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DESCRIPCION
Vacunas atenuadas contra Streptoccocus suis y procedimientos de fabricacion y uso de las mismas

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere en general a vacunas bacterianas atenuadas, particularmente las que proporcionan
una proteccion amplia, segura y eficaz para animales porcinos contra infecciones/enfermedad causada por Streptococcus
suis. La presente descripcion se refiere ademas a procedimientos de produccién de bacterias atenuadas y a la
identificacion de variaciones de &cido nucleico que se asocian con una disminuciéon de la virulencia de las bacterias
atenuadas.

[0002] La presente invencion se refiere por tanto a composiciones inmunogénicas o de vacuna que comprenden las
bacterias de la invencion; por ejemplo, bacterias atenuadas vivas. Las bacterias son bacterias S. suis atenuadas vivas. La
invencion se refiere por lo tanto ademas a procedimientos para preparar y/o formular tales composiciones; es decir,
mezclar opcionalmente las bacterias con un portador, excipiente, diluyente o vehiculo veterinaria o farmacéuticamente
aceptable y/o un adyuvante y/o estabilizante. Por lo tanto, la invencién también se refiere al uso de las bacterias en la
formulacion de tales composiciones.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0003] Streptococcus suis es un coco Gram positivo que predominantemente coloniza cerdos. Aunque los cerdos adultos
actian como portadores asintomaticos, pueden causar meningitis mortal, artritis séptica y bronconeumonia en
lechones. Los cerdos adultos suelen portar S. suis como comensal en sus criptas amigdalinas y las vias respiratorias
superiores, pero las bacterias también se han aislado de los tractos gastrointestinal y genital. Casi todos los cerdos adultos
sirven como reservorios de S. suis y este patdgeno afecta a las industrias de cerdos en todo el mundo.

[0004] Ademas S. suis también coloniza una amplia variedad de especies de mamiferos y aves [Gottschalk et al.,
2007]. Ademas, S. suis es un importante agente zoonético [Perch et al., 1968], aunque la infecciébn humana con S. suis es
rara en Europa y América del Norte. La mayoria de estos casos en América del Norte y Europa estan casi exclusivamente
relacionados con la exposicién ocupacional a los cerdos o productos del cerdo. Sin embargo, la incidencia de la infeccion
humana con S. suis es mayor en el sureste de Asia y China. Aungue la meningitis es la manifestacion mas comuan en los
seres humanos, de vez en cuando también se observa septicemia y endocarditis.

[0005] De los 33 serotipos conocidos de S. suis, el serotipo 2 se asocia mas frecuentemente con meningitis y artritis en
cerdos de América del Norte y Europa [Fittipaldi et al., 2009; Higgins y Gottschalk, 2006]. Los diversos factores de
virulencia de S. suis incluyen; capsula, proteina de unién a fibronectina/fibrinégeno, factor de tipo opacidad del suero y
modificaciones de los acidos lipoteicoicos de la pared celular y peptidoglicano [Baums et al., 2006; Chabot-Roy et al.,
2006; de Greef et al., 2002; Fittipaldi et al, 2008a, b.; Smith et al., 1999]. Ademas, los factores de virulencia compartidos
entre diversas cepas del mismo serotipo muestran una amplia variacion [Berthelot-Herault et al., 2005; Quessy et al.,
1995; Vecht et al., 1992]. Los marcadores fenotipicos para la virulencia de S. suis incluyen el factor de hemodlisis, suilisina
(codificada por sly), la proteina LPXTG conocida como proteina liberada de muramidasa [MRP, 136 kDa, codificada por el
gen mrp] y el factor extracelular de proteina secretada [EF, 110 kDa, codificada por el gen epf]. Hay una fuerte correlacion
positiva entre la presencia de estas proteinas de virulencia y los fenotipos virulentos en cepas de Eurasia de S. suis
[Gottschalk et al., 2007; Vecht et al., 1991]. En estos continentes, las cepas del serotipo 2 MRP*EF*SLY* se aislan
principalmente de cerdos enfermos que muestran signos clinicos graves de la enfermedad, mientras que las cepas MRP-
EF-SLY- han sido frecuentemente aisladas de cerdos sanos [Allgaier et al., 2001; Vecht et al., 1992].

[0006] Se han investigado células completas y numerosas proteinas de S. suis como posibles candidatos vacunales. La
inmunizacioén con una bacterina de tipo natural protegié completamente contra la estimulacién con el serotipo homélogo,
mientras que el mutante no encapsulado no consiguié proporcionar proteccién [Wisselink et al., 2002]. En un estudio
realizado por Li et al, SAO recombinante (proteina de superficie de S. suis) en combinacion con Quil A protegi6 contra la
enfermedad del serotipo 2 de S. suis en cerdos. La inmunizacion intramuscular con SAO provocé respuestas de
anticuerpos humorales significativas, pero eran predominantemente IgG2. La inmunizacién con SAO recombinante
también indujo anticuerpos opsonofagociticos [Li et al., 2007]. La inmunizacién de los lechones con suilisina purificada de
la cepa de S. suis P1/7 (serotipo 2), aumento los titulos de anticuerpos neutralizantes, lo que sugiere que SLY podria
funcionar como antigeno protector [Jacobs et al., 1996]. Sin embargo, ninguno de estos experimentos utiliz6 serotipos
heterdlogos para estimular cerdos vacunados con estos antigenos. En un estudio de Baums et al, la bacternia de serotipo
2 de S. suis indujo inmunidad protectora inducida contra la estimulacién homéloga. Por el contrario, la eficacia protectora
de la vacuna de subunidad de MAP fue baja, aunque la inmunizacién con MAP dio lugar a titulos elevados en suero de
IgG2 contra MRP y SAO. Es importante destacar que, la inmunizacién con bacterina, pero no con MAP, indujo titulos de
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anticuerpos opsonizantes contra la cepa de serotipo 2, y se encontr6 que estos titulos de anticuerpos se correlacionaban
con la proteccién. Sin embargo, después de la absorcidén con un mutante isogénico no encapsulado, los sueros de lechones
inmunizados con bacterina no facilitaron la eliminacion de neutréfilos, lo que indica que los anticuerpos dirigidos contra la
cépsula pueden no haber sido esenciales para la opsonofagocitosis [Baums et al., 2009]. Ademas, la induccién de
anticuerpos opsonizantes contra el serotipo 9 no era detectable en el grupo que recibi6 bacterina o en el grupo que recibioé
la vacuna de MAP, lo que da lugar a una baja proteccién contra cepas del serotipo 9.

[0007] Ninguno de los estudios de estimulacion de vacunacion han producido una vacuna ampliamente protectora contra
infecciones por S. suis. Ademas, el conocimiento acerca de la comprension precisa de la patogénesis de S. suis a nivel
molecular es fragmentado debido al arsenal de factores de virulencia entre cepas dentro de un serotipo y el mecanismo
molecular complejo involucrado en la interaccion con su huésped. La falta de una vacuna eficaz contra las infecciones por
S. suis es un problema importante en la produccién porcina moderna. Por lo tanto, un objeto principal de la presente
descripcién para proporcionar una vacuna segura y eficaz de S. suis.

[0008] Fittipaldi et al. (2007) Vaccine, 25, 3524-35 describe el uso de una cepa mutante auxotréfica de S. suis (BD101)
€omo vacuna.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

[0009] Un objetivo de la presente invencién es proporcionar vacunas atenuadas. Dichas vacunas son para usar en
procedimientos para el tratamiento y profilaxis de la infeccion por S. suis.

[0010] En un aspecto, la presente invencidn proporciona una cepa atenuada de Streptococcus suis (S. suis) capaz de
proporcionar una respuesta inmunitaria segura y eficaz en animales porcinos contra S. suis o enfermedades causadas por
S. suis, en la que la cepa tiene sustituciones de aminoacidos en genes de virulencia rpsL-S12 (una proteina de la subunidad
ribosomal 30S), una proteina de membrana de unién a ATP transportadora ABC (ABC-ATPBMP), y un regulador de la
transcripcion marR con respecto a su cepa virulenta parental de S. suis, en la que dicha cepa parental comprende acidos
nucleicos que codifican proteinas de tipo natural que tienen secuencias de péptidos tal como se establecen en las SEQ ID
NOs: 2,6y 10, y en la que la cepa atenuada tiene secuencias de acido nucleico que codifican la secuencia de aminoéacidos
tal como se establece en las SEQ ID NOs: 4, 8 y 12. En otro aspecto de la presente invencion, se proporciona una
composicién inmunoldgica que comprende una cepa atenuada de S. suis de la presente invencion. En otro aspecto, la
presente invencién proporciona el uso de la cepa atenuada de la presente invencién en la fabricacién de la composicion
inmunolégica de la presente invencion. En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona una cepa atenuada o
una composicion inmunoldgica de acuerdo con la presente invencion para usar en terapia, en particular para usar en
provocar una respuesta inmunitaria protectora en un animal porcino contra S. suis 0 enfermedades causadas por S. suis.

[0011] Por lo tanto, la presente invencidn se refiere ademas a nuevas cepas atenuadas de S. suis, que proporcionan una
inmunidad protectora segura, eficaz y amplia. En relaciéon a una cepa de S. suis parental, las cepas atenuadas de la
presente descripcion tienen nucleétidos polimorficos, cuya presencia estd asociada con una virulencia reducida.

[0012] La bacteria mutante de la presente invencion comprende acidos nucleicos que se establecen en las SEQ ID NOs:
3,7,y 11, que codifican los péptidos tal como se establecen en las SEQ ID NOs: 4, 8,y 12, y que provocan que la bacteria
mutante sea atenuada/no virulenta, en relacion con la bacteria virulenta de tipo natural/parental que comprende acidos
nucleicos que codifican proteinas que tienen secuencias de péptidos, tal como se establecen en las SEQ ID NOs: 2, 6, y
10. Las cepas de la presente descripcion pueden tener "formas alternativas de genes”, que se definen en el presente
documento como "alelos", en relaciéon con su cepa parental de S. suis. En una realizacion, los alelos alternativos son
responsables de la virulencia reducida o atenuada. Tal como se define en el presente documento, el término "gen" se
utilizara en un sentido amplio, y abarcara secuencias codificantes y no codificantes (es decir, secuencias reguladoras en
direcciéon 5’ y en direccion 3’, promotores, 5'/3' UTR, intrones, y exones). Cuando se hace referencia a una secuencia
codificante de un gen, el término "secuencia codificante de gen" o "CDS" se utilizan indistintamente en toda esta
descripcién.

[0013] Las cepas atenuadas de la presente descripcion pueden tener uno o mas polimorfismos en una rpsL-S12 (un
proteina de unidad ribosomal 30S), una proteina de membrana de unién a ATP transportadora ABC (ABC-ATPBMP), y un
regulador de la transcripcion bacteriana (marR), los tres o combinaciones de los mismos. En una realizacion, hay al menos
4 diferencias de nucleétidos entre una cepa atenuada y su cepa parental: 2 SNP en la rpsL-S12 y 1 SNP en la ABC-
ATPBMP y marR.

