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( -ANEXOS N

E Comprobante de pago de la taea de presentacién de la solicitud.
|:| Documento que acrediia la existencla y representacitn legal cuando el solicitante sea persona juridica.
DX Documento de Representacitn Legal. Numero de Protocolizacién 17.108.

EI Documento de cesién del inventor al solicitants o a su causante.
|:| Declaraclones

|:| Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos)
E Traduccién de Ia solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripclén, relvindicaclones, dibujos)

E Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autorided intemacional de Examen Preliminar
(IPEA).

g Traduccién del examen preliminar intemacional efectuado por la IPEA.
[[] De ser el caso, copia del contrato de acceso.

|:| De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales de
las comunidades indigenas.

[] Arte Final 12Xx12. "

D De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
miamo titular o su causante, relacionados parclal o totalmente con la invencién de esta solicitud.

D De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud Intemacional.
Otros: Informe Biisqueda Preliminar, Publicacién con sus traducciones y Dibujos.
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JOSE O LLOREDA
T.P. No. 10.784
Cédigo 231
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para ser usadas en vacunas scguras y cficaces.



0 01/70247 A2

YV N@rrinie e 5 ?‘

C- PEC GIY. £ Cco)

{12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) Worid Intellectual Property Organization
Intermnational Burcau

(43) International Publication Date
27 September 2001 (27.09.2001)

PCT

{10) International Pubilcation Number

WO 01/70247 A2

(51) International Patent Classification™;
35/112

ASIK 35774,

(21) Internstionsl Application Namber: PCT/US01/08042

(22) International Flling Date: 13 March 2001 (13.03.2001)

{25) Filing Language: English
(26) Pablication Langusge: English
(30) Priority Data:

60/190,178 17 March 2000 (17.03.2000) US

(71) Appliean (for all designaied Siates except US):: PHAR-
MACIA & UPJOHN [US/US]; Global Intellactnal Prop-
erty, Building 209, Kalamazoo, MI 49001 (US).

(72) lInventors; and

(75) loventorv/AppHeants {for US only): LOWERY, David,
E. {US/US]; 1207 Woodland Drive, Ponage, M1 49024
(US). KENNEDY, Michael, J. [US/US); 7364 Quincy Av-
enue, Portage, MI 48024 (US).

(T4} Agent: WILLIAMS, Joseph, A, Jr.; Marshall, 0"Toole,
Gerstein, Muray & Borun, 6300 Sears Tower, 233 South
Wacker Drive, Chicago, IL 60606 (US).

(81) Designated States (rational): AE, AG, AL. AM, AT, AU,
AZ, BA.BB, BG, BR.BY, BZ. CA, CH, CN_C(.CR, CU,
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(84) Title: SALMONELLA VACCINE MATERIALS AND METHODS
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Intemational Application No.

REQUEST

Intemational I-'iling Date

The undersigned requests that the present
intermational application be processed
according to the Patent Cooperation Treaty. Name of receiving Office and "PCT Intemational Application™

v e i i e =2 TR0

Applicant’s or agenr’s file reference

tif desired) (12 charecters maximum) 28341/8114.P

Box Ne. 1 TITLE OF INVENTION
SALMONELLA VACCINE MATERIALS AND METHODS

Box No. 11 APPLICANT

Name and address: rFamily same followed by given same: for a legal earity, firll officinl designavion.
The address must include postal code and name of couniry. The couniry of the nddress indicated in this D This person is also inventar.
s the applicant’s Staie tihat Is. coumry) of residence if no State of revidence is indicated below.)
PHARMACIA & UPJOHN
Giobal Intellectual Proparty .(I:: "F)I'Wm;bo
Bulding 209
Kalamazoo, Michigan 49001 Facsimile No.
united States of America {518) 833-8097
g Teleprinter No.
State (that is, country) of nationality: Sute fthay is, country) of residence:
us uUs -
This person i icant all designaied all designated States the United St the States indicated i
o s pn s appficant [ 7] ol desis e Dot Satem of Anapta [ ] SiF nited Siaes [7] the Sucs indicaiogin

Box No.1Il  FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)

ame and address: (Fasily aame followed by given name; for a legal eniry, full official du&-mmj
addras must inchede postal code and neme of country. The country of the address indiceted in This person is:

is thr applicent’s Stare fthar i5, country) of residence if no Siare of residence is indicated below.)

LOWERY, David E. i
1207 Jland Drt D applicant only
Portage, Michigan 48024 . .
Unitod States of America 1] sopticent and invenor

D inventor only (if this check-box

is marked, do nat Jill in below.)

State (that is, country) of nationality: | State tthet is, country) of residence: :
us | US

Q.Thi:h |:mon is lpg'l_:iam D gl'l.:l:‘sigm:ed -D all designated States except m the United ;:lies D the Swtes indicated in '

_ . the United States of America of America only the Supplemental Box
E Further applicants and/or ( further) inventors are indicated on a continuation sheet.

Box No. IV AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE: OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

The person identified below is hereby/has been appointed to act on behall’ .
of the applicant(z) before the competent Inumlliml Authorities as: E agent D €OMmman representative
Name and address: (Fomily aame followed by given name: for a legal entity. full officiel] Teleohone N

designalon. Th{ac’:ddun must inclvde par{:{cod:g:d name o}h cul?lq:yJ clephione ho.

(312) 474-6300
WILLIAMS, Jr., Joseph A. —
MARSHALL, O'TOOLE, GERSTEIN, MURRAY & BORUN Facsimile No.
8300 Sears Tower T 1(312) 474-0448
233 South Wacker Drive

Chicago, (inois 60608 Telcprinter No.

United States of America

D Address for correspondence: Mark this check-box where no t or common representative is/has been sppointed and the
space above is used instead to indicate a special address 10 which correspondence should be senL

Form PCT/ROV10I (first sheet) (July 1998; reprint January 2001) LegsiSiar 2001, Furm PCTRED Sex Notes o the request form




Continuation of Box No. I FURTHER APPLICANTS AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)

If none of the following sub-boxes is used, this sheet Is not to be included in the request.

ame and addresx: (Family neme folioved by given masw; for o legal entity, full official designation.
The adkress st inchuds possol cods and nawme of country. The coumtry of the address indieeted in This person is:

Bax is the applicanr’s Siese {that ks, couniry) of residence {f mo Stake of residance is indicaied below)
KENNEDY, Michasl J. .
2384 Quincy Avenue D applicant only
48024

m?.‘mm”' Amarl spplicant and Inveator

D inventor only (If this check-ben

is marked, do not flil in below,,

Swte (that is, country) of nationality: State (bhat is, country) of residence: :

Db [ gl [ ey e, b0 yiuasy [ S

Name and address: 5
a1 ey e kel b o s f o bl i il bl kg, |

Bat is the applicant’s Siate (Yhas i, cowsoy} of residemce {f w0 Skate of residence is indicased below,) person Ia:
[ spplicant oaly
] spplicant and snventor
@ [] tuventor caly A his checi-bex
is morked, do not fill in delow,)
Stale fthat [x. counsry) of nasionallzy: Siate (that s, country) of residence:
e [ S (] SUpesee, [ ey [

The sdkdrasy st inchudes possal cods end namy of country. counpy of the address indicsssd in

mmmmm—muy--:_ﬁ; legal ensigy, full olficial designation.
Box 1y the appliconr’s Sicis (bhat ix, cownwy) of residence if no Scate of rasidence is indicased balow) | LIS Person is:

[ sppiicant oaly
[ epplicant end taventor

[] 1aveoter ontv arthis check-bon
(s marked, do not il in below,)

| State that s, country) of nationality: Stalc (that is, country) of residence:

B O i 1 LReesyan, [ viesy (] & imeie

_‘Nmnhﬂmﬁ'-b—nﬂb-d given nomg; degal entity, fiull afficial designation.
mﬁ--mﬂﬂdn:dm%mdmmmu This pevson is:
Box Is the applicant’s Saase (that is, coumiry) of residency (f no Siate f residencs is indicased below.)

[ erplicant caly

[] appticant and inventor

] invemor culy /2rukis check-be
is marked, do not fill in below,

State (thay ix, country) of nmjonality: Suxte (that is, country) of residence:

Bazpnime= [ fusens [ dipermg o, O pioste (b iguton

[ Furter spplicants and/or (further) Inventors are indicated ca snother continuation sheet.

