcacgg
tttgctgtte
tgacaggtca

acccgtctta

<213> Escherichia coli

<400> 31

cacttttgtt
caaaacaaga
ccacttaaaa
aaatgttggt
acggaacaat
ttggtgataa
tcagccecgga
ttgcagtgea
gcacacttce
agcgtaagaa
taaaagatgt
tggatgagtt
aggtaatggg
ctctggttac
atcttgctga
atgatgagaa

agcaacgtgt

acccgccaaa
caaataatca
cccaaaacat
attcattgat
taaacagcac
aaaggtcttt
tgctgtagtc
tcacgectta
tctgacagag
agcaaacttc
aaaagtcatg
agattcttta
gaaattatcg
atctgcagta
cgatataatc
caaaatatca

attaaatacg

ES 2431327713

ggcgectttt
gcttctcagg
agcagttecct
ttcagactgg

ctgtcaaccg

caaaacccaa
ttgattgatg
acccaaacac
gacggttcaa
attagcccga
aactacacac
acaaccaata
ctgaccagtg
tattacgaca
cggaaaaaaa
cctgaatcta
ttaattatag
gggatcagta
aaagatgccce
attcacagaa
atagtcaccg

ctcaatgaat

atggattcat
gcgttttatg
gcectctgat
ctaatgcacc

gatct

aaacaaccca
gttgaaatgg
acaccaaaaa
caaacatcaa
acagcttcaa
tgaacggcga
tcgecatggea
gtctgeeggt
gaaataacca
ttacattaaa
taccggcagg
atcteggggg
aaatatacgg
tttctettge
aagataataa
aagcaatgaa

tttctggtta

32

gcaaggaaac
gcgggtcetge
tttccagtct

cagtaaggca

tacccaaccc
ggtaaacttg
aacaccataa
actacagtgg
acgcgagtgg
acagtattca
atacagcgac
aagcgaagtg
acccaatacg
tggcggggat
ttatgaagtt
caccacatta
agactcatct
gagaacaaaa
ctatctgaag
tgaagcactt

tactcatgtt

tacccataat
tatgtggtgce
gaccacttcg

gecggtatcat

aataaaacac
acaaacaaac
ggagttttat
caggaaagcg
gcagtctcett
tttgatccaa
gttaatgﬁcg
gatattgttt
gaaaatattg
acattcacaa
ctacaagaac
gatatttctc
cttggtgtct
ggaagfagct
caacgaatta
cgtaaacttg

atggttatag

1740

1800

1860

1920

1955

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020
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gcggtggcege
gttttttcaa
attaatgatg
agataaaatt
ccgggecgca
tttatgtgag
gctatttecca
acaagagcaa
caattattat
tattttctta
ttattcaggce
atgctg

<210> 32

<211> 367
<212> ADN

agaattaata
aaccaataac
gacaagcgca
gtttgtgata
ctgacggcag
ctgctgacga
aaagagatgg
aaaagtgatg
tgagttccct
ccagtcatta

aatttcaata

<213> Escherichia coli

<400> 32
gacagtaaga
ctgaatgacc
ctgctgaaca
gaagccecegtg
gcgectgtag
gtcacgaaaa
atttgce
<210> 33

<211> 459
<212> ADN

cgggtaagcec
tgtcacggga
gcaaaaagtc
acgggctttt
tgccatttac

agacagcgac

<213> Escherichia coli

<400> 33

ES 2431327713

tgcgatgcag
tctcaatatg
gaaccattgc
cactggacag
gtctggeett
aagaaaccac
ccgattttaa
aagagaccaa
ttatccacta
cataatcgtt

aaggcacttg

tgttgatgat
taatccgaag
agatagcacc
cttgtattat
cccéattcac

tcaggtgcct

taaaaaaaca
atttagttaa
cttcaaacta
tatccecgeaa
atacagacaa
attttcagat
ttcttecaata
aaaaaatgcg
tcaggctgga
attatgaaat