[0014] La presente invencion se refiere a cepas de S. suis modificadas genéticamente, tal como se define por las
reivindicaciones, en las que la expresion de rpsL-S12, ABC-ATPBMP, y marR se altera con respecto a la cepa parental de
S. suis, dando lugar a una virulencia reducida de la cepa modificada genéticamente.
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[0015] La presente descripcion también se refiere a un procedimiento para producir una bacteria atenuada de S. suis, que
comprende las etapas de:

(a) cultivar una cepa parental de S. suis en presencia de un agente mutagénico;

(b) sembrar células supervivientes en un medio apropiado;

(c) analizar colonias individuales mediante la inyeccion en cerdos para determinar la virulencia;

(d) determinar que la cepa esta atenuada si los cerdos no presentan signos clinicos que estan asociados con la infeccion
por la cepa parental.

[0016] En una realizacion, las vacunas atenuadas comprenden ademas un adyuvante. El adyuvante puede ser cualquier
sustancia que aumenta y/o incrementa la respuesta inmunitaria provocada, en comparacién con la vacuna atenuada
sola. Los adyuvantes de la mucosa, incluyendo quitosanos y derivados de los mismos, son particularmente Utiles para las
vacunas atenuadas orales descritas.

[0017] La presente invencion facilita procedimientos para inducir una respuesta inmunolégica (o inmunogénica) o
protectora contra S. suis, asi como procedimientos para prevenir o tratar S. suis, 0 un estado o estados patolégicos
causados por S. suis, que comprende administrar las bacterias atenuadas, o una composicion que comprende las bacterias
atenuadas, a los animales en necesidad de las mismas.

[0018] También se proporcionan kits que comprenden al menos la cepa atenuada de S. suis e instrucciones de uso.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0019] Se describen en el presente documento secuencias de nucleétidos y genes implicados en la atenuacién de un
microorganismo, tales como bacterias, por ejemplo, bacterias Gram positivas, por ejemplo, Streptococcus suis (S. suis),
los productos (por ejemplo, proteinas, antigenos, inmundgenos, epitopos) codificados por las secuencias de nucleétidos,
los procedimientos para producir tales secuencias de nucle6tidos, los productos, los microorganismos, y usos de los
mismos, tales como para la preparacion de composiciones de vacuna o inmunogénicas 0 para provocar una respuesta
inmunolégica o inmunitaria o0 como un vector, por ejemplo, como un vector de expresion (por ejemplo, un vector de
expresion in vitro o in vivo).

[0020] Las mutaciones introducidas en las secuencias de nucle6tidos y genes de microorganismos producen mutantes
atenuados novedosos y no obvios. Estos mutantes son (tiles para la producciéon de composiciones inmunogénicas
atenuadas vivas 0 vacunas atenuadas vivas que tienen un alto grado de inmunogenicidad.

[0021] Estos mutantes también son Utiles como vectores que pueden ser Utiles para la expresion in vitro de productos de
expresion, asi como para la reproduccion o replicacion de secuencias de nucleétidos (por ejemplo, la replicacion del ADN),
y para productos de expresion in vivo.

[0022] La identificacion de las mutaciones proporciona secuencias de nucle6tidos y genes nuevos y no obvios, asi como
productos génicos codificados por las secuencias de nucleétidos y genes novedosos y no obvios.

[0023] Dichos productos génicos proporcionan antigenos, inmundgenos y epitopos, y son utiles como productos génicos
aislados.

[0024] Dichos productos génicos aislados, asi como los epitopos de los mismos, también son Utiles para generar
anticuerpos, que son utiles en aplicaciones de diagndstico.

[0025] Dichos productos génicos, que pueden proporcionar 0 generar epitopos, antigenos o inmundgenos, también son
Gtiles para composiciones inmunogénicas o inmunolégicas, asi como vacunas.

[0026] En un aspecto, la descripcién proporciona bacterias que contienen una mutacién atenuante en una secuencia de
nucleotidos o un gen en el que la mutacion modifica, reduce o suprime la expresion y/o la actividad biolégica de un
polipéptido o proteina codificada por un gen, dando como resultado una virulencia atenuada de la bacteria.

[0027] La mutacién no esta necesariamente situada dentro de una secuencia o gen codificante para perturbar su funcion,
que conduce a la atenuacién. La mutacion también se puede realizar en las secuencias de nucleétidos implicadas en la
regulacion de la expresion del gen, por ejemplo, en las regiones que regulan la iniciacién de la transcripcion, traduccion y
terminacion de la transcripcién. De este modo, también se incluyen promotores y regiones de unién al ribosoma (en
general, estos elementos reguladores se encuentran aproximadamente entre 60 y 250 nucledtidos en direccion 5’ del
codoén de inicio de la secuencia o gen codificante; Doree SM et al, J. Bacteriol 2001, 183 (6): 1983-9; Pandher K et al,
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Infect Imm 1998, 66 (12): 5613-9; Chung JY et al, FEMS Microbiol letters 1998, 166: 289-296), terminadores de la
transcripcion (en general, el terminador se encuentra dentro de aproximadamente 50 nucledtidos en direccion 3’ del codén
de parada de la secuencia o gen codificante; Ward, CK et al, Infect Imm 1998, 66 (7): 3326-36). En el caso de un operon,
tales regiones reguladoras pueden estar situadas a una mayor distancia en direccion 5 del gen o secuencia
codificante. Una mutacion en una region intergénica puede conducir también a la atenuacion.

[0028] Una mutacién dentro de tales secuencias reguladoras asociadas con la secuencia o gen codificante de manera que
la mutacion de esta secuencia de nucle6tidos modifica, inhibe o suprime la expresion y/o la actividad biolégica del
polipéptido o la proteina codificada por el gen, dando lugar a una virulencia atenuada de la bacteria, seria un equivalente
a una mutacion dentro de un gen o secuencia codificante identificado en la presente invencién

[0029] La atenuacion reduce o suprime la patogenicidad de las bacterias y la gravedad de los signos clinicos o lesiones,
disminuye la tasa de crecimiento de las bacterias y evita la muerte de las bacterias.

[0030] En particular, la presente invencién abarca atenuada cepas de S. suis atenuadas de acuerdo con las
reivindicaciones y vacunas que comprenden las mismas, que provocan una respuesta inmunogénica en un animal,
particularmente las cepas de S. suis atenuadas que provocan, inducen o estimulan una respuesta en un animal porcino.

[0031] Las cepas de S. suis atenuadas particulares de interés tienen mutaciones en genes, con relacion a la cepa parental
virulenta de tipo natural, que estan asociados con la virulencia. Se reconoce que, ademas de cepas que tienen las
mutaciones descritas, las cepas atenuadas que tengan cualquier nimero de mutaciones en los genes de virulencia
descritos pueden ser utilizadas en la practica de esta ensefianza. En una realizacién, las cepas atenuadas comprenden
secuencias de acido nucleico que comprenden los nucleétidos tal como se establecen en las SEQ ID NOs: 3, 7, 11, o
combinaciones de las mismas. En el momento de esta descripcion, estas secuencias no se sabia que existian en ningin
genoma de S. suis de origen natural, y so6lo se produjeron como resultado de los procedimientos de mutagénesis del
inventor, que habian sido llevados a cabo en la cepa parental virulenta, en los que los genes de tipo natural comprendian
los nucledtidos tal como se establecen en las SEQ ID NOs: 1, 5,y 9.

[0032] Las cepas de S. suis atenuadas segun la invencién comprenden acidos nucleicos que codifican péptidos que tienen
las secuencias tal como se establecen en las SEQ ID NOs: 4, 8, 12. Las cepas comprenden &cidos nucleicos que codifican
péptidos que tienen sustituciones de amino&cidos con respecto a las secuencias tal como se establecen en las SEQ ID
NOs: 2, 6, 10, tal como se indica en la Tabla 1 (para la cepa de la vacuna).

[0033] La cepa de S. suis atenuada tiene mutaciones, en relacion con su cepa parental virulenta, como la cepa depositada
en la ATCC con el Depdsito de Patente de Designacion PTA-13269. Estas mutaciones dan como resultado la cepa
atenuada que tiene una virulencia reducida en relacién con la cepa parental virulenta.

[0034] En una realizacion particular, la cepa atenuada es la cepa depositada en la ATCC bajo el Depoésito de Patente de
Designacion PTA-13269.

[0035] En otro aspecto, las cepas atenuadas de S. suis novedosas se formulan en una vacuna segura, eficaz contra S.
suis e infecciones/enfermedades causadas por S. suis.

[0036] En una realizacion, las vacunas de S. suis comprenden ademas un adyuvante. En una realizacion particular, el
adyuvante es un adyuvante de la mucosa, tal como quitosano, quitosano metilado, quitosano trimetilado, o derivados o
combinaciones de los mismos.

[0037] En una realizacion, el adyuvante comprende bacterias y/o virus completos, incluyendo H. parasuis, Clostridium,
virus de la gripe porcina (SIV), circovirus porcino (PCV), virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV),
Mannheimia, Pasteurella, Histophious, Salmonella, Escherichia coli, o combinaciones y/o variaciones de los mismos. En
varias realizaciones, el adyuvante aumenta la produccién del animal de IgM, EgG, IgA, y/o combinaciones de las mismas.

[0038] Por "antigeno" o "inmundgeno" se entiende una sustancia que induce una respuesta inmunitaria especifica en un
animal huésped. El antigeno puede comprender un organismo completo, muerto, atenuado o vivo; una subunidad o parte
de un organismo; un vector recombinante que contiene un inserto con propiedades inmunogénicas; una parte o fragmento
de ADN capaz de inducir una respuesta inmunitaria tras la presentacion a un animal huésped; un polipéptido, un epitopo,
un hapteno, o cualquier combinacion de los mismos. Alternativamente, el inmundgeno o antigeno puede comprender una
toxina o antitoxina.

[0039] Los términos "proteina”, "péptido", "polipéptido" y "fragmento de polipéptido" se usan indistintamente en este
documento para referirse a polimeros de residuos de aminoacidos de cualquier longitud. El polimero puede ser lineal o
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ramificado, puede comprender amino&cidos modificados o andlogos de aminoacidos, y puede estar interrumpido por restos
quimicos distintos de amino&cidos. Los términos también abarcan un polimero de amino&cidos que ha sido modificado de
forma natural o0 mediante intervencién; por ejemplo la formacion de enlaces disulfuro, glicosilacion, lipidacién, acetilacion,
fosforilacion, o cualquier otra manipulacién o modificacion, tal como conjugacién con un componente de marcaje o
componente bioactivo.