Form PCT/RO/101 (coutinuation sheet) (July 1998; reprint July 2001) Laguiinr 2001, Fore PCTRED 0 Noves t0 the requast for
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| Box No.V__ DESIGNATION OF STATES ¢
The following designations are hereby made under Rule 4.9(s) (inark the appiicable check-boxas; at least one must be marked): 7
Reglonal Patent
& AP ARIPO Patent: GH Ghans, GM Gambia, KE Kenys, LS Lesotho, MW Malswl, MZ Mozambique, $D Sudan. SL Sier
IMS_Zmnwm&:{gg;&m&UGUpnd&Z\VZinMw:.mdwotthMuhlchu:l {
X EA Euraslsn Patsnt: AM Armenis, AZ Azesbaijan, BY Belarus, KG Kyrgymstan, K2 Kazakhstan, MD Republic of Moldova. ’
fikistan urkmenigan, nd any other i tracting ian| k
?mem;mmm«ﬁ?&r 1'M‘|I any Siste which is a Con Siate of the Eurasian ;
3 Y R e e
Pateus Conventlon and of the PCT Y " Pl b
B O e B e BB ML ek Pust M Rebie, G Congo. C1 Céhe fivolre, €M Camerocn,
other Stze which is & neember Staic of OAP] and & Contracting State"of the BCT (1 other kind of provection of wreaimen
desired, SDeclfy O dOBRAHRE) . . ... .......c...couenarnassrmnenrnnnscnsrernsantansnennenesnsneesesasnrensesassonnnnes
National Patent (}f other kind of protection or trearmant desired, specify on dosted ling):
R AE Unled Arsb Emirates B LC santLucs
B AG Amigueand Bubuds B LX SriLak
B AL ADenls ..........ccvvviviiiieiiiiniinaane, B LR Liberis
R P B LS Lesotho........ooovoiiiiniiinneeeennniannas.
B AT Aumria ......ooiiiiiiiiiireeiiinnans B LT Lithusnia
B AU Assrelfa ...........ccccoeeivinneeennnann. B LU Lixembourg
B AZ Azebajjan B LV Lavia
B BA Bomiaand Herregovina ...................... Bl MAMormceo .. ...oocoiiiiiiiecciiiinenienns
@ BB Barbados B MD RepublicofMoldova ...........ccevvneinennns
‘B BG Bulgis .................. Ceneneasnee veee BB MG Madagaecar .........o0cceeceiciancrreennes
DR BR Bradl ..........ooooovooiiiriiins eerne ® MK The former Yugosisv Republic of Macedonla ...,
B BY Belanus..... Cevesreetaaseanncranne ceriieaen B MN Mongolia
B BZ Baize B MWMalswi i '
B CA Cansda B MXMmico ......ciiiiiiiiiiiiiiiiciiiieans
X CHand LI Switzeriand and Liechtenstein ® MZ Mommbique
Bl CN Cchioa......eoevnnenees ceeennann cevennans B NO Norway
B CR ComaBMioa............ccovvevincvvnniennns B NZ NewZealand ............cccccveviennnnencns
CU Cubll .. \.vvvrrnrrireinnensnsrsnrssinanes B PL Paland ... ...ccovinnniiiiiiiininrerernas
B CcZ CuxchRepudiic ... ................. rreiaes B PT Pormugal .......coovvvinniiiiiiieirienerenas
® DE CGemmny ......... e tenereserenerinernns B RO Romania
Bl DK Demmark ,..........ccovvvncivvnirnrennns B RU RussisnFederatlon ..o........ccovenrnnnnnnees
B DM Dominica R SD Sudan
Bl DZ Algmia ..o @ SE Sweden
B EE Emonla ...............cocceiiiiiiniinannns B SG Singapore
B OES Spain .....coiviiiniiiriiieriineirieanas B SI Slovenis ... .......ccoiiiieiiieiiinnnenrens
2 D 7 B SK Slovakis  ,.........ccoieiivireennenancerns
| & GB United Kingdom B SL Siemleone ..........o..ocieceiiiiieiennnns
B GD Greoada Bl TI Tajikistan  ............ccociiiiniiininnnien.
B GE Geargla ......cocviiiiiiiiiineiiinneeeanas B T™M TurkmenlsBn .....oooiiir e,
B GH Gham ,...........eevviiiiinnnevernnnen. o B T .
B GM Gambia - @ TT TriniddendTobago ......................... -
B HR Cromtia ..........cccovviiivinnnrnrnennnnn. ® TZ United Republic of Tanzania
B HU Hmgary..........cooviniemienieecnannnnn. B UA Ukmine _..........oooviiiiiiiiiiinnns
R ID Indonesia B UG Ugands ... .....coveiiiiiiiiiiiinriincnnens
IL lseel ..... ceveree ertreiaressessnntrnanan B US UniedStutesof Americn ...........oo0ivvveees
IN Indis .. ...ciiviiiiciinnnicinrinirannns B UZ Usbekisman  ............cccoiiievemniennnnes
R 15 Iceand B VN VitNam  ..........c... Cevreririeennnnnans
B Jgm...... eeerreeerrr e i aaaee nnaa B YU Yugoslavis ................0ecieiennen.
B KE Kem............. e rtvereenrererrerrnnnns B ZA SouthAfies ..........coccvevinniieninneenes
g KG KymgyBsan .........c.cccouiieuninannnnnns B ZW Zimbabwe ..............ceeeiiiiiinennns
KF Democrtic People's Republic of Kores .......... Check-boxes reserved ignating whi become
B KR RepublicofKores ..............cconvennnnnn. mmmmmm mmis::-' hich have
X KZ Kanlhstan ...................... eevenaes B cOColombla... . . cciiiecieiieieineeeenes
Precautionary Designation Statsment: In addition 1o the designations made above, the spplicant also makes under Rule 4.9(b) all
other would be permitied under the PCT except any dui.nnﬂan(s)indmdinhSughnmﬂlBo:u i
excluded the of this statement. The icant declares that thase additional designations are subject ta conflrmatios
that sny designation which is not confirmed before the exglinstion of 13 months from the priority dats is 10 be regarded as withdrawn by
the applicant ai the explration of that time limit. (Confirmation fiuchating feet) sust reach the reculving Office within the 135-month tims limit)
Form PCT/RO/101 (sccond sheet) (July 2001) Lagaliter 001, Form PCTRED See Noigs 1o the requasi form
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Box No. VI PRIORITY CLAIM gFuﬂher priofity ¢laims are indicated sn the Supplementai Uov.

Filing date p INl-Ilﬂbtlf_ . Where earlier applicanion 15
of earlier applicaton of earlier application | navonal application: ‘ regronal apphcation ™ - mternativnal apphisaines
fday month your: - coun(ry i regponal Office - receivong (Ofiey
nem (1) - - o
17.03.2000 80/180.178 us
17 March 2000 - - - eeme
item (2)
item(3) o T

g The receiving Office is requested to prepare and transmit 10 the International Bureau a certified copy
of the earlicr applicationis) tenhy- if the carlier application was filed with the Office winch for thr
purposes of the present internatinnal upplication is the receiving Ogm) identified above as itengs). {1)L..——. ..

* Nhere thc carbicr appliraiion is an ARIP) eppiicanon. it is mandamre » indicon in the
Proserrign of lndusirial Propern: for which that varinr application way filed (Rule 4 10tbuiln, Supplementol Bax.

Box No. VIl  INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Cholce of Iaternatienal Searching Authority (ISA) | Request to use results of enriler search: reference to that search  #ifan earficr

tif two or more Iniernmional Scarching Authorities are |  search bas been curvied gt ir o7 requenicd from th heicrnannual Soarching Ausbariny:
10 carry out the internarional soareh, indicoie the | . . , . .
m chasen: the mo-leirer code may be used): | Date fday’moniivyear) Number Couminy (e regional Offiec)
I

ISA/ep f

Sov m1 hoasr our rematn pain 1 By Pris Vemicanen s iy

Box No. VIl CHECK LIST: LANGUAGE OF FILING

This intemational application contains | This intemnational application is sccompanled by the item(s) marked below:

the following number of sheets: + 1. B fee calculation sheet

request : 4: 2. separate signed power of snomey

description (excluding i 3. [ copy of general power of attorney: reference numbser. if any:

sequence ligting pan) 38! 4.1 statement explaining lack of signature

claims : 4| 5. ] priority document(s) identified in Box No. VI as itemis):

abstract - 1} 6. CJ wransiation of international application into (language):

dmwings o 4} 7.0 separnie indications conceming deposited microorganism or other biological material
sequence limting part 8. B8 nucleotide and/or amino acid sequence listing in tomputer readable form
of description J— 9. B3 other fspecifi’): Postcard: Sequence Statament

Total number of sheets : 62; ] -
Figure of the drawings which Language of flling of the

shauld sccompany the abstract: imernational spplication: English

Box Ne.IX SIGNATURE OF APPLICANT OR AGENT

:dbm o }::: m:f'rr’.:nﬁmu the name of the person signing and the capacity in which the person nigns (if such capacity iy not

request).

13 20 |

- For receiving Office use only
I. Date of actusal receipt of the purported
internationa) applicion:

3. Corrected date of actual receipi due to laler but
timely received papers or drawings completing the

]

i

{

|

purported international application: . i
4. Date oftimely receipt of the required |
corrections under PCT Aricle 1 1(2): |

5. Ineradional Searchiog Auhority 1 7 [ 6 [] Transminal of search copy delayed ‘|

: until search fee is paid.

For International Bureau use only
Date of receipt of the record copy

by the international Bureau:

Form PCT/ROV10] (last sheet) (July 1998: reprint January 2001) LogaiBier 2001, Form FCTREQ Sor Noies io the request forn

Y T R T T T T TR
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This shee: is not pars of and does nol count as o sheet of the internanonal apphication

PCT

For receiving Office use only

FEE CALCULATION SHEET \
Annex to the Request Internanonal application Ne. :
Applicant’s or agent’s
file reference 28341/8114.P Date stamp of the receiving Office
Applicant
PHARMACIA & UPJOHN

CALCULATION OF PRESCRIBED FEES

1. TRANSMITTALFEE  ......uuvuivrnrnnnnnnnnnensninnsnsn | 240.00

2L SEARCHFEE  .....ccvivsvnrocssnernrsnrassnmnassssans [ 848.00] 5
International search 10 be earried out by EP

flf iwo or more Inicrnalioual Searching Awhorities are compeient in relotion 10 the intermational

3. INTERNATIONAL FEE

Basic Fee
The international application containg __ 53 sheets.

Grst3Ocheets . . ... .. ... | 382.00{b1 |

23 X $8.00 - A b2
remaining sheets additional amount L 207.00

Add amounts emtered st bl and b2 and enter total 1B, . I 569.00| B

Designation Fees
The international application contains 82 designations.
8 X 82.00 - 492.00{ p

number of Jesignation fees  amount of designation fee
payable (maxisum §)

Add smounts entered t Bang Dand emtertoral st . . L L . . . | 1.081.00[ 1 |

(Applicants cerigin Siates are entitied to a reduction of 75% of the
l:l’:l'ﬂhnﬂrf:!- Hhere the applican: is ter all applicants wfa cnliﬂi the

4. FEE FOR PRIORITY DOCUMENT (f applicable) . . . . . . . . . L 15.00 I?I
S.TOTALFEESPAYABLE . « . + « « « « v v o o v 0t v v o
Add smounis entered m1 T, S, 1 and P, and enter tol in the TOTAL box 2,182.00
h
s, 1

r TOTAL

[ ] e designation fees are not paid at this time. ~
MODE OF PAYMENT
Qe sty by ] ank dean [] coupons
cheque D cash D other (specifi):
D postal money order D revenue siamps
DEPOSIT ACCOUNT AUTHORIZATION fihis mode of poyment may not be avelioble ai all receiving Offices)
TheRov __US D is heveby authorized to charge the iotal fees indicated above to my depasit account.