ctcacgctet

accgctgect
tggtcagact
acatagcaga
gggtagttte
tgccagagce

gatggtcgga

33

cacacagatt
cggtatgtat
aatccagatg
ggggaacgaa
gatcccecgga
atcgtgaata
gtcactcaat
atgaagctaa
taaagggaac
aatcgtttgce

gtcattttct

tactgggtge
ggaaaatcag
ccecgecataa
cttgcatgaa
gtgagcgcag

gacaaaagga

cgtgatgaac
ctcataggta
taaatcaaac
gccgecttaa
ccecetttect
tattgagatc
cctecttcaca
taaattaatt
tcaatcaagt
actgtctctg

gaaactcttc

attagccagt
agggcaggaa
aacgccctga
tccataaaag
cgaactgaat

atattcagcg

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

le86

60
120
180
240
300
360

367
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15

ttctgtggta gcacagaata

aggcatccgg ttgaaatagg

agttaatgat gatagcggga

gtgctgtcaa atacttaaga

gttaggtgct

tatttcgcca

tgaaacatct atagcgataa

attattctge atttttgggg

tgcagtggca taaaaaagca

<210> 34
<211>734
<212> ADN

ES 2431327713

atgaaaagtg
ggtaaacaga
gttattctag

ataagttatt

ttcecgcaata
atgaaacatc
agaatggact

aataaaggca

<213> Shigella flexneri 2a cepa CVD 1208s

<400> 34

catatgattg
caatgtctgg
gtaatggtac
gcagaggegt
acatgccaaa
ataaagcgac
aactggcaga
agctgegtac
tggtgaacgt
caggtggcaa
agggtggcaa
cgecgtctaa
aaacaatagc
<210> 35

<211> 1467
<212> ADN

acctgaatga
ccaggtttgt
aatcgecgegt
aaacaaggtt
tggtggcgca
cggcgagatg
agtggcgage
ccgtaaatgg
tggcggcacc
tatcggtggt
tcagttcagc
cgagccgccg

tagce

atatacagta
ttceccggaac
ttacacttat
attctegttg
gttgccaaca
aaagaacaga
gaatatctgce
accgatcaat
atgcagatgc
ggtcagcecge
ggcggcgcegce

atggactttg

<213> Salmonella Paratyphi A 9150

<220>

<221> misc_feature

<223> guaB

<400> 35

tgtaaagaag
cattcagaaa
ttgcgagtga

gattttaacc

atcttaaaaa
ttaaaagttt
tgecgactga

tataacaga

ttggaatgca
cgaggtcaca
tcagaacgac
gtaatctggg
ttacgctgge
ctgaatggca
gtaaaggtte
ccggtcagga
tgggtggtcg
agggcggttg
agtctcgece

atgatgacat

34

ggtaaaaaaa
tgaatgacgg
aggttttgtt

ttgaattatt

gttcccttge
tagtatcata

ttaatgaggg

ttatccggag
acatagtaaa
aggagacacg
tcaggacccg
tacttccgaa
ccgegttgtg
tcaggtttat
tecgctacacce
tcagggtggt
gggtcagecct
gcagcagtece

tcegttctga

accgaatgeg
taataaataa
ttgacattca

attgcttgat

atttacattt
ttcgtgttgg

ttaatcagta

tgttgtgtaa
agcgctattg
aacatggcca
gaagtacgct
tcetggegtg

ctgttcggca

atcgaaggtc

acagaagtcg
ggcgcteegg
cagcagccgﬁ
gctccggecag

tttgtcatta

60

120

180

240

300

360

420

459

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

734
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atgctacgta
tccaccgttt
aatattecta

ctggcccagg
gaagaagttc

ctgccaacca
tatccggtgg
tttgtgactg
accgttcgtg
gaaaaagcgc
ttccagaaag
ggcgcggegyg
ggcgttgacg
atccgtgaga
ggcgcaggcg
ccgggctcca
gtttcegacg
atccgtttet
ggctctatgce
tcgtacaaat
cgttacttcecc
gtagcctata
tgtatggggc
cgtatcagcg
tcececgaact
<210> 36