[0040] EI término "polipéptido inmunogénico o antigénico", como se usa en el presente documento incluye polipéptidos
gue son inmunolégicamente activos en el sentido de que una vez administrados al huésped, son capaces de evocar una
respuesta inmunitaria de tipo humoral y/o celular dirigida contra la proteina. Preferiblemente, el fragmento de proteina es
tal que tiene sustancialmente la misma actividad inmunolégica que la proteina total. Por lo tanto, un fragmento de proteina
puede comprender o consistir esencialmente en o consistir en al menos un epitopo o determinante antigénico. Una proteina
o0 polipéptido "inmunégenico", tal como se usa en el presente documento, incluye la secuencia de longitud completa de la
proteina, anélogos de la misma, o fragmentos inmunogénicos de la misma. Por "fragmento inmunogénico" se entiende un
fragmento de una proteina que incluye uno o mas epitopos y de este modo provoca la respuesta inmunolégica descrita
anteriormente. Tales fragmentos pueden ser identificados usando cualquier cantidad de técnicas de mapeo de epitopos
bien conocidas en el sector. Véase, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66
(Glenn E. Morris, Ed., 1996). Por ejemplo, los epitopos lineales pueden determinarse mediante, por ejemplo, sintesis
simultdnea de grandes cantidades de péptidos sobre soportes sélidos, correspondencia de los péptidos a partes de la
molécula de proteina, y reacciéon de los péptidos con anticuerpos, mientras los péptidos estan todavia unidos a los
soportes. Tales técnicas son conocidas en el sector y se describen en, por ejemplo, la patente de los Estados Unidos. No.
4.708.871; Geysen et al., 1984; Geysen et al., 1986. De manera similar, los epitopos conformacionales son facilmente
identificados mediante la determinacién de la conformacion espacial de aminoacidos, tales como mediante, por ejemplo,
cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear de 2 dimensiones. Véase, por ejemplo, Epitope Mapping
Protocols, supra. Los procedimientos especialmente aplicables a las proteinas de T. parva se describen completamente
en el documento PCT/US2004/022605.

[0041] EI término "polipéptido inmunogénico o antigénico" contempla ademas deleciones, adiciones y sustituciones en la
secuencia, siempre que el polipéptido funcione para producir una respuesta inmunoldgica tal como se define en este
documento. El término "variaciéon conservativa" se refiere a la sustitucion de un residuo de aminoécido por otro residuo
biol6gicamente similar, o la sustitucién de un nucle6tido en una secuencia de acido nucleico de tal manera que el residuo
de aminoacido codificado no cambie o0 es otro residuo bioldgicamente similar. A este respecto, las sustituciones
particularmente preferidas seran generalmente de naturaleza conservativa, es decir, aquellas sustituciones que tienen
lugar dentro de una familia de aminoéacidos. Por ejemplo, los aminoacidos se dividen generalmente en cuatro familias: (1)
acidos - aspartato y glutamato; (2) bésicos - lisina, arginina, histidina; (3) no polares - alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano; y (4) polares sin carga - glicina, asparagina, glutamina, cistina, serina, treonina,
tirosina. La fenilalanina, el triptéfano y la tirosina se clasifican a veces como aminoacidos aromaticos. Los ejemplos de
variaciones conservativas incluyen la sustitucién de un residuo hidréfobo, tal como isoleucina, valina, leucina o metionina,
por otro residuo hidrofobo, o la sustitucién de un residuo polar por otro residuo polar, tal como la sustitucion de arginina
por lisina, acido glutdmico por &cido aspértico, o glutamina por asparagina, y similares; o una sustitucidon conservativa
similar de un aminoacido por un aminoacido estructuralmente relacionado que no tendra un efecto importante sobre la
actividad biolégica. Las proteinas que tienen sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos que la molécula de
referencia, pero que poseen sustituciones de aminoacidos menores que no afectan sustancialmente a la inmunogenicidad
de la proteina estan, por lo tanto, dentro de la definicion del polipéptido de referencia. Todos los polipéptidos producidos
por estas modificaciones se incluyen en el presente documento. El término "variacion conservativa" también incluye el uso
de un aminoécido sustituido en lugar de un amino&cido parental no sustituido, siempre que los anticuerpos producidos
contra el polipéptido sustituido también inmunorreaccionen con el polipéptido no sustituido.

[0042] El término "epitopo” se refiere al sitio en un antigeno o hapteno al cual responden células B y/o células T
especificas. El término también se usa indistintamente con "determinante antigénico" o "sitio determinante antigénico". Los
anticuerpos que reconocen el mismo epitopo pueden identificarse en un inmunoensayo simple que muestra la capacidad
de un anticuerpo para bloquear la unién de otro anticuerpo a un antigeno diana.

[0043] Una "respuesta inmunoldgica" a una composicion o vacuna es el desarrollo en el huésped de una respuesta
inmunitaria celular y/o mediada por anticuerpos a una composicién o vacuna de interés. Por lo general, una "respuesta
inmunolégica” incluye, pero no se limita a uno o méas de los siguientes efectos: la produccién de anticuerpos, células B,
células T auxiliares, y/o células T citotoxicas, dirigidos especificamente a un antigeno o antigenos incluidos en el
composicién o vacuna de interés. Preferentemente, el huésped mostrara una respuesta inmunolédgica terapéutica o
protectora de manera que la resistencia a la nueva infeccion se vera reforzada y/o la gravedad clinica de la enfermedad
se vera reducida. Dicha proteccién se demostrara por una reducciéon o ausencia de sintomas y/o signos clinicos de la
enfermedad normalmente mostrados por un huésped infectado, un tiempo de recuperacion mas rapido y/o un titulo viral
disminuido en el huésped infectado.
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[0044] Por "animal" se pretende mamiferos, aves, y similares. Animal o huésped tal como se usa en el presente documento
incluye mamiferos y humanos. El animal puede ser seleccionado del grupo que consiste en equino (por ejemplo, caballos),
caninos (por ejemplo, perros, lobos, zorros, coyotes, chacales), felino (por ejemplo, leones, tigres, gatos domésticos, gatos
salvajes, otros gatos grandes, y otros felinos incluyendo guepardos y lince), ovino (por ejemplo, ovejas), bovino (por
ejemplo, ganado vacuno), porcino (por ejemplo, cerdo), aves (por ejemplo, pollo, pato, ganso, pavo, codorniz, faisan, loro,
pinzones, halcén, cuervo, avestruz, emu y casuario), primates (por ejemplo, prosimios, tarsero, mono, gibén, simio),
hurones, focas, y pescado. El término "animal" también incluye un animal individual en todas las etapas de desarrollo,
incluyendo recién nacido, embrionario y etapas fetales.

Composiciones

[0045] La presente invencion se refiere a una vacuna o composicion de S. suis que comprende una cepa de S. suis
atenuada de acuerdo con la invencién y un portador, excipiente o vehiculo farmacéutica o veterinariamente aceptable, que
provoca, induce o estimula una respuesta en una animal.

[0046] EI término "acido nucleico" y "polinucledtido” se refiere a ARN o ADN que es lineal o ramificado, monocatenario o
bicatenario, o un hibrido de los mismos. El término también abarca hibridos de ARN/ADN. Los siguientes son ejemplos no
limitativos de polinucleétidos: un gen o fragmento de gen, exones, intrones, ARNm, ARNt, ARNr, ribozimas, ADNCc,
polinucleétidos recombinantes, polinucleétidos ramificados, plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia,
ARN aislado de cualquier secuencia, sondas de acidos nucleicos y cebadores. Un polinucleétido puede comprender
nucle6tidos modificados, tales como nucleétidos metilados y analogos de nucleétidos, uracilo, otros azlcares y grupos de
unién, tales como fluororibosa y tiolato, y ramas de nucleétidos. La secuencia de nucleétidos se puede modificar
adicionalmente después de la polimerizacién, tal como mediante conjugacién, con un componente de marcaje. Otros tipos
de modificaciones incluidas en esta definicion son los bloqueos terminales, sustitucién de uno o mas de los nucle6tidos
naturales con un analogo, y la introduccién de medios para unir el polinucleétido a proteinas, iones metalicos, componentes
de marcaje, otros polinucleétidos o soporte sélido. Los polinucleétidos se pueden obtener mediante sintesis quimica o
derivarse de un microorganismo.

[0047] EI término "gen" se utiliza ampliamente para referirse a cualquier segmento de polinucleétido asociado con una
funcién bioldgica. Por lo tanto, los genes incluyen intrones y exones como en la secuencia gendmica, o soélo las secuencias
codificantes como en ADNCc y/o las secuencias reguladoras requeridas para su expresion. Por ejemplo, el gen también se
refiere a un fragmento de acido nucleico que expresa ARNm o ARN funcional, o codifica una proteina especifica, y que
incluye secuencias reguladoras.

[0048] Un componente bioldgico "aislado” (tal como un &cido nucleico o proteina u organulo) se refiere a un componente
que se ha separado sustancialmente o purificado de otros componentes bioldgicos en la célula del organismo en el que
se produce el componente de forma natural, por ejemplo, otro ADN y ARN cromosOmico y extracromosémico, proteinas y
organulos. Los acidos nucleicos y proteinas que han sido "aislados" incluyen &cidos nucleicos y proteinas purificados
mediante procedimientos de purificacion estandar. El término también abarca acidos nucleicos y proteinas preparados por
tecnologia recombinante, asi como mediante sintesis quimica.

[0049] El término "variacion conservativa" indica el reemplazo de un residuo de aminoacido por otro residuo biolégicamente
similar, o la sustitucion de un nucleétido en una secuencia de acido nucleico, de manera que el residuo de aminoacido
codificado no cambia o es otro residuo biologicamente similar. A este respecto, las sustituciones particularmente preferidas
seran generalmente conservativas en la naturaleza, tal como se describe anteriormente.

[0050] El término "recombinante” significa un polinucleétido de origen semisintético o sintético que, o bien no se produce
en la naturaleza o esta ligado a otro polinucleétido en una disposicién no encontrada en la naturaleza.

[0051] "Heterdlogo" significa derivado de una entidad genéticamente distinta del resto de la entidad a la que se esta
comparando. Por ejemplo, un polinucleétido puede colocarse mediante técnicas de ingenieria genética en un plasmido o
vector derivado de una fuente diferente, y es un polinucleétido heterélogo. Un promotor eliminado de su secuencia
codificante nativa y unido operativamente a una secuencia codificante distinta de la secuencia nativa es un promotor
heterélogo.

[0069] Los polinucleétidos pueden comprender secuencias adicionales, tales como secuencias codificantes adicionales
dentro de la misma unidad de transcripcion, elementos de control, tales como promotores, sitios de unién a ribosomas,
5'UTR, 3'UTR, terminadores de transcripcién, sitios de poliadenilacion, unidades de transcripcion adicionales bajo el control
del mismo o un promotor diferente, secuencias que permiten la clonacidon, expresion, recombinacion homodloga y
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transformacion de una célula huésped, y cualquier constructo tal como pueden ser deseable para proporcionar
realizaciones de esta invencion.

Procedimientos de uso y articulo de fabricacion

[0053] La presente invencién facilita las siguientes realizaciones de procedimiento. Por ejemplo, se describen un
procedimiento de vacunacion de un animal que comprende administrar una composicién que comprende una cepa de S.
suis atenuada y un portador, excipiente o vehiculo farmacéutica o veterinariamente a un animal. En un aspecto, el animal
es un animal porcino.