(this check-bax may be marked only if the conditions for deposlt accounts of the receiving Office so permit}
E, hercby suthorized to charge any deﬂgi-mcy or credit ﬂ; overpayment in n:{ 1otal fees !u{dinld above to r

deposit sccount.
E is hereby authorized to charge the fee for preparatio transmitial of th priori duumw&lmmuim
Bureau of WIPO to my deposit account. )
13-2838 13 March 2001 L
LDepﬂil Account No. Date (dawmonth/vear) { Sign

Form PCT/RO/I01 (Annex) (January 2001) Logwttor 2007\ omyFCTRFEE See Notes 1o the Yedcalculation sh.

applicaiion, indicate the name of the Authority which is chosen o carry out the international search.) o

i

—-—



PATENT COOPERATION TREATY

PCT

NOTIRICATION OF THE RECORDING

From the INTERNATIONAL BUREAU

Ta: {?b

RN
WILLIAMS, Joseph, A., Jr. - 2%

OF A CHANGE Marshall, 0Toole, Gamoln i
Murray & Borunfz . ' .:{ \)
(PCT Rule 92bis.1 and 6300 Sears Tower4p, = 5.
Administrative Instructions, Section 422) 233 South Wacker DTTJV! g
Chicago, IL 60506 S
Dsta of msiling (dsy/momhiyesr) ETATS-UNIS D'AMERIOUE iy %,
02 November 2001 {02.11.01) Y
Applicant’s or agent’s fila reference
28341/8114.P IMPORTANT NOTIFICATION
internationsl application No. Imernational filing dste ([dey/monthiyear}
PCT/US01/08042 13 Mareh 2001 {13.03.01)

1. The following Indications appearsd on record conearning:

D the person

E the appllcant D the Inventor D the agent D the common representative
Name snd Address Stats of Nationality T State of Residence
Giobal Lntollactun) Prepe v v
QDAL Intellactual Fro M Tals
Bullding 209 perty Telephone No.
Kalamazoo, M 43001
United States of America [ Facsimile No.

Teleprinter No.

2. The Intermnational Bureau harsby notlfiss the applicant that the following change has been recorded concaming:

m the address

EI the name
Nams and Addreas

PHARMACIA & UPJOHN COMPANY
301 Henrlatta Street

Kalamazoo, M 43001

Unlited States of America

3. Furthar obaservations, if necessary:

4. A copy of this notification has been semt to:
IE the receiving Offics
[] the internationai Searching Authartty

D the Imtemational Preliminary Examining Authority

D the nationsiity the residence
State of Natlonality State of Reidence
us us
[ Telgphone No.
Facsimile No.
Teleprinter No.

E the designated Offices concamned
D the slected Offlces concerned

D ather:

The intsmational Bureau of WIPO

Autharized officer

34, chemin das Colombetiss grid AULIG
1211 Ganeva 20, Switzerland
Facsimile No.: (41-22) 740.14.36 Telephone Mn.- ) 338.83.38
Form PCTABSI08 (March 1§04)

T

P—cwusouoaoa’,:
W

o



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

\ZA5

; : - PARA FUTURAS ver Notificacién o Transmisidn del Reporte de Blaqueda Intermnacional
Registro de referencia del soll
28341/6114.P soliciante o tgente ACCIONES  (Forma PCT/ISA/220) asl como, doade aplique, el item § a continuscidn.
Solicitud internacional No. Fecha de registro Intemacional (dia/mes/afa) Feocha de Prioridad (Primers) (dia/mex/aio)
PCT/US01/08042 13/03/2001 17/03/2000
PHARMACIA & UPJOHN et al

Este Reporte de Bdsqueda Internacional ha sido preparado por ests Autoridad de Bisqueda Internacional y es tansmitido al solicitante
Segin el Articulo 18. Una copia serd tranamitida a 1a Oficina Internacional.

Este de Bisqueds Internacional consia de un total de _4  hojay.
También estd acampaliado de uns copia de cada documento técnico anterior citado en este reporte.

|. Bases det reporte

. Respecio al lenguaje, Is bisqueda internacional se [levd 1 cabo segiin In solicitud internacional en el lenguaje en el cual ss presents,
8 menos que se indique do otro modo en este item.

D In bilsqueda internacional e llevd & cabo segiin la traduccién de Ln solicitud intemacionel proporcionada s esta
Autorided (Regls 23.1(b)).

b. Respecio & una sccuencia de dclde nucledtido y/o amino reveindo en Ia solicitud internacional, 1a bisqueda internacional
#¢ Tlevd a cabo segin 1a lista de In secuencia:

X contenido en ta solicitud intermacional en forma escrit.

presentada junto con la solicitud internacional en forma legible por computador.
proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad en forma escrite

proporcionada subsiguientements a esta Autoridad en forma legible por computadar.

s¢ ha proporcionado a afirmacidn de qua el listado de secuencias escrito propercienado subsiguienternente no va mis alli de In
revelacion en la solicid internacional segim se presentd.

st ha proporcionado ka afirmacidn de que ha infarmacién registrada en forma legible por computador cs idéntica al listado de In
secuencin escrita.

]

ki =] ox 0 DooOw

Clertas relvindicaciones no prdieron loealbrse (Ver Casilla I).

Falts auoldad de lnveneién (ver Cagilla IT).

>
E
i
F

El texto c3 aprobado segin lo presenta el solicitante,
Esta Autoridad ha establecido que el texto se lea asl:

7
B
i
;

El texto es sprobado segiin lo presenta el solicitante.

Esta Autoridad ha establecido el texto de scuerdo con In Norrma 38.2(b), segiin aparcce en el Recusdro [11. El solicitante puede, un
mea después de Ia fecha de haber enviado par cosreo este reporte de bisqueda internacional, presentar comentarios a esta Autoridad.

6. La figura de los dibujos que se publicark con el resumen es la Figura No.

[ como to mgiria el solicitante. DXl Ningune de ins figuras.
D porque ¢l solicitante no sugirié uns figur.
porque esta figum caracterizs mejor s la invencién.

“Forma PCT/ISA/210 (primen hoja) (Jafio 1998)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

['A. CLASIFICACION DE MATERIA

IPC7: AGIK 35/74 AGIK 39/112

Segin ls Clasifieacion de Patentes Internacional (CPD) o segiin Ia clasifieacion nacional y la CPI
B. CAMPOS BUSCADOS R
Documentacién minima buscada (sisterma de clasificacion seguido de simbolos de chasificacion)

Sollcitud nternacional No.

PCT/US01/08042

IPCT: COTK ASIK

Documentaciédn buscada fuera de documentacidn minims hasta donde dichos docurnentos se incluyan en los campos buscados

Base de datos elecirdnica consultada durente la bisqueds internacional {nombre da Ia bass de datos y, donde ses prictico, buscar términcs usados)
EPO-Internal, WPI Data, PAJ, BIOSIS, CHEM ABS Dats, EMBASE

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

AND THE SSAK/U OPERON, 13 GENES ENCODING
COMPONENTS OF THE TYPE IIl SECRETION
APPARATUS OF SALMONELLA PATHOGENICITY
ISLAND 2"

MOLECULAR MICROBIOLOGY, BLACKWELL
SCIENTIFIC, OXFORD, GB, vol. 24, no. 1, Abril 1997
(1997-04), paginas 155-167, XP000906797

ISSN: 0950-382X

pagina 156, columna de la izquierda, pardgrafo 1

[ Categoria® | Cltacidn de documento, con indicacion, dande sea apropiadio, de 1os 1extos relevantes Relovants & Ia reivindicacion No.
A WO 00 14240 A (GUZMAN CARLOS ALBERTO; apfel| 1-28
heiko (DE); HENSEL MICHAEL (DE); HUEC) Marzo 16,
2000 (2000-03-16) péagina 52, linea 15 - linea 19 resumen
A HENSEL M ET AL: "FUNCTIONAL ANALYSIS OF SSAJ| 1-28

|D En el recuadro C se emumeran mils documentos.

E En el anexo se enumenn miembros de 1a familia do patentes.

* Categorfas especinles de documenios citados:

'A' documento que define &l estado genersl de la técnica el cual no s»
conyidera de relevancia particular 1a invencidn

‘E' documnemio anterior pero publicado en o despuds de Ia fecha de
presentacion internacional

'L’ documento que puede arrojar dudss sobre reivindicaciones de
prioridad o que se cita para establecer In fecha de publicacidn de ot
citacidn u otrt rezdn especial (segrin se especifica)

Q' documenin que se refiere & una revelacién oml, uso, exhibicién u
otroa medios

T documento publicado antey de Ia fecha de presentacidn intemacionsl
do In fechs de prioridad reivindicada
Fecha de Ia terminacidn resl de la bdsqueda intemnacional

T documenio posterior publicado después de la fecha de presentacidn
intemacional 0 fecha de grioridad y que no estd en conflicto con Ia
solicitud pero citado para entender el principio o teoria que sustenta

X documento de relevancia pasticuler; ks invencidn reivindicads no
puede conslderarsa nueva o no puede conziderarse que comprende
un paso inventivo cuando €] documento se torma salo

Y documento de relevancia particular; b invencién reivindicads no
puede considerarse que comprende un paso imventivo cusndo el

documento se combina con uno o mis documentos, siendo dicha
combinacién obvis pars una persona experta en ka téenicn

‘&’ docurmenio miembro de in misma familis de patentss

Fecha de envio por carreo del reparie de bisqueda internacional

Tel. No. (+31-70) 340-2040 Tx. 31 651 eponl.
| FaxNo. _ (+31-70) 340-3016 _

Septicmbre 28, 2001 08/10/2001
Nombre y direccién de carreo de ISA Funcionario sutorizado

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2

NL-2280 HV Rijswijk Mata Vicente, T,

Farma PCT I8A 210 {scgimuds hafs) (Julio 1998)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL  |Solicitud Intemacional No.
PCT/US01/08042

Casllla I Observaciones donde clertus reivindicaciones fueron inescrutables (Continuacién del Item 1 de
In primera hoja)

Este informe de bisqueda intermacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicacionss bajo el
Articulo 17(2)(a) por las siguientes razones:
1. [X] Reivindicaciones Nos.:
porque se relacionan con un asunto que no es necesario que esta Autoridad busque, a saber:
Las reivindicaciones 15-28 se refieren a métodos para tratamiento del cuerpo humano o
animal, la blisqueda ha sido basada en supuestos efectos de los compuestos/composiciones.