<211> 1578
<212> ADN

tcgctaaaga
tgccgaatac
tgctttetge

aaggcggcat
gccgegtgaa

ccacgttgca
tgactgaaga
acctgaacca
aaggcgaagc
tggtcgttga
cggaacgtaa
tcggegeagg
tactgctgat
cgcgtgctaa
ctegegecact
tctgtaccac
cggtagaagce
ccggcgacat
tggceggtac
cttaccgegg
agagcgacaa
aaggtcgcct
tgaccggttg
gtgcgggtat

accgtctggg

ES 2431327713

agccctgacg
tgeecgatcte
ggcgatggac

tggttttatc
gaaacacgag

tgaagtgaaa
taacgagctg
gccggtaagt
ccgtgaagtce
tgataacttc
accaaactcc
cgcgggcaac
cgactccectcect
atatcctgac
ggcggaagec
tcgtategtyg
gctggaaggc
cgccaaagcc
cgaagaatcc
catgggcteg
cgccgcectgac
gaaagagatc
tgctaccatc
ccaggaaagc

ctcectga

<213> Salmonella Paratyphi A 9150

<220>

<221> misc_feature

<223> guaA

<400> 36

tttgacgacg
agcacgcagt
accgtgacgg

cacaaaaaca
tccggegtag

gccectgacceg
gtggggatca
gtctacatga
gtgctggcaa
catctgcttg
tgtaaagatg
gaagagcgcg
cacggtcact
ctgcaaatca
ggttgcageg
actggtgtgg
accggaattc
atcgececgecag
ccgggcgaaa
ctgggcgega
aaactggtgc
attcaccagc
gacgaactgc

cacgttcacg

35

tcctecttgt
tgacgaaaac
aagcgcgect

tgtccattga
tgaccgaccce

agcgtaacgg
tcaccggtcg
cgccgaaaga
aaatgcacga
gcatgattac
agcagggccg
ttgacgcget
ctgaaggcgt
tcggecggceaa
cggtgaaagt
gcgttcecgea
cggttatcge
gcgcgagcgce
tcgaactcta
tgtccaaagg
cggaaggtat
agatgggcgg
gtactaaagc

acgtgaccat

tccegeteac
tattcgtctg

ggcaattgcc

gcgceccaggcg
gcagaccgtc

ttttgecggge
tgacgtgcgt
gegtetggtg
aaaacgcgta
cgtaaaagat
tttacgtgtc
ggtggcggca
gttgcaacgt
cgttgecgacg
gggtatcggce
gatcaccgct
tgacggcggt
cgtgatggtg
ccagggccgt
ttcctecgac
cgaaggccgce
cctgecgetee
ggagtttgtg

caccaaagag

60
120
180

240
300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1467



atgacggaaa
caactggttg
gtgacagaag

gaaagcacca

ccggtatttg
gaaggttcta
ctggttegeg
atgagccacg
gagagctgcc
cacccggaag
atctgeccagt
attcgcgagce
tccgtecacceg
gacaacggcc
tttggcctga
gaaaacgatc
gaagaagcgt
gtcatcgagt
gttggcggece
aaagacgaag

catcecgttece

tgcgacctgt
tacgacaaag
ggcgatggtce
atgactgcgce
atcaatgaag
accattgagt
<210> 37

<211> 624
<212> ADN

acattcataa
cgcgcegegt
cacaaattcg

ccgaagaaaa

gcgtttgceta
atgagcgtga
gtattgaaga
gcgataaagt
cgttcgccat
tgacccacac
gtgaagcgtt
aggtaggcga
caatgctgcet
tgctgecgtct
atatcgttca
cggaagcgaa
tgaaactgga
ctgcggcgte
tgcecgaaaga
tgcgtaagat
cggggccggg
tgcgeegtge
tcagccagge
gtaagtacga
actgggcgca
tcaacgggat

