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DESCRIPCION
Salmonella entérica atenuada serovariedad Parathypy y usos de la misma
Declaracion de investigacion y desarrollo de financiacion federal

La presente invencion fue hecha con apoyo del gobierno con la subvencion de NIH N.° Al029471 concedida por los
Institutos Nacionales de Salud. El gobierno tiene ciertos derechos en la invencion.

Antecedentes de la invencion

La fiebre entérica producida por miembros del género Salmonella, que incluye fiebres tifoideas y paratifoideas,
continda constituyendo una carga de enfermedad y mortalidad significativa entre las poblaciones en paises en
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 producida por Salmonella enterica serovariedades Typhi y
Paratyphi A (S. Typhi y S. Paratyphi A) estan en aumento debido a la emergencia y diseminacion de variantes
resistentes a los antibidticos (Lancet Infect Dis. 2005 5(10):623-8). Aunque la enfermedad clinica producida por S.
Paratyphi A es en general algo mas leve que la debida a S. Typhi, la primera puede, sin embargo, producir fiebre
entérica en estado avanzado con una seleccién de complicaciones y, si no se trata o se trata inapropiadamente,
puede producir la muerte. Existe la necesidad de vacunas que sean seguras y eficaces en combatir infecciones por
Salmonella.

El documento WO2007/125535 se refiere a flagelina recombinante de Salmonella para su uso en una composicion
de vacuna. El documento W098/26799 se refiere a una vacuna conjugada que comprende polisacaridos O de S.
Paratyphi A unidos a un vehiculo. El documento WO 2007/053489 se refiere a cepas atenuadas de S. Paratyphi A.
Brett & Woods (Infect. Immun., 1996, 64, pp 2824-8) se refiere a la caracterizacion estructural e inmunolégica de
conjugados de polisacarido O-proteina flagelina de Burkholderia pseudomallei.

Sumario de la invencién

Las realizaciones de la presente invencién son como se definen en las reivindicaciones. En particular, la presente
invencion se refiere a un método de preparacion de una vacuna conjugada, que comprende:

(a) mutar una cepa de Salmonella Paratyphi A para generar una cepa atenuada de Salmonella Paratyphi A, en
las que dicha cepa de Salmonella Paratyphi A atenuada comprende una mutacién del gen clpP y una o mas
mutaciones genéticas adicionales seleccionadas del grupo que consiste en una mutacién de los loci guaBA,
una mutacion del gen guaB y una mutacién del gen guaA;

(b) aislar un polisacarido O (OPS) y una proteina flagelina de la cepa atenuada de (a), en las que dicha
proteina flagelina es flagelina de fase 1 (fliC); y

(c) conjugar el OPS con la proteina flagelina, preparando asi una vacuna conjugada.

En el presente documento se desvela una cepa de S. Paratyphi A atenuada, preferentemente una cepa de S.
Paratyphi A atenuada viva.

En el presente documento se desvela que las cepas de S. Paratyphi A para su uso en la presente invencion tienen al
menos una mutacién atenuante seleccionada del grupo que consiste en mutaciones atenuantes en los loci guaBA, el
gen guaB, el gen guaA, el gen clpP y el gen cipX. En realizaciones preferidas, la cepa de S. Paratyphi A tiene una
mutacion atenuante en el gen guaB, el gen guaA y el gen clpP. En el presente documento, se desvela que la cepa
de Salmonella Paratyphi A tiene una mutacion atenuante en el gen guaB, el gen guaA y el gen clpX. En una
realizacion preferida adicional, la cepa de Salmonella Paratyphi A tiene una mutaciéon atenuante en el gen guaB, el
gen guaA, el gen clpP y el gen cipX.

En una realizacion, las mutaciones atenuantes de los loci guaBA, el gen guaB, el gen guaA, el gen clpP y el gen
clpX son mutaciones atenuantes que reducen el nivel de expresion de los loci o los genes, o que bloquean la
expresion de los loci o los genes.

En otra realizacion, las mutaciones atenuantes de los loci guaBA, el gen guaB, el gen guaA, el gen clpP y el gen
clpX son mutaciones atenuantes que reducen la actividad de un polipéptido codificado por los loci o los genes, o
inactivan un polipéptido codificado por los loci o los genes.

En una realizacion preferida, la cepa de Salmonella Paratyphi A es la cepa de S. Paratyphi A 9150.

En el presente documento se desvelan cepas de S. Paratyphi A para su uso en la invencidon que tienen al menos
una mutacion atenuante seleccionada del grupo que consiste en una mutacion atenuante en los loci guaBA, el gen
guaB, el gen guaA, el gen clpP y el gen clpX, y que comprende ademas un sistema de expresion en plasmido
estabilizado.
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El sistema de expresion en plasmido estabilizado puede comprender un vector de expresion que tiene (a) un casete
de origen de replicacion de nimero de copias restringido, (b) al menos un casete de destruccion post-segregacional,
(c) al menos un casete de reparto, y (d) un casete de expresion.

El casete de origen de replicacién de numero de copias restringido puede comprender (i) una secuencia de
nucledtidos que codifica un origen de replicacion que limita el vector de expresion a un nimero de copias de
plasmido promedio de aproximadamente 2 a 75 copias por célula, (ii) un primer sitio de escision de enzima de
restriccion unico localizado 5' de la secuencia de nucleétidos que codifica el origen de replicacion, y (iii) un segundo
sitio de escision de enzima de restriccion Unico localizado 3' de la secuencia de nucleétidos que codifica el origen de
replicacion.

El casete de destruccion post-segregacional puede comprender (i) una secuencia de nucleétidos que codifica al
menos un locus de destruccidon post-segregacional, (ii) un tercer sitio de escision de enzima de restriccion Unico
localizado 5' de la secuencia de nucleétidos que codifica el locus de destruccion post-segregacional, y (iii) un cuarto
sitio de escisién de enzima de restriccion unico localizado 3' de la secuencia de nucleétidos que codifica el locus de
destruccion post-segregacional.

El casete de reparto puede comprender (i) una secuencia de nucleétidos que codifica al menos una funcion de
reparto, (ii) un quinto sitio de escision de enzima de restriccion unico 5' de la secuencia de nucleétidos que codifica
la funcion de reparto, vy (iii) un sexto sitio de escision de enzima de restriccion unico localizado 3' de la secuencia de
nucleétidos que codifica la funcién de reparto.

El casete de expresion puede comprender (i) una secuencia de nucleotidos que codifica un antigeno seleccionado
operativamente unido a un promotor, (ii) un séptimo sitio de escision de enzima de restriccion Unico localizado 5' de
la secuencia de nucledtidos que codifica el antigeno seleccionado operativamente unido a un promotor, y (iii) un
octavo sitio de escision de enzima de restriccion Unico localizado 3' de la secuencia de nucleétidos que codifica el
antigeno seleccionado operativamente unido a un promotor.

La secuencia de nucledtidos que codifica el origen de replicacion puede ser una secuencia de nucleotidos
seleccionada del grupo que consiste en la secuencia oriE1 de SEQ ID NO:28, la secuencia 0ri101 de SEQ ID NO:30
y la secuencia ori15A de SEQ ID NO:29.

La secuencia de nucledtidos que codifica el locus de destruccion post-segregacional pueden ser una secuencia de
nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en una secuencia de nucleétidos que codifica el sistema letal
equilibrado ssbh, una secuencia de nucledtidos que codifica el sistema letal equilibrado asd, una secuencia de
nucledtidos que codifica el sistema proteico phd-doc y una secuencia de nucledtidos que codifica el sistema
antisentido hok-sok. Mas preferentemente, el locus de destruccidon post-segregacional es una secuencia de
nucledtidos que codifica el sistema letal equilibrado ssb seleccionado del grupo que consiste en el locus ssb de
Shigella flexneri, el locus ssb de Salmonella Typhi y el locus ssb de E. coli. Incluso mas preferentemente, el sistema
letal equilibrado ssb es un locus ssb que comprende un promotor inducible ssb, un promotor constitutivo ssb y una
region codificante ssb de la cepa de S. flexneri 2a CVD 1208s expuesta en SEQ ID NO:34.

La secuencia de nucleétidos que codifica la funcién de reparto puede ser una secuencia de nucledétidos seleccionada
del grupo que consiste en el locus parA de E. coli expuesto en SEQ ID NO:31 y el locus par de E. coli pSC101
expuesto en SEQ ID NO:32.

El promotor puede ser un promotor inducible, mas preferentemente un promotor ompC, incluso mas preferentemente
el promotor ompC expuesto en SEQ ID NO:33.

La secuencia de nucleétidos que codifica un antigeno seleccionado puede ser una secuencia de nucledtidos que
codifica un antigeno homologo. En ofra realizacion, la secuencia de nucledtidos que codifica un antigeno
seleccionado es una secuencia de nucleétidos que codifica un antigeno heterélogo.

La secuencia de nucleétidos que codifica un antigeno seleccionado puede ser una secuencia de nucledtidos que
codifica un antigeno heterdlogo seleccionado del grupo que consiste en un antigeno viral, un antigeno bacteriano, un
antigeno de cancer y un antigeno auto-inmunitario.

En el presente documento se desvela una formulaciéon farmacéutica que comprende una o mas de las cepas de
Salmonella Paratyphi A atenuadas. Preferentemente, las formulaciones farmacéuticas son formulaciones
farmacéuticas orales.

En el presente documento se desvela un método de induccién de una respuesta inmunitaria en un sujeto, que
comprende administrar una cantidad inmunoldgicamente eficaz de una formulaciéon farmacéutica como se desvela
en el presente documento a un sujeto. Preferentemente, la respuesta inmunitaria es una respuesta inmunitaria
protectora.
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La cantidad inmunoldgicamente eficaz de la formulaciéon farmacéutica contiene aproximadamente 10 ufc a
aproximadamente 10"° ufc, mas preferentemente aproximadamente 10° ufc a aproximadamente 10° ufc, de la cepa
de S. Paratyphi A atenuada dentro de la formulacion farmacéutica.

La respuesta inmunitaria puede ser a Salmonella Paratyphi A. La respuesta inmunitaria puede ser al antigeno
seleccionado. La respuesta inmunitaria puede ser a tanto Salmonella Paratyphi A como al antigeno seleccionado.

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

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra los productos de amplificacion por PCR de guaBA y guaBA::cml. El carril 1 es guaBa no
mutado; los carriles 2 y 3 son guaBA::cml. Las flechas indican bandas de marcadores de peso molecular de 3 kb
(arriba) y 1,5 kb (abajo).

La Figura 2 muestra los productos de amplificacion por PCR de guaBA::cml y deleciones de guaBA. El carril 1 es
guaBA::cml; los carriles 2 a 5 son deleciones de guaBa. Las flechas indican bandas de marcadores de peso
molecular de 1,5 kb (arriba) y 0,5 kb (abajo).

La Figura 3 muestra los resultados de un estudio de complementacion de la delecion guaBA. La placa 1 es el
mutante de guaBA transformado con pLowBIu 184; la placa 2 es el mismo mutante transformado con pATGguaBA.

La Figura 4 muestra los productos de amplificacién por PCR de S. Paratyphi A wt, atenuada en clpX'y clpX-guaBA.
El panel A muestra productos de PCR producidos usando cebadores especificos para clpX, mientras que el panel B
muestra productos de PCR producidos usando cebadores especificos para guaBA. Las flechas indican bandas de
marcadores de peso molecular de 1,5 kb (arriba) y 0,5 kb (abajo) en el panel A, y 3 kb (arriba) y 0,5 kb (abajo) en el
panel B.

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

La Figura 6 es una representacion grafica de datos de pruebas de DLsp en ratones inyectados con S. Paratyphi A wt,
delecionada en guaBA, delecionada en guaBA complementada con pLowBlu 184, y delecionada en guaBA
complementada con pATGguaBA.

La Figura 7 es una representacion grafica de datos de pruebas de DLsp en ratones inyectados con S. Paratyphi A wt,
delecionada en clpX, S. Paratyphi A delecionada en guaBA, o S. Paratyphi A delecionada en clpX-guaBA. Los datos
incluyen ratones inyectados con S. Paratyphi A delecionada en clpx complementada con pLowBIlu 184 o pATGclpX,
ademas de S. Paratyphi A delecionada en clpX-guaBA complementada con pLowBIlu 184 o pATGclpXATGguaBA.

La Figura 8 es una representacion grafica de datos de pruebas de DLsp en ratones inyectados con S. Paratyphi A wt,
delecionada en clpP, S. Paratyphi A delecionada en guaBA o S. Paratyphi A delecionada en clpP-guaBA. Los datos
incluyen ratones inyectados con S. Paratyphi A delecionada en clpP complementada con pLowBlu 184 o pATGclpP,
ademas de S. Paratyphi A delecionada en clpP-guaBA complementada con pLowBIlu 184 o pATGclpPATGguaBA.

La Figura 9 muestra hiper-flagelacion por microscopia electrénica de mutaciones clpP en S. Paratyphi A.

Figura 10 Alineamiento de loci fliD-fliS cromosdmicos de Salmonella enterica serovariedades Typhimurium,
Enteritidis, Paratyphi A y Typhi. Las Figuras 10A-10D muestran el alineamiento de loci fliD-fliS cromosémicos como
entre Salmonella Typhimurium (SEQ ID NO:47), serovariedad Paratyphi A (usando la abreviatura "Typhi A") (SEQ ID
NO:48) y serovariedad Typhi cepa Ty2 (SEQ ID NO:49). Las Figuras 10E-10H muestran el alineamiento de los loci
fliD-fliS cromosdmicos como entre Salmonella Enteritidis (SEQ ID NO:50) y Salmonella Typhimurium (SEQ ID
NO:47).

Descripcion detallada de la invencion
A. Cepas de S. Paratyphi A atenuadas
En el presente documento se desvela una cepa de S. Paratyphi A atenuada. En el presente documento, se desvela

que tales cepas de S. Paratyphi A atenuadas pueden usarse para inducir una respuesta inmunitaria en un sujeto sin
causar enfermedad en el sujeto.
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La cepa de S. Paratyphi A usadas como material de partida de la presente invencién pueden ser cualquier cepa de
S. Paratyphi Ay la identidad de la cepa no es critica. Cepas de S. Paratyphi A preferidas incluyen la cepa 9150 de S.
Paratyphi A cepa.

Las cepas de S. Paratyphi A para su uso en la presente invencion estan atenuadas. Como se usa en el presente
documento, cepas atenuadas de S. Paratyphi A son aquellas que tienen una capacidad reducida, disminuida o
suprimida para producir enfermedad en un sujeto, o aquellas que carecen completamente de la capacidad de causar
enfermedad en un sujeto. Las cepas atenuadas pueden presentar expresion reducida o ninguna expresion de uno o
mas genes, pueden expresar una o mas proteinas con actividad reducida o ninguna, pueden presentar una
capacidad reducida para crecer y dividirse, o una combinacién 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 para su uso en la presente invencion, cepas atenuadas de otros
patégenos entéricos (por ejemplo, Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi B, Shigella, Vibrio cholerae), comensales
(por ejemplo, Lactobacillus, Streptococcus gordonii) y cepas de vacunas autorizadas (por ejemplo, BCG) también se
desvelan en el presente documento. Estas cepas adicionales tienen todas las mutaciones atenuantes de las cepas
de S. Paratyphi A para su uso en la presente invencion, pueden transformarse con el sistema de expresiéon en
plasmidos estabilizado como se desvela en el presente documento, y pueden usarse como una composicion
inmunizante como se describe en el presente documento.

En el presente documento, se desvela que las cepas de S. Paratyphi A atenuadas para su uso en la presente
invencion tienen una mutacion en uno o mas de los loci guaBA, el gen guaB, el gen guaA, el gen clpP y el gen clpX
de S. Paratyphi. Las cepas de S. Paratyphi A atenuadas para su uso en la presente invenciéon pueden tener una
mutacion (i) en el gen guaB 'y 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, el gen clpP y el gen clpX, (vi) en el gen guaA, el gen
clpPy el gen clpX; (vii) en el gen guaB, el gen guaA, el gen clpPy el gen clpX, o (xviii) en los loci guaBA, el gen clpP
y el gen cipX.

Las mutaciones de los loci y genes descritos en el presente documento pueden ser cualquier mutacion, tal como una
0 mas deleciones, inserciones o sustituciones de acidos nucleicos. Las mutaciones pueden ser cualquier delecién,
insercion o sustitucion de los loci o genes que produzca una reduccion o ausencia de expresion de los loci o genes,
0 una reduccién o ausencia de actividad de un polipéptido codificado por los loci o genes. Las mutaciones pueden
estar en las regiones codificantes o no codificantes de los loci o genes.

Preferentemente, en la presente invencion, el genoma cromosémico de la cepa de S. Paratyphi A se modifica
eliminando o modificando de otro modo los loci guaBA, y asi bloqueando la biosintesis de novo de nucleétidos de
guanina. Mas preferentemente, una mutacion en los loci guaBA inactiva las enzimas de la via metabdlica de purina
IMP deshidrogenasa (codificada por guaB) y GMP sintetasa (codificada por guaA). Como consecuencia de estas
mutaciones, S. Paratyphi A son incapaces de sintetizar de novo GMP, y por consiguiente nucleétidos GDP y GTP,
que limita gravemente el crecimiento bacteriano en tejidos de mamifero. In vitro, los mutantes de S. Paratyphi A
AguaBA para su uso en la presente invencion son incapaces de crecer en medio minimo, a menos que se
complementen con guanina. En cultivo de tejido, se encontré que los mutantes de S. Paratyphi A AguaBA para su
uso en la presente invenciéon mostraban una reduccion significativa en su capacidad para invasion. Los mutantes de
S. Paratyphi A AguaBA pueden secuestrar nucledtidos de guanina de los tejidos del hospedador mamifero. Sin
embargo, su asimilaciéon en S. Paratyphi A requiere desfosforilacion previa a nucledsidos por nucleotidasas
periplasmicas que van a incorporarse como precursores de nucleétidos en la via de rescate de guanina. Por tanto,
como los nucleétidos estan facilmente disponibles en el entorno intracelular del hospedador mamifero, la atenuacion
debida a la sintesis de novo de nucleétidos de guanina es debida o bien a la ineficiencia de la via de rescate o a
motivos que son desconocidos para el conocimiento actual.

El gen guaA de S. Paratyphi A 9150, que codifica GMP sintetasa, tiene 1578 pb de tamarfio (SEQ ID NO:36), y es
98 % homologo al gen guaA de S. Typhi Ty2 como se ha determinado por comparacion de nucleétidos con NCBI
BLAST. Pueden producirse mutantes de delecién eliminando porciones de la regiéon codificante del gen guaA de S.
Paratyphi A de manera que se prevenga el apropiado plegamiento o actividad de GuaA. Por ejemplo, pueden ser
delecionados aproximadamente 25 a aproximadamente 1500 pb, aproximadamente 75 a aproximadamente 1400 pb,
aproximadamente 100 a aproximadamente 1300 pb, o toda la regién codificante. Alternativamente, los mutantes de
delecion pueden producirse eliminando, por ejemplo, un fragmento de 1 a 100 pb del gen guaA de S. Paratyphi A de
manera que se desplace el marco de lectura apropiado del gen. En el dltimo caso, puede producirse un polipéptido
de terminacién o la sintesis de polipéptidos puede ser abortada debido a un codén de terminacion inducido por
desplazamiento del marco. El tamafio preferido de la delecién es aproximadamente 75 a 750 pb. También pueden
hacerse deleciones que se extienden mas alla del gen guaA, es decir, deleciones en los elementos que controlan la
traduccion del gen guaA, tal como en un sitio de unién a ribosoma.

El gen guaB de S. Paratyphi A 9150, que codifica IMP deshidrogenasa, tiene 1467 pb de tamafio (SEQ ID NO:35), y

es 98 % homdlogo al gen guaB de S. Typhi Ty2 como se ha determinado por comparacion de nucleétidos con NCBI
BLAST. Pueden producirse mutantes de delecién eliminando porciones de la regién codificante del gen guaB de S.
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Paratyphi A de manera que se prevenga el apropiado plegamiento o actividad de GuaB. Por ejemplo, pueden ser
delecionados aproximadamente 25 a aproximadamente 1400 pb, aproximadamente 75 a aproximadamente 1300 pb,
aproximadamente 100 a aproximadamente 1200 pb, o toda la region codificante. Alternativamente, pueden
producirse mutantes de delecién eliminando, por ejemplo, un fragmento de 1 a 100 pb del gen guaB de S. Paratyphi
A de manera que se desplace el marco de lectura apropiado del gen. En el ultimo caso, puede producirse un
polipéptido de terminacién o la sintesis de polipéptidos puede ser abortada debido a un codén de terminacion
inducido por desplazamiento del marco. El tamafio preferido de la delecién es aproximadamente 75 a 750 pb.
También pueden hacerse deleciones que se extienden mas alla del gen guaB, es decir, deleciones en los elementos
que controlan la traduccion del gen guaB, tal como en un promotor.

El gen clpP de S. Paratyphi A 9150, que codifica una serina-proteasa, tiene 624 pb de tamafo (SEQ ID NO:37), y es
99 % homdlogo al gen clpP de S. Typhi Ty2 como se ha determinado por comparacion de nucleétidos con NCBI
BLAST. Pueden producirse mutantes de delecion eliminando porciones de la region codificante del gen clpP de S.
Paratyphi A de manera que se prevenga el apropiado plegamiento o actividad de ClpP. Por ejemplo, pueden ser
delecionados aproximadamente 25 a aproximadamente 600 pb, aproximadamente 75 a aproximadamente 500 pb,
aproximadamente 100 a aproximadamente 400 pb, o toda la regién codificante. Alternativamente, pueden producirse
mutantes de delecion eliminando, por ejemplo, un fragmento de 1 a 100 pb del gen clpP de S. Paratyphi A de
manera que se desplace el marco de lectura apropiado del gen. En el dltimo caso, puede producirse un polipéptido
de terminacioén o la sintesis de polipéptidos puede ser abortada debido a un codén de terminacion inducido por
desplazamiento del marco. El tamafio preferido de la delecién es aproximadamente 25 a 600 pb. También pueden
hacerse deleciones que se extienden mas alla del gen clpP, es decir, deleciones en los elementos que controlan la
traduccion del gen clpP, tal como en un promotor.