2. [] Reivindicaciones Nos.:
porque sc relacionan con partes de 1a solicitud internacional que no cumplen con los requisitos
prescritos hasta tal grado que no se puede llevar a cabo una tisqueda internacional significativa,
especificamente:

3. [[] Reivindicaciones No.:
porque son reivindicaciones dependientes y no estin disefiadas de acuerdo con la segunda y tercera
| oracidn de la Nomma 6.4(a).

Casllla 11 Observacliones donde falin unidad de invencidn (Continuaclén del Item 2 de la primers hojs)

Esta Autoridad de Bdsqueda Internacional enconird invenciones miltiples en esta solicitud internacional, asi:

L. D Puesto que todos los derechos de bilsqueda adicionales requeridos fueron pagados oportunamente por
¢l solicitante, este informe de iisqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

2. D Puesto que todas Ias reivindicaciones investigables pudieron investigarse sin esfuerzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad no solicité pago de derechos adicionales.

3. D Puesto que s6lo algunos de los derechos de lisqueda adicionales fueron pagados oportunaments por el
solicitante, este informe de biisqueda internacional cubre finicamente aquellas reivindicaciones para
las cuales se pagaron derechos, especificamente las reivindicaciones Naos.:

4.DElwﬁcimMplgémmluduechmdebﬁlquednadiciondumquidem
consiguiente, este informe de bisqueda internacional se restringe a la primera invencién mencionada
en las reivindicaciones; estd cubierto por las reivindicaciones Nos.:

Comentario sobre Protesta [ Los derechos de biisqueda adicionsles estuvieron acompafiados por la
protesta del solicitante.

[ Elpago de los derechos de biisqueda adicionales no estuvo acompafiado por
una protesta.




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
Informe sobre miembros de familia de patentes Solicitud Internacional No.
PCT/US01/08042
Documento de patente
citado en el reporte de Fecha de publicacida M“'“"“";l;::;"“"“‘ de p:l“"'“ "‘I a
biisqueda
WO 0014240 A 16/03/2000 Al 5860599 A 27-03-2000
BR 9914479 A 26-06-2001
WO 0014240 A2 16-03-2000
EP 1108034 A2 20-06-2001

Forma PCT ISA 210 (snexo fanilia de patemes) (Jullo 1998)
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

s PO TR ki sowa . o o oo, |
28341/6114.P ACTION
Insmational appicaton No. intemational fiing daw (caymonth/year) | (Eariiesi) Priofity Dats (day/montvyear) ;
PCT/US 01/ 08042 13/03/2001 17/03/2000

PHARMACIA & UPJOHN et al.

This intamational Search Report has bean prapared by this Intemational Sanng Authority and |s tranamitted to the applicant
accordng o Aricle 18. A copy Is belng tranamitied to the imemnational Bureau

This intemnational Search Reportconsistsofatotalof ___ 4 sheets.
Itls aleo accompanied by a copy of aach prior art documant clted In thie reporL

1. Baala of the report
4. With regard 1o the language, the intemational ssarch waas carriad out on the basla of the intematianal application In the
lnguage In which It was fled, uniess otherwise indicated under this kem.
D the inmmational seerch was carried out on the baals of a transiation of the intemational application fumished to this
Authority (Rule 23.1(b)).

b. With egard 10 any nucleotide and/or amineo acid sequencs disclosed In the intemational application, the intemational search
was carriad out on the basis of the sequance Esting :

contained in the International application in written form.

fiad together with the intemational application in computer readable form,
fumished subsequently to this Authority In written form.

furnished subsaquently to this Authority In computer readble form.

the statement that the subsequently furnished writen saquence llsting does not go beyond the disciosure In the
Intsrnational apptcation as {led has been tumished.

the siaxtement that the inforrmation recorded in computer readabie form Is identical to the writien sequence listing has besn
fumnished

Certain claims wers found unssarchebie (See Box |).
Unity of invention ls laching (saa Box I},

02 O OO0

4. With regard (o the title,
[X] thetextis approved as submitied by the appiicant.
[}  the text has been estabiished by this Authority 1 read as follows:

5. With regard © the abstract,
[X] the text e approved as submitted by the applicant.

D the taxt has bean estabished, according 10 Rule 38.2(b). by this Autharity as It appears in Box lll. The applicant may,
within one month from the dats of maling of this intamational saarch report, submit comments 10 this Authority.

8. The figure of the drawings o be published with tha abstract is Figure No. -
D as suppestsd by the applicant. m Nons of the figures.
[[] because the appiicant talied to suggest a figwre.
[  because this agure betier characterizes the invention.

Form PCTASA/210 (firet sheet) (July 1898)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT -
international Applicstion No

PCT/US 01/08042

GLAIUFK:ATIN OF l)]

MATTER
IPC 7 A61K35/7 A61K39/112

According W intemational Paten Classificalion (fPC) or 1o both national ciassitication and PC

- R et e e m————_,

Miumum documentalion searched (Csadicarion sysiem Jolowed by ClasalfiCaion Symboist
IPC 7 CO7K A61K

Documeniaion ssarched oihat than minimum documantation jo the exieni that such documenis 8 mciudad In the (Biay sasrchad

Electronk cala basa consuled during Ihe Imermnationai search (name of dala baas and. whens praciical. saarch lema used)

EPO-Internal, WPI Data, PAJ, BIOSIS, CHEM ABS Data, EMBASE

©. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category ® | Citation of docurmant, with indicgtion. where appropriate, of the relevant passages Ralovant o cam No.

A WO 00 14240 A (GUZMAN CARLOS ALBERTO 1-28
;APFEL HEIKO (DE); HENSEL MICHAEL (DE);
HUEC) 16 March 2000 (2000-03-16)

page 52, 1ine 15 - 1ine 19

abstract

A HENSEL M ET AL: "FUNCTIONAL ANALYSIS OF 1-28
SSAJ AND THE SSAK/U OPERON, 13 GENES
ENCODING COMPONENTS OF THE TYPE III
SECRETION APPARATUS OF SALMONELLA
PATHOGENICITY ISLAND 2"

MOLECULAR MICROBIOLOGY, BLACKWELL
SCIENTIFIC, OXFORD, GB,

vol. 24, no. 1, April 1997 (1997-04),
pages 155-167, XP000906797

ISSN: 0950-382X

page 156, left-hand column, paragraph 1

D Furiher documants ae listed In Ihe continuation of box C. E Patant famity members are isted in annar.
e e " i cocmarspbtsned sha e Mearasons g e
» m&wmw At which is not mn::mmm principla or theory underiying the
g g e but publishad o, o fler the Iniemational *X* documant of paniculss relevancs; Ihe claimed invention
cannot by considaned novel or cannol be conaliered to
w dmu:mn:mmmu “m; imvolve an invantive siap when the document is unnm
Glialion or olher special raason (a8 apecified) v cannol l;-dmlun:'d 1o volve. an Fvenore mm ihe
o dncummmulnonldhdmn uae, exhibltion or document is combinad with one or more olher such docu-
manis, such combinaiion being abviows to & person widiecd
" m-npm prioe 10 the intemasional Ming dats but inthe a1,
later than the priority date clmimed "a" documan! mamber of the sama pateni tamily
Dale of tha actusl compistion ot the Intemational search Owie ot maling of tha imamalonal sgarch repon
28 September 2001 08/10/2001
Name and meling address of the ISA Authorized ofticer
Eurcpean Paiom ONlice, P.B. 5818 Patenilaan 2
Tal (o31-70) 02040, Tx. 31 851 apo .
Fam o T Aty T (51 800 Mata Vicente, T.

Form PCTASA/21D mecund snast) (July 1060}
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International apphcaton No.

INTERNATIONAL SEARCH REP RT PCT/US 01/08042 g

Box | Obaarvations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet)

This Intemational Search Report has not been established in respect of cerain claims under Article 17({2)(a) for the following reasons:;

1. [)] cuima Nos. .
because they reiats to subject matier not required 1o be searched by this Authority, namaly: H
Although claims 15-28 are directed to a method of treatment of the .
human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged :
effects of the compound/composition. ;

2. D Clahns Nos.:
becauss thay reiate to parts of the Inlemational Appication that do not comply with the prescribed requiremants to such
an sxtent that no meaningiul interational Search can be caried out, specificaly:

3. D Claims Noa.:
bacauss thay are dependent claims and are not drafted in accordance with the sacond and third santences of Rule 8.4{a).

Box |l Obasivations whars unity of invention Is lacking (Continuation of iem 2 of first sheet)

This intamational Searching Authority tound multipie inventions In this International application, as follows:

1, D As all required additional search fees were tmely paid by the applicant. this Intsrnational Search Report covers al
searchahile clalms.

2. D As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional lee, this Authorily did not Invite payment
of any addhiional fea.