[0054] En una realizacion de la invencion, se puede emplear un régimen de sensibilizacion-refuerzo, que se compone de
al menos una administracién primaria y al menos una administracion de refuerzo usando al menos un polipéptido, antigeno,
epitopo o inmundgeno comun. Tipicamente, la composicion inmunoldgica o vacuna utilizada en la administracién primaria
es de naturaleza diferente de las utilizadas como refuerzo. Sin embargo, se observa que la misma composicion se puede
utilizar como administracion primaria y administraciéon de refuerzo. Este protocolo de administracion se llama
"sensibilizacion-refuerzo".

[0055] Un régimen de sensibilizacion-refuerzo comprende al menos una sensibilizacién-administracion y al menos una
administracion de refuerzo usando al menos un polipéptido comun y/o variantes o fragmentos del mismo. La vacuna
utilizada en la sensibilizacién-administracion puede ser de naturaleza diferente a las utilizadas como una vacuna de
refuerzo posterior. La sensibilizaciéon-administracion puede comprender una o0 mas administraciones. Del mismo modo, la
administracion de refuerzo puede comprender una o mas administraciones.

[0056] El volumen de dosis de composiciones de las especies objetivo que son mamiferos, por ejemplo, el volumen de
dosis de composiciones de cerdos o cochinos, basado en antigenos bacterianos, es generalmente de aproximadamente
0,1 a aproximadamente 2,0 ml, de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1,0 ml, y de aproximadamente 0,5 ml a
aproximadamente 1,0 ml.

[0057] La eficacia de las vacunas puede probarse aproximadamente de 2 a 4 semanas después de la Gltima inmunizacion
mediante la estimulacién de los animales, tales como porcinos, con una cepa virulenta de S. suis. Ambas cepas homoélogas
y heterélogas se utilizan para la estimulacién para probar la eficacia de la vacuna. El animal puede estimularse mediante
inyeccion IM o SC, aerosol, por via intranasal, intraocular, intratraqueal, y/o por via oral. Las muestras de las articulaciones,
los pulmones, el cerebro y/o la boca pueden ser recogidas antes y después de la estimulacion y pueden ser analizadas
para la presencia de anticuerpo especifico de S. suis.

[0058] Las composiciones que comprenden las cepas bacterianas atenuadas de la invencion utilizadas en los protocolos
de sensibilizacién-refuerzo estan contenidas en un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéutica o veterinariamente
aceptable. Los protocolos de la invencion protegen al animal de S. suis y/o previenen la progresion de la enfermedad en
un animal infectado.

[0059] Las diversas administraciones se realizan preferiblemente con de 1 a 6 semanas de diferencia. El intervalo de
tiempo preferido es de 3 a 5 semanas, y 6ptimamente 4 semanas de acuerdo con una realizacion, también se prevé un
refuerzo anual. Los animales, por ejemplo, cerdos, pueden tener al menos 3-4 semanas de edad en el momento de la
primera administracion.

[0060] Se debe entender por un experto en la técnica que la presente descripcion se proporciona a modo de ejemplo y la
presente invencién no se limita a la misma. A partir de la descripcion de este documento y el conocimiento en la técnica,
un experto en la materia puede determinar el nUmero de administraciones, la via de administracion, y las dosis a utilizar
para cada protocolo de inyeccion, sin una gran experimentacion.

[0061] La presente invencion también facilita un kit para realizar un procedimiento de provocar o inducir una respuesta
inmunolégica o de proteccion contra S. suis en un animal que comprende una composicion o vacuna inmunolégica de S.
suis atenuada y las instrucciones para realizar el procedimiento de liberacién en una cantidad eficaz para provocar una
respuesta inmunitaria en el animal. El kit puede ser para realizar un procedimiento de inducir una respuesta inmunolégica
0 protectora contra S. suis en un animal que comprende una composicién 0 vacuna que comprende una cepa de S. suis
atenuada de la invencion, e instrucciones para realizar el procedimiento de liberacién en una cantidad eficaz para provocar
una respuesta inmunitaria en el animal.

[0062] EI kit puede ser para la vacunacion de sensibilizacion-refuerzo de acuerdo con la presente invencion tal como se
describe anteriormente. El kit puede comprender al menos dos viales: un primer vial que contiene una vacuna o
composicién para la vacunacion de sensibilizacion de acuerdo con la presente invencion, y un segundo vial que contiene
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una vacuna 0 composicion para la vacunacién de refuerzo segun la presente invencion. El kit puede contener
ventajosamente primeros o segundos viales adicionales para vacunas de refuerzo adicionales o vacunas de refuerzo
adicionales.

[0063] Los portadores o vehiculos o excipientes farmacéutica o veterinariamente aceptables son bien conocidos por los
expertos en la técnica. Por ejemplo, un portador o vehiculo o excipiente farmacéutica o veterinariamente aceptable puede
ser una solucién de NacCl al 0,9% (por ejemplo, solucién salina) o un tampén fosfato. Otros portadores o vehiculos o
excipientes farmacéutica o veterinariamente aceptables que se pueden utilizar para los procedimientos de esta invencion
incluyen, pero no se limitan a, poli-(L-glutamato) o polivinilpirrolidona. Los portadores o vehiculos o excipientes
farmacéutica o veterinariamente aceptables pueden ser cualquier compuesto o combinacién de compuestos que facilitan
la administracién del vector (o proteina expresada a partir de un vector de la invencion in vitro); ventajosamente, el
portador, vehiculo o excipiente puede facilitar la transfeccion y/o mejorar la conservacion del vector (o proteina). Las dosis
y los volimenes de dosis en el presente documento se describen en la descripcidon general y también pueden ser
determinados por el experto en la materia a partir de esta descripcién leida en relacion con el conocimiento en la técnica,
sin una gran experimentacion.

[0064] Las composiciones y vacunas inmunolégicas de acuerdo con la invencion puede comprender uno o mas
adyuvantes. Los adyuvantes adecuados para usar en la practica de la presente invencion son (1) polimeros de acido
acrilico o metacrilico, anhidrido maleico y polimeros de derivados de alquenilo, (2) secuencias inmunoestimulantes (ISS),
tales como secuencias de oligodesoxirribonucledtidos que tienen una o mas unidades CpG no metiladas (Klinman et al,
1996;. W098/16247), (3) una emulsion de aceite en agua, tal como la emulsion SPT descrita en la pagina 147 de "Vaccine
Design, The Subunit and Adjuvant Approach”, publicado por M. Powell, M. Newman, Plenum Press 1995, y la emulsién
MF59 descrita en la pagina 183 de la misma obra, (4) lipidos catidnicos que contienen una sal de amonio cuaternario, por
ejemplo, DDA (5) citoquinas, (6) hidréxido de aluminio o fosfato de aluminio, (7 ) saponina o (8) otros adyuvantes descritos
en cualquier documento citado e incorporado por referencia en la presente solicitud, o (9) cualquier combinacién o mezclas
de los mismos.

[0065] En una realizacién, los adyuvantes incluyen aquellos que promueven una mejor absorcién a través de
revestimientos de la mucosa. Algunos ejemplos incluyen MPL, LTK63, toxinas, microparticulas de PLG y varios otros
(Vajdy, M. Immunology and Cell Biology (2004) 82, 617-627). En una realizacion, el adyuvante puede ser un quitosano
(Van der Lubben et al 2001; Patel et al 2005; Majithiya et al 2008; patente de Estados Unidos No. de serie 5,980.912).

[0066] En una realizacion, el adyuvante puede ser bacterias inactivadas, un virus inactivado, fracciones de bacterias
inactivadas, lipopolisacéaridos bacterianos, toxinas bacterianas o derivados o combinaciones de los mismos.

[0067] En una realizacion, el adyuvante comprende bacterias y/o virus completos, incluyendo H. parasuis, Clostridium,
virus de la inmunodeficiencia porcina (SIV), circovirus porcino (PCV), virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino
(PRRSV), Mannheimia, Pasteurella, Histophious, Salmonella, Escherichia coli, 0 combinaciones y/o variaciones de los
mismos. En varias realizaciones, el adyuvante aumenta la produccién del animal de IgM, EgG, IgA, y/o combinaciones de
las mismas.
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[0069] La invencién se describira a continuacion adicionalmente a modo de los siguientes ejemplos no limitativos.
EJEMPLOS
Ejemplo 1 - Produccidn y analisis genémico de S. suis atenuada

[0070] Con el fin de desarrollar una vacuna ampliamente protectora contra infecciones por S. suis, se aisl6 una cepa de
campo de Estados Unidos (cepa parental, Newport Laboratorios no 8-1433-1, SEQ ID NO: 9.) de un hisopo de cerebro
porcino. El aislado se identificO como serotipo 2 de S. suis, basandose en reacciones bioquimicas y ensayos de
aglutinacioén. La atenuacién de esta cepa parental se realizé por mutagénesis quimica usando clorhidrato de acriflavina,
tal como se describe por Sinha et al. Brevemente, se cultivaron células parentales de S. suis durante 18 horas en caldo
de tripticasa de soja que contenia sangre de oveja al 5% suplementado con 10 uM/ml de clorhidrato de acriflavina. Las
células supervivientes se reaislaron en placas de agar con sangre de oveja. Se seleccionaron veinte colonias individuales
y se cultivaron por separado en el mismo medio liquido. Se seleccion6 un cultivo de 20 y se inyectd (1,76 x 10° células/ml)
en cerdos para determinar la virulencia. Se inocularon diez cerdos, por via oral, y se observaron durante 26 dias. No se
observaron signos clinicos compatibles con la infeccién por S. suis en este periodo de tiempo. Ademas de ser altamente
atenuada, la cepa mutante era resistente a la neomicina. Ademas, el genoma completo de la cepa de vacuna
mutante/candidata (SEQ ID NO: 10), asi como la cepa parental (SEQ ID NO: 9), se secuencié completamente y se
analizaron para los polimorfismos de nucle6tido Unico (SNP) que pueden conferir el fenotipo no virulento.

[0071] Secuenciacién. Para secuenciar los genomas de las cepas parentales y mutantes, se granularon los cultivos en

fase logaritmica de S. suis y el ADN se purificé utilizando el mini kit Qiagen DNA (Qiagen, Valencia, CA). A continuacion,

se produjo una biblioteca de ADN gendmico (lllumina Genomic DNA Prep Kit, lllumina, San Diego, CA), y se sometié a
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amplificacion por grupos en una Single End Flow Cell v4 con un instrumento Cluster Generation Station (lllumina) para
generar una intensidad de grupo sin procesar de ~ 600.000 mm?. La secuenciacion se realizdé en un Analizador de Genoma
GAIl durante 56 ciclos usando reactivos de kit de secuenciacion (lllumina). Las secuencias se compararon a continuacion
contra la secuencia del genoma GenBank descrita de S. suis, P1/7 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AM946016.1)
(SEQ ID NO: 11), y la homologia se identificé con genes definidos conocidos. Las secuencias de las cepas parentales y
mutantes se compararon para buscar polimorfismos de nucle6tido Unico (SNP) que se produjeron en las regiones
codificantes de los genes (a pesar de que se reconoce y se prevé por los inventores, las regiones no codificantes también
pueden ser responsables de los fenotipos atenuados/no virulentos). Este andlisis revel6 varios SNP y los que dieron lugar
a cambios de aminoacidos (no sindnimos) se sometieron a una verificacion adicional. Los SNP que dieron lugar al cambio
de aminoacidos se verificaron utilizando la técnica de secuenciacion de Sanger de acuerdo con protocolos establecidos.