El gen clpX de S. Paratyphi A 9150, que codifica una chaperona ATPasa, tiene 1272 pb de tamafo (SEQ ID NO:38),
y es 99 % homologo al gen clpX de S. Typhi Ty2 como se ha determinado por comparacion de nucleétidos con NCBI
BLAST. Pueden producirse mutantes de delecion eliminando porciones de la region codificante del gen clpX de S.
Paratyphi A de manera que se prevenga el apropiado plegamiento o actividad de ClpX. Por ejemplo, pueden ser
delecionados aproximadamente 25 a aproximadamente 1200 pb, aproximadamente 75 a aproximadamente 1100 pb,
aproximadamente 100 a aproximadamente 1000 pb, o toda la region codificante. Alternativamente, pueden
producirse mutantes de delecion eliminando, por ejemplo, un fragmento de 1 a 100 pb del gen clpX de S. Paratyphi
A de manera que se desplace el marco de lectura apropiado del gen. En el ultimo caso, puede producirse un
polipéptido de terminacién o la sintesis de polipéptidos puede ser abortada debido a un codén de terminacion
inducido por desplazamiento del marco. El tamafio preferido de la delecién es aproximadamente 75 a 750 pb.
También pueden hacerse deleciones que se extienden mas alla del gen clpX, es decir, deleciones en los elementos
que controlan la transcripcion del gen clpX, tal como en un promotor.

Pueden hacerse deleciones en cualquiera de los loci o genes incluidos en el presente documento usando sitios de
restriccion convenientes localizados dentro de los loci o genes, o por mutagénesis dirigida al sitio con
oligonucledtidos (Sambrook et al, en: Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Eds., Cold Spring Harbor Publications
(1989)).

La inactivacion de los loci o genes también puede llevarse a cabo por una insercion de ADN foraneo usando
cualquier sitio de restriccion conveniente, o por mutagénesis dirigida al sitio con oligonucleétidos (Sambrook et al,
arriba), de manera que se interrumpa la correcta transcripcion de los loci o genes. El tamafio tipico de una insercion
que puede inactivar los loci o genes es de 1 par de bases a 100 kbp, aunque se prefieren inserciones mas pequefias
de 100 kbp. La insercién puede hacerse en cualquier parte dentro de los loci o regiones codificantes de genes o
entre las regiones codificantes y los promotores.

Otros métodos para la inactivacion de los loci y genes incluyen la transferencia en Salmonella de deleciones o
inserciones hechas en otros loci guaBA de enterobacteriae, genes guaA, guaB, clpP o clpX, deleciones generadas
por transposones, y escision imprecisa de inserciones de ADN.

Preferentemente, los loci y genes bacterianos se mutan usando mutagénesis mediada por Lambda red (Datsenko y
Wanner, PNAS USA 97:6640-6645 (2000)). Brevemente, en la etapa 1, las bacterias hospedadoras dirigidas para la
mutaciéon 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. La mutagénesis cromosémica
de una secuencia diana se lleva a cabo por electroporacion del hospedador con ADN lineal en la que el gen diana se
sustituye por un marcador de resistencia a antibidticos. Este ADN también codifica regiones cortas de secuencias
cromosomicas flanqueantes para permitir la integracion cromosémica del marcador de resistencia por recombinacion
homadloga mediada por A Red. Los recombinantes se seleccionan sobre medios solidos que contienen el antibiético
apropiado, y se incuban a una temperatura que facilita la pérdida del plasmido que codifica A Red recombinasa. Para
la etapa 2, la eliminacién del marcador de resistencia cromosémico se facilita transformando las bacterias con un
plasmido sensible a la temperatura que codifica FLP recombinasa, que se dirige a secuencias Unicas dentro del
marcador de resistencia antibiético ahora presente en el cromosoma hospedador. Se cultivan transformantes a
temperaturas permisivas para la presencia de la FLP recombinasa que se expresa constitutivamente. Se criban
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mutantes mediante PCR, se cultivan a una temperatura para facilitar la pérdida del plasmido que codifica FLP
recombinasa, y se seleccionan para el almacenamiento.

Las cepas de S. Paratyphi A atenuadas para su uso en la presente invencion pueden contener mutaciones en uno o
mas genes adicionales. Aunque se proporciona una amplia discusion de mutaciones atenuantes adicionales de
Salmonella spp. en la patente de EE.UU. N.° 6.682.729, genes a modo de ejemplo incluyen aquellos que codifican
diversas vias bioquimicas, sistemas reguladores globales, proteinas de choque térmico, otros genes reguladores y
supuestas propiedades de virulencia. Ejemplos especificos de tales mutaciones atenuantes incluyen, pero no se
limitan a: (i) mutaciones auxotroficas, tales como mutaciones aro, gua, nad, thy y asd, (ii) mutaciones que inactivan
funciones reguladoras globales, tales como mutaciones cya, crp, phoP/phoQ, phoP° y ompR,; (iii) mutaciones que
modifican la respuesta de estrés, tales como mutaciones recA, htrA, hipR, hsp y groEL; (iv) mutaciones en factores
de virulencia especificos, tales como pag y prg; (v) mutaciones que afectan la topologia de ADN, tales como
mutaciones fopA; (vi) mutaciones que bloguean la biogénesis de polisacaridos de superficie, tales como mutaciones
rfb, galE y via; (vii) mutaciones que modifican sistemas suicida, tales como mutaciones sacB, nuc, hok, gef, kil y
phlA; (viii) mutaciones que introducen sistemas suicidas, tales como liségenos codificados por P22, A mureina
transglicosilasa y gen S; y (ix) mutaciones que alteran o modifican el correcto ciclo celular, tales como mutaciones
minB.

B. Sistema de plasmidos de expresién estabilizados

Las cepas de S. Paratyphi A atenuadas para su uso en la presente invencion incluyen aquellas cepas manipuladas
para expresar polipéptidos seleccionados (antigenos). Tales cepas de S. Paratyphi A atenuadas pueden usarse para
inducir una respuesta inmunitaria a la propia S. Paratyphi, o para inducir una respuesta inmunitaria a los antigenos
seleccionados expresados por las cepas de S. Paratyphi A atenuadas, o ambos.

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

El sistema de plasmidos de expresion estabilizados comprende vector de expresién que comprende un sistema de
mantenimiento de plasmidos (PMS) y una secuencia de nucledtidos que codifica un antigeno seleccionado.

El sistema de plasmidos de expresion estabilizados optimiza el mantenimiento del vector de expresion en las
bacterias en dos niveles independientes: (1) eliminando la Unica dependencia sobre los sistemas de mantenimiento
letales equilibrados; y (2) incorporando un sistema de reparto de plasmidos para prevenir la segregacion al azar de
vectores de expresion, potenciando asi su herencia y estabilidad.

El PMS incluye (a) un origen de replicacion, (b) al menos una funcién de destruccidon post-segregacional, y (c) al
menos una funcién de reparto. Cada uno de los elementos indicados del PMS puede ser un casete individual del
sistema de plasmidos de expresién estabilizados. Cada uno de los casetes puede comprender sitios de escision de
enzimas de restriccion Unicos localizados en los extremos 5'y 3' de los casetes.

Sistemas de plasmidos de expresion estabilizados preferidos son aquellos descritos en la publicacion de solicitud de
patente de EE.UU. en tramite nimero US 2007/0281348.

1. Origen de replicacion

El PMS incluye un origen de replicacion de numero de copias restringido que limita el vector de expresion a un
intervalo de copias de plasmido por célula. Debido a grados variables de toxicidad asociados a diferentes antigenos
seleccionados (por ejemplo, toxicidad mas alta para antigenos derivados de organismos parasiticos tales como
Plasmodium falciparum frente a practicamente ninguna toxicidad para el fragmento C de la toxina tetanica), el
sistema de plasmidos de expresion estabilizados de la presente invencidon se basa en vector de expresiéon de o bien
un numero bajo o bien medio de copias (plasmido). Se apreciara por un experto en la materia que la seleccion de un
origen de replicacion dependera del grado de toxicidad, es decir, el niumero de copias debe disminuir a medida que
aumenta la toxicidad a la cepa bacteriana.

Es preferible que el origen de replicacién confiera un numero de copias promedio que esta 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 incluidos en el presente documento se derivan del plasmido de E. coli
pAT153 (oriE1, ~60 copias por equivalente cromosomico), el plasmido de E. coli pACYC184 (ori15A, ~15 copias por
equivalente cromosomico) y el plasmido de Salmonella typhimurium pSC101 (0ri101, ~5 copias por equivalente
cromosomico). La organizacion estructural de los casetes de origenes de replicacion manipulados para pSC101,
pACYC184 y pAT153 son analogos en estructura y funcion.

Los origenes de replicacion para su uso en la presente invencion incluyen tanto origenes de replicacion que existen
de forma natural, ademas de origenes de replicacion codificados por secuencias de nucledtidos que son
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sustancialmente homdlogas a secuencias de nucleétidos que codifican origenes de replicacion que existen de forma
natural, y que retienen la funcién presentada por los origenes de replicacion que existen de forma natural.

En realizaciones preferidas, la secuencia de nucleotidos que codifica el origen de replicacion es una secuencia de
nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en la secuencia oriE1 de SEQ ID NO:28, la secuencia 0ri101 de
SEQ ID NO:30 y la secuencia ori15A de SEQ ID NO:29.

En una realizacion preferida adicional, el origen de replicacion es el locus oriE1 de pSC101, que confiere un numero
de copias de aproximadamente 5 copias por equivalente de genoma, expuesto en SEQ ID NO:28.

2. Funcién de reparto

El PMS también incluye una funcién de reparto, también conocida en la técnica y en el presente documento como un
"sistema segregante" y un "sistema de reparto". La funcion de reparto es cualquier funcion que potencie la
estabilidad del plasmido que opera para aumentar la frecuencia de administracion satisfactoria de un plasmido a
cada célula bacteriana recientemente dividida, en comparacion con la frecuencia de administracién de un plasmido
correspondiente sin una funcién tal. Los sistemas de reparto incluyen, por ejemplo, sistemas de equi-reparto,
sistemas de reparto de sitio par y los sistemas proporcionados en la Tabla 1 del Capitulo 5, Partition Systems of
Bacterial Plasmids. B.E. Funnell and R.A. Slavcev. En Plasmid Biology. 2004. BE Funnell and GJ Phillips, eds. ASM
Press, Washington, DC.

Los sistemas de reparto para su uso en la presente invencion incluyen tanto sistemas de reparto que existen de
forma natural, ademas de sistemas de reparto codificados por secuencias de nucleétidos que son sustancialmente
homodlogas a secuencias de nucleétidos que codifican sistemas de reparto que existen de forma natural, y que
retienen la funcién presentada por los sistemas de reparto que existen de forma natural.

Funciones de reparto a modo de ejemplo incluyen, sin limitacién, sistemas de pSC101, el factor F, el profago P1,y
plasmidos de resistencia al farmaco IncFll.

En particular, puede usarse el locus de reparto pasivo para par. La funcion del locus par parece estar relacionada
con el aumento del superenrrollamiento de plasmidos en el origen de replicacion, que también es el sitio de unién
para ADN girasa. Una secuencia de par a modo de ejemplo es la de E. coli, expuesta en SEQ ID NO:32 (Miller et al.
Nucleotide sequence of the partition locus of Escherichia coli plasmid pSC101, Gene 24:309-15 (1983); N.° de
acceso de GenBank X01654, nucledtidos 4524 - 4890)).

También pueden usarse el locus parA de reparto activo. Una secuencia de locus parA a modo de ejemplo se expone
en SEQ ID NO:31.

3. Funcién de destruccion post-segregacional

El PMS incluye ademas al menos una funcién de destruccion post-segregacional (PSK). La funcion PSK es una
funcién que produce la muerte de cualquier célula bacteriana recientemente dividida que no hereda el plasmido de
interés, y especificamente incluye sistemas letales equilibrados tales como asd o ssb, sistemas proteicos tales como
phd-doc, y sistemas antisentido tales como hok-sok.

La funciéon PSK para su uso en la presente invencion incluye tanto funciones PSK que existen de forma natural,
ademas de funciones PSK codificadas por secuencias de nucleétidos que son sustancialmente homdlogas a
secuencias de nucledtidos que codifican funciones PSK que existen de forma natural, y que retienen la funcion
presentada por las funciones PSK que existen de forma natural.

En realizaciones preferidas, la funcién PSK es el sistema letal equilibrado ssb. La proteina de unién monocatenaria
(SSB) de S. Typhi se usa para trans-complementar una mutacién por lo demas letal introducida en el gen
cromosomico ssb. Las funciones bioquimicas y metabdlicas de la proteina SSB de E. coli han sido ampliamente
revisadas en Lohman et al., Annual Reviews in Biochemistry 63:527, 1994 y Chase et al., Annual Reviews in
Biochemistry 55:103, 1986.

En las cepas de S. Paratyphi A para su uso en la presente invencién que comprenden un sistema de plasmidos de
expresion estabilizados en las que la funcién PSK es el sistema letal equilibrado ssb, esta inactivado el locus ssb
nativo de las bacterias. El locus ssb nativo puede inactivarse mediante cualquier medio conocido en la técnica, tal
como un vector suicida que comprende un origen de replicacion sensible a la temperatura o mutagénesis mediada
por Lambda Red (Datsenko y Wanner, PNAS USA 97:6640-6645 (2000)). En un aspecto preferido, se usa
mutagénesis mediada por Lambda Red para inactivar el locus ssb de las cepas de S. Paratyphi A atenuadas de la
presente invencion.

En otro aspecto de la invencion, la funcion PSK es el locus ssb donde tanto los promotores del gen ssb inducibles
como constitutivos se usan como los promotores de la funcion PSK de ssb. En una realizacion preferida, la funcién
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PSK comprende un promotor inducible ssb, un promotor constitutivo ssb y una region codificante ssb.
Preferentemente, el locus ssb es el locus ssb de una cualquiera de Shigella flexneri, Salmonella Typhi y E. coli. En
una realizacion, el locus ssb es el locus ssb de S. flexneri 2a cepa CVD 1208s expuesto en SEQ ID NO:34.

En un aspecto relacionado de la invencion, alelos mutados tales como ssb-1 (o cualquier mutacion funcionalmente
equivalente a este alelo, tal como W54S; Carlini et al. Mol. Microbiol. 10:1067-1075 (1993)) pueden incorporarse en
el sistema de plasmidos de expresion estabilizados para potenciar plasmidos de nimero de copias mas altos por
expresion en exceso de proteinas similares a SSB1 para formar los tetrameros biolégicamente activos requeridos de
SSB.

En una realizacién adicional, el PMS comprende dos funciones PSK.

4. Antigeno seleccionado

El sistema de plasmidos de expresion estabilizados también comprende un polinucleétido que codifica antigeno
seleccionado bajo el control de un promotor.

El promotor es preferentemente un promotor ambientalmente regulable, controlado por una sefial biolégicamente
relevante tal como osmolaridad. En una realizacion preferida, el promotor es el promotor ompC. El gen ompC
codifica una proteina de porina que se inserta como un trimero en la membrana externa de una célula bacteriana. La
expresion y control de ompC ha sido revisada en detalle considerable en Pratt et al., Molecular Microbiology 20:911,
1996 y Egger et al., Genes to Cells 2:167, 1997. En una realizacion preferida, el fragmento del promotor ompC de E.
coli se expone en SEQ ID NO:33. Véase la patente de EE.UU. N.°: 6.703.233. La transcripcion de este casete puede
ser terminada en la region distal 3' por un terminador transcripcional {rpA.

En un aspecto, el promotor inducible es el promotor Pompct mutado, o Pompcs. El promotor puede usarse para
controlar exclusivamente la transcripcion del antigeno seleccionado en la direccién 3.

La invencion engloba la expresion de cualquier antigeno que no destruye la cepa de S. Paratyphi A atenuada que la
expresa, y que provoca una respuesta inmunitaria cuando la cepa de S. Paratyphi A atenuada que expresa el
antigeno se administra al sujeto. Los antigenos seleccionados pueden ser homodlogos (de S. Paratyphi A) o
heterdlogos.

Ejemplos no limitantes del antigeno seleccionado incluyen: antigeno de toxina 1 Shiga (Stx1), antigeno de toxina 2
Shiga (Stx2), hepatitis B, Haemophilus influenzae tipo b, hepatitis A, pertussis acelular (s5cP), varicela, rotavirus,
Streptococcus pneumoniae (neumocécico) y Neisseria meningitidis (meningocdcica). Véase Ellis et al., Advances in
Pharm., 39: 393423, 1997. Donde el antigeno es un antigeno de toxina 2 Shiga, el antigeno de toxina 2 Shiga puede
ser, por ejemplo, o bien un pentamero de subunidad B o bien una Stx 2 genéticamente desintoxicada. Antigenos
adicionales de relevancia para la biodefensa incluyen: 1) uno o mas dominios del resto del antigeno protector PA83
de la toxina del carbunco, que incluyen, pero no se limitan a, dominio 4 (el dominio de unién a células eucariotas;
D4), la forma biolégicamente activa de 63 kDa procesada de PA83, o PA83 de longitud completa; y 2) antigenos de
Clostridium botulinum que comprenden el fragmento de cadena pesada de union a células eucariotas de cualquier
serotipo de neurotoxina A, B, C, D, E, F o G, en cualquier combinacién. Otros antigenos seleccionados incluyen
cada uno de los desvelados en la patente de EE.UU. N.° 6.190.669.

En un aspecto, el antigeno seleccionado es un antigeno que indujo una respuesta inmunitaria al cancer. En otro
aspecto, el antigeno seleccionado se disefia para provocar una respuesta inmunitaria a autoantigenos, receptores
de linfocitos B y/o receptores de linfocitos T que participan en enfermedades autoinmunitarias o inmunoldgicas. Por
ejemplo, donde se producen respuestas inmunitarias inapropiadas contra tejidos del cuerpo o antigenos
ambientales, las composiciones de inmunizacién de la presente invencion pueden usarse para inducir una respuesta
inmunitaria a los autoantigenos, receptores de linfocitos B y/o receptores de linfocitos T para modular las respuestas
y mejorar las enfermedades. Por ejemplo, tales técnicas pueden ser eficaces en el tratamiento de miastenia grave,
lupus eritematoso, artritis reumatoide, esclerosis mdltiple, alergias y asma.

En otro aspecto de la presente invencién, el sistema de plasmidos de expresion estabilizados puede incluir un
polinucleétido que codifica un marcador de seleccién, o un marcador sensible a la temperatura, tal como marcador
de resistencia a farmaco. Un ejemplo no limitante de un marcador de resistencia a farmaco incluye aph, que se
conoce en la técnica por conferir resistencia a los aminoglucésidos kanamicina y/o neomicina.

El término "sustancialmente homologa" u "homdloga sustancial”, en referencia a una secuencia de nucleétidos o
secuencia de aminoacidos en el presente documento, indica que la secuencia de acidos nucleicos o secuencia de
aminoacidos tiene homologia suficiente en comparacion con una secuencia de referencia (por ejemplo, una
secuencia nativa o que existe de forma natural) para permitir que la secuencia realice la misma funcién basica que la
secuencia de referencia correspondiente; una secuencia sustancialmente homéloga normalmente tiene al menos
aproximadamente el 70 por ciento de secuencias idénticas en comparacién con la secuencia de referencia,
normalmente al menos aproximadamente el 85 por ciento de secuencias idénticas, preferentemente al menos
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aproximadamente el 90 o 95 por ciento de secuencias idénticas, y lo mas preferentemente aproximadamente el 96,
97, 98 o el 99 por ciento de secuencias idénticas, en comparacién con la secuencia de referencia. Se apreciara que
en toda la memoria descriptiva, donde se hace referencia a secuencias de nucledtidos y/o secuencias de
aminoacidos especificas, que tales secuencias de nucleétidos y/o secuencias de aminoacidos pueden sustituirse por
secuencias sustancialmente homologas.

C. Métodos de induccion de una respuesta inmunitaria

En el presente documento se desvelan métodos de induccion de una respuesta inmunitaria en un sujeto. La
respuesta inmunitaria puede ser a la propia cepa de S. Paratyphi A atenuada, un antigeno seleccionado expresado
por una cepa de S. Paratyphi A atenuada transformada con un sistema de plasmidos de expresién estabilizados, o
ambos.

En el presente documento se desvela que el método de inducciéon de una respuesta inmunitaria comprende
administrar una o mas de las cepas desveladas en el presente documento a un sujeto en una cantidad suficiente
para inducir una respuesta inmunitaria en el sujeto. Como se usa en el presente documento, la cepa incluye tanto
cepas no transformadas como transformadas de S. Paratyphi A atenuadas.

En el presente documento se desvela que el método de inducciéon de una respuesta inmunitaria comprende
administrar una formulacién farmacéutica que comprende una o mas de las cepas como se desvela en el presente
documento a un sujeto en una cantidad suficiente para inducir una respuesta inmunitaria en el sujeto (una cantidad
inmunolégicamente eficaz).