gggaataa

ES 2431327713

gcatcgcatce
gcgtgagcetg
tgacttcaac

cagcecgege

tggtatgcag
atttggttat
ttcectgace
gacggcgatt
catggctaac
ccgccagggyg
gtggacgcecg
cgataaagtg
gcaccgcgceg
caacgaagcc
cgttccggeg
gcgtaagatc
agacgtgaaa
tgcaaccggt
gatgaagatg
tggtctggag
ccteggegta
tgacgccecatc
gttcaccgtc
ttgggtggte
tctgecgtat

ttececegtgtg

<213> Salmonella Paratyphi A 9150

<220>

<221> misc_feature

ctcattctgg
ggtgtttact
ccaagcggca

gcgecgeagt

accatggcga
gcgcaggtceg
gcagacggca
ccgtecgact
gaagaaaaac
atgcgcatgce
gcgaagatca
atccteggtce
atcggtaaaa
gagcaggtga
gaagagcgct
attggcegtg
tggctggege
aaagcgcacg
gggctggttyg
ctgggecetge

cgtgtactgg

ttcattgaag
ttectgececag
tcecctgegtg
gacttcctgg

gtgtatgaca

36

acttcggtte
gcgaactgtg
ttattcttte

atgtctttga

tgcagcttgg
aagtgttgac
aaccgctget
tegtgaccgt
gcttctacgg
tggagcgttt
tcgacgacgce
tctececggegg
atctgacctg
tggacatgtt
tectgtecge
tttttgtgga
agggcaccat
tcatcaaatc
aaccgctgaa
cgtacgacat
gtgaagtgaa
agctgcgtaa
tacgcteccgt
ctgtcgaaac
gtegtgtttce

tcagcggtaa

tcagtacact
ggcgtgggat
cggcggcceg

agcaggcgtg

cggtcatgta
cgacagcgcg
ggacgtgtgg
cgccagcacc
cgtacagttc
tgtgcgtgat
cgtggecgcge
cgtggattcet
tgtattcgtce
tggcgaccat
gttggctgge
agtgttcgac
ctaccctgac
tcaccacaat
agagctgttc
gctgtaccgt

gaaagagtac

ggcggatctg
tggcgtaatg
catcgacttt
caaccgcatc

accaccggct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1578
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<223> clpP
<400> 37

atgtcataca
attgaacaga

cgcgtcatat
atgctgttec
ggcggcgtaa
gtcagcacca
gcgaaaggca
ggctaccagg
gggcgcatga
gatactgagc
tcaattttga
<210> 38

<211> 1272
<212> ADN

gocggagaacg
cctecacgegyg

ttctgaccgg
tggaagcgga
ttactgcggg
tttgtatggg
aacgtttctg
gccaggcgac
atgaacttat
gcgatcgett

cccatcgtaa

ES 2431327713

agataatttg
tgagcgctct

ccaggtcgaa
aaacccggaa
gatctccatc
acaggcggcce
cttgeccegaac
ggatattgaa
ggcgcatcat
cctctecgeg

ttga

<213> Salmonella Paratyphi A 9150

<220>

<221> misc_feature

<223> clpX

<400> 38

gecectcata
tttgatatct

gaccatatgg
aaagatatct
tatgacacca
tctatggggg
tctegegtcea
attcacgcce
acgggtcaat

cctgaagcegg

37

tggecgetagt gococgatggte

attctegtet
ctaacctgat
atctgtacat
tgcagtttat
cgtttctget
tgatccacca
gcgaaatttt
ctcttgagca

tagagtacgg

acttaaggaa
cgtggcgeag
taattctect
taagccagac
gactgccggg
gcegetggge
gaaagtaaaa
gattgaacgt

tttggttgac

&(
120

180
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atgacagata
agccagcatg
gtecgatttat
cgtagtgcgcl
caggagcagg
aacggtgata
accggttcecg
actatggcgg
atcattcaga
gtctacattg
gatgtttccg
gcggttccac
tctaagattc
cgtgttgaaa

gccagcgaag

attcctgagt
gcgectgatte
tttaacctgg
aaagcaatgg
ctggatacca
tcecgttattg
tetggcgaat
<210> 39