[0072] Las lecturas se filtraron por la calidad usando un script de Python personalizado. Las bases de baja calidad fueron
recortadas primero de los extremos de las lecturas, tras lo cual se mantuvieron solamente si habia al menos 40 pb con la
calidad > 20 y no ambiguamente llamadas bases internas. Tras el recorte y etapa de filtrado, las lecturas se mapearon
contra un conjunto de genomas de referencia utilizando el alineador Burrows-Wheeler (BWA) version 0.6.1-r104 (http://bio-
bwa.sourceforge.net/). La salida de Sequence Alignment/Map (SAM) de BWA se analiz6 adicionalmente utilizando el
paquete SAMtools (http://samtools.sourceforge.net/) con el fin de llamar a variantes. Las llamadas variantes resultantes se
analizaron adicionalmente usando un script personalizado escrito en R en el que las variantes se anotaron en funcion de
su posicion dentro del genoma. Las variantes también se filtraron basandose en la profundidad de cobertura, la calidad de
genotipo descrito por SAMtools, y para variantes que fueron segregandose con respecto a las muestras de parental y
mutante. SAMtools también se usé para generar una secuencia consenso basandose en los resultados del mapeo. Esta
secuencia se anot6 en base a la secuencia de referencia y se formateé como un archivo de GenBank para la compatibilidad
de Artemis utilizando scripts personalizados y BioPython (http://biopython.org/wiki/Biopython). La comparacion de los
genomas parental vs. mutante (vacuna) dio lugar a 3 SNP que atraviesan dos genes; 1) Dos SNP en una proteina de
subunidad ribosomal 30S rpsL-S12 y 2) un SNP en proteina de membrana de unién a ATP transportadora ABC. Estos tres
SNP fueron confirmados mediante procedimientos de secuenciacién estandar de Sanger.

[0073] Significancia funcional de una proteina de la subunidad ribosomal 30S rpsL-S12: Las proteinas pequefias de
subunidad 30S (S) y proteinas grandes de subunidad 50S (L) son componentes criticos de la maquinaria de sintesis de
proteinas. Estas proteinas de la subunidad funcionan como sitios de union para muchos antibiéticos y las mutaciones en
cualquiera/mas de estas proteinas de subunidades dan lugar a resistencia o susceptibilidad a antibiéticos. Las mutaciones
causadas por polimorfismos de nucleétido Unico (SNP) en la subunidad mas pequefia confieren resistencia a los
antibidticos, tales como tetraciclina, espectinomicina, higromicina B y estreptomicina, mientras que las mutaciones en la
subunidad mas grande confieren resistencia contra cloranfenicol, eritromicina, y estrepgramina B. La cepa de vacuna de
S. suis es resistente a la neomicina (16 pg/ml) como resultado de estos dos SNP en la proteina pequefia de subunidad
ribosomal (S12) y tiene un fenotipo no virulento. En las bacterias de tipo natural, la neomicina se transporta activamente a
través de la membrana celular bacteriana, se une a una proteina receptora especifica en la subunidad 30S de ribosomas
bacterianos e interfiere con un complejo de iniciacion entre ARNm (ARN mensajero) y la subunidad 30S, inhibiendo la
sintesis de proteinas. EI ADN puede leerse incorrectamente, produciendo asi proteinas no funcionales; los polirribosomas
se separan y son incapaces de sintetizar la proteina [McEvoy, 1989].

[0074] Significancia funcional de la proteina de membrana de unién a ATP transportadora ABC: Los transportadores de
casete de unién a ATP bacterianos (transportadores de ABC) son esenciales para la supervivencia celular y para el
transporte de virulencia o factores asociados a virulencia [Davidson et al, 2008;Henderson et al., 1994]. Los
transportadores de ABC son extremadamente vitales en la supervivencia celular y funcionan como osmoprotectores al
mediar en la captacion de solutos y prevenir el aumento letal en la fuerza osmdtica [Poolman et al., 2004]. Ademas, las
proteinas ABC bacterianas también estan involucradas en la regulacion de varios procesos fisiolégicos. Los
transportadores de ABC también sirven en sistemas de eflujo bacterianos mediante la extrusiébn de componentes a la
superficie celular (por ejemplo polisacaridos capsulares, lipopolisacaridos, y &acido teicoico), proteinas implicadas en la
patogénesis bacteriana (por ejemplo, hemdlisis, proteina de unién a hemo y proteasa alcalina), hemo, enzimas hidroliticas,
proteinas de la capa S, factores de competencia, toxinas, antibiéticos, bacteriocinas, antibiéticos peptidicos, farmacos y
sideroforos [Davidson et al., 2008; Davidson y Chen, 2004]. También juegan un papel importante en rutas biosintéticas,
incluyendo la biosintesis de polisacarido extracelular y la biogénesis de citocromo [Zhou et al., 1998; Poole et al., 1994].

[0075] Significancia funcional de regulador de la transcripcion marR. El analisis del dominio conservado de NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?WWP257HNO1N&mode=all) indica que este gen codifica un
regulador transcripcional que contiene un motivo "hélice-giro-hélice" implicado en la resistencia a multiples antibidticos
(HTH_MARR), parte del operén marRAB. En Escherichia coli, marA codifica un regulador positivo de la respuesta de
resistencia a antibiéticos, mientras que marR codifica un represor de la transcripciéon de marRAB y controla la produccion
de MarA en respuesta a sefiales ambientales (George y Levy, 1983). EI SNP en la cepa de la vacuna descrita se encuentra
dentro del dominio HTH_MARR (posiciones de aminoacidos 30 a 125). El dominio hélice-giro-hélice se une al ADN y es la
11
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caracteristica singular de los reguladores de la transcripcion. La proteina MarR de tipo natural es un dimero conteniendo
cada subunidad un motivo de unién a ADN “hélix-winged” involucrado en la regulacion de la transcripcion.

[0076] En conjunto, las mutaciones en estos tres genes (SNP resumidos en la Tabla 1) hacen la cepa de la vacuna de
NPL de S. suis avirulenta y resistente a neomicina, y posiblemente a otros antibiéticos.

Tabla 1. Localizacion de SNP e identificacion de genes mutados en la cepa atenuada de S. suis

Gen SNP# Posicion de | Cepa parental Cepa de vacuna | Cambio de
nucledtido aminoacido

rpsL-S 12 1 167 A (se encuentra | C (se encuentra | Lisina a treonina
enSEQIDNO: 1) | enSEQIDNO: 3) | (K-T)

rpsL-S 12 2 301 A (se encuentra | C (se encuentra | Lisina a
en SEQIDNO:1) | en SEQ ID NO: 3) | glutamina (K-Q)

bmp a ATP |3 323 G (se encuentra | A (se encuentra | Arginina a

transportadora en SEQID NO:5) | en SEQ ID NO: 7) | histidina (R-H)

ABC

marR 4 265 C T Arginina a

Regulador de la (se encuentra en | (se encuentra en | Cisteina (R-C)

transcripcion SEQ ID NO: 9) SEQ ID NO: 11)

Ejemplo 2 - Eficacia de vacunas de  S. suis atenuadas en animales porcinos
[0077] Protocolo general para estudios de eficacia: Se determinaron las unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro
de cada dilucién de vacuna mediante titulacion antes y después de la vacunacion.

[0078] Todos los cerdos utilizados en estos estudios se obtuvieron de Midwest Research Swine, Gibbon, MN, y estaban
sanos y normales en el momento de la entrega. La piara se considera una piara de origen de buena salud, que no tenia
un historial de infeccion por Streptococcus suis y era hegativa para el virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino
(PRRS). Los lechones de la piara de origen tenian un historial susceptible a una estimulacion con S. suis en los estudios
anteriores. Los cerdos recibieron a los 17-24 dias de vida. Se observaron antes de la vacunacién los animales y se
consideraron clinicamente normales ya que carecian de signos de enfermedad, incluyendo tos, respiracién abdominal, y/o
cojera. El cerdo individual se utiliz6 como unidad experimental en estos estudios y se etiqueté en la oreja antes de la
entrega. Los animales fueron asignados aleatoriamente a los espacios habilitados y a los grupos de tratamiento utilizando
el generador de numeros aleatorios en Microsoft Excel.

[0079] Programacion de eventos. Todos los cerdos se vacunaron en el dia 0. Cada cerdo en los grupos de vacuna
recibieron 1 ml de vacuna apropiada, por via oral. A los animales de control se les administré 1 ml de solucion salina estéril,
por via oral, que sirvieron como placebo. Aproximadamente 30-35 dias después de la vacunacion, todos los cerdos se
estimularon y se observaron durante once dias después de la estimulacion.

[0080] Estimulacion. El aislado de estimulacion era de una muestra de hisopo de cerebro (aislado 8-1433-1). Se identificd
como un aislado de Streptococcus suis de tipo 2 a través de la aparicion de colonias en placas de agar sangre (colonias
blancas, lisas, redondas, pequefias), reaccion de tincion Grams, pruebas bioquimicas (alfa-hemolitica, catalasa negativa,
no hay crecimiento en caldo con cloruro de sodio al 6,5% y esculina positiva). El aislado se cultivé hasta aproximadamente
9 logs/ ml en un medio de cultivo liquido, se congel6 en alicuotas de 1 ml en ampollas estériles con la etiqueta "8-1433-1",
y se almacenaron a -80°C. Estudios anteriores demostraron virulencia de este aislado en cerdos.

[0081] Aproximadamente 4 horas antes de la estimulacion, se descongel6 una ampolla del aislado de campo de
Streptococcus suis de tipo 2 virulento (aislado 8-1433-1). La ampolla se utilizé para inocular medio fresco y este cultivo se
incubd en un agitador orbital a 37°C hasta que se alcanzé una densidad 6ptica de aproximadamente 1,0 a 600 nanémetros
(nm) en un espectrofotometro. El cultivo era tefiido Gram; colonias caracteristicas de los pequefios cocos en cadenas y
estaban presente células individuales y puras. El recuento viable del in6culo de la estimulacion se determiné
inmediatamente antes e inmediatamente después de la estimulacién. Cada cerdo recibié 2 ml del in6culo de estimulacion
por via intramuscular.