Por comodidad, las cepas como se desvelan en el presente documento y las formulaciones farmacéuticas que
comprenden las cepas se denominan en el presente documento "composiciones inmunizantes". El experto apreciara
que las composiciones inmunizantes son sinénimo de vacunas.

Como se usa en el presente documento, una "respuesta inmunitaria”" es la respuesta fisioldgica del sistema
inmunitario del sujeto a la composicién inmunizante. Una respuesta inmunitaria puede incluir una respuesta
inmunitaria innata, una respuesta inmunitaria adaptativa, o ambas.

En el presente documento se desvela que la respuesta inmunitaria es una respuesta inmunitaria protectora. Una
respuesta inmunitaria protectora confiere memoria celular inmunoldgica al sujeto, con el efecto que una exposicion
secundaria al mismo antigeno o similar se caracteriza por una o mas de las siguientes caracteristicas: fase de
latencia mas corta que la fase de latencia resultante de la exposicion al antigeno seleccionado en ausencia de
exposicién previa a la composicion inmunizante; produccién de anticuerpo que continda durante un periodo mas
largo que la produccion de anticuerpo resultante de la exposicion al antigeno seleccionado en ausencia de
exposicién previa a la composicion inmunizante; un cambio en el tipo y la calidad de anticuerpo producido en
comparacion con el tipo y la calidad de anticuerpo producido tras la exposicion al antigeno seleccionado en ausencia
de exposicién previa a la composicion inmunizante; un desplazamiento en la respuesta de clase, apareciendo los
anticuerpos IgG en concentraciones mas altas y con mayor persistencia que IgM, que se produce en respuesta a
exposicion al antigeno seleccionado en ausencia de exposicion previa a la composiciéon inmunizante; un aumento de
la afinidad promedio (constante de union) de los anticuerpos para el antigeno en comparacion con la afinidad
promedio de anticuerpos para el antigeno resultante de la exposiciéon al antigeno seleccionado en ausencia de
exposicién previa a la composicion inmunizante; y/u otras caracteristicas conocidas en la técnica para caracterizar
una respuesta inmunitaria secundaria.

El sujeto al que pueden administrarse las composiciones inmunizantes es preferentemente un ser humano, pero
también puede ser otro mamifero tal como un simio, perro, gato, caballo, vaca o cerdo, o un ave, tal como un pollo.

En el presente documento se desvela que el sujeto es un sujeto en riesgo de desarrollar una infeccion por S.
Paratyphi A. En el presente documento se desvela que el sujeto esta inmunolégicamente intacto o, alternativamente,
presenta inmunidad preexistente a infeccion por S. Typhi o infeccidn por S. Paratyphi A.

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

D. Formulaciones, dosificaciones y modos de administracion

Las cepas atenuadas desveladas en el presente documento, tanto aquellas no transformadas como transformadas
con un sistema de plasmidos de expresion estabilizados, pueden administrarse a un sujeto para inducir una
respuesta inmunitaria. Las cepas desveladas en el presente documento se administran en una formulacién
farmacéutica.

Las formulaciones farmacéuticas desveladas en el presente documento pueden incluir vehiculos farmacéuticamente
aceptables, excipientes, otros componentes, tales como adyuvantes. Vehiculos farmacéuticamente aceptables,
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excipientes, otros componentes son aquellos compuestos, soluciones, sustancias o materiales que son compatibles
con las cepas y no son excesivamente perjudiciales para el receptor de las mismas. En particular, vehiculos,
excipientes, otros componentes, son aquellos Utiles en la preparaciéon de una formulacién farmacéutica que es
generalmente segura, no toxica y ni bioldgicamente ni de otro modo no deseable, y que pueden presentar perfiles
farmacoldgicamente favorables, e incluyen vehiculos, excipientes, otros componentes que son aceptables para uso
veterinario, ademas de uso farmacéutico humano.

Los vehiculos y excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados son muy conocidos en la técnica y pueden
ser determinados por aquellos expertos en la materia como garantiza la situacion clinica. El experto entendera que
los diluyentes estan incluidos dentro del alcance de los términos vehiculos y excipientes. Ejemplos de vehiculos y
excipientes adecuados incluyen solucion salina, solucidon salina tamponada, dextrosa, agua, glicerol, etanol, mas
particularmente: (1) solucidon salina tamponada con fosfato de Dulbecco, pH aproximadamente 7,4, que contiene
aproximadamente 1 mg/ml a 25 mg/ml de albdmina de suero humano, (2) solucién salina al 0,9 % (0,9 % en
peso/volumen de NaCl), (3) 5 % (peso/volumen) de dextrosa, y (4) agua.

El modo de administraciéon de las composiciones inmunizantes desveladas en el presente documento puede ser
cualquier medio de administracion adecuado y/o métodos que producen la inducciéon de una respuesta inmunitaria
en el sujeto. Los medios de administracion pueden incluir, sin limitacién, métodos de administracion parenteral, tales
como inyeccién subcutanea (SC), inyeccion intravenosa (IV), transdérmica, intramuscular (IM), intradérmica (ID),
ademas de administracion no parenteral, por ejemplo, oral, nasal, intravaginal, pulmonar (inhalacién), oftalmica,
rectal, o por cualquier otro modo que haga que la composicién inmunogénica se ponga en contacto con los tejidos
de la mucosa. En el presente documento se desvela que la administracion es por via oral.

En el presente documento se desvela que las composiciones inmunizantes existen como una dispersién atomizada
para administracion por inhalaciéon. Pueden prepararse diversos liquidos y formulaciones en polvo por métodos
convencionales para inhalacion en los pulmones del sujeto que van a tratarse. La dispersion atomizada de las
composiciones inmunizantes normalmente contiene vehiculos comunes para dispersiones atomizadas o
aerosolizadas, tales como solucién salina tamponada y/u otros compuestos muy conocidos para aquellos expertos
en la materia. La administracién de las composiciones inmunogénicas mediante inhalacion tiene el efecto de
dispersar rapidamente las composiciones inmunizantes a una gran area de tejidos de la mucosa, ademas de la
rapida absorcioén por la sangre para la circulacion de las composiciones inmunizantes.

Adicionalmente, las composiciones inmunizantes desveladas en el presente documento también existen en una
forma liquida. El liquido puede ser para dosificacion oral, para dosificacion oftalmica o nasal como gotas, o para su
uso como un enema o irrigador vaginal. Cuando la composicién inmunizante se formula como un liquido, el liquido
puede ser o bien una solucidn o bien una suspensién de la composicién inmunizante. Hay una variedad de
formulaciones adecuadas para la solucion o suspension de la composiciéon inmunizante que son muy conocidas para
aquellos expertos en la materia, dependiendo del uso previsto de las mismas. Formulaciones liquidas para
administracion por via oral preparadas en agua u otros vehiculos acuosos pueden contener diversos agentes de
suspension tales como metilcelulosa, alginatos, tragacanto, pectina, kelgin, carragenina, goma arabiga,
polivinilpirrolidona y poli(alcohol vinilico). Las formulaciones liquidas también pueden incluir soluciones, emulsiones,
jarabes y elixires que contienen, junto con las composiciones inmunizantes, agentes humectantes, edulcorantes, y
agentes colorantes y aromatizantes.

La administraciéon de las composiciones inmunizantes descritas en forma liquida mediante dosificacion oral expone
la mucosa del tubo gastrointestinal y el aparato genitourinario a las composiciones inmunizantes. Una dosis
adecuada, estabilizada para resistir a los pH extremos del estdmago, administra la composicion inmunizante a todas
las partes del tubo gastrointestinal, especialmente las porciones superiores del mismo. Cualquier método de
estabilizacion de la composicién inmunizante en una dosificacion oral liquida de forma que la administracién eficaz
de la composicion se distribuya a lo largo del tubo gastrointestinal se contempla para su uso con las composiciones
inmunizantes descritas en el presente documento, que incluyen capsulas y una soluciéon resuspendida de tampon
para proteger las bacterias atenuadas contra el pH acido. Los vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables
particulares empleados no son criticos para la presente invencion, y son convencionales en la materia. Ejemplos de
diluyentes incluyen: tampones para tamponar contra acido gastrico en el estémago, tales como tampon citrato (pH
7,0) que contiene sacarosa, tampon bicarbonato (pH 7,0) solo o tampdn bicarbonato (pH 7,0) que contiene acido
ascorbico, lactosa, y opcionalmente aspartamo (Levine et al, Lancet, 11:467-470 (1988)). Ejemplos de vehiculos
incluyen: proteinas, por ejemplo, como se encuentran en la leche desnatada; azlcares, por ejemplo, sacarosa; o
polivinilpirrolidona.

La administracion de las composiciones inmunizantes descritas en forma liquida mediante gotas oftalmicas expone
la mucosa de los ojos y tejidos asociados a las composiciones inmunizantes. Un vehiculo liquido tipico para colirios
se tampona y contiene otros compuestos muy conocidos y facilmente identificables para aquellos expertos en la
materia.
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La administracion de las composiciones inmunizantes descritas en forma liquida mediante gotas nasales o aerosol
expone la mucosa de la nariz y senos y tejidos asociados a las composiciones inmunizantes. Vehiculos liquidos para
gotas nasales normalmente son diversas formas de solucion salina tamponada.

Formulaciones inyectables de las composiciones inmunizantes 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. Excipientes fisioldgicamente aceptables
pueden incluir, por ejemplo, 5% de dextrosa, solucion 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 al 5% de glucosa.

En el presente documento se desvela que las cepas de S. Paratyphi A atenuadas pueden administrarse a un sujeto
conjuntamente con otros agentes farmacolégicamente o fisioldgicamente activos adecuados, por ejemplo,
sustancias antigénicas y/u otras biolégicamente activas.

En el presente documento se desvela que las cepas de S. Paratyphi A atenuadas que comprenden un sistema de
plasmidos de expresion estabilizados pueden administrarse a un sujeto antes de, simultaneamente con, o después
de que haya empezado la expresion del antigeno seleccionado. En el presente documento se desvela que la cepa
de S. Paratyphi A atenuada que comprende un sistema de plasmidos de expresion estabilizados puede cultivarse
durante un periodo de tiempo antes de la administracion a un sujeto para permitir que las bacterias produzcan
cantidades suficientes del antigeno seleccionado, de forma que se produzca una respuesta inmunitaria al antigeno
seleccionado tras la administracion de las bacterias.

En el presente documento se desvela que la cantidad y tasa de administracion de las composiciones inmunizantes
pueden ser facilmente determinadas por aquellos expertos habituales en la materia sin excesiva experimentacion, tal
como por el uso de técnicas de determinacién de titulos de anticuerpos convencionales y protocolos de
bioeficacia/biocompatibilidad convencionales. La cantidad y tasa de administracion variaran basandose en factores
tales como el peso y la salud del sujeto, la identidad de las bacterias que se administran al sujeto, la identidad del
polipéptido que se expresa en aquellas cepas manipuladas para expresar un antigeno seleccionado, el efecto
terapéutico deseado, el periodo de tiempo deseado de bioactividad y el modo de administracion de la composicion
inmunizante.

En general, la cantidad de una composicidon inmunizante administrada a un sujeto es una cantidad suficiente para
inducir una respuesta inmunitaria en el sujeto a una cepa de S. Paratyphi A o al antigeno seleccionado que se
expresa por la cepa de S. Paratyphi A (una cantidad inmunolégicamente eficaz). En el presente documento se
desvela que la respuesta inmunitaria es una respuesta inmunitaria protectora.

En el presente documento se desvela que la dosificacion empleada contendra aproximadamente 10% ufc a 10" ufc
de la cepa de S. Paratyphi A, preferentemente aproximadamente 10% ufc a 107cfu, o aproximadamente 10° ufc a 10°
ufc. En el presente documento, se desvela que las formulaciones para administracion por via oral comprenden
aproximadamente 10% ufc a 10"° ufc de la cepa de S. Paratyphi A, preferentemente aproximadamente 10° ufc a 10°
ufc, y la formulacién esta en una capsula o se resuspende en una solucidon de tampoén para proteger las bacterias
atenuadas contra el pH acido en el estbmago. En el presente documento se desvela que las formulaciones para
administraciéon nasal comprenden aproximadamente 10 ufc a 10" ufc de la cepa de S. Paratyphi A,
preferentemente aproximadamente 10% ufc a 107 ufc, y se usan para administracion intranasal en el que las bacterias
se administran en gotas o en aerosol.

En el presente documento se desvela que las composiciones inmunizantes pueden administrarse en una dosis
Unica, o en multiples dosis durante periodos de tiempo prolongados. En el presente documento se desvela que las
composiciones inmunizantes 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 ano, o durante
periodos prolongados mas largos de un afo.

En el presente documento se desvela que las composiciones inmunizantes pueden proporcionarse en unidad de
dosificacion para dosificacion uniforme y facilidad de administracion. Cada forma unitaria de dosificacion contiene
una cantidad predeterminada de las cepas de la presente invencion calculada para producir una respuesta
inmunitaria deseada, en asociacién con un vehiculo, excipiente farmacéuticamente aceptable, u otro componente.

En el presente documento se desvela un kit que comprende una o mas de las composiciones inmunizantes, y
opcionalmente medios para administrar las composiciones, e instrucciones para administrar las composiciones.
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E. Ejemplos

1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Se uso la cepa de Escherichia coli DH5 alfa para todas las construcciones de plasmido. La cepa de S. Typhi
atenuada viva CVD 908-htrA aloja mutaciones de delecion en aroC y aroD, interrumpiendo la via de biosintesis de
compuestos aromaticos, 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 compro S. Paratyphi A 9150 lote N.° 11848 de la
Coleccion Americana de Cultivos Tipo (Manassas, VA), y se guarddo como CV 223 y CV 224. CV 223 se us6 en
todos los experimentos.

Se cultivd E. coli DH5 alfa usando medio liquido de Luria Bertani (LB) o agar (Difco, Detroit, Mich) complementado
con los antibiéticos carbenicilina (carb; 50 pg/ml), kanamicina (kan; 50 pug/ml) o cloranfenicol (cml; 25 pyg/ml), donde
fuera necesario. Se cultivaron CVD 908-htrA y 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 afadidos donde fuera necesario. Los cultivos liquidos se incubaron a 30 °C o
37 °C a 250 rpm durante 16-24 h, a menos que se establezca de otro modo.

El medio minimo modificado (MMM) usado para el analisis de complementacién estaba compuesto de sales M9
(K2HPOA4, 7 g/l; KH2PO4, 3 g/l; (NH4)2S04, 1 g/l (pH 7,5)), 0,5 % (peso/volumen) de casaminoacidos (Difco), 0,5 %
(peso/volumen) de glucosa, 0,01 % (peso/volumen) de MgSQ4.7H20, 15 g de agar granulado (Difco) por litro y 1
pg/ml de vitamina B1.

2. Plasmidos y técnicas genéticas moleculares

Se usaron técnicas convencionales para la construccion de los plasmidos representados aqui (véase, por ejemplo,
Sambrook et al., 1989). La extraccion de plasmidos y la purificacion en gel de fragmentos de ADN se realizaron
usando los kits QIAprep Spin Miniprep y QIAquick Gel Extraction, respectivamente, como se indic6 por el fabrlcante
(Qlagen Inc., Valencia, CA). Se usaron los plasmidos pCR-Blunt II-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA), pGEM®-T o
pGEM -T Easy (Promega, Madison, WI) como productos intermedios para clonar productos de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) de extremos romos generados con la ADN polimerasa VentTM (New England
Biolabs, Ipswich, MA). El plasmido pLowBIu 184 (E.M. Barry, datos sin publicar; CVD, Universidad de Maryland,
Baltimore) es un plasmido de bajo numero de copias basado en pACYC184 (ATCC), pero que contiene la secuencia
del operon lactosa de pGEM®-5Zf(+) (2767 273 pb; Promega, Madison, WI) en lugar del gen de resistencia a
tetraciclina entre Aval y Hindlll. Se us6 la ADN polimerasa Tag-Pro™ (Denville Sci., Metuchen, NJ) para la
mutagénesis mediada por Lambda Red, y para la PCR de diagnéstico usando 5 ul de una Unica colonia bacteriana
diluida en 20 pl de agua estéril. También se usé la ADN polimerasa Tag-Pro™ para afadir a fragmentos de PCR
pretratados generados por ADN polimerasa VentTM antes de la clonacién en pGEM -To pGEM -T Easy. Todas las
enzimas de restriccion se compraron de New England Biolabs. Se us6 ADN polimerasa T4 (NEB) para crear
fragmentos de ADN de extremos romos. La electroporacion de cepas se realizé en un aparato Gene Pulser (Bio-
Rad) establecido a 2,5 kV, 200 Q y 25 yF. Los marcadores de peso molecular usados en la electroforesis en gel de
ADN son el marcador de ADN O'GeneRuler™ 1 kb, listo para usar (N.° SM1163, Fermentas, Hanover, MD).

3. Mutagénesis mediada por Lambda Red

Esta técnica se realizd6 como se describe por Datsenko y Wanner (Proc Natl Acad Sci USA. 2000 Jun 6;97(12):6640-
50), con ciertas modificaciones. Brevemente, se afiadieron 10 colonias de bacterias que llevan el plasmido
cooperador Red pKD46 (el lector se remite 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 cultivado a 30 °C,
250 rpm durante 3 h (DO 600 nm de ~ 0,6). Las bacterias se hicieron electrocompetentes lavando 3 veces con agua
estéril fria y concentrando 100 veces. Se sometieron a electroporacion células competentes con 100 ng - 1 ug de
producto de PCR purificado en gel. Tras la electroporacion, las bacterias se repararon usando 2x medio de soja con
o sin guanina. Las células se incubaron en 2x medio de soja a 37 °C durante 3 h antes de la siembra en 2x agar de
soja que contenia guanina y cml durante la noche. Se seleccionaron colonias resistentes a antibidticos y se cribaron
mediante PCR para alteraciones en las regiones cromosoémicas de interés. Las colonias positivas volvieron a
cultivarse en linea sobre 2x medio de soja que contenia cml, pero que carecia de carbenicilina, para garantizar la
pérdida de pKD46. La eliminacion del casete de resistencia a cml se realiz6 como se describe por Datsenko y
Wanner e implico usar pCP20. Las colonias que presentaron el genotipo deseado volvieron a cultivarse en linea en
2x medio de soja que carecia de los antibidticos para garantizar la pérdida de fenotipo de resistencia a antibiéticos.
Aquellos seleccionados para almacenamiento volvieron a cribarse mediante PCR antes de la congelacion a -70 °C
en 2x medio de soja que contenia 20 % (v/v) de glicerol.

4. Aglutinacién

Se probaron cepas de S. Paratyphi A con sueros comercialmente disponibles (grupo A de antisueros O para
Salmonella Difco™, Becton Dickinson, Sparks, MD, lote N.° 4092221). Brevemente, se emulsioné un pequefio
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inodculo de bacterias tomadas de una placa nueva en 20 pl de PBS sobre un portaobjetos de vidrio. Se afiadieron 5 pl
de antisueros, y el portaobjetos se agitd suavemente hasta que se observo aglutinacion. La cepa de vacunas de S.
flexneri CVD 1208 (J Infect Dis. 2004 Nov 15;190(10):1745-54) o DH5 alfa de E. coli sirvieron de bacterias de control
negativo.

5. Evaluacioén de la virulencia por inoculacion intraperitoneal de ratones

Se evalud la virulencia de Salmonella como se ha descrito previamente en Infect Immun. 2001 Aug;69(8):4734-41.
Brevemente, se inyectaron por via intraperitoneal (i.p.) ratones BALB/c hembra (Charles River Breeding
Laboratories, Inc., Wilmington, Masa.) de 6 a 8 semanas de edad (tres ratones por grupo, tres grupos por cepa de
vacuna) con diversas diluciones de 10 veces de las bacterias (cultivadas en presencia de guanina y antibidticos
donde fuera necesario, y resuspendidas en solucion salina tamponada con fosfato PBS) mezcladas con 10 %
(peso/vol) de mucina gastrica de cerdo (Difco, lote N.° 4092018) en un volumen final de 0,5 ml. Los ratones se
monitorizaron para la extrema agonia (proxima a la muerte) o muerte cada 24 h durante 72 h después de la
inoculacion. La dosis letal para el 50 % (DL50) para cada grupo de ratones se calculé por analisis de regresién
lineal.

6. Construccion de una delecién en guaBA.

La secuenciacion del genoma de S. Paratyphi A estaba incompleta al comienzo de este proyecto. Por lo tanto, todos
los cebadores de oligonucleétidos y posteriores moldes de ADN para la mutagénesis mediada por Lambda Red se
construyeron basandose en la secuencia del genoma S. Typhi Ty2 indicada (Numero de acceso de GenBank
NC_004631, version de 16 de diciembre de 2004). La comparaciéon de secuencias de las regiones mutadas en S.
Paratyphi A con aquellas de S. Typhi revelaron mas del 99 % de identidad de secuencias de ADN.

Los genes que codifican inosina-5'-monofosfato deshidrogenasa (guaB) y guanosina monofosfato sintetasa (guaA)
forman un operén y estan localizados en 414059 a 417178 pb en el genoma de S. Typhi Ty2 (SEQ ID NO:26; véase
también la patente de EE.UU. N.° 6.190.669 para informacion detallada con respecto a los loci guaBA). Se unen
cebadores CVOL 13 y CVOL 15 (Tabla 1) a secuencias fuera de la region designada para la mutacion. Los
cebadores CVOL 28 y CVOL 32 se disefiaron para unirse a regiones del plasmido molde de Lambda Red pKD3. El
producto de PCR resultante codificé un cartucho de resistencia a cml flanqueado en cualquier lado por 100 pb de
secuencia homologa a guaBA en las posiciones 413846 a 413945 (CVOL 28) y 417109 a 417010 (CVOL 32) en el
genoma de S. Typhi Ty2, respectivamente.