<211>1272
<212> ADN

aacgcaaaga
aagtgcgcaa
gtaacgacat
tgccgacgcec
cgaaaaaagt
ccagcaatgg
gtaaaacgct
atgcgaccac
aactgttgca
atgaaatcga
gcgaaggegt
cgcagggcgg
tgtttatctg
ccggctcecegg

gcgagctgtt

ttatcggtcg
aaatcctgaa
aaggcgtcga
cgcgtaaaac
tgtacgattt
ccggtcagag

aa

<213> Salmonella Typhi Ty2

<220>

<221> misc_feature

<223> gen clpX

<400> 39

ES 2431327713

tggctcgggce
gctgattgcecce
tattcgecgaa
gcatgaaatt
gctggeggtg
cgtcgagtta
gctggeggaa
gctgaccgaa
gaaatgcgac
taagatttcg
acagcaggcg
tcgcaaacat
cggcggcgceg
cattggtttt

gtcgcaggtt

tctgccagtg
agagccgaaa
tctggaatte
cggtgcccgt
gccatctatg

taagccgttg

aaattgttgt
ggteccateceg
gaaattaaag
cgtacccacc
gcggtctata
ggcaaaagca
acgctggcgce
gegggttacg
tacgacgtgce
cgtaaatcag
ttgctgaaac
ccgcagcagg
tttgctggte
ggcgcgacgg

gaaccggaag

gtggcgacge
aatgcgctga
cgtgacgaag
ggtctgegtt
gaagacgtcg

ctgatttacg

38

actgctcettt
tgtatatctg
aagttgctec
tggacgatta
accactacaa
acattctgcet
gcttgctgga
tgggtgaaga
aaaaagcgca
acaatccgte
tgatcgaagg
agttcttaca
tggataaagt
tgaaagcgaa

atttgatcaa

tgaacgaact
ccaagcagta
cgctggacgce
ctatcgtcga
aaaaagtggt

gcaaaccgga

ttgcggcaaa
cgacgaatgce
gcaccgtgaa
cgttatcggce
gegtectgegt
gattggaccg
tgtgcegttce
cgtcgagaat
gcgtgggatt
cattacccge
caccgtcgece
ggtagatacc
gatcgctaac
gtccgacaaa

atttggtctg

cagcgaagaa
tcaggcgcectg
tatcgeccagg
agcggegetg
gatcgacgag

agcgcaggct
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atgacagata
agccagcatg
gtcgatttat
cgtagtgegce
caggagcagg
aacggcgata
accggtteccg
actatggcgg
atcattcaga
gtctacattg
gatgttteceg
gcggttecac
tctaagattc
cgtgttgaaa
gccagtgaag
attcctgagt

gcgctggtte

tttaacctgg
aaagcgatgg
ctggatacca
tcegttattg
tctggcgaat
<210> 40

<211> 624
<212> ADN

aacgcaaaga
aagtgcgcaa
gtaacgacat
tgecegacgece
cgaaaaaagt
ccagcaatgg
gtaaaacgct
atgcgaccac
;actgttgca
atgaaatcga
gcgaaggcgt
cgcagggcgg
tgtttatctg
ccggctecgg
gcgagctgtt
ttatcggtcg

aaatcctgaa

aaggcgtcega
cgcgtaaaac
tgtacgattt
ccggtcagag

aa

<213> Salmonella Typhi Ty2

<220>

<221> misc_feature

<223> gen clpP

<400> 40
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tggctcggge
gctgattgee
tattcgcgaa
gcatgaaatt
gctggcggtyg
cgtcgagtta
gctggecggaa
gctgaccgaa
gaaatgcgac
taagatttecg
acagcaggcg
tcgcaaacat
cggcggcgcyg
cattggtttt
gtcgcaggtt
tectgecagtyg

agagccgaaa

tctggaattce
tggtgccegt
gccatctatg

taagccgttg

aaattgttgt
ggtccatceg
gaaattaaag
cgtactcacc
gcggtctata
ggcaaaagca
acgctggcgce
gcgggttacg
tacgacgtgc
cgtaaatcag
ttgctgaaac
ccgcageggg
tttgceggtce
ggcgegacgg
gaaccggaag
gtggecgacgc

aatgcgctga

cgtgacgaag
ggcctgegtt
gaagacgtcg

ctgatttacg

39

actgctcttt
tgtatatctg
aagttgctcce
tggacgatta
accactacaa
acattctgct
gcttgctgga
tgggggaaga
aaaaagcgca
acaatccgtce
tgatcgaagg
agttcttaca
tggataaagt
tgaaagcgaa
atttgatcaa
tgaacgaact

ccaagcagta

cgctgaacgce
ctatcgtcga
aaaaagtggt .