[0082] Observaciones. Se observaron cerdos diariamente por individuos que fueron cegados a la asignacion del
tratamiento. Se registraron los animales que presentaron cojera, renuncia a levantarse, trastornos del sistema nervioso
central (SNC) o muerte. "S. suis DMO" es la cepa atenuada que comprende los SNP indicados en la Tabla 1, que fue
depositada de acuerdo con el Tratado de Budapest bajo depésito de patente ATCC de designacion PTA-13269.
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Tabla 2. Ruta oral Vx/Estudio de estimulacién 1

Grupo de tratamiento

Porcentaje de enfermos

Porcentaje de muertos

Porcentaje de proteccion

6 logs, DMO 50% 30% 70%
7 logs, DMO 30% 10% 90%
8 logs, DMO 44% 11% 89%

Controles 90% 40% 60%

Tabla 3. Ruta oral Vx/Estudio de estimulacién 1

Grupo de tratamiento

Porcentaje de enfermos

Porcentaje de muertos

Porcentaje de proteccion

S. suis, DMO

40%

30%

70%

Controles

80%

40%

60%

Tabla 4. Ruta oral Vx/Estudio de estimulacién 2

Grupo de tratamiento

Porcentaje de enfermos

Porcentaje de muertos

Porcentaje de proteccion

6 logs, DMO 15% 10% 90%
7 logs, DMO 10,5% 5,2% 94,8%
8 logs, DMO 10,5% 10,5% 89,5%
Controles 60% 33,3% 66,7%
Tabla 5. Estudio de eficacia 1
Grupo # muertos % muertos # enfermos % muertos
6 logs, DMO 6/20 30% 9/20 45%
7 logs, DMO 0/20 0% 4/20 20%
8 logs, DMO 3/20 15% 6/20 30%
Controles 6/20 30% 11/20 55%
Tabla 6. Estudio de eficacia 2
Grupo # muertos % muertos # enfermos % muertos
6 logs, DMO 8/20 40% 12/20 60,0%
7 logs, DMO 4/19 21,1% 11/19 58,0%
8 logs, DMO 5/20 25,0% 5/20 25,0%
Controles 10/19 52,6% 16/19 84,0%

LISTADO DE SECUENCIAS

[0083]

<110>
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<170> PatentIn version 3.5
<210> 1

<211> 411

<212> ADN

<213> Streptococcus suis

<400> 1

atgcctacaa ttaaccagtt ggtacgtaaa
tcaccagctt tgaacgttgg ttacaacagc
Cccacaaaaac gcggtgttgc aactcgtgtc
gcccttcgta aatttgctcg tgtacgtttg
ccaggtatcg gtcacaactt gcaagaacac
aaagaccttc caggggtacg ttaccatatc
aacgatcgta agcaaggccg ttctaaatac
<210> 2

<211> 137

<212> PRT

<213> Streptococcus suis

<400> 2

Met Pro Thr
1

Glu Lys Ser

Gln
35

Lys val

val
50

Arg Gly

Phe Ala

65

Arg

Pro Gly Ile

Gly Gly Arg

Gly Ala Leu

115

Ile Asn
5

Lys Ser

Thr Asn
Thr Met
val

Arg

His
85

Gly

val
100

Lys

Asp Thr

GIn Leu

Pro

val

Thr

Leu

70

Asn

Asp

Ala

val

Leu

Ser
40

Ser

Pro
55

Lys
Ser Asn
Leu Gln
Pro

Leu

val
120

Gly

ccacgtaagt
cgtaaaaaag
ggaacaatga
agcaacctta
agtgtggttc
gttcgtggtg

ggtactaaac

Arg Lys Pro

10

Asn val

25

Gly

Pro Gln Lys

Lys Pro Asn

Glu
75

Leu ITe

His Ser

90

Glu
val

Arg

Asp Arg

14

ctaaagtaga
ttcaaacaaa
cacctaaaaa
tcgaagttac
ttcttcgtgg
cacttgatac

gtccaaaagg

Arg Lys Ser

ser
30

Tyr Asn

Gly val

45

Arg

Ser Ala Leu

60

val Thr Ala

val val Leu

Ile
110

Tyr

Gln
125

Lys Gly

aaaatctaaa
cgtttcatca
acctaactca
tgcttacatc
tggacgtgta
tgctggtgta

C

val
Arg Lys
Ala Thr
Arg

Lys

Ile
80

Tyr

Leu
95

Arg
val

Arg

Arg Ser

60
120
180
240
300
360
411
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Lys Tyr Gly Thr Lys Arg Pro Lys Gly
135

130
<210> 3
<211> 411
<212> ADN
<213> Streptococcus suis
<400> 3
atgcctacaa ttaaccagtt ggtacgtaaa
tcaccagctt tgaacgttgg ttacaacagc
Cccacaaaaac gcggtgttgc aactcgtgtc
gcccttcgta aatttgctcg tgtacgtttg
ccaggtatcg gtcacaactt gcaagaacac
caagaccttc caggggtacg ttaccatatc
aacgatcgta agcaaggccg ttctaaatac
<210> 4
<211> 137
<212> PRT
<213> Streptococcus suis

<400> 4
Met Pro Thr
1

Glu

Lys Ser

Gln
35

Lys val

val
50

Arg Gly

Phe Ala

65

Arg

Pro Gly Ile

Gly Gly Arg

Gly Ala Leu

115

Ile Asn
5

Lys Ser

Thr Asn
Thr Met
val

Arg

His
85

Gly

val Gln

100

Asp Thr

GIn Leu

Pro

val

Thr

Leu

70

Asn

Asp

Ala

val
Ala

Leu

Ser
40

Ser

Pro Thr

55

Ser Asn

Leu GIn
Pro

Leu

val
120

Gly

ccacgtaagt
cgtaaaaaag
ggaacaatga
agcaacctta
agtgtggttc
gttcgtggtg

ggtactaaac

Arg Lys Pro

Asn val

25

Gly

Pro Gln Lys

Lys Pro Asn

Glu
75

Leu Ile

His Ser

90

Glu
val

Arg

Asp Arg

15

ctaaagtaga
ttcaaacaaa
cacctacaaa
tcgaagttac
ttcttcgtgg
cacttgatac

gtccaaaagg

Arg Lys Ser

sSer
30

Tyr Asn

Gly val

45

Arg

Ser Ala Leu

60

val Thr Ala

val val Leu

Ile
110

Tyr His

Gln
125

Lys Gly

aaaatctaaa
cgtttcatca
acctaactca
tgcttacatc
tggacgtgta
tgctggtgta

C

val
Arg Lys
Ala Thr
Arg

Lys

Ile
80

Tyr

Leu
95

Arg
val

Arg

Arg Ser

60
120
180
240
300
360
411
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Lys Tyr Gly Thr Lys Arg Pro Lys Gly
130

<210> 5

<211> 1782
<212> ADN
<213>

<400> 5
atgaagacgt

atttttctag
aatgccattg
caggctgact
gcctatgcgg
gctcattcga
gccttctttg
aatatccaaa
gttggtatgg
tctacgccag
gataagcaac
caaaaagcga
aatgaagaag
tttatgaatg
gttctcaatg
caatactcgc
cagctagctt
cgtcctcaaa
gactttggct
ggtaagatgg
attaaccgct
gaatatgatt
ttctcgggta
gtggaaaccg
tatgaaacct

tccattgccc

tacgtttttt
ccattgtggc
cggagatggg
ttcagccaga
cgacggttgt
ccaaccgtat
atagccacaa
acgctttcaa
tcatcatgat
ttgccttgat
aggctgcggt
ttattgtaca
ttcgtcgcac
gtatgagttt
acagctcact
aacagtatta
tcacaggagc
acgctccgct
acttgccagg
tggcggtcgt
tctacgatgt
tggatagctt
ctattgcgga
cagctcgtgc
ttgtgaccga

gtacgctttt

135

Streptococcus suis

ctggttttat
agcgacctac
gaaaatcggg
catggctgat
ggcttccttg
gcgtaagggc
ggacggggat
ccagtccttg
gttccgtcag
tgccttggtc
gtctaaactc
aggtgtgcag
aactttcaag
ggtcaatacg
ggaaacagct
ccagccaatc
tcatcgtatt
atttaccgaa
tcagaaggtc
tggtccgacg
caatggtggt
gcggaataag
caatattcgc
cacccatatc
tgatgagaat

gacagaccca

tttaaacgct
ctgcaggtta
caggcttact
tttaacgggg
atttacactc
ttgtttggca
atactttctc
acccaagtgg
gatactcgct
gttatcatcc
aatgcctaca
gaagagacaa
ggacgcttgt
gccattgtta
gccgcacttg
atgcaggttg
caggaaatgt
ttaaaagaag
ttggacaagg
ggatctggta
agtgtggcct
gtcggtatcg
tttggtgatg
cacgacttca
gtcttctcaa

caagtcttga

16

ataaactgtc
agacacctgt
ttatggccaa
ttatgctcaa
tcctcttcac
aactggaacg
gctttaccag
tgaccaacat
tggccttggt
gcctatcacg
tggacgagaa
ttgatggttt
ttggtgggat
tctttgcagg
gtctggtggt
ctgccagctg
ttgatgagcc
gtgttgaaat
tgtctatctc
agactaccat
ttgatggtcg
tcttgcagga
agagcatttc
tcatgagctt
caggtcagaa

ttttggacga

ctttgctgtg
tttccttgga
tcaagctggt
tcttttcttt
gcgtatcgtg
cttgacagtt
tgatttggac
cgctctttat
gaccattgct
gaaatatacg
aatttctgga
cttggagctc
tctcttccca
ttccagcatt
gacttttgtt
ggcagaattg
tgaggaagtt
taaggacatc
tgctcctaag
tatgaacttg
cgatattcgg
gtcggtgtta
gcaggaaatg
gccagagggc
acagttgatt

agcaacctca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
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aacgttgata
cggactagct
gtcctcaagg