Tabla 1

Nombre Secuencia® SEQID NO: | Diana Regién®
CVOL 13 CTGCAGTCATTCCCACTCAATGGTAGC 4 Ty2 417176 - 417158
CVOL 15 GGAACATCGCACAGCGCA 5 Ty2 413715 - 413732
CVOL 26 GTGTAGGAGCTGCTTCG 6 pKD3 31-50
CvVOoL 27 CATATGAATATCCTCCTTAG 7 pKD3 1044 - 1025
CVOL 28 | COAACCGICTGGT TAAGOCGOCT TACGOTAAAAAT 8 pKD3 31-50

TGAGGAAGTTTGAGAGGATAACATGTGAGCGGGAT

CAAATTCTAAATCAGCAGGTTATTCAATCGTGTAG

GCTGGAGCTGCTTC

CVOL 32 | TTCATTCGATGATGCGOTTGUAAACACGACCCAGUA 9 pKD3 1044 - 1025

AGTCATACGGCAGGTGCGCCCAGTGCGCGGTCATA

AAGTCCGATGGTTTCOGACAGCACGCAGAGAGCATAT

GAATATCCTCCTTAG
CVOL 41 GAAGGAGTATTGCCCATGCTACGTATCG 10 Ty2 414057 - 414077
CVOL 64 CATATGAAGGAGTATTGCCCATGCT 11 Ty2 414057 - 414086
ACGTATCGCTAAAGAAG
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
CVOL 89 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 122 GCOGCCOGCUAAGGAGAGACGGAAA 21 Ty2 | 2485752 - 2485722
TGTCATACAGCGGAGAACGAG
CVOL 123 TCGCGAGAATTCTTACATAAGTAAG 22 Ty2 | 2485024 - 2485056
TCACTGGOGAGGCGCGCT
CVOL 124 GCGGCCGCGAAGGAGTTTGACTCATG 23 Ty2 | 2484876 - 2484847
ACAGATAAACGCAAAGATG
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CVOL 125 CATATGTTATTCGCCAGAAGCC 24 Ty2 2483597 - 2483626
TGCOCCTTCCOGGTTT
CVOL 128 GCCOGCCGUTTACATAAGTAAGT 25 Ty2 2485024 - 2485056
CACTGGGAGGCGCGCT
a. Los cebadores se enumeran en la direccion 5' > 3' con sitios de escision de la enzima de restriccion
subrayados.

b. Indica regidon de homologia con el genoma de S. Typhi Ty2 (numero de acceso de GenBank NC_004631) o el
plasmido pKD3 (numero de acceso de GenBank AY048742).

S. Paratyphi A 9150 se hizo electrocompetente y se transformé con pKD46, produciendo la cepa CV 250. Se realizd
mutagénesis Lambda Red en CV 250 usando el producto de PCR generado usando 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 sembraron en placa a 37 °C, y aquellos
que presentaron resistencia a cml se cribaron por PCR usando CVOL 13 y CVOL 15. Se encontré que guaBA no
modificado amplificado a partir de S. Paratyphi A 9150 era ~ 3,5 kb (Figura 1, carril 1), mientras que se encontré un
fragmento de ~1,4 kb en dos clones con una regién guaBA mutada (Figura 1, carriles 2 y 3). Estos mutantes se
llamaron CV 411 y CV 412, respectivamente. El tratamiento de estos mutantes con pCP20 (véase la referencia de
Datsenko y Wanner para mas informacion sobre este plasmido) libero el cartucho de resistencia a cml. Se analizaron
cuatro deletantes por PCR con cebadores CVOL 13 y CVOL 15 y se encontrd que tenian una banda de ~ 0,5 kb
(Figura 2, carriles 2 - 4) en comparacion con un progenitor de guaBA::cml (Figura 2, carril 1). Los deletantes de
guaBA resultantes de S. Paratyphi A 9150 se llamaron CV 415 - CV 418. La region guaBA mutada en CV 415 se
amplificé por PCR con CVOL 15y CVOL 13y el producto se secuencid (secuencia de polinucleétidos SEQ ID NO:1);
las regiones 5'y 3' de SEQ ID NO:1 son homélogas a guaBA, mientras que la region central es homdloga a pKD3.
La cepa CV 415 se eligio para todos los estudios posteriores.

7. Complementacion in vitro de la delecién en guaBA

S. Paratyphi A 9150 contiene una auxotrofia indefinida, que la hace incapaz de crecer en medio minimo sin la
adicién de casaminoacidos. La cepa de ATCC 11511 y una cepa clinica de CVD S. Paratyphi A 516 también son
incapaces de crecer en medio minimo, sugiriendo que contienen la misma auxotrofia que se encuentra en S.
Paratyphi A 9150.

Para demostrar que la mutagénesis mediada por Lambda Red solo se dirigid a guaBA en CV 415, se disefié un
plasmido basado en pLowBlu 184 (nimero de copias bajo) que contenia un fragmento minimo que codificaba guaBA
bajo el control del promotor de lactosa (Piacz). Se usaron los cebadores CVOL 13 y CVOL 41 para amplificar un
fragmento de ~ 3,1 kb que codificaba guaBA con un sitio de unién a ribosoma optimizado (GAAGGAG) 8 pb en la
direccion 5' del codon de iniciacion usando el cromosoma de CVD 908-hfrA como molde. Este fragmento se
subclond en pGEM -T Easy y se cortdé con EcoRI, se hizo romo con ADN polimerasa T4 y se clono en el sitio Notl de
pLowBlu 184 creando pATGguaBA (guardado en CV 295).

Se sometio a electroporacion CV 415 con o bien pATGguaBA o bien pLowBIu 184 (control) y se sembré en 2x medio
de soja que contenia guanina y cml, creando las cepas CV 486 y CV 487, respectivamente. 2x medio de soja que
carece de guanina es capaz de soportar el crecimiento de S. Paratyphi A delecionada en guaBA. Volvieron a
sembrarse en linea colonias Unicas de cada una en MMM que contenia cml y se incubaron a 37 °C durante la noche.
Como se muestra en la Figura 3, CV 486 fue capaz de crecer en MMM (placa 2) a diferencia del control (CV 487;
placa 1) 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 delecionada en guaBA a un genotipo no mutado (wt), se
dirigieron genes adicionales como marcadores de atenuacion secundarios. Estos genes fueron clpP y clpX, que
codifican una serina-proteasa y una chaperona ATPasa, respectivamente (revisado en Structure (Camb). 2004
Feb;12(2):175-83). Se ha mostrado que la alteracion de clpP y/o clpX reduce significativamente el potencial de
colonizacién de Salmonella Typhimurium en ratones (Infect Immun. 2001 May;69(5):3164-74). En S. Typhi Ty2, clpX
(SEQ ID NO:39) y clpP (SEQ ID NO:40) estan ambos localizados entre 2483597 y 2485743 (SEQ ID NO:27) en la
hebra complementaria del cromosoma, respectivamente, y se expresan a partir de promotores individuales. S.
Paratyphi A 9150 wt también se sometié a mutagénesis tal que pudiera evaluarse la virulencia de mutantes que
contienen deleciones individuales en o bien clpX o bien clpP en ratones.

Para delecionar clpX, se disefiaron cebadores CVOL 85 y 86 para amplificar un fragmento de ~ 1,3 kb que
codificaba clpX que carece de un coddn de iniciacion de CVD 908-htrA. Este fragmento se purificé en columna, se
tratd con ADN Polimerasa Tag-Pro™ y se cloné en pGEM®-T (guardado 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 [I-TOPO como fragmento de EcoRI se hizo romo y
se inserté en pGEM -T::clpX. Este cartucho de cml habia sido previamente creado por PCR usando CVOL 25y
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CVOL 26 con pKD3 como molde (guardado en CV 134). Tras la ligacion y transformacion, se us6 PCR con
cebadores CVOL 26 y CVOL 85 para confirmar la insercion del cartucho de cml en la orientacion correcta para la
mutagénesis Lambda Red. Se identific un clon positivo, llamado pGEM®-T::(clpX::cm1) y se guardé como CV 481.

Se transformd S. Paratyphi A delecionada en guaBA (CV 415) con pKD46 y se guardé como CV 421. CV 421y CV
250 (S. Paratyphi A 9150 wt transformada con pKD46) se sometieron a mutagénesis Lambda Red con un producto
de PCR de ~ 1,4 kb amplificado a partir de pGEM®-T::(cle::ch) usando CVOL 85y 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 aquellas
homologas a CVOL 85 y CVOL 86. Se seleccionaron mutantes que presentaron un perfil de PCR correcto para el
tratamiento con pCP20 para eliminar el cartucho de cml. La Figura 4 muestra que los mutantes que contienen un
gen clpX alterado presentaron una banda de ~ 0,6 kb mas pequefia por PCR (Panel A, carriles 1 - 6) en
comparacion con la encontrada en S. Paratyphi A 9150 no alterada (Panel A, carril 7). El analisis por PCR de las
mismas cepas con CVOL 13 y 15 confirmé que guaBA se deleciond solo de cepas derivadas de CV 415y no CV 250
(Panel B, carriles 4 - 6, en comparacion con los carriles 1 - 3 y 7). Los mutantes que carecen 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 cebadores CVOL 87 y CVOL 88 y el producto secuenciado (SEQ ID NO:2); las
regiones 5'y 3' de SEQ ID NO:2 son homologas a clpX, mientras que la region central es homologa a pKD3.

Para delecionar clpP, se disefiaron CVOL 89 y 90 para amplificar un fragmento de ~ 0,7 kb que codificaba clpP que
carece de un codon de iniciacion de CVD 908-htrA. Este fragmento seé)urificé en columna y se clon6 en pGEM®-T,
creando pGEM®-T::clpP (guardado como CV 470). Se digiri6 pGEM™-T::clpP con Pstl y Nsil, se tratd6 con ADN
polimerasa T4 y se re-ligo (creando pGEM®-T::¢clpPm, guardado como CV 484) con el fin de eliminar los sitios Ndel y
Hincll del esqueleto de vector. pGEM®-T::clpFﬂ’n se digirié entonces con Ndel y Hincll para eliminar fragmentos de
ADN ascendiendo a ~ 0,5 kb de tamario, y se trataron con ADN polimerasa T4. Similarmente a lo anteriormente
mencionado, un cartucho de cml aislado de pCR-Blunt [I-TOPO como un fragmento EcoRI se trat6 con ADN
polimerasa T4 y se us6 para sustituir los fragmentos eliminados de pGEM®-T.'.'C/me. Tras la ligacion y
transformacion, se usé PCR con los cebadores CVOL 26 y CVOL 85 para confirmar la insercion del cartucho de cml
en la orientacion correcta para la mutagénesis Lambda Red. Se identificé un clon positivo, llamado pGEM®-
T::(clpPm::cml) y se guardé como CV 501.

Se sometieron S. Paratyphi A 9150 wt y delecionada en guaBA que contenia pKD46 (CV 250 y CV 421,
respectivamente) a mutagénesis Lambda Red con un producto de PCR de ~ 1,4 kb amplificado a partir de pGEM®-
T::(clpPm::cml) usando 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 aquellas homélogas a CVOL 89 y CVOL 90. Se
seleccionaron mutantes que presentaron un perfil de PCR correcto para el tratamiento con pCP20 para eliminar el
cartucho de cml.

La Figura 5 muestra que los mutantes que contienen un gen clpP alterado presentaron una banda de ~ 0,4 kb mas
pequefia por PCR (Panel A, carriles 1 - 6) en comparacion con la encontrada en S. Paratyphi A 9150 no alterada
(Panel A, carril 7). El analisis por PCR de las mismas cepas usando cebadores CVOL 13 y 15 confirmé que guaBA
se delecion6 solo de cepas derivadas de CV 415 y no de aquellas basadas en CV 250 (Panel B, carriles 4 - 6, en
comparacion con los carriles 1 - 3 y 7). Los mutantes que carecen de clpP, y tanto clpP como guaBA, se
almacenaron como CV 528 y CV 530, respectivamente. La region de clpP mutada en CV 528 y CV 530 fue
amplificada por PCR con los cebadores CVOL 87 y CVOL 88 y el producto se secuencié (secuencia de
polinucledtidos SEQ ID NO:3); las regiones 5' y 3' de SEQ ID NO:3 son homologas a clpP, mientras que la regién
central es homologa a pKD3.

9. Construccion de plasmidos de baja copia para analisis de complementacién

Como se realiz6é anteriormente, para confirmar que la mutagénesis mediada por Lambda Red se dirigio solo a loci
especificos, se disefiaron plasmidos basados en pLowBlu 184 mono- o bi-cistronicos (bajo numero de copias) que
contenian fragmentos minimos que codificaban o bien clpX o clpP, o bien guaBA inmediatamente en la direccién 3'
de o bien clpX o bien clpP. La expresion constitutiva de los genes en estos plasmidos estuvo dirigida por Pjacz.

Se usaron cebadores CVOL 64 y CVOL 65 para amplificar por PCR guaBA de CVD 908-htrA que contenia un sitio
de unién a ribosoma potenciado con sitios de restriccion Ndel y Nsil en los extremos 5' y 3', respectivamente. El
producto se purificé en columna y se ligé en pCR-Blunt II-TOPO (guardado como CV 394), se extrajo como un
fragmentos de Ndel - Nsil de ~ 3,5 kb y se cloné en los sitios Ndel y Nsil en pLowBlu 184, creando pguaBAV.2
(guardado como CV 482).

Para crear un plasmido de bajo numero de copias que codifica clpP, se usaron cebadores CVOL 122 y CVOL 123
para amplificar clpP con un sitio de unién a ribosoma potenciado de CVD 908-htrA con sitios Nofl y Nrul en los
extremos 5'y 3', respectivamente. El producto de ~ 0,7 kb se purificé en columna y se ligd en pCR-Blunt II-TOPO
(guardado como CV 567), se extrajo como un fragmento Notl - Nrul y se ligd en pLowBlu 184 previamente cortado
con Notl y Ndel, creando pATGclpP (guardado como CV 584). Para construir un plasmido bi-cistronico que contiene
clpP y guaBA, los cebadores CVOL 122 y CVOL 128 se disefiaron para amplificar clpP con un sitio de unién a
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ribosoma potenciado de CVD 908-htrA con sitios Notl en tanto los extremos 5' como 3'. El producto de ~ 0,7 kb se
purifico en columna y se ligé en pCR-Blunt II-TOPO (guardado como CV 600), se extrajo como un fragmento Notl y
se ligé en pguaBAV.2 previamente cortado con Notl, creando pATGclpPATGguaBA (guardado como CV 603).

Para crear un plasmido de baja copia que codifica clpX, se usaron cebadores CVOL 124 y CVOL 125 para amplificar
clpX con un sitio de unién a ribosoma potenciado 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 ligé en pCR-Blunt II-TOPO (guardado como
CV 569), se extrajo como un fragmento Notl - Ndel y se ligd en o bien pLowBlu 184 o bien pguaBAV.2, ambos
previamente cortados con Notl y Ndel, creando pATGclpX (guardado como CV 582) y pATGclpXATGguaBA
(guardado como CV 573).

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

Se realizaron estudios de DLsg 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 de DLsp obtenidos con la inyeccion de ratones con S. Paratyphi A wt y delecionadas
en guaBA. S. Paratyphi A wt tiene un valor de DLsy de < 10 bacterias por ratéon. A diferencia, S. Paratyphi A
delecionada en guaBA tuvo un valor de DLsy ~ 4,5 log mayor. La complementacion del mutante guaBA con pLowBlu
184 no alterd el valor de DLsg, mientras que la transformacion con pATGguaBA restaurd la virulencia similar a wit.

La Figura 7 muestra los datos de DLs obtenidos con la inyeccion de ratones con S. Paratyphi A wt, S. Paratyphi A
delecionada en clpX, o S. Paratyphi A delecionada en clpX-guaBA. Los valores de DLsy de S. Paratyphi A wt y
delecionada en guaBA estuvieron de acuerdo con aquellos logrados previamente. S. Paratyphi A delecionada en
clpx presentd un valor de DLsy de ~ 1 log mayor en comparacion con los mutantes guaBA, que indica que una
delecion en clpX no estaba tan atenuada como aquella en guaBA. La complementacion de las cepas delecionadas
en clpX o las delecionadas en clpX-guaBA con pLowBIlu 184 no tuvo efecto, mientras que la transformacion con
pATGclpX y pATGclpXATGguaBA, respectivamente, restauro la virulencia similar a wt.

La Figura 8 muestra los datos de DLsy de ratones inyectados con S. Paratyphi A wt, S. Paratyphi A delecionada en
clpP o S. Paratyphi A delecionada en clpP-guaBA. Los valores de DLsg de S. Paratyphi A wt y delecionada en guaBA
fueron coherentes con aquellos logrados previamente. Al igual que con la cepa delecionada en clpX, S. Paratyphi A
delecionada en clpP present6 elevada virulencia en comparacion con el mutante guaBA. Esto indicé que una
delecion en clpP no era tan atenuante como aquella en guaBA. La complementacion de clpX o las cepas
delecionadas en clpX-guaBA con pLowBlu 184 no tuvo efecto sobre la virulencia. La transformacion de estas cepas
con pATGclpP y pATGclpPATGguaBA, respectivamente, no restauré completamente la virulencia wt. Sin desear
quedar ligado a teoria alguna, la expresion regulada de clpP, a diferencia de la expresion no regulada como se
codificé por pATGclpP y pATGclpPATGguaBA, se requiere para complementar completamente la mutacion cipP.

11. Vacuna conjugada derivada de S. Paratyphi A

Se desarrollan y prueban vacunas conjugadas como se describe en el presente documento. Una vacuna conjugada
de la presente invencion comprende el polisacarido O (OPS) de S. Paratyphi A y una proteina flagelina de S.
Paratyphi A. Ademas, preferentemente, una vacuna conjugada de la presente invencion consiste en OPS de S.
Paratyphi A y una proteina flagelina de S. Paratyphi A. Incluso mas preferentemente, una vacuna conjugada de la
presente invencion consiste esencialmente en OPS de S. Paratyphi A y una proteina flagelina de S. Paratyphi A.

En el presente documento se desvela una vacuna conjugada que comprende una proteina flagelina que comprende
cualquier proteina flagelina conocida (véase, por ejemplo, la publicacion de patente internacional WO 2005/042564).
En particular, cualquier proteina flagelina conocida de S. Paratyphi A. En la presente invencion, la proteina flagelina
es flagelina de fase 1 (fliC).

Una vacuna conjugada que comprende OPS comprende cualquier OPS conocido de S. Paratyphi A. En aspectos
particulares de la invencion, el OPS pertenece a OPS de grupo A que por definicion presenta epitope 2
inmunodominante y normalmente también tiene epitopes 1 y 12 no dominantes. El OPS de grupo A de Salmonella
contiene un esqueleto de repeticiones de manosil-ramnosil-galactosa con el que la aztcar didesoxihexosa paratosa
esta unido alfa-1,3 al resto de manosa. Esto da lugar al epitope inmunodominante "2" que define el OPS del grupo A
de Salmonella.

Se prepara una vacuna amplia contra fiebre paratifoidea y tifoidea, incluyendo conjugados, para prevenir
enfermedad por S. Paratyphi B, enfermedad por S. Paratyphi C y enfermedad por S. Typhi. Los conjugados se
preparan segun los mismos métodos y estrategias descritos en el presente documento de unir el OPS purificado
relevante con la proteina flagelina de fase 1 homdloga. Asi, una vacuna conjugada de S. Paratyphi B comprende,
consiste en, o consiste esencialmente en OPS del grupo B conjugado con la proteina "b" de flagelos de fase 1 (es
decir, con la subunidad de proteina codificada por fliC de S. Paratyphi B). Una vacuna conjugada de S. Paratyphi C
comprende, consiste en, o consiste esencialmente en el OPS de grupo C1 conjugado con la proteina "c" de flagelos
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de fase 1 (es decir, conjugado con la subunidad de proteina codificada por fliC de S. Paratyphi C). Una vacuna
conjugada de S. Typhi comprende, consiste en, o consiste esencialmente en OPS del grupo D conjugado con la
proteina "d" de flagelos de fase 1 (es decir, conjugado con la subunidad de proteina codificada por fliC de S. Typhi).
Ademas de los conjugados anteriormente descritos que se preparan segun los mismos métodos y estrategias, estos
conjugados también se administran y fabrican segun los mismos métodos y estrategias descritos en el presente
documento.

La conjugacion de OPS de S. Paratyphi A y una proteina flagelina de S. Paratyphi A puede llevarse a cabo por
métodos conocidos para un experto habitual en la materia (véase, por ejemplo, la publicacion de solicitud de patente
de EE.UU. N.° 20090028889). En aspectos particulares de la invencion extraidos de la conjugacién de OPS de S.
Paratyphi A y una proteina flagelina de S. Paratyphi A, métodos para la conjugacion quimica de polipéptidos,
hidratos de carbono y/o lipidos son muy conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Hermanson. Bioconjugate
Techniques (Academic Press; 1992); Aslam y Dent, eds. Bioconjugation: Protein coupling Techniques for the
Biomedical Sciences (MacMillan: 1998); y Wong Chemistry of Protein Conjugation and Cross-linking (CRC Press:
1991)). Por ejemplo, en el caso de conjugacion de hidratos de carbono o lipidos, grupos amino y sulfhidrilo
funcionales pueden incorporarse en ellos por quimica convencional. Por ejemplo, pueden incorporarse grupos amino
primarios mediante reaccion con etilendiamina en presencia de cianoborohidruro de sodio y pueden introducirse
sulfhidrilos haciendo reaccionar diclorhidrato de cisteamina seguido de reduccién con un agente reductor de
disulfuro estandar.