3 D As only some of the required addiionai search fees were timely paid by the applicant, this Intemational Search Rieport
covers only those claims for which lees were pald, speciiically claims Nos.:

4, D No required additional ssarch foas ware timely paid by the appiicant. Consequently, this intsmational Search Report Is
featricted © the invantion first mentioned in the cialms: it is covered by claims Nos.:

Remark on Protsst D The additional saarch fees wers accompanied by the applicant’s protest.

|___| No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCTASA/210 {continuation of first shes! { 1)) (July 1998)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

infermation on paiant family members

1922

intemational Application Ne
PCT/US 01/08042

?

Patent documant Publication Patent family Publication
cited In seecch report date member(s) date
W0 0014240 A 16-03-2000 AU 5860599 A 27-03-2000
BR 9914479 A 26-06-2001
W0 0014240 A2 16-03-2000
EP 1108034 A2 20-06-2001

Foom PCTABAN210 (pelent iamlly arnaz) Liuly 1002)



] D.23

The demand st be filed directly with the comporewr Internatonal  Prefuniman Exasmung Awthor or, ff e or sione Wnthosities are
with the onc chosen by the applicant. Nie mdl mame o mao-loster eole o that Authorige may he imdicancd Iy the applicent on i e

IPEA/ EP . .
PCT CHAPTERN |
DEMAND ]
under Article 31 of the Patent Cooperation Treaty:
‘The undersigned requests that the international application specified below be the subject of 1
international preliminary examination according to the Patent Cooperation Treaty and H
hereby elects all eligible Stares (except where otherwise mdicated). :
For Intemational Preliminary Examining Authority use only :
Idemtification of IPEA Date of receipt of DEMAND
BoxNo.1 IDENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APPLICATION | APPlicant®s or agent’s flc reference
28341/8114.P
International application No. International filing date fday/month/ear) (Earliest) Priority date tdeviinonthivear)
PCT/US01/08042 13 March 2001 ( 130301 ) [17March2000 =~ ( 170300 )

Title of invention
SALMONELLA VACCINE MATERIALS AND METHODS

Box No. Il APPLICANT(S)

: (Family Howed by gi : iy, full official | Tel No.
Name and address m‘"b ,::mr Tﬁlddnn?lquﬂmhm"mr:de’?#m mﬂ} (;1‘:;[:;;_4;00

o’

PHARMACIA & UPJOHN COMPANY Facsimile No.
301 Henrletia Street (618) 833-8857
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Box No. 111 AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE: OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

The following person is m agent D common representative
and E has been appointed earlier and represents the applicant(s) also for intemational preliminary examination.
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Box No. IV BASIS FOR INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION

Statement concerning amendments:*

1. The applicant wishes the international preliminary examination to start on the basis of:
28 the intemational application as originally filed.
the description es originally filed

as amended under Article 34

as originelly filed
as amended under Article 19 (together with any accompanying statement)
as amended under Article 34

the drawings a3 originally filed

as amended under Article 34

2, D The applicant wishes any amendment to the claims under Article 19 to be considered as reversed.

3. D The applicant wishes the start of the intenational preliminary examination to be pestponed until the expimtion of 20
months from the priority date unless the Intemationsl Preliminary Examining Authority receives a copy of mny
amendments made under Article 19 or & notice from the applicant that he does not wish 1o make such amendments
(Rule 69.1(d)). (This check-box may be marked only where the 1ime limit under Article 19 has not yet expired.)
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*  Where no check-box is marked, internationa! preliminary examination will siart on the basis of the iniemational application as
originally filed or, where a copy of amendmenss 10 the claims under Anticle 19 and/or amendments of the intermational
application under Article 34 are received by the International Preliminary Examining Authority before it has begun to draw up
a written opinion or the international preliminary examination report, as so amended.

Language for the purposes of International preliminary examination: English
which is the language in which the international application was filed.
D which is the language of a translation furnished for the purposes of intemnational search.
D which s the language of publication of the international application.
D which is the language of the translation (to be) furnished for the purposes of international preliminary examination.
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Box No. IV, for the purposes of imemational preliminary examinanon: received not received

1. translation of international application : . sheets
2. amendments under Article 34 : sheets

3. copy (or, where required, translation)
of amendments under Article 19 : sheets

4. copy (or, where required, translation)
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of statement under Anticle 19 : sheets
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from the priority date and itern 4 or 5, below., does not apply. informed accordingly.

4, D ‘lll'hf d;;esof receipt of the demand is WITHIN the period of 19 months from the priority date as extended by virtue of
ule 80.5.
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FEE CALCULATION SHEET

Annex to the Demand
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application No. PCT/USD1/08042

Applicanr's or agents 28341/6114.P Date stamp of the IPEA
Applicant

Pharmacia & Upjohn, David E. Lowery and Michael J. Kennedy

CALCUI..-ATION OF PRESCRIBED FEES

1. Preliminary examination fee .........ccnomnnmeesncinnenns 2,998.20 | P
1. Handling fee (Applicants from certain Siatas are

enililed 10 o reduction of 75% of the handling fee.

Where the applicamt is for all applicanis aore) so

entisied. the amount 10 be entered ot H Is 23% of the

handiing fee.) ..... 28751 | H
3. Total of prescribed fees

Add the smounts entered at P and H

and enter totl in the TOTAL BOX ....covvnereecencicecane 3,285.80

TOTAL
MODE OF PAYMENT
authorization to charge deposit -

account with the IP.rEf(ue b:low) D cash
D cheque D TEvVenuE Stamps
D postl money order D coupons
[] tenkenen [] - other tspecif:

(This mode of payment may not be availabie a1 all IPEAs)

Authorization to charge the total fees indicated above.

is check-bax be marked h
dnl:o:ll accounts of the IPEA m'::?m{; :um';lo:gnf?;

any deficiency or credit t in th
%%ﬁwéq it any overpayment in the

AUTHORIZATION TO CHARGE (OR CREDIT) DEPOSIT ACCOUNT

IPEA/ EP

Deposit Account No.: 28300287

Date: 27 September 2001
Name: Willlam K. Merkel
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Industrial.

IV [ Falta de unidad de invencién
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afirmacién .

VI [J Ciertos documentos citados

VI [ Ciertos defectos en la solicitud internacional

VII [] Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

Fecha de presentacién de la demanda Fecha de terminacifn de este reporte
12/10/2001 25/03/2002
Nombre y direccién de correo de IPEA/ Funcionario autorizado
European Patent Office
D-80298 Munich BOUTRUCHEJJEE
Tel: (+49-89) 2399-0, Tx: 523656 cprmu d
Fax: (+49-89) 2399-4465

Forma PCT/ IPEA/409 (Portada) (ullo 1996)



" REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
PCI/US01/08042

BASE DEL REPORTE
La base de este examen preliminar internacional es la solicitud segiin se present
originalmente.

II. No establecimiento de opini6én respecto a la novedad, nivel inventivo y
aplicabilidad industrial.

La pregunta de si la invencién reivindicada parece ser nueva, comprende un nivel
inventivo o ser aplicable industrialmente no ha sido el tema del examen internacional
preliminar respecto de las reivindicaciones que no han sido buscadas (Articulo
17(2)(a) o (3) y la Regla 66.1 (e) PCT); ver también reporte de blisqueda internacional.

V. Afirmacién razonada de conformidad con la Regla 66.2(a)(ii) respecto a la novedad,
nivel inventivo o aplicabilidad industrial.

Hasta el punto de que se ha llevado a cabo el examen preliminar internacional (ver
el ftem III anterior), se indica lo siguiente:

A la luz de los documentos citados en el reporte de bfisqueda internacional, se
considera que la invencién segtn se define en las reivindicaciones, que han sido el
objeto de un reporte de btisqueda internacional, llena los criterios mencionados en el
Articulo 33(1) del PCT, es decir, parece ser nueva, comprender un nivel inventivo y
ser aplicable industrialmente.
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemational application NoPCT/US 01/ 08042
EXAMINATION REPORT

L Basis of the report
The basis of this intemational preliminary examination is the application as originally filed.

Ill. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicabliity

The question of whether the claimed invention appears to be novel, to involve an

inventive step, or to be industrially applicable has not been the subject of the

international preliminary examination in respect of the claims which have not been

searched (Article 17(2)(a) or (3) and Rule 66.1(e) PCT); see also intemational search report).

V. Reasoned statement under Rule 66.2(a){ll) with regard to novelty, Inventive step or
Industrial applicabliity

To the extent that the intemational preliminary examination has been carmied out (see item
Il above), the following is pointed out:

In light of the documents cited in the intermational search report, it is considered

that the invention as defined in the claims, which have been the subject of an
international search report, maets the criteria mentioned in Article 33(1) PCT,

i.e. appears to be novel, 1o invoive an inventive step and to be industrially applicable.

Form PCT/400PE2 (EPO-03-2002) P20761
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Se suministran bacterias atenuadas mutantes de Sa/monella que
contlenen genes Inactlivados de virulencia, para ser usadas en vacunas
seguras y eficaces.



MATERIALES Y METODOS PARA LA VACUNA C NTRA LA
SALMONELLA

El presente invento reivindica la prioridad de la solicitud provisional
U.S. No. 60/190.178 presentada en Marzo 17 de 2000 cuya descripcién
total se incorpora al presente documento a manera de referencla.

CAMPO DEL INVENTO
El presente invento se relaciona en términos generales con la
salmonellae disefiada genéticamente, que son tiles como vacunas vivas.

ANTECEDENTES DEL INVENTO

Las enfermedades causadas por las bacterilas Salmonelia presentan
sintomas que van desde una leve diarrea autocontrolada hasta una
enfermedad gastrointestinal y septicémica grave en humanos y animales.
La Salmonella es una bacterla gram-negativa, en bastonclilo, y motil {(entre
las excepclones no motiles estan S. galliinarum y S. pullorum) que no
forman esporas. Las fuentes amblentales del organismo estdn conformadas
por agua, suelo, insectos, superficies de fabricas, superficles de cocinas,
heces de animales, cames crudas, carne cruda de aves de corral y
alimentos marinos crudos.