ggcttctacg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

6
594
PRT

Streptococcus suis

6

Met Lys Thr Leu
1

Ser

val

Ile

Gln

65

Ala

Thr

Gly

Gly

Ala

145

val

val

Phe

Lys

Gly

50

Pro

Tyr

Arg

Lys

Asp

Phe

Gly

Thr

Ala val
20

Thr Pro
35

Gln Ala

Asp Met

Ala Ala

Ile val

100

Leu Glu

115

Ile Leu

Asn Gln

Met Vval

ITe Ala
180

Arg
5

val
Tyr
Ala
Thr
85

Ala
Arg
Ser
Ser
Ile

165

Ser

Phe

Phe

Phe

Phe

Asp

70

val

His

Leu

Arg

Leu

150

Met

Thr

Phe

Leu

Leu

Met

55

Phe

val

Ser

Thr

Phe

135

Thr

Met

Pro
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Trp

Ala

Gly

40

Ala

Asn

Ala

Thr

val

120

Thr

Gln

Phe

val

Phe

Ile

25

Asn

Asn

Gly

Ser

Asn

105

Ala

Ser

val

Arg

Ala
185

Tyr

10

val

Ala

Gln

val

Leu

90

Arg

Phe

Asp

val

Gln

170

Leu

tcgtcattgc ccaccgcctc aaaaccattc

ccgaacttta ccacaaccag tttgtgtttg

Phe

Ala

Ile

Ala

Met

75

Ile

Met

Phe

Leu

Thr

155

Asp

Ile

17

tcaatgcgga tgaaatcatc

aa

Lys

Ala

Ala

Gly

60

Leu

Tyr

Arg

Asp

Asp

140

Asn

Thr

Ala

Arg

Thr

Glu

45

Gln

Asn

Thr

Lys

Ser

125

Asn

Ile

Arg

Leu

Tyr

Tyr

30

Met

Ala

Leu

Leu

Gly

110

His

Ile

Ala

Leu

val
190

Lys

Leu

Gly

Asp

Phe

Leu

95

Leu

Lys

Gln

Leu

Ala

175

val

ccgtaacgga ggccaaaatt caaaaggcta tggaggccat tatcgcagga

atggaaaggt tatcgagcaa ggcaaccaca gccaacttct caaactaaat

Leu

Gln

Lys

Phe

Phe

80

Phe

Phe

Asp

Asn

Tyr

160

Leu

Ile

1620
1680
1740
1782
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Ile

Lys

Ile

225

Asn

Ile

val

Thr

Gln

305

Gln

Pro

Glu

Lys

Ala

385

Ile

Arg

Ile

Arg

Leu

210

val

Glu

Leu

Ile

Ala

290

Tyr

Leu

Glu

Gly

val

370

val

Asn

Asp

val

Leu

195

Asn

Gln

Glu

Phe

Phe

275

Ala

Tyr

Ala

Glu

val

355

Leu

val

Arg

Ile

Leu
435

Ser

Ala

Gly

val

Pro

260

Ala

Ala

Gln

Phe

val

340

Glu

Asp

Gly

Phe

Arg

420

Gln

Arg

Tyr

val

245

Phe

Gly

Leu

Pro

Thr

325

Arg

Ile

Lys

Pro

Tyr

405

Glu

Glu

Lys

Met

Gln

230

Arg

Met

ser

Gly

Ile

310

Gly

Pro

Lys

val

Thr

390

Asp

Tyr

ser

Tyr

Asp

Glu

Thr

Asn

Ser

Leu

295

Met

Ala

Gln

Asp

Ser

375

Gly

val

Asp

val

ES 2 662 801 T3

Thr

200

Glu

Glu

Thr

Gly

Ile

280

val

Gln

His

Asn

Ile

360

Ile

ser

Asn

Leu

Leu
440

Asp

Lys

Thr

Phe

Met

265

val

val

val

Arg

Ala

345

Asp

Ser

Gly

Gly

Lys Gln

Ile Ser

Ile Asp

Lys Gly
250

Ser Leu

Leu Asn

Thr Phe

Ala Ala
315

ITe Gln
330

Pro Leu

Phe Gly

Ala Pro

Lys Thr
395

Gly Ser
410

Ser Leu

Ser Gly

18

Gln

Gly

Gly

Arg

val

Asp

val

300

Ser

Glu

Phe

Tyr

Lys

Thr

val

Arg

Thr

Ala

205

Gln

Phe

Leu

Asn

Ser

285

Gln

Trp

Met

Thr

Leu

365

Gly

Ile

Ala

Asn

Ile
445

Ala

Lys

Leu

Phe

Thr

270

Ser

Tyr

Ala

Phe

Glu

350

Pro

Lys

Met

Phe

Lys

Ala

val

Ala

Glu

Leu

Ser

Glu

Asp

335

Leu

Gly

Met

Asn

Asp

val

Asp

Ser

Ile

Leu

240

Gly

Ile

Glu

GlIn

Leu

320

Glu

Lys

Gln

val

Leu

400

Gly

Gly

Asn



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

Ile Phe

Ala Ala

465

Arg

Tyr Glu Thr

Lys GIn Leu

Leu
515

Leu

Ile Gln

530

Lys

val Ala

545

val Leu Lys

Leu Lys Leu

Phe Glu

<210> 7

<211> 1782
<212> ADN
<213>

<400> 7
atgaagacgt

atttttctag
aatgccattg
caggctgact
gcctatgcgg
gctcattcga
gccttctttg

aatatccaaa

Gly Asp

Thr His

Glu

Ile

ES 2 662 801 T3

Ser Ile

455

His Asp

470

val
485

Phe

Ile
500

Ser
Asp Glu
Ala

Lys

His Arg

Thr

Ile

Ala

Met

Leu

Asp Asp

Ala Arg

Thr Ser

520

Glu Ala

535

Lys Thr

550

Asp Gly

Asn
580

Gly

tacgtttttt
ccattgtggc
cggagatggg
ttcagccaga
cgacggttgt
ccaaccgtat
atagccacaa

acgctttcaa

Lys

Phe

val Ile

Tyr Ala

Streptococcus suis

ctggttttat
agcgacctac
gaaaatcggg
catggctgat
ggcttccttg
gcataagggc

ggacggggat
ccagtccttg

Ser Gln Glu

Phe Ile Met

475

Glu Asn val

490

Thr
505

Leu Leu

Asn val Asp

Ala

Ile

Asn
555

Leu

Gln
570

Glu Gly

Glu
585

Leu Tyr

tttaaacgct
ctgcaggtta
caggcttact
tttaacgggg
atttacactc
ttgtttggca
atactttctc

acccaagtgg
19

Met val Glu

460

Ser Leu Pro

Phe Ser Thr

Thr Pro

510

Asp

val Thr

525

Thr

Gly Arg Thr

Ala Asp Glu

Asn His Ser

Gln
590

His Asn

ataaactgtc
agacacctgt
ttatggccaa
ttatgctcaa
tcctcttcac
aactggaacg
gctttaccag

tgaccaacat

Thr Ala

Glu Gly
Gly GlIn
Gln val
Glu Ala
Phe

Ser

Ile
560

Ile

Gln
575

Leu

Phe val

ctttgctgtg
tttccttgga
tcaagctggt
tcttttcttt
gcgtatcgtg
cttgacagtt
tgatttggac

cgctctttat

60
120
180
240
300
360
420
480
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gttggtatgg
tctacgccag
gataagcaac
caaaaagcga
aatgaagaag
tttatgaatg
gttctcaatg
caatactcgc
cagctagctt
cgtcctcaaa
gactttggct
ggtaagatgg
attaaccgct
gaatatgatt
ttctcgggta
gtggaaaccg
tatgaaacct
tccattgcecc
aacgttgata
cggactagct
gtcctcaagg
ggcttctacg
<210> 8

<211> 594
<212> PRT
<213>
<400> 8

tcatcatgat
ttgccttgat
aggctgcggt
ttattgtaca
ttcgtcgcac
gtatgagttt
acagctcact
aacagtatta
tcacaggagc
acgctccget
acttgccagg
tggcggtcgt
tctacgatgt
tggatagctt
ctattgcgga
cagctcgtgc
ttgtgaccga
gtacgctttt
ccgtaacgga
tcgtcattgce
atggaaaggt

ccgaacttta

ES 2 662 801 T3

gttccgtcag
tgccttggtc
gtctaaactc
aggtgtgcag
aactttcaag
ggtcaatacg
ggaaacagct
ccagccaatc
tcatcgtatt
atttaccgaa
tcagaaggtc
tggtccgacg
caatggtggt
gcggaataag
caatattcgc
cacccatatc
tgatgagaat
gacagaccca
ggccaaaatt
ccaccgcctc
tatcgagcaa

CcCacCaaccag

Streptococcus suis

gatactcgct
gttatcatcc
aatgcctaca
gaagagacaa
ggacgcttgt
gccattgtta
gccgcacttg
atgcaggttg
caggaaatgt
ttaaaagaag
ttggacaagg
ggatctggta
agtgtggcect
gtcggtatcg
tttggtgatg
cacgacttca
gtcttctcaa
caagtcttga
caaaaggcta
aaaaccattc
ggcaaccaca

tttgtgtttg

Met Lys Thr Leu Arg Phe Phe Trp Phe Tyr Phe
1 5 10

Ser Phe Ala val Ile Phe Leu Ala Ile val Ala

val Lys Thr Pro val Phe Leu Gly Asn Ala Ile

35

40

20

tggccttggt
gcctatcacg
tggacgagaa
ttgatggttt
ttggtgggat
tctttgcagg
gtctggtggt
ctgccagctg
ttgatgagcc
gtgttgaaat
tgtctatctc
agactaccat
ttgatggtcg
tcttgcagga
agagcatttc
tcatgagctt
caggtcagaa
ttttggacga
tggaggccat
tcaatgcgga
gccaacttct

aa

gaccattgct
gaaatatacg
aatttctgga
cttggagctc
tctcttccca
ttccagcatt
gacttttgtt
ggcagaattg
tgaggaagtt
taaggacatc
tgctcctaag
tatgaacttg
cgatattcgg
gtcggtgtta
gcaggaaatg
gccagagggc
acagttgatt
agcaacctca
tatcgcagga
tgaaatcatc

Ccaaactaaat

Lys Arg Tyr Lys Leu
15

Ala Thr Tyr Leu GIn
30

Ala Glu Met Gly Lys

45

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1782
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Ile