Reticulantes heterobifuncionales, tales como, por ejemplo, sulfosuccinimidil (4-yodoacetil) aminobenzoato, que
enlazan el grupo amino épsilon en los restos de D-lisina de copolimeros de D-lisina y D-glutamato con una cadena
lateral de sulfhidrilo de un resto de cisteina del extremo amino en el péptido que va a acoplarse, pueden usarse para
aumentar la relacion de OPS de S. Paratyphi A con una proteina flagelina de S. Paratyphi A y/o una proteina
flagelina de S. Paratyphi A. con OPS de S. Paratyphi A en el conjugado.

OPS de S. Paratyphi A o una proteina flagelina de S. Paratyphi A pueden contener cadenas laterales de
aminoacidos tales como grupos amino, carbonilo, hidroxilo o sulfhidrilo o anillos aromaticos que pueden servir de
sitios para la conjugacion. Restos que tienen tales grupos funcionales pueden afiadirse a o bien OPS de S.
Paratyphi A o bien a una proteina flagelina de S. Paratyphi A. Tales restos pueden incorporarse por técnicas de
sintesis en fase sélida o técnicas recombinantes, ambas de las cuales son muy conocidas en la técnica.

OPS de S. Paratyphi A y una proteina flagelina de S. Paratyphi A pueden ser quimicamente conjugados usando
agentes de reticulacion convencionales tales como carbodiimidas. Ejemplos de carbodiimidas son 1-ciclohexil-3-(2-
morfolinil-(4-etil)carbodiimida (CMC), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y 1-etil-3-(4-azonia-44-
dimetilpentil)carbodiimida.

Ejemplos de otros agentes de reticulacion adecuados son bromuro de cianégeno, glutaraldehido y anhidrido
succinico. En general, puede usarse cualquiera de varios agentes homobifuncionales que incluyen un aldehido
homobifuncional, un epdéxido homobifuncional, un imidoéster homobifuncional, un éster de N-hidroxisuccinimida
homobifuncional, una maleimida homobifuncional, un haluro de alquilo homobifuncional, un disulfuro de piridilo
homobifuncional, un haluro de arilo homobifuncional, una hidrazida homobifuncional, un derivado de diazonio
homobifuncional o un compuesto fotorreactivo homobifuncional. También estan incluidos compuestos
heterobifuncionales, por ejemplo, compuestos que tienen un grupo reactivo con amina y un reactivo con sulfhidrilo,
compuestos con un grupo reactivo con amina y un fotorreactivo, y compuestos con un grupo reactivo con carbonilo y
una reactivo con sulfhidrilo.

Ejemplos especificos de agentes de reticulacion homobifuncionales incluyen los ésteres de N-hidroxisuccinimida
bifuncionales ditiobis(succinimidilpropionato), suberato de disuccinimidilo y tartarato de disuccinimidilo; los
imidoésteres bifuncionales adipimidato de dimetilo, pimelimidato de dimetilo y suberimidato de dimetilo; los
reticulantes reactivos con sulfhidrilo bifuncionales 1,4-di-[3'-(2'-piridilditio)propionamido]butano, bismaleimidohexano
y bis-N-maleimido-1,8-octano; los haluros de arilo bifuncionales 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno y 4,4'-difluoro-3,3'-
dinitrofenilsulfona; agentes fotorreactivos bifuncionales tales como bis-[b-(4-azidosalicilamida)etilldisulfuro; los
aldehidos bifuncionales formaldehido, malondialdehido, succinaldehido, glutaraldehido y adipaldehido; un epoxidado
bifuncional tal como diglicidil éter de 1,4-butanodiol; las hidrazidas bifuncionales dihidrazida de acido adipico,
carbohidrazida y dihidrazida de acido succinico; los diazonios bifuncionales o-tolidina, bencidina diazotizada y bis-
diazotizada; los haluros de alquilo bifuncionales N1N'-etilen-bis(yodoacetamida), N1N'-hexametilen-
bis(yodoacetamida), N1N'-undecametilen-bis(yodoacetamida), ademas de haluros de bencilo y halomostazas, tales
como acido a1a'-diyodo-p-xilenosulfénico y tri(2-cloroetil)lamina, respectivamente.

Ejemplos de otros agentes de reticulacion heterobifuncionales comunes que pueden usarse incluyen, pero no se
limitan a, SMCC (succinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato), MBS (éster de m-maleimidobenzoil-N-

hidroxisuccinimida), SIAB (N-succinimidil(4-iodacteillaminobenzoato), SMPB (succinimidil-4-(p-
maleimidofenil)butirato), GMBS (éster de N-(-maleimidobutiriloxi)succinimida), MPHB (hidrazida de acido 4-(4-N-
maleimidofenil)butirico), M2C2H (4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxil-hidrazida), SMPT

(succinimidiloxicarbonil-a-metil-a-(2-piridilditio)tolueno) y SPDP (N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato). Por
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ejemplo, la reticulacion puede llevarse a cabo acoplando un grupo carbonilo a un grupo amina o a un grupo
hidrazida por aminacién reductora.

En otro aspecto de la invencion, OPS de S. Paratyphi A y una proteina flagelina de S. Paratyphi A se conjugan
mediante polimeros, tales como PEG, poli-D-lisina, poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona, inmunoglobulinas, y
copolimeros de D-lisina y acido D-glutamico. La conjugacion de OPS de S. Paratyphi A a una proteina flagelina de
S. Paratyphi A puede lograrse en cualquier nimero de formas, que incluyen implicar uno o mas agentes de
reticulacion y grupos funcionales en los OPS de S. Paratyphi A y/o una proteina flagelina de S. Paratyphi A. El
polimero puede ser derivatizado para contener grupos funcionales si ya no posee grupos funcionales apropiados.

Sin desear quedar ligado a teoria, una vacuna conjugada de la invencion preparada con OPS estimulara anticuerpos
bactericidas (Konadu E et al. Infect Immun 1996; 64(7):2709-15; Maclennan et al. J Clin. Invest. 2008; 118:1553-62.)
El usar una proteina flagelina como vehiculo producira respuestas de anticuerpos en suero O potenciadas debido al
efecto adyuvante (agonista de TLR5) de la proteina flagelina (Feuillet et al. PNAS 2006; 103:12487-92; Gewirtz et al.
J. Immunol. 2001; 167:1882-5; Huleatt et al. Vaccine. 2007; 25:763-75).

12. Vacunacién que comprende un conjugado que comprende OPS y una proteina flagelina

Las estrategias de vacuna son muy conocidas en la técnica y, por tanto, la estrategia de vacunacién englobada por
la invencién no limita la invencion de ninguna manera. En el presente documento se desvela que la vacuna
conjugada se administra sola en una Unica administracion o se administra en administraciones secuenciales. En el
presente documento se desvela que la vacuna conjugada se administra como un componente de un régimen de
sensibilizacion / refuerzo homdlogo o heterdlogo. En aspectos particulares desvelados en el presente documento
extraidos para sensibilizacion / refuerzo heterélogo, se usa una estrategia de inmunizacion por sensibilizacion de la
mucosa / refuerzo parenteral. Por ejemplo, una cepa de S. Paratyphi A atenuada como se ensefia en el presente
documento se administra por via oral y posteriormente se refuerza por via parental con una vacuna conjugada de
OPS de S. Paratyphi A y una proteina flagelina de S. Paratyphi A como se describe en el presente documento.

13. Métodos de fabricacién a gran escala de una proteina derivada de flagelina de S. Paratyphi A

Cuando se generan vacunas atenuadas para administracion o para componentes usados para preparar una vacuna
de conjugacion (que incluyen, por ejemplo, OPS y una proteina flagelina), debe prestarse atencion al grado de
atenuacion. Con respecto a la fabricacion a gran escala, la atenuacion es particularmente importante para garantizar
la seguridad en el proceso de fabricacion (que incluye, por ejemplo, la seguridad medioambiental). La fabricacion de
S. Paratyphi A atenuada para su uso en la invencion se atenua suficientemente para garantizar seguridad de no solo
la administracion de la cepa, sino también la fabricacion de la cepa para la produccion de S. Paratyphi A para derivar
componentes para preparar una vacuna conjugada.

En aspectos particulares de la invencion extraidos para S. Paratyphi A para derivar componentes para preparar una
vacuna conjugada, la cepa atenuada produce, por ejemplo, mas flagelos que S. Paratyphi A no mutante o produce la
exportacion de una proteina flagelina de S. Paratyphi A.

En ciertos aspectos de la invencion, una cepa atenuada que tiene flagelos elevados en comparacion con una cepa
no mutante es particularmente ventajosa desde al menos una perspectiva de fabricacion. En aspectos particulares
de la invencion, una cepa de S. Paratyphi A atenuada que tiene una o mas mutaciones descritas en el presente
documento que conducen a atenuacion e hiperflagelacion puede usarse para la fabricacion de una vacuna oral y/o
componentes para una vacuna conjugada. Por ejemplo, una cepa atenuada de S. Paratyphi A que tiene una
mutacion en los loci guaBA, el gen guaB, o el gen guaA, y mutacion en el gen clpP produce una cepa atenuada y
una fenotipicamente hiperflagelada de S. Paratyphi A (véase, por ejemplo, la Figura 9). Métodos de purificacion de
una proteina flagelina a partir de flagelos completos se conocen en la técnica o pueden ser facilmente modificados
por un experto habitual en la materia usando métodos conocidos en la materia. Por ejemplo, modificando el método
de Ibrahim et al., se logra la purificacién de flagelos; por debajo de pH 3,0, los flagelos se disocian en subunidades
de flagelina (Ibrahim et al. J. Clin. Microbiol. 1985; 22:1040-4. Métodos modernos de purificacion y mutantes de clpP
deben aumentar marcadamente el rendimiento y la pureza de una proteina flagelina usada para construir una
vacuna conjugada de la invencion (véase, por ejemplo, Ogushi et al. J. Biol. Chem. 2001; 276:30521-6; Yoon et al.
Infect. Immun. 2008; 76:1282-8).

En otros aspectos de la invencion, la exportacion de una proteina flagelina de una cepa de S. Paratyphi A atenuada
se usa para derivar una proteina flagelina usada para construir una vacuna conjugada de la invencion. Por ejemplo,
una mutacion en el gen fliD, gen flgL, o gen flgK, produce la exportacion de mondémeros de flagelina en el
sobrenadante. En el presente documento se desvela que una cepa de S. Paratyphi A atenuada tiene una mutacion
en al menos los loci guaBA, el gen guaB, o el gen guaA, y mutacion en el gen fliD, gen flgL, o gen flgK.

En el presente documento se desvela que S. Paratyphi A que contiene una mutacion guaBA y una mutacion fliD se

prepara y usa para derivar una proteina flagelina usada para construir una vacuna conjugada de la invencion. La
mutacion en guaBA se ha descrito en el presente documento. La mutacién del gen fliD puede llevarse a cabo por
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varios métodos, que incluyen, por ejemplo, inactivacion del gen fliD. Un método usado para inactivar fliD incluye, por
ejemplo, con referencia a la Tabla 2, PCR N.° 1 mezclada con PCR N.° 2 y luego se amplifica con cebadores 5FIiD y
3FRT-aph en una PCR de solapamiento, que genera un fragmento resistente a kanamicina que se recupera en, por
ejemplo, el vector PSMART-LCAMP TM (Lucigen). La PCR N.° 3 también puede recuperarse en el vector PSMART-
LCAMP TM, entonces se corta con BamHI y Xhol, y se inserta en el clon pPSMART-fliD-aph cortado con BamHI y
Xhol. El fragmento ensamblado final se corta y se somete a electroporacion en S. Paratyphi A que lleva pKD46 y
seleccion para resistencia a kanamicina segun el método de Datsenko y Wanner, seguido de cruzar el casete aph, si
procede, usando pCP20 segun el método de Datsenko y Wanner (Proc Natl Acad Sci USA. 2000 Jun 6;97(12):6640-
50).

Tabla 2
PCR N.° 1 (usando ADN de | 5FIiD: 5'-tcacgcacacgctgcaggttgttgttgatttc-3' SEQ ID NO:41
molde cromosémico de guaBA | 5FliD-rev: 5'-gaacttcGAAGCAGCTCCAGCacctaat | SEQ ID NO:42
de Salmonella) gatgaaattgaagccatgc-3'
PCR N.° 2 (usando molde de | 5FRT-aph: 5'-GCTGGAGCTGCTTCgaagttc-3' SEQ ID NO:43
ADN de pKD 13) 3FRT-aph: 5'-ctcgagTTCCGGGGATCCGTCGAC | SEQ ID NO:44
CTGCAGTTC-3'
PCR N.° 3 (usando ADN de | 3FIiD: 5-GGATCCgctatgaacaagtcctgataacagaggt-3' SEQ ID NO:45
molde cromosémico de guaBA | 3FliD-rev: 5'-CTCGAGttaacgagactcctggaaagatgcttt | SEQ ID NO:46
de Salmonella) cggtgaaatctgc-3'

Ademas de las cepas de S. Paratyphi A atenuadas descritas en el presente documento para fines de vacunacion y
para derivar una proteina flagelina usada como un componente de la vacuna conjugada descrita en el presente
documento, estas cepas pueden usarse para derivar OPS que se usan como componente de la vacuna conjugada
descrita en el presente documento. En el presente documento se desvela cualquiera de las mutaciones anteriores
en cualquier combinacion que proporciona eficacia maxima o resultados de fabricacién (por ejemplo, puede hacerse
cualquier combinacion de mutaciones en los loci guaBA, el gen guaB, gen guaA, gen clpP, gen clpX, gen fliD, gen
flgL, gen flgK, o cualquier otra mutacion descrita en el presente documento, en todas las posibles combinaciones o
variaciones).
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Region cipX mutada, quimicamente sintetizada

<400 2

24
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30

cetgagaaty
catgacagat
aagccagcat
cgtogattta

agctgectteg

ggatattcat
ccaggaaage
cgctgetaga
acgagtceegt
aggcettetgg

atcteecett

geatttgegt
aaacgcaaag
gaagtgcgea
tgtaacgaca

aagttcctat

atggegegee
aatggegegt
taccatgtac
tattgeeggt
cgaataatta

tegtttttee
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cgtegtgtge
atggctcggg
agctgattge
ttatteogege

actttctaga

tataagqggeg
aaaaccggtg
gatttgecat
cagagtaage
aacattcata

tgtaaacacy

dggcacaaadga
caaattgttg
cggtccatee
ccttatatat

gaataggaac

aatteegtga
cecghtgghat
ctatggaaga
cgttgetgat
caatcagtta

cegt

<210> 3

<211> 370

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Region cipP mutada, quimicamente sintetizada

<400> 3

tecatcaggt
teatacageg
attocgaagt
ctaggactea
cttcatecett

gtaagegeet

tacaatcagt
gagaacgaga
tecetattete
attttgacce
cacgctacct

gcggagtege

acagcaggtt
taatttggee
tagaaagtat
atcgtaattg

cggtgttagt

cgagttgecy

ttttcaattt
ccteatatat
aggaactteg
atgecctgga
tgecagegeg

ccttgatgta

atactaatga

<210> 4

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400> 4
ctgcagtcat tcccactcaa tggtage 27

<210>5

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

25

acaaagaaga
tactgctett
gtgtatatct
atgeggecge

tteggaatag

cgaagcgetg
gegttetate
cgtegaaaaa
ttacggcaaa

gocaaaaaag

ttatccagga
gaatateccte
aagcagcetea
cgcaagtgtg
ccteceggtg

getegaatga

ggttttgact
tttgcggcaa
gcgacgaatg
tgtaggetgyg

gaactaagga

aacgctateyg
gt.egaagegg
gtyggtgateqg
ccggaagege

gggggattti

gacggaaatg
cttagttect
agectacacg
cegetataca
acttacttat

ttttgtgtat

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

634

60

1240

180

240

300

360

370
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<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400> 5
ggaacatcgc acagcgca 18

<210> 6

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400> 6
gtgtaggagc tgcttcg 17

<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400> 7
catatgaata tcctccttag 20

<210>8
<211> 119

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400> 8
cgaacegtet ggttaaggeg gettacggta aaaattgagyg aagtttgaga ggataacatg
tgagcgggat caaattctaa atcagcaggt tattcaatcg tgtaggctgg agctgcttc

<210>9

<211>120

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400>9
ttcattgatg atgeggttgg aaacacgace caggaagtca tacggoaggt gegeccagtyg
cgeggteata aagtegatgg tttogacage acgeagagag catatgaata tectecttag
<210> 10
<211>28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

26

60

119

60

120



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 644 766 T3

<400> 10
gaaggagtat tgcccatgct acgtatcg 28

<210> 11

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400> 11
catatgaagg agtattgccc atgctacgta tcgctaaaga ag 42

<210> 12

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400> 12
atgcatctgc agtcattcce actcaatggt agccgg 36

<210> 13

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400> 13
acagataaac gcaaagatgg ctcgggcaaa 30

<210> 14

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400> 14
ttattcgcca gaagcctgceg cttecggttt 30

<210> 15

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400> 15
cctgagaatg gcatttgegt cgtcgtgtge 30

<210> 16

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

27
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<400> 16
acggcgtgtt tacaggaaaa acgaaagggg 30

<210> 17

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400> 17
tcatacagcg gagaacgaga taatttggcc 30

<210> 18

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400> 18
ttacataagt aagtcactgg gaggcgcgct 30

<210> 19

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400> 19
tccatcaggt tacaatcagt acagcagatt 30

<210> 20

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400> 20
tcattagtat atacacaaaa tcattcgagc 30

<210> 21

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400> 21
gcggecgega aggagagacg gaaatgtcat acagcggaga acgag 45

<210> 22

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

28
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<400> 22
tcgcgagaat tcttacataa gtaagtcact gggaggegeg ct 42

<210> 23

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400 23
gcggecgcega aggagtttga ctcatgacag ataaacgcaa agatg 45

<210> 24

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400> 24
catatgttat tcgccagaag cctgcgcttc cggttt 36

<210> 25

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400> 25
gcggcecgctt acataagtaa gtcactggga ggegegcet 38

<210> 26

<211> 3120

<212> ADN

<213> Salmonella Typhi Ty2

<400> 26

ttgeecatge
gcteacteca
cgtetgaata
attgecctgy
caggeggaag
acegtoctge

gegggetate

tacgtatege
cegttttgee
ttectatget
cccaggaagq
aagttegeeq
caaccaccac

cggtggtgac

taaagaagec
gaatactget
ttetgeggeyg
cggeateggt
cgtgaagaaa
gttgeatgaa

tgaagataac

ctgacgtttyg
gatcteagea
atggacaceg
tttatecaca
cacgagtocg
gtgaaageca

gagetggtgy

29

acqgacgtect
cgeagttgac
tgacggaage
aaaacatgte
gegtagtgac
tgaceqageg

gtatcatcac

cettgtteoce
gaaaactatt
gegectggea
tattgagege
cgaceogeaqg
taacggtttt

aggtegtgac

60

120

180

240

300

360

420



qtgcgttttg
ctggtgaceg
cgegtagaaa
aaagatttce
cgtgtaggeg
geggeaggeg
caacgtateeo
gcgacgggcg
atcggooeqg
acagotygttt
ggeggtatoee
atggtcggtt
ggecgttett
tctgacegtt
ggecgegtag
cgeboctgta
tttgtgegta
aaagagtccce
cgatttattt
aagcatcgca
gtgcgtgage
cgtgacttca
aacagecege
tacgggatge
gaatttggtt
gattcoctga
gtgacggcga
atcatggeta
accocgocagy
ctgtggacge
gacgataaag

ctgoaccgey

tgactgacct
ttegtgaagyg
aagoegetggt
agaaagegga
cggeggtegg
ttgacgtect
gtgaaacceyg
caggegeteg
gttoecatetg
ctgacqeagt
gtitteteegg
ctatgctgge
acaaatctta
actteccagag
cotataaaqg
tggggctgac
tcageggtagc
cgaactaccy
aatctgttte
toccteattet
tgggtgttta
acccaageqgg
goegegoeogea
agaccatgge
acgegeaggt
cogecqgacgy
ttccgteccga
acgaagaaaa
gtatgcgeat
cggogaagat
tgatcectegg

cgateggtaa
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gaaccagccg
cgaagecegt
cgttgatgat
acgtaaacea
cgcaggeygaeyg
getgategac
tgectaaatat
cgcactggeg
taccactegt
tgaagegety
cgacategee
gggtaccgaa
ccgeggceatg
cgacaacgec
tegeetgaaa
cggttgtget
gggtatccag
tctgggetec
acttgceteg
ggactteggt
ctgecgaactg
cattattett
gtatgtettt
gatgeagett
cgaagtgetg
caaaccgcetyg
cttecgtgace
acgettetac
getggagegt
catcgacgac
tecteteegge

aaatetgace

gtgagtgttt
gaagtegtge
aacttocate
azctectgta
ggcaacgaag
tettceteacg
actgqacctge
gaagecceggtt
atcgtgactyg
gaagqeaceq
azageeateg
gaatcceccgg
ggctegetgg
gcogqacaaac
gagatcatte
accatecgacy
gaaagccacg
tgattttett
gaataagegt
tcteagtaca
tgggegtggg
tcoggeggec
gaagcaggey
ggeggteatg
accgacageg
ctggacgtgt
gtagccageca
ggcgtacagt
tttgtgegty
goegtggege
ggegtggatt

tgtgtatteg

30

acatgqacgcc
tggcaaaaat
tgettggeat
aagatgagea
agegegttga
gtcactctga
aaatecateogg
gecagegeggt
gegtgggegt
gaatteeggt
cogeaggege
gocgaaatoga
gegegatgte
tggtgecgga
accageagat
aactgegtac
ttcacgacgt
cgoecgacct
caatgacgga
cteaactggt
atgtgacaga
cggaaagoac
tgcoggtatt
tagaaggtte
cgetggtteg
gaatgageca
ccgaaagetg
tecaceogga
atatctgeca
gcattegega
cttocegtaac

tegacaacygg

gaaagagcgt
geacgaaaaa
gattacegta
gggecgttta
cgegetagtg
aggcgtgttyg
cggoaacgte
gaaagtcoggt
teogeagatt
tategetaac
gagegetgte
actctaccag
caaaggttee
aggtategaa
gggcggectyg
taazgcggay
gaccatcacc
tegegteggg
aaacattcat
tgegegeege
agcacaaatt
caccgaagaa
tggegtetge
taatgagegt
cggtattgaa
cggcgataaa
cecgttegee
agtgactcac
gtgtgaagcece
gcaggtagge
cgeaatgetg

cetgetgegt

4840

3440

600

66l

720

780

840

200

960

140240

10840

1140

1200

1260

1220

13840

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1580

2040

2100

2160

2220

2280

23440
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ctcaacgaag ccgagcaggt gatggacatg tttggegacc attttggtet gaacategtt 2400
cacgtaccgg cagaagateg cttectgtee gegttggetg gegaaaacga tceggaageg 2460
aagcgtaaga tcattggeccg tgtttttgtg gaagtgtteqg acgaagaage gttgaaactg 2520
gaagacgtga aatggectgge gocagggcace atctaccctg acgtcatega atctgeggeg 2580
tetgeoaaceg gtaaagegea cgteatcaaa totecaccaca atgttggeqg cotgecgaaa 2640
gagatgaaga tggggctggt tgaaccgctg aaagagetgt tcaaagacga agtgegtaag 2700
attggteotgg agetgggeet gecgtacgac atgetgtace gteatecegtt cceggggecg 2760
ggoecteggeg tacgtgtact gggtgaagtg aagaaagagt actgegacet gotgegeegt 2820
getgatgeoea teotteoattga agagetgeogt aaggeggate tgtacgacaa agtcagecagq 2880
goegtteaceg tottoctgee agtacgetec gttggeghaa tgggegatgyg toghtaagtac 2940
gattgggtgg tetcetetgeg tgetgtegaa accategact ttatgacege geactgggeg 3000
cagctgeegt atgacttoct gggtogtgtt tocaacegea teatcaatga agteaacggg 3060
atttecegtyg tggtgtatga catcageggt aaaccacegyg ctaccattga gtgggaataa 3120