gcaaaccgga

ttgcggcaaa
cgacgaatgc
gcaccgtgaa
cgttatcgge
gcgtctgegt
gactggaccg
tgtgcecgtte
cgtcgagaat
gcgtgggatt
cattaccecge
cacecgtegee
ggtagat%cc
gatcgctaac
gtccgacaaa
atttggtctg
cagcgaagaa

tcaggcgctg

tatcgccagg

agcggegetyg

gattgacgag

agcgcagget’
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atgtcataca
attgaacaga
cgegteatat
atgctgttec
ggcggcgtaa
gtcagcacca
gcgaaaggca
ggctatcagg
gggcgcatga
gatactgagc

tcaattttga

gcggagaacg
cctcacgegg
ttctgaccgg
tggaagcgga
ttactgcggg
tttgtatggg
aacgtttctg
gccaggcgac
atgaacttat
gcgatcgett

cccatcgtaa

ES 2431327713

agataatttg
tgagcgctct
ccaggtcgaa
aaacccggaa
gatgtcecatc
acaggcggcec
cttgcecgaac
ggatattgaa
ggcgcatcat
cctecteegeg

ttga

gccecctcata
tttgatatct
gaccatatgg
aaagatatct
tatgacacca
tetatggggg
tctecgegtea
attcacgeccc
acgggtcaat

cctgaagegg

40

tggcgetggt
attctecgtet
ctaacctgat
atctgtacat
tgecagtttat
cgtttectget
tgatccacca
gcgaaatttt
ctcttgagceca

tagagtacgg

gccgatggtc

acttaaggaa

cgtggcgcag
taattctecct
taagccagac
gactgccggg
gccgetggge
gaaagtaaaa
gattgaacgt

tttggttgac
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REIVINDICACIONES

Cepa de Salmonella Paratyphi A atenuada, teniendo dicha cepa una mutacién atenuante en los loci guaBA
y una mutacion atenuante en el gen clpX.

Cepa de Salmonella Paratyphi A segun la reivindicacion 1, caracterizada porque la mutacion atenuante en
los loci guaBA es una mutacién atenuante en el gen guaB o una mutacién atenuante en el gen guaA o una
mutacion atenuante en ambos genes.

Cepa de Salmonella Paratyphi A segun la reivindicacion 1, caracterizada porque la mutacion atenuante en
los loci guaBA es una mutacién atenuante en el gen guaB o una mutacién atenuante en el gen guaA o una
mutacion atenuante en ambos genes y porque la cepa tiene una mutacién atenuante adicional en el gen
clpP.

Cepa de Salmonella Paratyphi A segun la reivindicacién 1, caracterizada porque dicha mutacion atenuante
es una mutacion atenuante que reduce el nivel de expresion de dichos loci o dichos genes o bloquea la
expresion de dichos loci o dichos genes.

Cepa de Salmonella Paratyphi A segun la reivindicacién 1, caracterizada porque dicha mutacion atenuante
es una mutacion atenuante que reduce la actividad de un polipéptido codificado por dichos loci o dichos
genes o inactiva un polipéptido codificado por dichos loci o dichos genes.

Cepa de Salmonella Paratyphi A segun la reivindicacion 1, caracterizada porque dicha cepa es la cepa S.
Paratyphi A 9150.

Cepa de Salmonella Paratyphi A segun la reivindicacion 1, caracterizada porque dicha cepa comprende
ademas un sistema de expresion plasmidico estabilizado.