La Infeccibn por Saimonella es de una ocurrencia diseminada en
anlmales, especlalmente en aves de corral y en cerdos, y es una de las mdés
dafilnas desde el punto de vista econdmico dentro de la categorfa de
enfermedades entéricas y septicémicas que afectan a los animales
productores de alimento. Aun cuando muchos serotipos de Sa/monelias se
han aislado de animales, las S. choleraesuis y S. typhimurium son los dos
serotipos mas frecuentemente aislados que se asocian con la salmonellosis
clinica en los cerdos. En estos animales, la S. typhimurium causa
basicamente una enfermedad entérica, en tanto que la S. choleraesuls (que
se adapta al hospedero cerdo) es frecuentemente el agente etioldgico de
una enfermedad septicémica fatal con poco compromiso del tracto
intestinal. La S. dublin y S. typhimurium son causas comunes de Infeccién
en el ganado; de estas la S. dublin es adaptada al hospedero de ganado y
es frecuentemente el agente bloldgico de una enfermedad septicémica
fatal. Otros serotipos tales como S. gallinarum y S. pullorum son agentes
etlolégicos de Importancia en la saimonellosis en especles aviares y otras.

T



Aun cuando estos serotlpos afectan esenclailmente a los animales, la S
dublin y 1a S. choleraesuls también causan frecuentemente enfermedad en
los humanos.

Las diversas especies de Salmonella se han aislado de la parte
externa de la envoltura del huevo, incluyendo la S. enteritidis que puede
Incluso estar presente dentro de la yema del huevo. Se ha sugerido que la
presencla del organismo en la yema se debe a la transmisién proveniente
de la capa infectada de la gallina antes de la deposlcién del caparazén. Los
alimentos distintos de los huevos han causado Iguaimente brotes de la
enfermedad S. enteritidis en humanos.

La S. typhl y S. paratyphy A, B, y C producen fiebre tifoldea y otra
simllar a la tifoldea en humanos. Aun cuando la Infeccién Iniclal con
salmonella ocurre tiplcamente a través del tracto gastrointestinal, la flebre
tifoidea es una enfermedad sistémica que se disemina a través de todo el
hospedero y puede Infectar multiples sitios de érganos. El promedio de
fatalidad de fiebre tifoidea puede incluso ser tan alto que llega al 10% (en
comparacion con menos del 1% para la mayor parte de las formas de
salmonellosls). La S. dublin tlene una tasa de mortalldad del 15% cuando
el organismo causa septicemia en pacientes de edad avanzadas, y la S.
enteritidis presenta una tasa de mortalidad de aproximadamente 3.6% en
brotes detectados en hospltales y anclanatos, en donde los pacientes de
avanzada edad son los que se afectan especiaimente.

Se han hecho numerosos intentos de proteger a los animales y
humanos mediante Inmunizaclén utilizando una serie de vacunas. Muchas
de éstas proporcionan una proteccién pobre a moderada y exigen grandes
dosls para que se puedan considerar totalmente eficaces. Las vacunas
utilizadas anteriormente contra las salmonellas y otros agentes infecclosos
se han clasificado por lo general en dos categorfas: (i) componentes
especificos a partir de un agente blolégico, que Incluye fracciones celulares
o lisados, antigenos Intactos, sus fragmentos o andlogos sintéticos de
antigenos que ocurren en la naturaleza o epltopes (conocldos
frecuentemente como vacunas subunidades); (lI) anticuerpos antl-
idiotipicos; (iii) el agente etiolégico eliminado totalmente (conocldo
frecuentemente como vacunas eliminadas); o (iv) un derivado avirulento
(atenuado) del agente etloldglico utilizado como una vacuna viva.

La Iteratura muestra que las vacunas vivas atenuadas son mds
eficaces que las vacunas eliminadas o las denominadas vacunas



subunidades para Inducir Inmunidad protectora. A pesar de este hecho, las
dosls elevadas de vacunas vivas son las que se requleren con frecuencia
para lograr eficacla y un numero relativamente pequefio de vacunas contra
la Salmonella atenuadas son ofrecidas por el comercio hoy en dia. En
términos Ideales, una vacuna viva atenuada que sea eficaz conserva la
capacidad de infectar al hospedero sin causar enfermedad grave, siendo
por lo tanto capaz de estimular la inmunidad humoral (basada en
anticuerpos) y Ia Inmunidad mediada por células en forma suficlente para
lograr una resistencla contra cualquler Infeccién futura causada por
bacterias virulentas.

Se han utllizado varlas estrateglas de atenuacién para lograr que la
Salmonella sea avirulenta [Cardenas et al., Clin Microblal Rev. 5:328-342
(1992); Chatfield et al., Vaccine 7:495-498 (1989); Curtlss, in Woodrow et
al., eds., New Generation Vaccines, Marcel Dekker, Inc., New York, p. 161
(1990); Curtiss et al., In Kohler et al., eds., Vaccines: new concepts and
developments. Proceedings of the 10th Int'l Convocation of Immunology,
Longman Sclentific and Technical, Harlow, Essex, UK, pp. 261-271 (1987);
Curtiss et al., In Blankenship et al., eds., Colonization control of human
bacterial enteropathogens In poultry, Academic Press, New York, pp. 169-
198 (1991)]. Estas estrategias son entre otras el uso de mutantes sensibles
a la temperatura [e.g., Germanler et al., Infect Immun. 4:663-673
(1971)], mutantes aromdticos y auxotrépicos (e.g., -aroA, -asd, -cys, o -
thy [Galan et al., Gene 94:29-35 (1990); Holseth et al., Nature 291:238-
239 (1981); Roberetsson et al,, Infect Immun. 41:742-750 (1983); Smith
et al., Am J. Vet Res. 45:59-66 (1984); Smith et al., Am J. Vet Res.
45:2231-2235 (1984)], mutantes defectuosas en purina o blosintesis del
acido diaminopimélico (e.g., Apur y Adap [Clarke et al., Can J. Vet Res.
51:32-38 (1987); McFarland et al., Microb Pathog. 3:129-141 (1987);
O'Callaghan et al., Infect Immun. 56:419-423 (1988)], cepas alteradas en
la utllizaclén o sintesls de carbohidratos (e.g., AgalE [Germanler et al.,
Infect Immun. 4:663-673 (1971); Hone et al., J. Infect Dis. 156:167-174
(1987)], cepas alteradas en la capacidad de sintetizar los lipopolisacaridos
(e.g., galE, pmi, fa) o curados de pldsmidos de virulencla, cepas con
mutaclones en uno o mas genes virulentos (e.g., /nvA) y mutantes
alterados en la expresién global de genes (e.g., -cya -crp, ompR o -phoP
[Curtiss (1190), supra; Curtiss et al. (1987), supra; Curtiss et al. (1991)].
Supra).



Ademds de lo anterior, se han utllizado técnicas aleatorlas de
mutagénesis para Identificar los genes de virulencla expresados durante la
Infecclén en un modelo animal. Por ejemplo, la utilizacién de una serie de
enfoques con mutagénesis aleatoria se lleva a cabo en bacterlas después
de hacer una evaluacién de los mutantes en modelos animales o en
sistemas de cultivos tisulares, tales como el Signature- Tagged
Mutagenesis (STM) [ver Patente U.S. No. 5.876.931].

Sin embargo, los Informes publicados han demostrado que los
Intentos de atenuar la Sa/monella mediante la aplicacién de estos y otros
métodos han conducldo a diversos grados de éxito y han demostrado
diferenclas tanto en la virulencla como en la inmunogenicidad [Chatfield et
al., Vaccine 7:495-498 (1989); Clarke et al., Can J. Vet Res. 51:32-38
(1987); Curtiss (1990), supra; Curtlss et al. (1987), supra; Curtlss et al.
(1991), supra]. Los Intentos anteriores de utllizar metodologias de
atenuaclén para lograr vacunas vivas seguras y eficaces han
experimentado una serie de problemas.

Primero, una cepa atenuada de Salmonella que muestra reducclén
parcial o total de virulencia no puede retener conservar su capacidad de
inducir una respuesta inmune protectora cuando se administre en forma de
vacuna. Por ejemplo, los mutantes Aaro A y los mutantes galE del S.
typhimurium carentes de actividad epimerasa de la galactosa UDP
demostraron ser inmunogénicos en ratones [Germanier et al., Infect
Immun. 4:663-673 (1971), Hohmann et al., Infect Immun. 25:27-33
(1979); Holseth et al., Nature, 291:238-239 (1981); Hone et al., J. Infect
Dls. 156:167-174 (1987)] en tanto que los mutantes Aasd, Athy, y Apur
del S. typhimurium no lo fueron [Curtiss et al. (1987), supra, Nnalue et al.,
Infect Immun. 55:955-962 (1987)]. Todas estas cepas sin embargo fueron
atenuadas para los ratones cuando se administraron por via oral o
parenteral en dosis suficientes como para dar muerte a ratones con la cepa
parental en estado natural. De manera andloga, los mutantes AaroA,
Aasd, Athy, y Apur del S. choleraesuls fueron avirulentos en ratones, pero
solamente los mutantes AaroA fueron suficlentemente avirulentos y
hinguno de ellos eficaces como vacunas vivas [nnalue et al., Infec Immun.
54:635-640 (1986); Nnalue et al., Infect Immun. 55:955-962 (1987)].

Segundo, las cepas atenuadas de S. dublin portan mutaciones en
phoP, phoP crp, [crp-cdt] cya, crp cya y demostraron ser Inmunogénicas en
ratones pero no en el ganado vacuno [Kennedy et al., Abstracts of the 97th



General Meeting of the American Society for Microblology. B-287:78
(1997)]. De Igua!l manera, otra cepa de S. dublin, SL5631, con una
eliminacién que afecta al gen aroA demostrd ser altamente protectora
contra la Invasién letal a una cepa heterdloga en ratones [Lindberg et al.,
Infect Immun. 61:1211-1221 (1993)] pero no en ganado vacuno [Smith et
al., Am J. Vet Res. 54:1249-1255 )1993)].