<210> 27

<211> 2147

<212> ADN

<213> Salmonella Typhi Ty2

<400> 27

31



ttattcgeca
ggcaataacqg
catggtatce
cgecateget
ttecaggtta
ttgaaccage
aaactcagga
goecttcactyg
ggtttcaaca
cagaatcetta
cyggtggaace
goccggaaaca
atcaatgtag
tttetgaaty
atccgeocata

aceggaacoy

gaagcctgeg
gactegtcaa
ageagogoog
ttectggega
aacagcgact
gettettege
atcagaccaa
getttgtegg
cggttagega
gaggtatcta
geggegacgyg
tecgegggtaa
acaatceecac
atattctega
gtgaacggca

gteggteccag
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cttoeggttt
tcaceacttt
cttegacgat
tagcgttcag
gatactgett
tgagttegtt
atttgatcaa
acttegettit
tcactttate
cctgtaagaa
tgccttegat
tggacggatt
getgegettt
cgtcttecce
catccagcaa

tcageagaat

gcegtaaate
ttecgacgtet
agaacgcagyg
cgcttegtea
ggtcagegea
cagegtegec
atcttceggt
caccegtogeyg
cagaceggca
ctectgetge
cagtttcage
gtctgattta
ttgeacgteg
cacgtaaccc
gegeogecage

gttgettttyg

32

agcaacggct
teccatagatyg
ccacgggeac
cggaattcca
titttegget
accactggea
tecaacctgeg
ccaaaaccaa
aacgcgecge
ggatgtttge
aacgectget
cgegaaatet
tagtcgeatt
getteggtea
gttteocgeca

cctaactega

tactctgace
gcaaategta
cagttttacyg
gatcgacgec
ctitcaggat
gacgaccgat
acaacagcte
tgocggagee
cgcagataaa
gacegoectg
gtacgectte
tatcgattte
tcetgeaacag
gegtggtege
gocagegtttt

cgocattget

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



ggtatcgecyg

cgcetgetee
cagcegeacta
acataaatecqg
ttcatgetgy
tttatctgte
tgcecattcte
aaaateatte
aagtcactgg
geggeacaet
tactotaceg
tcaagagatt
atttogoeggg
tggatcatga
agaaacgcceo
aactgcatgg
tacagataga
aggttageca
cgagaataga

agcgccatat

<210>28
<211> 687
<212> ADN
<213> E. coli

<400> 28

ttacgeagac
tggccgataa
cgttecacggt
acgcattcgt
cttttgecge
atgagtcaaa
aggcgeaage
gagetacate
gaggegeget
tgegtecagy
ctteaggege
gaccegtatyg
cgtgaattte
egegagagtt
ccatagagge
tgtcatagat
tatctttttc
tatggtette

tatcaaaaga

gaggggccaa
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gettgtagtyg
cgtaateqgte
geggagcaac
cgcagatata
aaaaagagea
acctettett
cgctaatecag
aaggeggeaa
ggcaaccaac
goatcaatta
ggagaggaag
atgcgccata
aatatceogto
eggcaagcag
cgaectgteco
ggacatccee
cgggttttec
gacctggeeyg
gegoteaceg

attatctegt

gttatagacc

caggtgagta

ttetttaatt
cacggatgga
gtacaacaat
tgttetttgt
cgttgtgecg
cteoageogact
accgaggtag
egatgggtea
egategoget
agttcatteca
goctggocet
aaacgtttge
atacaaatgg
gcagtaatta
gcttcoccagga
gtcagaaata
cgtgaggtet

tcteegetgt

33

gceacegeca
cgaatttcat
tettegogaa
ccggcaatca
ttgeoccgage
gccgcacacg
cectteatta
cogeaggege
cgtgaaggat
aaattgagta
cagtatcacyg
tgegecettt
gatagoogee
ctttegecee
tgctgacgte
cgeegecagy
acagcatctg
tgacgegtte
gttcaatgac

atgacat

geactttttt
gcggegtegg
taatgtegtt
gcttgegeac
catetttgeg
acgacgcaaa
gtatatacac
ttacataagt
gaagtgtata
aacoaaaceq
tteoaatetge
tactttcaaa
cageggetgyg
ggeagtcage
tggettaata
agaattaatg
cgccacgatc
cttaagtaga

categgeace

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

13500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1380

2040

2100

2147



10

15

cctagggeca
ggcoteogeca
cgacaggact
ttecgaceet
tttetcatag
getgtgtgea
ttgagtecaa
ttagcagage

gctacactag

aaagagttgg
tttgecaagca

ctacggggte

<210> 29
<211> 635
<212> ADN

gcaaaaggce
ccetgacgag
ataaagatac
gcegettace
ctecacgetgt
cgaaccccca
cccggtaaga
gaggtatgta

aaggacagta

tagetcttga
gcagattacg

tgacgcteayg

<213> Salmonella typhimurlum

<400> 29

cctaggagat
cegecaccct
aggactataa
tgeetttegy
tgacactcag
ttecagtecga
atgcaaaagc
tecatgegecyg
cagttaccte
goeggtititt

catcttatta

<210> 30
<211> 1955
<212> ADN
<213> E. coli

<400> 30

acttaacagg
gacaagcatec
agataccagg
tttaccggtyg
ttecgggtag
coegetgegee
accactggea
gttaaggceta
ggttcaaaga
cgttticaga

atcagataaa
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aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgttte
ggatacctgt
aggtatctea
gttcagececeg
cacgacttat
ggeggtgeta

tttggtatct

tecggeaaac
cgcagaaaaa

tagatet

gaagtgagag
acgaaatctg
cghtteoccee
tecatteeget
gcagtteget
ttatccggta
gcagccactyg
aactgaaagg
gttggtaget
gcaagagatt

atatttetag

aaaaggccge
atcgacgete
cccctggaag
cegectttet
gttcggtgta
accgctgege
cgccactgge
cagagttett

gcgetcetget

aaaccaccege

aaggatctca

ggocgoggea
acgectcaaat
tggaeggetoe
gttatggeeyg
ccaagctgga
actategtet
gtaattgatt
acaagttttg
cagagaacct
acgogeagac

gatect

34

gttgctggeg
aagtcagagg
ctcectegtg
cccottoggga
ggtegttege
cttatcecggt
agcagceact
gaagtggtgyg

gaagccagtt

tggtagcggt

agaagatcct

aagecghttt
cagtggtgge
ctegtgeget
cgtttgtete
ctgtatgeac
tgagtccaac
tagaggagtt
gtgactgege
tegaaaaace

caaaacgate

tttttccata
tggogaaace
cgcteteetg
agcgtggege
tccaagetgg
aactatcgtce
ggtaacagga
cctaactacyg

accttcggaa

ggtttttttyg

ttgatctttt

tecatagget
gaaacccegac
cteoctgttoe
attecacgee
gaacceecog
ceggaaagac
agtcttgaag
tectecaage
geectgeaag

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
cagttgttet
gaacctcaga
gtgagccatg
gcctcaaaac
cegttacgta
atctggttgt
atcaacgtat
tttaaatctt

ttattttcaa

acctgttcta
aacagcttta
gtttteatet
acttttgttt
toccttecgta
agaacgaacc
tggtgagctg
ggtaggaatc
tcteocaagtte
cagtcgggeg
tacttattgg

gcattaacat
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ttaggtgtta
aatgcaccaa
gtgcatatgyg
gttagtettg
tttagccagt
attgagatca
aatttttgeca
tgatgtaatg
ggttacgaga
gectegetta
tttcaaaace

gaacttaaat

catgectgtte
aaactcgtaa
acagttttee
atgcttecact
atgttctcta
tgcttacttt
gttaaagecat
gttgttggta
teccatttgte
tcaaccacca
cattggttaa

tecatcaagge

35

atctgttaca
aagctctgat
ctttgatate
gatagataca
gtgtggtteg
gcatgtecact
cgtgtagtgt
ttttgtcace
tatctagtte
atttcatatt
gecttttaaa

taatctctat

ttgtecgatet
gtatctatet
taacggtgaa
agagccataa
ttgtttttge
caaaaatttt
ttttettagt
attecattttt
aacttggaaa
gctgtaagtg
ctcatggtag

atttgccttg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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tgagttttet tttgbtgttag ttettitaat aaccacteat aaatcctecat agagtatttg 780
ttttcaaaag acttaacatg ttecagatta tattttatga atttttttaa ctggaaaaga 840
taaggcaata tectcttcact aaaaactaat tctaattttt cgcttgagaa cttggcatag 900
tttgtecact ggaaaatcte aaagecttta accaaaggat tectgattte cacagttete 960
gtecatcaget ctetggttge tttagetaat acaccataag cattttceet actgatgtte 1020
atcatctgag cgtattggtt ataagtgaac gataccgtce gttctttect tgtagggttt 1080
tcaategtgg ggttgagtag tgccacacag cataaaatta gettggttte atgeotecgtt 1140
aagtcatagc gactaatcgc tagttcattt getttgaaaa caactaattc agacatacat 1200
ctcaattggt ctaggtgatt ttaatcacta taccaattga gatgggctag tcaatgataa 1260
ttactagtee tttteoetttg agttgtgggt atctgtaaat tetgetagac ctttgetgga 1320
aaacttgtaa attctgetag accetetgta aattccgeta gacetttghg tgttttttet 1380
gtttatatte aagtggttat aatttataga ataaagaaag aataaaaaaa gataaaaaga 1440
atagatceoca gecetgtgta taacteacta ctttagteag ttoegeagta ttacaaaagg 1500
atgtegcaaa cgetgtttge toctcoctacaa aacagacett aaaacccetaa aggettaagt 1560
ageacecteg caagetoggg caaategetg aatatteett ttgtoteega ceateaggea 1620
cetgaghtege tgtettttte gtgacattea gttegetgeg cteacggete tggeagtgaa 1680
tgggggtaaa tggeactaca ggegeetttt atggatteat geoaaggaaace tacceataat 1740
acaagaaaag coegteacgg gettetcagyg gegttttatg gegggtetge tatgtggtge 1800
tatctgactt tttgetgtte ageagtteet gecctetgat tttecagtet gaceactteg 1860
gattatcoceg tgacaggtea tteagactgg ctaatgeoace cagtaaggea goggtateat 1920
caacaggett accegtetta ctgtecaaceg gatet 1955

<210> 31

<211> 1686

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 31

36
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cacttttgtt accogeocaaa caaaacccaa aaacaacoca tacccaaccoe aataaaacac 60
caaaacaaga caaataatca ttgattgatg gttgaaatgg ggtaaacttg acaaacaaac 120
ccacttaaaa cccaaaacat acccaaacac acaccaaaaa aacaceataa ggagttttat 1z0
aaatgttggt attcattgat gacggttcaa caaacatcaa actacagtgg caggaaageg 240
acyggaacaat taaacagcac attagccega acagettcaa acgecgagtgg geagtctett 300
ttggtgataa aaaggtcettt aactacacac tgaacggega acaghtattea tttgatcocaa 360
tcageecegga tgetgtagte acaaccaata tceogeatggea atacagegac gttaatgteg 420
ttgcagtgea tcacgectta ctgaccagtg gtctgceggt aagegaagtg gatattgttt 480
goacacttee tetgacagag tattacgaca gaaataacca acecaatacqg gaaaatattyg 540
agcgtaagaa agcaaacttec cggaaaaaaa ttacattaaa tggcggggat acattcacaa 600
taaaagatgt aaaagtcatg cctgaatceta taccggeagg ttatgaagtt ctacaagaac 660
tggatgagtt agattettta ttaattataq ateteggggg caccacatta gatatttete 720
aggtaatggg gaaattatcg gggatcagta aaatatacgg agactcatet cttggtgtet 780
cteotggttae atectgeagta aaagatgeec ttteotottge gagaacaaaa ggaagtaget 840
atottgetga cgatataate attcacagaa aagataataa ctatetgaag caacgaatta 900
atgatgagaa caaaatatca atagtcaccqg aagcaatgaa tgaagecactt cgtaaacttg 960
agoaacgtgt attaaatacg ctcaatgaat tttetggtta tactcatgtt atggttatag 1020
goeggtggege agaattaata tgogatgeag taaaaaaaca cacacagatt cgtgatgaac 1080
gttttttcaa aaccaataac tctcaatatg atttagttaa cggtatgtat ctcataggta 1140
attaatgatg gacaagegea gaaccattge cttcaaacta aatccagatg taaatcaaac 1200
agataaaatt gtttgtgata cactggacag tatcccgeaa ggggaacgaa gecgecttaa 1260
ccgggecgea ctgacggeag gtetggectt atacagacaa gatcececgga cecctttect 1320
tttatgtgag ctgectgacga aagaaaccac attttcagat atcgtgaata tattgagate 1380
gctatttcca aaagagatgg ccgattttaa ttottcaata gtcactcaat cetcttcaca 1440
acaagagcaa azaagtgatg aagagaccaa aaaaaatgcg atgaagctaa taaattaatt 1500
caattattat tgagtteccect ttateccacta tcaggetgga taaagggaac tcaatcaagt 1560
tattttetta ccagtcatta cataategtt attatgaaat aatcgtttge actgtetetg 1620
ttattcaggc aatttcaata aaggcacttg ctcacgctct gtecattttet gaaactctte 1680
atgetyg 1686

<210> 32

<211> 367

<212> ADN

<213> Escherichia coli

37
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15

20

<400> 32

gacagtaaga
ctgaatgacce
ctgctgaaca
gaagceeegtyg
gegeetgtag
gtcacgaaaa

atttgees

cgggtaagec
tgtcacggga
gcaaaaagtc
acgggetttt
tgccatttac

agacagegac

<210> 33

<211> 459

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 33

ttctgtggta

aggcatcegg
agttaatgat
gtgectgtecaa
gttaggtget
tgaaacatet

attattctge

tgcagtggea

gcacagaata
ttgaaatagg
gatageggga
atacttaaga
tatttegeea
atagegataa
atttttgggg

taaaaaagca

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

ES 2 644 766 T3

tgttgatgat
taatecgaag
agatageacce
cttgtattat
cocccatteac

teaggtgect

atgaaaagtg
ggtaaacaga
gttattetag
ataagttatt
ttecgeaata
atgaaacate
agaatggact

aataaaggca

<213> Shigella flexneri 2a cepa CVD 1208s

<400> 34

accgetgeet
tggtcagact
acatageaga
gggtagttte
tgccagagee

gatggtegga

tgtaaagaag
cattcagaaa
ttgegagtga
gattttaacec
atcttaaaaa
ttaaaagttt
tgceocgactga

tataacaga

38

tactgggtge
ggaaaatcag
ceegecataa
cttgcatgaa
gtgagegeag

gacaaaagga

ggtaaazaaa
tgaatgacgg
aggttttgtt
ttgaattatt
gttceccttge
tagtatcata

ttaatgaggg

attagecagt
agggcaggaa
aacgccctga
tccataaaag
cgaactgaat

atattcageg

accgaatgceg
taataaataa
ttgacattea
attgecttgat
atttacattt
ttegtgttgg

ttaatcagta

60

120

180

240

300

360

367

60

120

180

240

300

360

420

4558
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catatgattg
caatgtctgg
gtaatggtac
gcagaggegt
acatgeccaaa
ataaagcgac
aactggcaga
agetgegtac
tggtgaacgt
caggtggecaa
agggtggeaa
cgcegtctaa

aaacaatage

<210>35
<211> 1467
<212> ADN

acctgaatga
ccaggtttgt
aategcgegt
aaacaaggtt
tggtggegea
cggegagatg
agtggcgage
ccgtaaatgy
tggecggeace
tatcggtggt
tcagttcage
cgagccgceceg

tagec
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atatacagta
tteccggaac
ttacacttat
attctecgttg
gttgecaaca
aaagaacaga
gaatatctge
accgatcaat
atgcagatgce
ggtcagecge
ggeggegege

atggactttg

<213> Salmonella Paratyphi A 9150

<220>

<221> misc_feature

<223> guaB

<400> 35

ttggaatgca
cgaggtcaca
tcagaacgac
gtaatctggg
ttacgetgge
ctgaatggeca
gtaaaggtte
ceggtcagga
tgggtggteg
agggeggttg
agtctegeec

atgatgacat

39

ttatccggag
acatagtaaa
aggagacacy
tcaggacccg
tacttccgaa
ccgegttgtg
tcaggtttat
tegetacace
tcagggtggt
gggtcagect
goageagtee

tccgttetga

tgttgtgtaa
agcgctattg
aacatggcea
gaagtacgct
tcetggegtyg
ctgttcggea
atcgaaggtc
acagaagteg
ggcgeteegg
cagcagecge
gcteocggeayg

tttgtcatta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

734
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atgctacgta
tecaccegttt
aatattecta
ctggceccagqg
gaagaagtte
ctgccaacca
tatceggtgg
tttgtgactg
accgttegtg
gaaaaagege
ttccagaaaqg
ggcgeggegy
ggegttgacyg
atccgtgaga
ggcgeaggeyg
cegggeteca
gtttecgacyg
atcogtttet
ggetetatge
tcgtacaaat
cgttacttee
gtagectata
tgtatgggge
cgtatecageqg

tececcgaact

<210> 36

<211> 1578
<212> ADN
<213> Salmonella Paratyphi A 9150

<220>
<221> misc_feature
<223> guaA

<400> 36

tegetaaaga
tgecgaatac
tgctttctge
aaggcggeat
geegegtgaa
ccacgttgea
tgactgaaga
acctgaacca
aaggcgaage
tggtcgttga
cggaacgtaa
teggegeagy
tactgetgat
cgcgtgetaa
ctcgegeact
tectgtaccac
cggtagaage
ceggegacat
tggecggtac
cttaccgegy
agagcgacaa
aaggtegoct
tgaceggttyg
gtgegggtat

accgtetqggyg
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agcectgacy
tgecgatcte
ggcgatggac
tggttttatc
gaaacacgag
tgaagtgaaa
taacgagctg
gccggtaagt
cegtgaagte
tgataactte
accaaactcc
cgcgggeaac
cgactectet
atatcctgac
dggcggaagec
tegtategtyg
gctggaagge
cgocaaagec
cgaagaatec
catgggctcg
cgeagetgac
gaaagagate
tgctacecate
ccaggaaage

ctectga

tttgacgacyg
agcacgceagt
accgtgacgy
caCadaaaca
tocggegtag
gcectgaceg
gtggggatca
gtctacatga
gtgctggcaa
catctgcttg
tgtaaagatg
gaagagcgeg
cacggteact
ctgcaaatca
ggttgcagey
actggtgtgg
accggaatte
ategoegeag
cogggegaaa
ctgggcgega
aaactggtge
attcaccage
gacgaactge

cacgttcacy

40

tectecttgt
tgacgaaaac
aagcgegect
tgtccattga
tgaccgacce
agcgtaacgg
tcaceggteg
cgeccgaaaga
aaatgcacga
gecatgattac
agcagggeccg
ttgacgeget
ctgaaggegt
teggeggcaa
cggtgaaaght
gegttoegea
cggttatege
gegegagege
tegaacteta
tgtccaaagyg
cggaaggtat
agatgggeqgqg
gtactaaage