Gln

65

Ala

Thr

Gly

Gly

Ala

145

val

val

Ile

Lys

Ile

225

Asn

Ile

val

Thr

Gly

50

Pro

Tyr

Arg

Lys

Asp

Phe

Gly

Thr

Arg

Leu

210

val

Glu

Leu

Ala

Gln

Asp

Ala

Ile

Leu

115

Ile

Asn

Met

Ile

Leu

195

Asn

Gln

Glu

Phe

Phe

275

Ala

Ala

Met

Ala

val

100

Glu

Leu

Gln

val

Ala

180

Ser

Ala

Gly

val

Pro

260

Ala

Ala

Tyr

Thr

85

Ala

Arg

Ser

Ser

Ile

165

Ser

Arg

Tyr

val

Arg

Phe

Gly

Leu

Phe

Asp

70

val

His

Leu

Arg

Leu

150

Met

Thr

Lys

Met

Gln

230

Arg

Met

ser

Gly

Met

55

Phe

val

Ser

Thr

Phe

135

Thr

Met

Pro

Tyr

Asp

215

Glu

Thr

Asn

Ser

Leu

Ala

Asn

Ala

Thr

val

120

Thr

Gln

Phe

val

Thr

200

Glu

Glu

Thr

Gly

Ile

280

val

ES 2 662 801 T3

Asn

Gly

Ser

Asn

105

Ala

Ser

val

Arg

Ala

185

Asp

Lys

Thr

Phe

Met

265

val

val

Gln

val

Leu

90

Arg

Phe

Asp

val

Gln

170

Leu

Lys

Ile

Ile

Lys

250

Ser

Leu

Thr

Ala

Met

75

Ile

Met

Phe

Leu

Thr

155

Asp

Ile

Gln

Ser

Asp

Gly

Leu

Asn

Phe
21

Gly

60

Leu

Tyr

His

Asp

Asp

140

Asn

Thr

Ala

Gln

Gly

Gly

Arg

val

Asp

val

Gln

Asn

Thr

Lys

Ser

125

Asn

Arg

Leu

Ala

205

Gln

Phe

Leu

Asn

Ser

285

Gln

Ala

Leu

Leu

Gly

His

Ile

Ala

Leu

val

190

Ala

Lys

Leu

Phe

Thr

270

Ser

Tyr

Asp

Phe

Leu

95

Leu

Lys

Gln

Leu

Ala

175

val

val

Ala

Glu

Gly

Ala

Leu

Ser

Phe

Phe

80

Phe

Phe

Asp

Asn

Tyr

160

Leu

Ile

Ser

Ile

Leu

240

Gly

Ile

Glu

Gln
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Gln

305

Gln

Pro

Glu

Lys

Ala

385

Ile

Arg

Ile

Ile

Ala

465

Tyr

Lys

Leu

Lys

290

Tyr

Leu

Glu

Gly

val

370

val

Asn

Asp

val

Arg

Arg

Glu

Gln

Ile

Ile
530

Tyr

Ala

Glu

val

355

Leu

val

Arg

Ile

Leu

435

Phe

Ala

Thr

Leu

Leu

515

Gln

Gln

Phe

val

340

Glu

Asp

Gly

Phe

Arg

Gln

Gly

Thr

Phe

Ile

500

Asp

Lys

Pro

Thr

325

Arg

Lys

Pro

Tyr

405

Glu

val

485

Ser

Glu

Ala

Ile

310

Gly

Pro

Lys

val

Thr

390

Asp

Tyr

Ser

Glu

Ile

470

Thr

Ile

Ala

Met

295

Met

Ala

Gln

Asp

Ser

375

Gly

val

Asp

val

Ser
455

Thr

Glu
535

ES 2 662 801 T3

Gln

His

Asn

Ile

360

Ile

ser

Asn

Leu

Leu

440

Ile

Asp

Asp

Arg

Ser

520

Ala

val

Arg

Ala

345

Asp

Ser

Gly

Gly

Asp

Phe

Ser

Phe

Glu

Thr

505

Asn

Ile

Ala

Ile

330

Pro

Phe

Ala

Lys

Gly

410

Ser

Ser

Gln

Ile

Asn

490

Leu

val

Ile

Ala

315

Gln

Leu

Gly

Pro

Thr

395

Ser

Leu

Gly

Glu

Met

475

val

Leu

Asp

Ala

22

300

Ser

Glu

Phe

Tyr

val

Arg

Thr

Met

460

Ser

Phe

Thr

Thr

Trp

Met

Thr

Leu

365

Gly

Ile

Ala

Asn

Ile

445

val

Leu

Ser

Asp

val

525

Arg

Ala

Phe

Glu

350

Pro

Lys

Met

Phe

Lys

430

Ala

Glu

Pro

Thr

Pro

510

Thr

Thr

Glu

Asp

Leu

Gly

Met

Asn

Asp

Thr

Glu

Gly

Gln

Glu

Ser

Leu

320

Glu

Lys

GlIn

val

Leu

400

Gly

Gly

Asn

Ala

Gly

Gln

val

Ala

Phe
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ES 2 662 801 T3

val Ile Ala His Arg Leu Lys Thr Ile Leu Asn
550

545

val Leu Lys Asp Gly Lys val Ile Glu
565

555

GIn Gly
570

Leu Lys Leu Asn Gly Phe Tyr Ala Glu Leu Tyr

Phe Glu

<210> 9

<211> 447
<212> ADN
<213>

<400> 9
atgggacata

accattgcaa
ttcattgcgg
atttccaaat
gtccttccct
gggaagatat
attcaaaaag
caacgctata
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

10
149
PRT

10
Met Gly His

1

Gln Ile Ser

Gly Pro Gln
35

Glu Thr Phe
50

val Ala Ser

580

ctattgcaga
aagaatacga
aacggtcgga
cggttgccag
ctaaggttga
gtcacctgaa
aggactttga

aggagaagaa

Ile
5

Thr

Glu Thr

20

Gly Trp
val

Lys

Asn Leu

Ala

Ile

Ala

Asp

val

Streptococcus suis

ttttcggaac
tgtggagcac
agccgaaacc
caatctggtc
caaacgcttc
agcttttcat
cttggttaaa

tcatgtt

Streptococcus suis

Asp Phe

Ala Lys

Leu Arg

40

Ile Glu

55

Lys Arg

585

ttgctcaatc
ttggctggtc
tttgtaaaag
aagagaatgg
aaacagctgg
gaagaaatgc

caggtgggca

Asn Leu
10

Arg

Glu
25

Tyr Asp

Phe ITe Ala

Ala Glu Leu

Met Glu Lys

23

Ala Asp Glu

Asn His Ser

His Asn Gln
590

agattgaaca
cacagggctg
atatagaagc
agaaaaatgg
ttttgacaga
accattcact

atcaattaaa

Leu Ash Gln

His
30

val Glu

Glu Arg Ser

45

Lys Ile Ser

60

Asn Gly Phe

Ile Ile
560

Gln Leu
575

Phe val

aattagtgaa
ggccttgegce
ggaattaaag
ctttatccaa
gaagggacaa
tttttggggc

agtaaatatt

ITe Glu

15

Leu Ala

Glu Ala
Ser

Lys

ITe GIn

60
120
180
240
300
360
420
447
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65 70
val Leu Pro Ser Lys val Asp Lys
85
Glu Lys Gly GIn Gly Lys Ile Cys
100

Met His His Ser

115 120
val Lys Gln val Gly Asn Gln Leu

130 135

Glu Lys Asn His val
145
<210> 11
<211> 447
<212> ADN
<213> Streptococcus suis
<400> 11
atgggacata ctattgcaga ttttcggaac
accattgcaa aagaatacga tgtggagcac
ttcattgcgg aacggtcgga agccgaaacc
atttccaaat cggttgccag caatctggtc
gtccttccct ctaaggttga caaatgcttc
gggaagatat gtcacctgaa agcttttcat
attcaaaaag aggactttga cttggttaaa
caacgctata aggagaagaa tcatgtt
<210> 12
<211> 149
<212> PRT
<213> Streptococcus suis

<400> 12

75

Arg Phe Lys
90

His
105

Leu Lys

Leu Phe Trp Gly ITe GIn Lys

Lys val Asn

ttgctcaatc
ttggctggtc
tttgtaaaag
aagagaatgg
aaacagctgg
gaagaaatgc

caggtgggca

Gln Leu

Ala Phe

80

val Leu Thr

His Glu Glu
110

Glu Asp Phe Asp Leu

125

ITe Gln
140

agattgaaca
cacagggctg
atatagaagc
agaaaaatgg
ttttgacaga
accattcact

atcaattaaa

Arg Tyr Lys

aattagtgaa
ggccttgegce
ggaattaaag
ctttatccaa
gaagggacaa
tttttggggc

agtaaatatt

Met Gly His Thr Ile Ala Asp Phe Arg Asn Leu Leu Asnh Gln ITe Glu
1 5 10

GIn ITe ser Glu Thr Ile Ala Lys Glu Tyr Asp val Glu His Leu Ala
25 3

Gly Pro Gln Gly Trp Ala Leu
35

40

24

45

Arg Phe Ile Ala Glu Arg Ser Glu Ala

60
120
180
240
300
360
420
447
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val

65

val

Glu

Met

val

Glu
145

Thr
50

Ala

Leu

Lys

Lys
130

Lys

Phe

Ser

Pro

Gly

His

115

Gln

Asn

val

Asn

Ser

Gln

100

Ser

val

His

Lys

Leu

Leu

Gly

val

Asp

val

70

val

Lys

Phe

Asn

Ile
55

Lys

Asp

Trp

Gln
135

Glu

Arg

Lys

cys

Gly

Leu

ES 2 662 801 T3

Ala

Met

cys

His

105

Lys

Phe
90

Leu

val

Leu

Lys

Lys

Lys

Lys

Asn

25

Lys

Asn

Gln

Ala

Ile
140

Ile

Gly

Leu

Phe

Asp

125

Gln

Ser

Phe

val

His

110

Phe

Arg

Lys

Ile

Leu

95

Glu

Asp

Tyr

Ser

Gln

80

Thr

Glu

Leu

Lys
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REIVINDICACIONES

1. Cepa de Streptococcus suis (S. suis) atenuada capaz de proporcionar una respuesta inmunitaria segura y eficaz en
animales porcinos contra S. suis 0 enfermedades causadas por S. suis, en la que la cepa tiene sustituciones de
aminoécidos en los genes de virulencia rpsL-S12 (una proteina de la subunidad ribosomal 30S), una proteina de membrana
de union a ATP transportadora ABC (ABC-ATPBMP) y un regulador de la transcripcion marR con respecto a la cepa de S.
suis parental virulenta, en la que dicha cepa parental comprende acidos nucleicos que codifican proteinas de tipo natural
que tienen secuencias de péptidos, tal como se establecen en las SEQ ID NOs: 2, 6 y 10, y en la que la cepa atenuada
tiene secuencias de acido nucleico que codifican la secuencia de aminoacidos, tal como se establecen en las SEQ ID NOs:
4,8y 12.

2. Cepa, segun la reivindicacion 1, en la que la cepa atenuada tiene secuencias de acido nucleico, tal como se establecen
enlalas SEQID NOs: 3,7,y 11.

3. Cepa, segun la reivindicacion 1, en la que el nivel o niveles del péptido o péptidos expresados por el rpsL-S12, el ABC-
ATPBMP y marR, se reducen con respecto a la cepa de S. suis parental que expresa los péptidos rpsL-S12, ABC-ATPBMP
y marR que tienen las secuencias, tal como se establecen en las SEQ ID NOs: 2, 6, y 10.

4. Cepa, segun la reivindicacion 1, caracterizada porque es la cepa depositada en la ATCC bajo el Depoésito de Patente
de Designacion PTA-13269.

5. Composicién inmunolégica que comprende la cepa atenuada segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6. Composicién, segun la reivindicacién 5, que comprende ademas un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéutica o
veterinariamente aceptable, y un adyuvante seleccionado de quitosano, bacterias inactivadas, virus inactivados, fracciones
de bacterias inactivadas, lipopolisacaridos bacterianos, toxinas bacterianas, o derivados o combinaciones de los mismos.

7. Composicion, segun la reivindicacion 5, que proporciona una respuesta inmunitaria protectora en animales porcinos
contra una estimulacion con S. suis virulento.

8. Composicion, segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, que comprende ademas al menos un antigeno adicional
asociado con un patégeno distinto de S. suis.

9. Uso de la cepa atenuada, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la fabricacion de la composicién, segun
cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8.

10. Cepa atenuada, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o composicion, segun cualquiera de las reivindicaciones
5 a 8, para usar en terapia.

11. Cepa atenuada, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o composicion, segun cualquiera de las reivindicaciones
5 a 8, para usar en provocar una respuesta inmunitaria protectora en un animal porcino contra S. suis 0 enfermedades
causadas por S. suis.

12. Cepa atenuada 0 composicion para usar, segun la reivindicacién 11, en las que el animal porcino es una cerda de

aproximadamente 3 semanas a aproximadamente 6 semanas antes de parir, y en las que los lechones resultantes tienen
una morbilidad y/o mortalidad reducida en comparacion con los lechones procedentes de cerdas no vacunadas.
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