Cepa de Salmonella Paratyphi A segun la reivindicacién 7, caracterizada porque dicho sistema de expresion
plasmidico estabilizado comprende un vector de expresion que comprende:

(a) un casete de origen de replicacion de nimero de copias restringido que incluye
(i) una secuencia de nucleétidos que codifica un origen de replicacion que limita el vector de
expresion a un numero medio de copias plasmidicas de aproximadamente 2 a 75 copias por

célula,

(ii) un primer sitio de corte de enzima de restriccion Unico situado en 5' de la secuencia de
nucleétidos que codifica el origen de replicacion y

(iii) un segundo sitio de corte de enzima de restriccion Unico situado en 3' de la secuencia de
nucleotidos que codifica el origen de replicacion;

(b) como minimo un casete de destruccion postsegregacional que incluye

(i) una secuencia de nucledtidos que codifica como minimo un locus de destruccion
postsegregacional,

(i) un tercer sitio de corte de enzima de restriccion Unico situado en 5' de la secuencia de
nucleétidos que codifica el locus o los loci de destruccion postsegregacional y

(iii) un cuarto sitio de corte de enzima de restriccion unico situado en 3' de la secuencia de
nucleotidos que codifica el locus o los loci de destruccion postsegregacional;

(c) como minimo un casete de particion que comprende
(i) una secuencia de nucleétidos que codifica como minimo una funcién de particién,

(i) un quinto sitio de corte de enzima de restriccion unico situado en 5' de la secuencia de
nucleétidos que codifica la o las funciones de particion y

(iii) un sexto sitio de corte de enzima de restriccion Unico situado en 3' de la secuencia de
nucleétidos que codifica la o las funciones de particion; y

(d) un casete de expresion que comprende
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(i) una secuencia de nucledtidos que codifica un antigeno seleccionado unido de manera operable
a un promotor,

(i) un séptimo sitio de corte de enzima de restriccion unico situado en 5' de la secuencia de
nucleotidos que codifica un antigeno seleccionado unido de manera operable a un promotor y

(iii) un octavo sitio de corte de enzima de restriccién unico situado en 3' de la secuencia de
nucledtidos que codifica un antigeno seleccionado unido de manera operable a un promotor.

Cepa de Salmonella Paratyphi A segun la reivindicacion 8, caracterizada porque la secuencia de
nucleotidos que codifica un origen de replicacion es una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo
consistente en la secuencia oriE1 mostrada en SEQ ID n°: 28, la secuencia ori101 mostrada en SEQ ID n°:
30 y la secuencia ori15A mostrada en SEQ ID n°: 29.

Cepa de Salmonella Paratyphi A segun la reivindicacién 8, caracterizada porque la secuencia de
nucleotidos que codifica como minimo un locus de destruccidon postsegregacional es una secuencia de
nucleotidos seleccionada del grupo consistente en una secuencia de nucleétidos que codifica el sistema
letal equilibrado ssb, una secuencia de nucleétidos que codifica el sistema letal equilibrado asd, una
secuencia de nucledtidos que codifica el sistema proteico phd-doc y una secuencia de nucleétidos que
codifica el sistema antisentido hok-sok.

Cepa de Salmonella Paratyphi A segun la reivindicacién 10, caracterizada porque el sistema letal
equilibrado ssb es un locus ssb seleccionado del grupo consistente en el locus ssb de Shigella flexneri, el
locus ssb de Salmonella typhi y el locus ssb de E. coli.

Cepa de Salmonella Paratyphi A segun la reivindicacién 10, caracterizada porque el sistema letal
equilibrado ssb es un locus ssb que comprende un promotor inducible de ssb, un promotor constitutivo de
ssb y una region codificadora de ssb de la cepa de S. flexneri 2a CVD 1208s mostrada en SEQ ID n°: 34.

Cepa de Salmonella Paratyphi A segun la reivindicacién 8, caracterizada porque la secuencia de
nucleétidos que codifica como minimo una funcién de particion es una secuencia de nucledtidos
seleccionada del grupo consistente en el locus parA de E. coli mostrado en SEQ ID n°: 31 y el locus
pSC101 par de E. coli mostrado en SEQ ID n°: 32.