acgtgaccat

tecegetcac
tattegtetg
ggcaattgec
gcgeeaggeg
gcagaccegtc
ttttgecggge
tgacgtgegt
gegtctggtg
aaaacgegta
cgtaaaagat
tttacgtgte
ggtggeggea
gttgeaacgt
cgttgcgacg
gggtatcgge
gatcaccget
tgacggeggt
cgtgatggty
ccagggoegt
ttectecgac
cgaaggecge
cetgegoetoo
ggagtttgtyg

caccaaagag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1467
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atgacggaaa

caactggttyg
gtgacagaag
gaaagcacca
ccggtatttg
gaaggtteta
ctggttegeg
atgagccacg
gagagctgee
cacccggaag
atctgeccagt
attegecgagce
tcegteaceg
gacaacggec
tttggectga
gaaaacgate
gaagaagaegt
gtcatcgagt
gttggeggee
aaagacgaaqg
catecgttce
tgagacctgt
tacgacaaaqg
ggegatggte
atgactgege
atcaatgaag

accattgagt

<210> 37

<211> 624
<212> ADN
<213> Salmonella Paratyphi A 9150

<220>
<221> misc_feature
<223> clpP

acattcataa

cgcgecgegt
cacaaatteg
ccgaagaaaa
gcgtttgeta
atgagecgtga
gtattgaaga
gcgataaagt
cgttegeeat
tgacccacac
gtgaagegtt
aggtaggega
caatgctget
tgctgegtet
atategttca
cggaagegaa
tgaaactgga
ctgeggegte
tgccgaaaga
tgegtaagat
cggggccggg
tgegeaegtge
tcagecagge
gtaagtacga
actgggegea
tcaacgggat

gggaataa

ES 2 644 766 T3

geategeate

gcgtgagetg
tgacttecaac
cagcceegege
tggtatgcag
atttggttat
ttceectgace
gacggcgatt
catggctaac
ccgccagggg
gtggacgccg
cgataaagtg
gecaccgegeg
caacgaagee
cgttccggeg
gogtaagate
agacgtgaaa
tgcaaceggt
gatgaagatg
tggtetggag
ceteggegta
tgacgecate
gttcacegte
ttgggtggte
tetgecgtat

ttecegtaty

cteattetgy

ggtgtttact
ccaageggea
gegoegoagt
accatggcga
gegeaggtey
gcagacggca
cegtecgact
gaagaaaaac
atgcgcatge
gcgaagatca
atccteggte
atcggtaaaa
gagcaggtga
gaagagcget
attggcegtg
tagctggege
aaagegcacg
gggctggttg
ctgggectge
cgtgtactgg
ttcattgaag
ttectgecayg
tecctgegtyg
gactteetgy

gtgtatgaca

41

actteggtte

gcgaactgtg
ttattettte
atgtctttga
tgcagecttgg
aagtgttgac
aaccgctget
tcgtgacegt
gcttetacygyg
tggagcgttt
tcgacgacge
tctecggegg
atctgacctg
tggacatgtt
tcectgteege
tttttgtgga
agggcaccat
tcatcaaatc
aaccgctgaa
cgtacgacat
gtgaagtgaa
agctgogtaa
tacgeteegt
ctgtegaaac
gtegtgttte

tcageggtaa

tecagtacact

ggcgtgggat
eggeggecey
agcaggcgtyg
cggtcatgta
cgacagegeyg
ggacgtgtgg
cgccageace
cgtacagttce
tgtgcgtgat
cgtggegege
cgtggattct
tgtattegte
tggegaceat
gttggetgge
agtgttcgac
ctaccctgac
trcaccacaat
agagctgtte
getgtacegt
gaaagagtac
ggeggatety
tggegtaatg
catcgacttt
caaccgeate

accacegget

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

180

840

500

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1578



ES 2 644 766 T3

<400> 37
atgtecataca goggagaacg agataatttg gocecctocata tggegetggt gecgatggte 60
attgaacaga cctcacgcgg tgagcgetct tttgatatct attctegtet acttaaggaa 120
cgegteatat ttetgacegg ccaggtcgaa gaccatatgg ctaacetgat cgtggcgeag 180
atgctgttce tggaagcgga aaacccggaa aaagatatct atctgtacat taattectcet 2440
ggcggegtaa ttactgegqy gateteogate tatgacacca tgcagtttat taageocagac 300
gtcagcacca tttgtatggg acaggcggce tctatggggg cgtttetget gactgeoccggg 360
gegaaaggea aacghtttcotg ettgecgaae tetegegtca tgatecacca geegotggge 420
ggctaccagg goecaggoegac ggatattgaa atteacgece gegaaattit gaaagtaaaa 480
gggegcatga atgaacttat ggegeatcat acgggteaat ctettgageca gattgaacgt 540
gatactgage gegategett cctetocgeg ectgaageqgy tagagtacgg titggtitgac 600
tecaattttga cccategtaa ttga 624

<210> 38

<211> 1272

<212> ADN

<213> Salmonella Paratyphi A 9150

<220>

<221> misc_feature

<223> clpX

<400> 38

42
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atgacagata
agecageatg
gtegatttat
cgtagtgege
caggagcagyg
aacggtgata
accggtteeg
actatggcgg
atcattcaga
gtectacattg
gatgttteceg
geggttccac
tctaagattce
cgtgttgaaa
gocagegaag

attcectgagt

gcgetgatte
tttaacctgg
aaagcaatgg
ctggatacca
tcegttattg

tctggegaat

aacgcaaaga
aagtgegeaa
gtaacgacat
tgecgacgoo
cgaaaaaagt
ccagcaatgy
gtaaaacget
atgcgaccac
aactgttgca
atgaaatcga
gcgaaggegt
cgcagggegg
tgtttatctg
ceggeteegg
gegagetgtt

ttatecggteg

aaatcctgaa
aaggegtega
cgcgtaaaac
tgtacgattt
ccggtcagag

aad

ES 2 644 766 T3

tggctoggge
getgattgeo
tattegegaa
geatgaaatt
getggcygtyg
cgtcgagtta
getggcyggaa
gctgaccgaa
gaaatgcgac
taagattteg
acagcaggeg
tegcaaacat
cggcggcgeg
cattggtttt
gtegecaggtt

tctgcoccagtg

agagccgaaa
tetggaatte
cggtgcecegt
gecatctatg

taagcecgttg

aaattgttgt
ggtccateeg
gaaattaaag
cgtacccaco
geggtctata
ggcaaaagea
acgetggege
gegggttacy
tacgacgtgc
cgtaaatcag
ttgctgaaac
ccgeageagg
tttgctggte
ggcgcgacqgg
gaaccggaag

gtggcgacge

aatgcgctga
egtgacgaag
ggtctgegtt
gaagacgtag

ctgatttacg

<210> 39

<211> 1272

<212> ADN

<213> Salmonella Typhi Ty2

<220>
<221> misc_feature
<223> clpX gene

<400> 39

43

actgctettt
tgtatatety
aagttgetece
tggacgatta
accactacaa
acattctget
gettgetgga
tgggtgaaga
aaaaagcgca
acaatccgte
tgatcgaagg
agttcttaca
tggataaagt
tgaaagcgaa
atttgatcaa

tgaacgaact

ccaagcagta
egetggacge
ctatcgtcga
aaaaagtggt

gcaaaccgga

ttgcggcaaa
cgacgaatge
geacegtgaa
cgttatogge
gecgtetgegt
gattggaccg
tgtgeegtte
cgtcegagaat
gegtgggatt
cattaccege
caccgtcgece
ggtagatacc
gatcgctaac
gtcegacaaa
atttggtetyg

cagcgaagaa

tcaggecgetyg
tategecagy
agcggcgcetg
gategacgag

agcgcaggcet

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1272
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atgacagata
agccagecatg
gtcgatttat
egtagtgeoge
caggagcagg
aacggegata
aceggtteeg
actatggegy
atecatteaga
gtetacattg
gatgttteoeg
geggttecac
tctaagatte
cgtgttgaaa
gccagtgaag
attcctgagt
gegetggtte
tttaacctgg
aaagcgatgg

ctggatacca

tcecgttattg

tctggcgaat

aacgcaaaga
aagtgcgcaa
gtaacgacat
tgecgacgee
cgaaaaaagt
crageaatgy
gtaaaacget
atgegaccac
aactgttgea
atgaaatcega
gegaaggegt
egcagggcgyg
tgtttatctg
ccggetecgyg
gegagetgtt
ttatcggteg
aaatcetgaa
aaggcgtecga
cgcgtaaaac

tgtacgattt

ccggtcagag

ad

ES 2 644 766 T3

tggeteggyge
gctgattgee
tattegegaa
geatgaaatt
getggeggtg
cgtegagtta
getggeggaa
goetgacegaa
gaaatgagac
taagattteg
acageaggeqg
tegeaaacat
cggcggegeg
cattggtttt
gtegeaggtt
tctgecagtg
agagccgaaa
tctggaattc
tggtgccegt

gccatctatg

taagccgttg

aaattgttqt
ggtccatceg
gaaattaaaq
cegtacteace
geggtctata
ggcaaaagea
acgetggege
gegggttacy
tacgacgtge
cgtaaatcag
ttgotgaaac
cegeageagy
tttgeccggte
ggcygcgacyy
gaaccggaag
gtggcgacge
aatgegetga
cgtgacgaag
ggoctgegtt

gaagacgtecg

ctgatttacg

<210> 40

<211> 624

<212> ADN

<213> Salmonella Typhi Ty2

<220>
<221> misc_feature
<223> clpP gene

<400> 40

44

actgetettt
tgtatatctg
aagttgetee
tggacgatta
accactacaa
acattetget
gettgetgga
tgggggaaga
aaaaagogea
acaatecegte
tgatogaagg
agttcttaca
tggataaagt
tgaaagegaa
atttgatcaa
tgaacgaact
ccaageagta
cgctgaacge
ctatcgtecga

aaaaagtggt

gcaaaccgga

ttgoggeaaa
cgacgaatgc
gcacegtgaa
cgttatogge
gegtetgegt
gactggaceqg
tgtgecgtte
cgtogagaat
gegtgggatt
cattaccege
cacegtogoo
ggtagatace
gatecgctaac
gtecgacaaa
atttggtectyg
cagcgaagaa
teaggegetyg
tatcgececagg
ageggegetyg

gattgacgag

agcgcaggct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1272
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15

20

25

30

35

40

45

atgtcataca
attgaacaga
cgcgtcatat
atgctgttec
ggcggcgtaa
gtcagcacca
gcgaaaggcea
ggctatcagg
gggcgeatga
gatactgage

tcaattttga

gcggagaacyg
cctcacgegqg
ttetgacegg
tggaagcgga
ttactgeggg
tttgtatggg
aacgtttctg
gccaggcgac
atgaacttat
gcgatcgett

cccatcgtaa
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agataatttg
tgagegetcot
ccaggtcogaa
aaaccceggaa
gatgtcecate
acaggeggea
cttgccgaac
ggatattgaa
ggegeatcat
ccteotecgeg

ttga

geeecteata
tttgatatct
gaccatatgg
aaagatatet
tatgacacca
tctatggggg
tetegegtea
attecacgecce
acgggtcaat

cctgaagegg

<210> 41

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400 41
tcacgcacac gctgcaggtt gttgttgatt tc 32

<210> 42

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400> 42
gaacttcgaa gcagctccag cacctaatga tgaaattgaa gccatge 47

<210> 43

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400> 43
gctggagctg cttcgaagtt ¢ 21

<210> 44

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400> 44
ctcgagttcc ggggatecgt cgacctgeag ttc 33

45

tggegcoctggt
attctegtcet
ctaacctgat
atctgtacat
tgecagtttat
cgtttctget
tgatecacca
gcgaaatttt
ctcttgageca

tagagtacgg

gecegatggte
acttaaggaa
cgtggegeag
taattctect
taagcecagac
gactgccggg
gcegetggge
gaaagtaaaa
gattgaacgt

tttggttgac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

624
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<210> 45

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400 45
ggatccgcta tgaacaagtc ctgataacag aggt 34

<210> 46

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador oligonucleotidico quimicamente sintetizado

<400> 46
ctcgagttaa cgagactcct ggaaagatgc tttcggtgaa atctge 46

<210> 47

<211> 2363

<212> ADN

<213> Salmonella enterica serovariedad Typhimurium

<400> 47

tcacgcacac
atggagatac
aaacggttag
gaagacagac
gtcaacageg
acaacttgat

ctgaattteg

gctgecaggtt
cgtcgttage
caategectg
gctcgatage
acaggetgtt

gttattggge

aactttagaa

gttgttgatt
gttacgggaa
acctgecgea
ggtgcccaga
tgtattaatg
tgttgoecae

aatttttcac

tegttcageg
gecctgagtea
tegteottteg
gcggactggg
acttgtgceca
ggtttotcae

ttcecccegat

46

cgccttcagt
gacctttgat
cgetgttgat
atttgttecag
tgatctttte
cgtaaccett

ctttttetta

ggtctgeogea
gttcgcoggta
acgeagaccg
gttattetgg
cttatcaatt
gtatcggeac

ggcggcgaaa

60

120

180

240

300

360

420



tagecgettt
cetocagatt
getteaattt
ctgacaaaga
gcaaagctaa
accgegtiaa
cteaaagtea
cttgeegeeg
ggcgatacgt
ctggaaatta
gacgccgaca
gtgcttaceg
aaacttaacg
gtgaaageag
accgtaaccg
accgtgacgg
gectataact
ggegaagaag
cagaceggga
geggaaatty
ctgaccaaag
aaagaaacqqg
ggcattattyg
tacctgteeg
caactggata
acagctatga
cttatgegca
aaatgttgtt
gegatgtigt
tgaaagcegyg
acgactatat

aagaagtgga

atgoateatt
gecgataacy
catecattagyg
acgaaaaagqg
cegeckatgg
ataaagegga
gtactaccge
cacagteget
cggteacgtc
agetggataa
gecggtatege
ccaatagegqg
atctactege
aaaacqgegaa
acgcecctea
taacgaaaga
cgetggtgga
ceagegataa
ttegggeaca
geatcaccca
tactgaaaga
gtatecaceac
ataatgegca
ttagcaacag
ccatgatgag
acaagtcctg
agtcagegty
tgatggegeg
cgcgaaagght
ceteogatcoag
gattegeogt

agggttacte
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attoegegea
cgettaacta
tgtgggatca
acgcttaacg
cacattgaaa
tttatttaag
tggegetgee
ggegacaaaa
ceggacaatt
aggegacace
cgccagtate
taccgacaat
ttatgacage
getgaacgta
gagaattacg
tgataccaag
tacetttage
aaadggegeyg
atttgocaat
ggatgggact
taacacagee
caaaattgee
ggacaacgtt
catcgatgaa
taagetgaat
ataacagagqg
gaaagcgecy
aatagcgete
gaagegttaa
gaaaaaggeyg
ttactgeagy

agecaatattyg

catcttteca ggagtcetegt taa

ttatttttge
ctgtttgeaa
aacttacegt
ccaattacca
agcgeattag
tetacegtgy
geagggactt
accacctteqg
aaaattgaac
teecatggaqy
gttaaggtca
acgatgaaga
accaccaata
aacggeatoeq
ctcaccectga
gcgaaagagyg
tegttaacea
ctgttaggeg
agcggeagta
tecggcaaac
gcagegogtyg
accgaagtga
aacgccacgce
accgttgcoe
aacaccagta
tecaccatgta
tgatgagege
tggtgcgege
geaaagecat
gtgagattge
ctaatttgeqg

cagaageetyg

47

aaaattatca
tcazaaagga
tagacecagtt
aacagcagag
aaaaattcca
cgtecageas
ataagattaa
cgaccacceaa
agcocgggacy
cgatoegtga
aagagaacga
teacggtgga
ccggeaatat
acattgageqg
ccaagaaagt
cgattaaatc
aatatacege
atagtgtggt
attctgegtt
tgaagattga
agetgetggt
aaagttatet
tgaaaagcct
gttacaagge
gttatttgac
caccgogage
cagcoccogeat
tcgectgttt
caatattatc
gacgaatett
taacgacget

gaagcagatt

ttaaactttg
agaaggoaty
gttgacagac
cgegaatteg
gacggcaaat
cactgaagat
egtaacecag
agageagtty
taaagagccg
cgecatcaat
attccagttg
aggogataca
gcaagagetyg
tecagageaat
gaccgacgeg
ctgggtggat
cgttgageeg
tegtaatate
caaaacaatg
tgatgataag
aggegatggt
ggcggatgac
gacaaaacag
ccagtttace
ccageaatkt
ggtatcaaag
cagttgattg
ttagaacaag
gataacggge
tecgagetat
caggecatog

tcaccgaaag

480

540

600

660

720

180

840

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

le80

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340
2363
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48

<210> 48

<211> 2363

<212> ADN

<213> Salmonella enterica serovariedad Paratyphi A

<400 48
teacgeacas getgeaggtt gttgttgatt tegtteoageg egectteagt ggtotgegea 60
atggagatac cgtegttage gttacgggaa gectgagtea gacctttgat gttegeggtyg 120
aaacggttag caattgcetyg acectgecgea tocgtettteg cgetgttgat acgeagaccg 180
gaagacagac getegatage ggtgoccaga geggactggg atttgttcag gttattetgg 240
gtcaacageg acaggetgtt tgtattaaty acttgtgeca tgatcectttte cttatcaatt 300
acaacttgat gttattggge tgttgececcac ggtttectcac cgtaaccectt gtateggeac 360
ctgaattteg aactttagaa aattttteac tteccecgat ctttttetta ggeggegaaa 420
tagccgettt atgcatcatt attcegegea ttatttttge aaaattatca ttaaactttg 480
cctecagatt gecgataacg cgettaacta ctgtttgecaa tcaaaaagga agaaggeatg 540
gettecaattt catcattagyg tgtgggatca aacttacegt tagaceagtt gttgacagace 600
ctgacaaaga acgaaaaagg acgcttaacg ccaattaceca aacagcagag cgcgaatteg 660
geaaagctaa cogectatgg cacattgaaa agegeattag aaaaattcoca gacggeoaaat 720
accgcgttaa ataaagecgga tttatttaag tctacegtgg cgteccagcac gacagaggac 780
ctcaaagtca gtactacege aggegetgec geagggactt ataagattag cgtaacccag 840
cttgeeogeoeg cgeagtoget ggogacaaaa accacctteg caaccaccaa agageagttg 300
ggcgatacgt cggtcacgte ccggacaatt aaaattgaac agecgggacg taaagagceg 360
ctggaaatta agectggataa aggegacacce tccatggagg cgateogtga cgecatcaat 1020
gacgocegaca goeggtatege cgecagtatce gttaagghca aagagaacga attocagttg 1080
gtgcttaceg ccaatagegg taccgacaat acgatgaaga tcacggtgga aggegataca 1140
aaacttaacg atctactege ttatgacage accaccaata coggeaatat geaagagetg 1200
gtgaaagecag aaaacgegaa getgaacgta aacggeatceyg acattgageg tcagageaat 1260
accgtaaceg acgecectea gggaattacg ctcaccctga cgaagaaagqt gaccgacgeg 1320
accgtgacygyg taacgaaaga tgataccaag gegaaagagy cgattaaate ctgggtggat 1380
geectataact cgetggtgga tacctttage tegttaaceca aatatacegqe cgttgagecg 1440
ggogaagaag ccagegataa aaacggegeg ctgttaggeg atagtgtggt teghtactate 1500
cagaccggga ttegggeaca atttgecaat ageggeagta attetgegtt caaaacaatg 1560
gcggaaattg gcatcaccca ggatgggact tccggcaaac tgaagattga tgatgataag 1620
ctgaccaagy tactgaaaga taacacagee geagegegtyg agetgetggt aggegatggt 1680
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aaagaaacgg gtatcaceace caaaattgec accgaagtga aaagttatet ggeggatgac 1740
ggcattattg ataatgegea ggacaacgtt aacgecacge tgaaaagect gacaaaacag 1800
tacctgteeg ttageaacag categatgaa acegttgecee ghtacaagge ceagtttace 1860
caactggata ctatgatgag taagetgaat aacaccagta gttatttgac ccageaattt 1320
acagctatga acaagtcctg ataacagagg tcaccatgta caccgecgagce ggtatcaaag 1580
cttatgegea agteagegtyg gaaagegeeyg tgatgagege cagecegeat cagttgattg 2040
aaatgttgtt tgatggcgeg aatagegete tggtgegege tegeetgttt ttagaacaag 2100
gegatgttgt cgegaaaggt gaagegttaa gcaaagecat caatattate gataacggge 2160
tgaaagcecgg cctcgatecag gaaaaaggcg gtgagattgec gacgaatctt teocgagetat 2220
acgactatat gattegecegt ttactgecagg ctaatttgeg taacgacget caggecatceg 2280
aagaagtgga agggttactc ageaatattg cagaagoctg gaagcagatt tcaccgaaag 2340
catctttecca ggagtctegt taa 2363