Tercero, las cepas de Salmonella disefadas genéticamente que
contienen una mutacion tan solo en un gen pueden mutar
espontdneamente y ‘"revertir hasta llegar al estado virulento. La
Introduccién de mutaciones en dos 0 mas genes tlende a proporcionar un
alto nivel de seguridad contra la restauracidn de patogenecidad por
recombinacién [Tacket et al., Infect Immun. 60:536-541 (1992)]. Sin
embargo el uso de interrupclones de genes dobles o miultiples es
impredescible en cuanto a su efecto sobre la virulencla e Inmunogenicidad;
ademads, la introduccién de mutaciones miuiltiples puede sobreatenuar una
bacteria para un hospedero en particular [Linde et al., Vaccine 8:278-282
(1990); Zhang et al., Microb. Pathog., 26{3):121-130 (1999)].

En el presente Invento es de interés ia I[dentficaclén de las
denominadas Islas de patogenicidad (PAIs) en la Salmonella y otras
bacterlas, que son grandes reglones cromosomdticas algunas veces
Inestables que albergan racimos de genes que frecuentemente definen las
caracteristicas de virulencla en las bacterias entéricas. La composicién base
del ADN en estas reglones PAIs frecuentemente difiere de la que se
presenta en los cromosomas de las bacterlas en las que se ublcan , lo cual
Indica que probablemente han sido adquiridas por una transferencla
horizontal de genes. Una Isla de patogenicidad de Sa/monella que contenga
genes requeridos para la Invasién celular epitellal se ha Identificado en
aproximadamente 63 centlsomas cs en el cromosoma S. tryphimurium, y
se ha demostrado que contienen componentes codificadores de genes del
tipo III (contacto dependiente) en el sistema de secrecién, proteinas
efectoras secretadas, y proteinas reguladoras asociadas [Millis et al., Mol
Microblol 15(4):749-59 (1995)]. Una segunda Saimonella PAI de 40 kb se
ubica en 30.7 y se ha designado como Isla de patogenicildad de la
Salmonella 2 (SPI2) [Shea et al.,, Proc. Nal'l Acad. Sd. USA,
19;93(6):2593-2597 (1996)]. Ei andlisis secuenclal nucleétido de regiones
de SPI2 revelé que los genes codificaban un aparato de secrecién tipo III
en segundo lugar, que segin se Indica particlpé en una etapa de la
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patogénesis posterior a la penetracién de células epitellales. Se ha
demostrado que las mutaclones en algunos genes dentro del SPI2
producen atenuaclén de virulencla bacteriana en ratones. Consultar la
Patente U.S. No. 5.876.931; Shea et al., Proc. Natl. Acad. Scd USA,
93:2593-2597 (1996); Ochman et al., Proc. Natl. Acad. Sd USA,
93(15):7800-7804 (1996); Hensel et al., J. Bacteriol., 179(4):1105-1111
(1997); hensel et al., Molec. Microbiol., 24(1):155-167 (1997); Dunyak et
al., e Informaclén en afiches presentados en la Novena Asamblea General
de |2 Sociedad Americana de Microbiologia (1997), p. 76.

Continua existiendo la necesidad de vacunas atenuadas vivas, que
sean mas seguras y eficaces contra la Sa/monella, hasta el grado en que
Idealmente no requleran ser administradas en dosls muy grandes.

BREVE RESUMEN DEL INVENTO

El presente invento se relaclona con vacunas seguras y eficaces que
utllizan una o méas cepas de las bacterias mutantes atenuadas gram-
negativas en las que uno o mas genes homélogos a los genes que estan
dentro de la Isla de patogenicidad 2 (SPI2) de la Sa/imonella se han
Inactivado, preferiblemente por eliminacibn del 5% al 100%
aproximadamente del gene, y mas preferiblemente por eliminacién del
50% o mdés del gene aproximadamente. Se anallzan especificamente las
vacunas que comprenden una o mas especles de bacterlas mutantes
atenuadas de la Sa/monella en las que uno o mas genes, y preferiblemente
dos o mds genes, dentro de SPI2 se han desactivado. En una presentacién
preferida, uno o mds de los genes ssa, particularmente los genes ssaT7,
ssal, ssaC o ssaM, se han desactivado en la bacteria mutante. La invenclén
se basa en resultados de pruebas extensas sobre seguridad y eficacia de
estas vacunas, Incluyendo aquellas que contienen mas de un serotipo de
Saimonella en especles animales distintas de roedores, Incluyendo ganado
vacuno y cerdos.

De acuerdo con un aspecto del presente invento, la composicién de
las vacunas comprenden una cantidad inmunolégicamente protectora, de
una primera bacterla mutante atenuada de la Sa/monelia en la que uno o
mas genes ssa se desactiva. Una presentacldn, los genes ssa se
selecclonan a partir del grupo conformado por ssa7, ssal, ssaC y ssaM. Las
cantidades adecuadas variaran, pero pueden Inclulr aproximadamente 10°
bacterlas o menos. En estas bacterias mutantes, el gen o genes inactivados
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se Inactivan preferiblemente por eliminacién de una porcién de la regién
codificante del gene. De manera alterna, la Inactivacién se efectla
mediante mutacldn de Inserto. Cualquler especle de bacterias de
Salmonella, particularmente las subespecies y subtipos S. enterica pueden
mutarse de acuerdo con el Invento, Incluyendo las Salmonelias
provenientes de los serogrupos A, B, C,;, C;, D; y E;. Todas las Salmonellas
serovars pertenecen a dos especles: S. bongorl y S. enterica. Las seis
subespecies de S. enterica son: S. enterica subespecles enterica (1 0 1), S.
enterica subespecles salamae (II o 2), S. enterica subespecles arizonae
(IlIa o 3a), S. enterica subespecles diarizonae (IIIb o 3b), S. enterica
subespecies houtenae (IV o 4), S. enterica subespecles Indica (VI o 6).
Entre los ejemplos de las subespecies estdn: S. Cholereesuls, S.
Typhimurium, S. Typhl, S. Paratyphl, S. Dublin, S. Enteritidis, S.
Galllnarum, S. Pullorum, Salmonella Anatum, Saimonella Hadar, Salmonella
Hamburg, Salmonella Kentucky, Salmonella Miarnl, Salmonella Montevideo,
Salmonella Ohio, Salmonella Sendal, Salmonella Typhisuls.

Dos 0 mds genes de virulencla se pueden inactlvar en las bacterias
mutantes de la Saimonel/a, de las cuales por lo menos un gen es del tipo
del que se encuentra al Interlor de SPI2. En un aspecto, el gen es del tipo
ssa. Preferiblemente, dos genes seleccionados a partr del grupo
conformado por ssa7, ssal y ssaC se han Inactivado. Mas preferiblemente,
la combinacién de ssaT y ssaC, o ssaT y ssal se han Inactivado.

La composicién de las vacunas puede comprender incluso una
segunda bacteria mutante atenuada de la Sa/monella en la cual uno o més
genes ssa se han inactivado. En un aspecto, el gen ssa se selecciona a
partir del grupo conformado por ssa7, ssal y ssaC. Preferiblemente, la
primera y segunda bacterias mutantes Sa/monella son de distintos
serotipos. Para el ganado, las vacunas que comprenden S. dublin y S.
typhimurium son las que se prefieren.

El invento proporciona igualmente métodos de inmunizacién, es decir
confleren Inmunidad protectora al animal administrando las composiclones
de la vacuna del Invento. Los signos de Inmunidad protectora se describen
mds adelante. El invento proporciona ademds métodos para reducir la
transmislén de Infecclén medlante la administracién de vacunas del Invento
en cantidades eflcaces para reduclr la cantidad o duracién de eliminacién
bacterlana durante la infeccién. Los animales que son receptores
adecuados de tales vacunas son entre otros ganado vacuno, ovejas,



caballos, cerdos, aves de corral y otras, gatos, perros y humanos. Los
métodos del invento utilizan cualquiera de las composiciones de vacunas
del Invento, y preferiblemente la vacuna comprende una cantidad eficaz de
un mutante atenuado, que es la bacteria mutante no reversible de la
Salmonella en la cual uno 0 més genes dentro de la regién SPI2 se han
Inactivado, bien sea por eliminacién de la porcién del gen o genes, o
altemativamente, por la mutacién de insercién. En un aspecto, los métodos
utllizan bacterlas atenuadas en donde un gen ssa se inactiva, y
preferiblemente el gen ssa se selecciona del grupo conformado por ssaT,
ssal, ssaC, y ssaM.

Segln otro aspecto del Invento, la bacteria mutante atenuada
Saimonella puede comprender ademdés un polipéptido codificante
polinucleétido distinto de la Sa/lmonella. La administracién de las bacterias
mutantes o de una composiclén de vacuna que comprenda a la bacteria
mutante brinda de esta manera un método para administrarle a un animal
un antigeno pollpéptido Inmunogénico.

Son numerosos los aspectos y ventajas adicionales del Invento que
resultaran claros para los expertos en esta drea al considerar la descripclén
en detalle del Invento en la que se encuentra una relaclén de las
presentaclones preferidas de dicho trabajo.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las Figuras 1, 2 y 3 muestran una representacién esquemdtica de
las secuenclas nucledtidas del S. typhimurlum que flanquean las
ellminaclones Internas de los genes ssa7, ssal y ssaC, respectivamente, en
el estado natural y en genoma mutante. La secuencia superior muestra los
nucleétidos que flanquean los puntos de eliminacién, en tanto que la
secuencla inferior muestra la secuencla ADN presente en el locus ellminado.
Las letras mindsculas indican nucleétidos en tanto que las mayusculas se
refleren a amino &cidos.