Cepa de Salmonella Paratyphi A segun la reivindicacion 8, caracterizada porque el promotor (d)(i) es un
promotor inducible.

Cepa de Salmonella Paratyphi A segun la reivindicacion 14, caracterizada porque el promotor (d)(i) es el
promotor de ompC mostrado en SEQ ID n°: 33.

Cepa de Salmonella Paratyphi A segun la reivindicacién 8, caracterizada porque dicha secuencia de
nucleétidos que codifica un antigeno seleccionado (d)(i) es una secuencia de nucleétidos que codifica un
antigeno homalogo.

Cepa de Salmonella Paratyphi A segun la reivindicacién 8, caracterizada porque dicha secuencia de
nucleétidos que codifica un antigeno seleccionado (d)(i) es una secuencia de nucleétidos que codifica un
antigeno heterdlogo.

Cepa de Salmonella Paratyphi A segun la reivindicacién 8, caracterizada porque dicha secuencia de
nucleétidos que codifica un antigeno seleccionado (d)(i) es una secuencia de nucleétidos que codifica un
antigeno seleccionado del grupo consistente en un antigeno virico, un antigeno bacteriano, un antigeno de
cancer y un antigeno autoinmune.

Formulacion farmacéutica que comprende la cepa de Salmonella Paratyphi A segun la reivindicaciéon 1 y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Formulacion farmacéutica que comprende la cepa de Salmonella Paratyphi A segun la reivindicaciéon 7 y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Formulacion farmacéutica segun la reivindicacion 19, caracterizada porque dicha formulacion farmacéutica
es una formulacién farmacéutica oral.

Formulacion farmacéutica segun la reivindicacion 20, caracterizada porque dicha formulacion farmacéutica
es una formulacién farmacéutica oral.
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Formulacion farmacéutica segun la reivindicacién 19 para su uso en un método para inducir en un sujeto
una respuesta inmunitaria a una cepa de Salmonella Paratyphi A atenuada.

Formulacion farmacéutica segun la reivindicacién 20 para su uso en un método para inducir en un sujeto
una respuesta inmunitaria a un antigeno seleccionado.

Formulacién farmacéutica segun la reivindicacion 23, caracterizada porque dicha respuesta inmunitaria es
una respuesta inmunitaria protectora.

Formulacién farmacéutica segun la reivindicacion 24, caracterizada porque dicha respuesta inmunitaria es
una respuesta inmunitaria protectora.

Formulacién farmacéutica segun la reivindicacion 24, caracterizada porque dicha respuesta inmunitaria es
una respuesta inmunitaria al antigeno seleccionado.

Formulacion farmacéutica segun la reivindicacion 24, caracterizada porque dicha respuesta inmunitaria es
una respuesta inmunitaria al antigeno seleccionado y una respuesta inmunitaria a la cepa de Salmonella
Paratyphi A.

Formulacion farmacéutica segun la reivindicacion 23, caracterizada porque dicha cantidad
inmunoldgicamente eficaz de la formulacion farmacéutica contiene entre aproximadamente 10 cfu y
aproximadamente 10" cfu de la cepa de S. Paratyphi A.

Formulacién farmacéutica segun la reivindicacion 23, caracterizada porque dicha cantidad
inmunolégicamente eficaz de la formulacién farmacéutica contiene entre aproximadamente 10° cfu y
aproximadamente 10° cfu de la cepa de S. Paratyphi A.

Formulacién farmacéutica segun la reivindicacion 24, caracterizada porque dicha cantidad
inmunoldgicamente eficaz de la formulacion farmacéutica contiene entre aproximadamente 10 cfu y
aproximadamente 10'° cfu de la cepa de S. Paratyphi A.

Formulacién farmacéutica segun la reivindicacion 24, caracterizada porque dicha cantidad

inmunolégicamente eficaz de la formulacién farmacéutica contiene entre aproximadamente 10° cfu y
aproximadamente 10° cfu de la cepa de S. Paratyphi A.
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Figura 3
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Figura 5
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