<210>49

<211> 2363

<212> ADN

<213> Salmonella enterica serovariedad Typhi cepa Ty2

<400 49

49



tcacgeacac
atggagatac
aaacggttag
gaagacaaac
gtcaacageg
acaacttgat
ctgaatttcg
tagecegettt
cctecagatt
gcttcaattt
ctgacaaaga
gcaaagctaa
acegegttaa
ctcaaagtca
cttgececgecg
ggegatacgt

ctggaaatta

getgeaqgtt
cgtegttage
caategectyg
gectegatage
acaggetgtt
gttattggge
aactttagaa
atgcatcatt
gccgataacqg
catcattagqg
acgaadaagq
ccgectatgg
ataaagcgga
gtactaccge
cgcagteget
cggtcacata

agctggataa
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gttgttgatt
gttacgggaa
tectgeegea
agtgecccagt
tgtattaatg
tgttgeceac
aatttttecac
attecgegea
cgcttaacta
tgtgggatca
acgcttaacyg
cacattgaaa
tttatttaag
aggcgctgec
ggcgacaaaa
ccggacaatt

aggcgacacc

tegttcageg
gectgagtca
tegtettteg
geggactggyg
acttgtgeca
ggtttcteac
ttececcegat
ttatttttge
ctgtttgecaa
aacttacecgt
ccaattacca
agcgcattag
tctacegtgg
gcagggactt
accacctteg
aaaattgaac

teccatggagg

50

cgectteagt
gacctttgat
cgetgttgat
atttgttcag
tgatctttte
cgtaacectt
ctttttctta
aaaattatca
tcaaaaagga
tagaccagtt
aacagcagag
aaaaattcca
cgtccageac
ataagattag
caaccaccaa
agecgggacg

cgatcegtga

ggtctgegea
gtteogoggta
acgeagacceqg
gttattetgg
cttatcaatt
gtateggeac
ggcggcgaaa
ttaaactttyg
agaaggcatg
gttgacagac
cgcgaatteqg
gacggcaaat
gacagaggac
cgtaacccag
agagcagttg
taaagageey

cgccattaat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020
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gacgocegaca gegghtatege cgocagtate gttaaggtceca aagagaacga attccagttg 1080
gtgettaceg ccaatagegg taccgacaat acgatgaaga tcacggtgga aggegataca 1140
aaacttaacg atctactege ttatgacage accaccaata ceggeaatat geaagagetg 1200
gtgaaagcag aaaacgcgaa getgaacgta aacggeatcg acattgageg tcagageaat 1260
acegtaaceyg acgeeectea gygaattaca ctcaccectga ccaagaaagt gaccgacgeg 1320
accogbgacgy tgacgaaaga tgataccaag gogaaagagg cgattaaatce ctggghtggat 1380
gectataact cgetggtgga tacttttage tecattaacta aatataccege egttgagecg 1440
ggcgaagaag ccagcgataa aaacggcgeg ctgttaggecg atagtgtggt tegtgetatc 1500
cagacceggga ttegggeaca atttgecaat ageggeagta attetgegtt caaaacaatg 1560
geggaaattg geatcaceca ggatgggact tceggeaaac tgaagattga cgatgataag 1620
ctgaccaagg tactgaaaga taacacggec gcagcgegtg agctgectggt aggecgatggt 1680
aaagaaacygyg gtatcaccac caaaattgec accgaagtga aaagttatcet ggeggatgac 1740
ggcattattg ataatgcgeca ggacaacgtt aacgccacge tgaaaagecct gacaaaacag 1800
tacctgteocg ttagcaacag catcgatgaa acegttgcec gttacaagge ccagtttacce 1860
caactggata ccatgatgag taagctgaat aacaccagta gttatttgac ccageaattt 1520
acagctatga acaagtcctg ataacagagg tcaccatgta cacegcgage ggtatcaaag 1980
cttatgegea agtcagegty gaaagegecqg tgatgagege cageccgeat cagttgattg 2040
aaatgttgtt tgatggegeg aatagegete tggtgegege tegectgttt ttagaacaag 2100
gegatgbtgt cgegaaaggt gaagegttaa gcaaagecat caatattate gataacggge 2160
tgaaagcegy cetcgatcag gaaaaaggeg gtgagattge gacgaatctt teegagetat 2220
acgactatat gattegeegt ttactgeagg ctaatttgeg taacgacget caggecateg 2280
aagaagtgga aaggttactc ageaatattg cagaagectg gaagcagatt teacegaaag 2340
catctttceca ggagtctegt taa 2363

<210>50

<211> 2365

<212> ADN

<213> Salmonella enterica serovariedad Enteritidis

<400> 50

51



tcacgeacace
atagaaatge
aagoggttag
gaggacagac
gtcaacageqg

acaacttgat

getgeaggtt
cgtegttage
caategectq
gcteaatage
acaggetgtt

gttattggge
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gttgttgatt
gttacgggaa
geetgeegea
ggaactcagt
tgtattaatyg

tgttgeccac

tcattcageyg
gectgagtca
tegtettteag
gaggactgay
acttgtgeca

ggttteteac

52

cacscttcagt
gacctttgat
egetgttgat
atttgtteag
tgatetttte

agtaacceott

ggtctgegea
attagaagtg
acgeagacca
gttattetgyg

cttatcaatt

gtateggeads

60

120

180

240

300

360



ctgaattteyg
tageegettt
cttecagatt
ctteaattte
tgaccaacge
cecegtetaac
cggegttaaa
tgaaagtctc
tageacaage
gagataccac
ttgaaatcaa
atgctgacag
tactgacege
aactcagega
ttgetgeaga
aaatcactga
gtattacegt
cctacaacte
gggctgaaga
ttcaaactgg
tgaatgaaat
agcttaaaaa
gtaaagaaac
acggcattat
aatatctgac
cocaactgga
ttaatgetat
agcttatgeg
tgaaatgttg
aggegatgtt
getgaaagee
atacgactat

cgaagaaqgtg
agcatcttte

aactttagaa
atgeateatt
gecgataacg
atcattagat
tgaaaaagga
ggecatacqggt
taaagoogat
gacggaagct
acaatoktltyg
atctgacage
gctcactaaa
tggtatttec
agatagtgge
tetgttgtes
taatgeottty
cgetecacaa
cacaaaagat
actgcttgat
acaggacaaa
aatcegeget
tggtattact
agcgetggat
gaggatcace
tgacagegeo
cgteageagt
taccatgatg
gaagaagteg
caagtoageg
tttgatggeg
gtegegaaag
ggectegate
atgattogee

gaagggttac
caggagtcte
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aattittcac
attcgacgea
cgtttaacta
gtagggteaa
cgettaacge
actttaanaa
ctgtttaana
ggggccgeac
agbacagaaa
cgtaccataa
gatcaaacct
gcecagtateg
acggataate
tatgatagta
ttazcegtta
ggegtagacge
aatgaaaagg
acctttagtt
aacaacqggty
cagttogeta
tetgatggta
gaaaataceg
accaaaattg
caggacagta
agcattgacg
agtaagetga
tgataacaga
tggaaagege
cgaatageoge
gtgaagegtt
aggaaaaagg
gtttactgea

tocagcaatat

gttaa

tteccecgat
trtatttttge
ctgtttgeaa
acttacctet
cgatcacaca
gtgeactgga
gtacgaatgt
ctggaactta
ccaaaatbac
=aattgaaca
ctttagaggg
ttaaagttaa
aaatgactat
gtactggeac
acggeattyga
ttgaactaas
cgaccgaage
cattaacaaa
cactagcttygy
atggtgcaag
cocaceggaaa
ctteotgtacg
ccaccgaaght
ttaacgccac
acaccgttge
ataacaceag
ggttaceaty
cgtgatgage
tectggtgege
aagceaaagac
cggbtgagatt
ggctaatttg

tgcagaagce

53

ctttttetta
aaaattatca
tegaaaggaa
ggatteacty
gcagcagagh
gaagtttecaa
caccageagt
tgtggttagc
atctaccaaa
gaaaggcegt
tatcegtgac
agaaggcgat
ctetgtggaa
gggcaaaatyg
tattgagega
caaagqaagta
cgtcaaaggt
atatacagag
agatacegtyg
tacaggtaca
actasaaatt
tgagetgetyg
gaaaagttat
gctgaaaaaqg
ccgttacaag
tacttatttg
tacacegoga
geeageooge
gctegeotgt
atecaatatta
gegacgaatc
cgtaacgacyg

tggaagcaga

gcctgcgaaa
ttaaactttg
gatggeatgg
ctgactaaac
gctaatacgg
acageasaca
acagaagacc
gtaactcagt
gaagtgatgg
aaagaaccac
gecattaatg
tatcagettyg
ggcgatagea
aagcaactygg
cogagtaata
aaagatgecc
tgggttgatg
gqttgatecag
gtgegaacga
tttaagacec
gatgatacca
gtaggtgatg
ctggecgatyg
ctgactaage
gccocagttta
acceagcaat
geggtatcaa
atcagttgat
ttttagaaca
tegataacgg
tttecgaget
ctcaggecat

tttecaccgaa

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

19020

1080

1140

1200

12&0

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

17490

1800

1860

1920

1280

2040

2100

2160

2220

2280

2340
2365
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REIVINDICACIONES
1. Un método de preparacion de una vacuna conjugada, que comprende:

(a) mutar una cepa de Salmonella Paratyphi A para generar una cepa atenuada de Salmonella Paratyphi A, en
el que dicha cepa atenuada de Salmonella Paratyphi A comprende una mutacion del gen clpP y una o mas
mutaciones genéticas adicionales seleccionadas del grupo que consiste en una mutacién de los loci guaBA,
una mutacion del gen guaB y una mutacién del gen guaA;

(b) aislar un polisacarido O (OPS) y una proteina flagelina de la cepa atenuada de (a), en el que dicha proteina
flagelina es flagelina de fase 1 (fliC); y

(c) conjugar el OPS con la proteina flagelina, preparando asi una vacuna conjugada.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que dicho OPS de Salmonella Paratyphi A pertenece a OPS de grupo A de
Salmonella.

3. El método de la reivindicacién 1 o 2, en el que dicha cepa de Salmonella Paratyphi A atenuada comprende
ademas una o mas mutaciones genéticas seleccionadas del grupo que consiste en una mutacion del gen clpX, una
mutacion del gen fliD, una mutacion del gen flgK y una mutacion del gen figL.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que dicha cepa atenuada de Salmonella Paratyphi A comprende una
mutacion de los loci guaBA y una mutacioén del gen cipP.

5. El método de la reivindicacion 4, en el que la mutacion de los loci guaBA y la mutacion del gen clpP es una
delecion de parte o todos los loci guaBA y una delecién de parte o todo el gen cipP.

6. El método de la reivindicacion 1, en el que el OPS vy la proteina flagelina se conjugan por conjugacion quimica
usando un reticulante o un polimero.

54
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Figura 1
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Figura 2

56



ES 2 644 766 T3

Figura 3

\
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Figura 4

S
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Figura §
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Figura 6
B
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Figura 8

DLsg (log1o de ufc por raton)
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3 AguaBA

Hl \clpP

[ AclpP (pLowBlu 184)

B2 AclpP (pATGCIpP)

B3 AcipP AguaBA

AclpPAguaBA (pLowBlu 184)

R A clpP AguaBA (pATGelpPATGguaBA)

62



ES 2644766 T3

Figura 9

AguaBA AguaBA AclpP
AcipP

63



Figura 10A

Iyphimurium
Typhi A
TyZ

Ivphimurium
Iyphi A
Ty2

Typhimurium
Typhi A
Iy2

TIyphimurium
Iyphi A
yZ2

Iyphimurium
Iyphi A
Iy2

Typhimurium
Typhi A
Iy2

TIyphimurium
Iyphi A
Iyz

Iyphimurium
Iyphi A
TyZ2

Iyphimarium
Iyphi A
Ty2

Iyphimurium
Typhi A
Iv2

Typhimurium
Typhi A
Iy2

10
tcacgcacac
tcacgecacac
tcacgcacac

70
atggagatac
atggagatac
atggagatac

130
aaacggttag
aaacggttag
aaacggttag

190
gaagacagac
gaagacagac
gaagacaaac

250
gtcaacageg
gtcaacageg
gtcaacageg

310
acaacttgat
acaacttgat
acaacttgat

370
ctgaattteg
ctgaatttcg
ctgaattteg

430
tagccgettit
tagecegettt
tagccgettt

490
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cgtcgttage
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caatcgecctg
caattgectyg
caatcgectyg
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gctcgatage

260
acaggctgtt
acaggetgtt
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320
gttattggge
gttattggge
gttattggge
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aactttagaa
aactttagaa
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atgcatcatt
atgcatcatt
atgcatcatt
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gecgataacyg
gccgataacyg
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catcattagg
catcattagg
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aatttttecac
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510
cgettaacta
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cgcttaacta
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tgtgggatca
tgtgggatca
tgtgggatca
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acgettaacyg
acgcttaacg
acgcttaacg
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tcgttcageg
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tcgttcagecg

100
gcctgagtca
gcctgagtca
gcctgagtca

160
tcgtettteg
tcgtettteg
tegtettteg

220
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gcggactggy
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acttgtgceca

340
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ggtttcteac
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ttecccecgat
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ttatttttge
ttatttttge
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ctgtttgecaa
ctgtttgcaa
ctgtttgcaa
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aacttaccgt
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ccaattacca
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cgctgttgat
cgctgttgat
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cgtaaccctt
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gtatcggcac
gtatcggcac

420
ggcggegaaa
ggcggcgaaa
ggcggcgaaa
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ttaaactttg
ttaaactttyg
ttazactttg

540
agaaggcatg
agaaggcatyg
agaaggcatg
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gttgacagac
gttgacagac
gttgacagac

660
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Figura 10B
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tctacegtygg
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Figura 10C
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cgctggtgga
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cgctggtgga
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ccagcgataa
ccagcgataa
ccagcgataa
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ttcgggcaca
ttecgggeaca
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gcatcaccca
gcatcaccca
gcatcaccca

1640
tactgaaaga
tactgaaaga
tactgaaaga

1700
gtatcaccac
gtatcaccac
gtatcaccac

1760
ataatgcgea
ataatgcgca
ataatgegea

1820
ttagcaacag
ttagcaacag
ttagcaacag

1880
ccatgatgag
ctatgatgag
ccatgatgag
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acaagtcctg
acaagtcctyg

1350
tgataccaag
tgataccaag
tgataccaag

1410
tacctttage
tacctttage
tacttttage

1470
aaacggcgeg
aaacggcgeg
aaacggcgcg

1530
atttgeccaat
atttgccaat
atttgccaat
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ggatgggact
ggatgggact
ggatgggact

1650
taacacagece
taacacagcce
taacacggcce

1710
caaaattgce
caaaattgcc
caaaattgcce

1770
ggacaacgtt
ggacaacgtt
ggacaacgtt

1830
catcgatgaa
catcgatgaa
catcgatgaa

1890
taagctgaat
taagctgaat
taagctgaat
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ataacagagg
ataacagagg
ataacagagg
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1360
gcgaaagagy
gegaaagagg
gcgaaagagy

1420
tecgttaacca
tegttaacea
tcattaacta

1480
ctgttaggeg
ctgttaggeg
ctgttaggeg

1540
agcggcagta
agcggcagta
agcggeagta
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1660
geagegegtyg
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aaagttatct
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tgaaaagect
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gttacaaggce
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gttacaagge
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gttatttgac
gttatttgac
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cacecgegage
caccgegage
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ctgggtggat
ctgggtggat
ctgggtggat

1440
cgttgagecy
cgttgageeg
cgttgagecy
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tcgtactate
tcgtactatce
tegtgetate
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caaaacaatg
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tgatgataag
tgatgataag
egatgataag

1680
aggcgatggt
aggcgatggt
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ggcggatgac
ggcggatgac
ggcggatgac
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gacaaaacag
gacaaaacag
gacaaaacag

1880
ccagtttace
ccagtttacce
ccagtttace

1820
ccagcaattt
ccagcaattt
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1880
ggtatcaaag
ggtatcaaag
ggtatcaaag



Figura 10D
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tgatggegeg
tgatggegey
tgatggegeg
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cgcgaaaggt
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2250
ttactgcagyg
ttactgcagg
ttactgcagg

2310
agcaatattg
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2020
tgatgagege
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tggtgegege
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tegeetgttt
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caatattatc
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gacgaatctt
gacgaatctt
gacgaatctt
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taacgacgcet
taacgacgct
taacgacgct
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gaagcagatt
gaagcagatt
gaagcagatt
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cagttgattg
cagttgattg
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Figura 10E
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Figura 10F
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gggaattacyg

1350
taatgaaaag
tgataccaag

1410
tacctttagt
tacctttage
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760

agtacgaato
tctacegtgyg

820
ectggaactt
gecagggactt

880
acczaaatta
accacctteg

240
aaaattgaac
aaaattgaac

1000
tctttagacy
tccatggagg

1060
gttaaagtta
gttaaggtca

1120
caaatgacta
acgatgaaga

1180
agtactggea

accaccaata

1240
aacggcattg
aacggcatcg

1300
cttgaactaz
ctcaccctga

1360
gcgagegaag
gcgaaagagg

1420
tcgttaacga
tecgttaacca

770
tcaccageag
cgtecageac

830
atgtagttag

ataagattaa

820
catctaccaa
cgaccaccaa

850
agaaaggecy
ageegggacy

1010

gtatccgtga
cgatccgtga

1070
aagaaggcga
aagagaacga

1130
tckckgtgga
tcacggtgga

1190
cgggcaaaat
ccggcaatat

1250
atattgageg
acattgagcg

1310
ccaaagaagt
ccaagaaagt

1370
cegtcazagg
cgattaaatc

1430
aatatacaga
aatataccge

780
tacagaagae
cactgaagat

840
cgtaactcag
cgtaacccag

200
agaagtgetg
agagcagttg

950
taaagaacca
taaagageeqg

1020
cgecattaat
cgccatcaat

1080
tratcagete
attccagttg

1140
aggcgatage
aggcgataca

1200
gaagecaactyg
gcaagagctg

1260
acegagtaat
tcagagcaat

1320
aaaagatgce
gaccgacgeg

1380
ttggottgat
ctgggtggat

1440
ggttgatcca
cgttgagceecg
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1450

ggggctgaag aacaggacaa

ggcgaagaag

1510

attcaaactg
cagaccggga

1570
ctgaatgaaa
gcgNNNgaaa

1630
aagcttaaaz
aagctgacca

1690
ggtaaagaaa
ggtaaagaaa

1750
gacggecatta
gacggcatta

1810
czatatctga
cagtacctgt

1870
acccaactgy
acccaactgyg

1830
tttaatgcta
tttacagcta

1990
aagcttatge
aagcttatge

2050
ttgaaatgtt
ttgaaatgtt

2110
aaggcgatgt
aaggcgatgt

ccagcgataa

1520
aatccgege
ttecgggeaca

1580
ttggtattac
ttggcatcac

1640

aagegcetoga
aagtactgaa

1700

cggggatcac
cgggtatcac

1760
ttgacagege
ttgataatge

1820
ccgteageag
ccgttagcaa

1880
ataccatgat
ataccatgat

1240
tgaacaagtc
tgaacaagtc

2000
gcaagtcage
gcaagtcage

2060
gtttgatggce
gtttgatgge

2120
tgtegegaaa
tgtcgegaaa

1470

1480

1490

1500

aaacaaccgt gcactactto gagataccgt ggtgcgaacg

aaacggcgeg

1530
tcagttcget

atttgecaat

1590
ttctgatogt
ccaggatggg

1650
toaaaatace
agataacaca

1710
caccaaaatt
caccaaaatt

1770

ccaggacagt
gcaggacaac

1830
tagcattgac
cagcatcgat

1890
gagtaagetg
gagtaagctg

1250
ctgataacag
ctgataacag

2010
gtggaaageg
gtggaaageg

2070
gcgaatageg
gcgaatageg

2130

ggtgaagegt
ggtgaagegt
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ctgttaggeg

1540

atagtgtggt

1550

tcgtactate

1560

aatgogtgcaa gracaggtac atttaagace

agcggcagta

1600
accaccggaa
acttccggea

1660
gcktctotac
gccgecagege

1720
gecaccgaag
gccaccgaag

1780

attaacgeca

gttaacgecca

1840
gagcaccgttg
gaaaccgttyg

1900
aataacacca
aataacacca

1960
aggttaccat
aggtcaccat

2020
ccgtgatgag
ccgtgatgag

2080
ctctggtgeg
ctctggtgeg

2140
taagcaaage
taagcaaagce

attctgegtt

1610
aactaaaaat
aactgaagat

1670
gtgagctget
gtgagectget

1730
tgaaaagtta
tgaaaagtta

1790
cgctgaaaaa
cgetgaaaag

1850
cccgttacaa
cccgttacaa

1910
gtagttattt
gtagttattt

197¢C
gtacaccgeg
gtacaccgceg

2030
cgccageccg
cgeccageccg

2090
cgctegecty
cgctegectyg

2150
catcaatatt
catcaatatt

caaaacaatg

1620
tgatgatace
tgatgatgat

1680
ggtaggtgat
ggtaggcgat

1740
tctggeegat
tctggcggat

1800
gctgactaag
cctgacaaaa

1860
ggcccagttt
ggcccagttt

1920
gacccagcaa
gacccagcaa

1280
agcggtatca
agcggtatca

2040
catcagttga
catcagttga

2100
tttttagaac
tttttagaac

2160
atcgataacg
atcgataacg
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ccaggagtet
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2190
caggaaaaag
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2250
cgtttactge
cgtttactge

2310
ctcageaata
ctcagcaata

cgttaa
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2200
geggtgagat
gcggtgagat

2260
aggctaattt
aggctaattt

2320
ttgecagaage
ttgcagaagce

2210
tgcgacgaat
tgcgacgaat

2270
gegtaacgac
gcgtaacgac

2330
ctggaagecag
ctggaagcag

2220
ctttecgage
ctttecgage

2280
gctcaggeca
gctcaggcca

2340
atttcacecga
atttcaccga
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