La Figura 4 muestra la organizacién del SPI2 en S. typhimurium, que
se agrupd utllizando las secuencias disponibles en el GenBank (Accesslon
#'s AJ224892, 795891, U51927, Y09357 y X99944). Se muestran marcos
ablertos de lectura pre-establecida en forma de caslllas ablertas con la
orientacién del marco de lectura ablerto que se Indica. El diagrama estéd
dibujado a escala y en la parte inferior se Indican los sitlos de las
eliminaclones ssaC, ssal y ssaT.
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DESCRIPCION DETALLADA DEL INVENTO

El presente Invento proporciona vacunas, © composiclones
Inmunogénicas, que comprenden una o mdas especles de bacterias
atenuadas mutantes de Salmonella en las que uno o mas genes de
virulencla, preferiblemente los genes que se encuentran dentro de SPI2,
han sido eliminados. Una ventaja de las vacunas del presente Invento
que las bacterlas vivas mutantes y atenuadas se pueden administrar como
vacunas en dosls razonables, a través de una serie de rutas diversas, y
seguir Induclendo la Inmunidad protectora en los animales vacunados. Otra
ventaja es que las bacterias mutantes contlenen Inactivacién en dos genes
distintos que no son revertibles, o por lo menos tienen mucha menos
probabllidad de revertir a un estado virulento.

El desgo de reversién se puede evaluar haciendo pasar las bacterias
en multiples oportunidades (5 veces) y administrando las bacterias

resuitantes a animales. Los mutantes no reversibles continuardn.

atenuandose.

Los eJemplos del presente Invento demuestran que la inactivacién de
dos o mas genes al Interfor de SPI2 no atenGa posteriormente (nl
sobreatenua) las bacterias sl se hace la comparacién con aquellas bacterias
en las que solo se ha inactivado un gen. Los ejemplos demuestran también
que la eliminacién de genes dentro del SPI2 da como resultado vacunas
seguras y eficaces segun se observa a través de reducciones observables
en signos y sintomas adversos asoclados con Infecclén por las bacterlas en
estado natural. Las vacunas de los ejemplos que aparecen en el presente
invento han demostrado que confieren una Inmunidad protectora superior
en comparacién conh otras vacunas que contienen bacterias atenuadas
vivas, por ejemplo Salmo Shield™TD (Grand Laboratories, Inc.) y bacterias
mutantes de Sa/monella que contlenen mutaciones Arfa K 0 Acya Acrp.
Los ejemplos demuestran ademas que una combinacién de vacunas que
contienen dos 0 mas cepas de Sa/lmonella de mutante atenuado de
diferentes serotipos es eflcaz y que la inclusién de los distintos serotipos no
cause interferencla con la respuesta inmune.

Cuando dos o mas genes dentro del SPI2 se Inactivan, los dos genes
pueden provenir de Igual o distinta "regién" SPI2 (por ejemplo, de las
regiones de maquinarfa exportadora, protelnas efectoras, vy
sensores/reguladores). Los genes pueden también provenir de iguales o
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distintos grupos funclonales segln se observa en la Flgura 4, que Incluyen
los componentes estructurales ssa (aparato del sistema de secrecién, como
ssaB, ssaC, ssaD, ssaE, ssaF, ssaG, ssaH, ssal, ssal, ssaK, ssal, ssaM,
ssaN, ssa0, ssaP, ssaQ, ssaR, ssaS, ssaT, y/o ssal) objetivo secretados del
sistema de secrecién tipo III (efector de! sistema de secrecién), sistema
regulador de sensor de dos componentes, ssr (regulador de sistema de
secreclén), y chaperones de las protelnas secretadas, ssc (chaperona del
sistema de secrecidn).

La secuencla nucledtida de ssaT provenlente de S. dublin se
establece en SEQ ID NO: 1. La secuencla nucleétida de ssaT provenlente de
S. typhimurium se establece en SEQ ID NO: 2. De acuerdo con el presente
texto, "ssaT" Incluye SEQ ID NOs: 1, 2 y otras especles de Sa/monellas que
le son equivalente, secuencias nucleétidas de Salmonella de longitud
completa que se hibridizan con el complemento no codificante de SEQ ID
NOs: 1 o 2 bajo condiclones estrictas (por ejemplo segun se describe en la
Figura 4 de Shea et al., Proc. Nat'l. Acad. Scl. USA, 93:2593-2597 (1996),
que se Incorpora al presente estudio a manera de referencia), y las
secuenclas nucleétidas de Sa/monella de longitud total que poseen
identidad secuenclal al 90% con SEQ ID NO: 1 o 2. Los profesionales de
esta disciplina pueden féclimente Identlficar los equivalentes de las especies
Salmonella y ademas Inclulr secuenclas de nucleétidos con identidad por
ejemplo de 90%, 95%, 98% y 99% a SEQ ID NO: 1 o0 2.

La secuencla nucleétida de ssaJ tomada de S. dublin se establece en
SEQ ID NO:3. La secuencia nucleétida de ssaJ proveniente de S.
typhimurium se establece en NO:4. De acuerdo con este trabajo, "ssal"
Incluye SEQ ID NOS: 3, 4 y otras especles equivalentes de Saimonella que
le corresponden, por ejemplo secuenclas nucleftidas de Salmonella de
longltud total que se hibridizan con el complemento no codificante de SEQ
ID NO:3 o 4 bajo condiclones estrictas, y secuencla de nucledtidos de
Salmonella de longitud total que tlenen una ldentildad de secuencla al 90%
al SEQ ID NO: 3 o 4. Los equlvalentes de las especles Sa/monella pueden
ser fidclimente Identificado por profesionales en este campo y ademds
incluir secuencias de nucledtidos con Identidad de por ejemplo de 90%,
95%, 98% y 99% al SEQ ID NO: 3 0 4.

La secuencla nucleétida de ssaC tomada de S. dublin se establece en
SEQ ID NO:5. La secuencla nucleétida de ssaC proveniente de S.
typhimurium se establece en SEQ ID NO:6. De acuerdo con este trabajo,
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"ssaC™ Incluye SEQ ID NOS: 5, 6 y otras especies equivalentes de
Salmonella que le corresponden, por ejemplo secuencias nucledtidas de
Saimonella de longitud total que se hibridizan con el complemento no
codificante de SEQ ID NO:5 o 6 bajo condiclones estrictas, y secuencla de
nucledtidos de Saimonella de longltud total que tienen una Identidad de
secuencia al 90% al SEQ ID NO: 5 o 6. Los equivalentes de las especies
Salmonella pueden ser féclimente Identificado por profesionales en este
campo y ademas Inclulr secuenclas de nucleétidos con identidad de por
ejemplo de 90%, 95%, 98% y 99% al SEQ ID NO: 50 6.

La secuencla nucledtida de ssaM tomada de S. dublin se establece en
SEQ ID NO:30. La secuencla nucleétida de ssaM provenlente de S.
typhimuriurmn se establece en SEQ ID NO:7. De acuerdo con este trabajo,
"ssaM" incluye SEQ ID NOS: 7, 30 y otras especles equlvalentes de
Salmonella que le corresponden, por ejemplo secuencias nucleétidas de
Salmonella de longltud total que se hibridizan con el complemento no

codificante de SEQ ID NO:7 o 30 bajo condiciones estrictas, y secuencla de .

nucledtidos de Saimonella de longitud total que tienen una identidad de
secuencla al 90% al SEQ ID NO: 7 o 30. Los equivalentes de las especies
Salmonella pueden ser fécilmente Identificado por profesionales en este
campo Yy ademds Incluir secuencias de nucledtidos con identidad de por
ejemplo de 90%, 95%, 98% y 99% al SEQ ID NO: 7 o 30.

El Invento describe Igualmente que los genes equivalentes (es decir
aquellos que tlenen una homologia superior al 80%) en otras bacterlas
gram-negativa se pueden activar de manera similar para obtener vacunas
eficaces.

Las secuencias de nucledtidos de otros genes en SPI2 se pueden
ensamblar utilizando las secuenclas disponibles en el GenBank (e.g.,
Accession #'s AJ224892, 295891, U51927, Y09357 y X99944) que cubren
SPI2.

De acuerdo con este contexto, un gen “"inactivado™ es aquel que ha
sido mutado por Insercién, eliminacibn o sustitucién de secuencia
nucleétida de manera que la mutacién inhibe o elimina la expreslén y/o
actividad blolégica del producto del gen codificado. La mutaclén puede
actuar a través de la afectacién de la transcripcién o traslado del gen o su
mRNA, o bien la mutacién puede afectar el mismo producto del gen
polipéptido de tal manera que se haga Inactivo.
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En presentaclones preferidas, la Inactvaclén se realiza por
eliminacién de una porcién de la reglén codificante del gen, debido a que la
mutacién por eliminacién reduce el riesgo de que de el mutante se revierta
a un estado virulento. Por ejemplo, algunos, la mayoria {por ejemplo la
mitad o més) o prdcticamente todas las reglones codificantes se pueden
eliminar (es declr del 55 al 100% aproximadamente del gen, pero
preferiblemente el 20% o mdas aproximadamente del gen, y mas
preferiblemente el 50% o mds aproximado del gen se pueden ellminar). De
manera altema, la mutacidn puede ser una Insercién o eliminacién o
Incluso un nucleédtido senclllo que cause un desplazamlento de trama en el
marco de lectura ablerta, que a su vez puede causar una terminacion
prematura del pollpéptido codificado o de la expresién de un polipéptido
completamente inactivo. Tamblén se pueden generar la mutaclones a
través de la Insercién de secuenclas de genes extrafios, por ejemplo la
Insercién de un gen que codlfica la resistencla a los antibidticos.

Los mutantes por eliminacion se pueden construir utilizando
cuaiqulera de ellos tomados de una serle de técnicas blen conocidas y
sistemdticamente aplicadas en este campo de trabajo. En uno de los
ejemplos, se puede emplear una estrategla que utllice marcadores
contraseleccionables, y que se haya utilizando cominmente para ellminar
los genes en muchas bacterias. Para consultas, referirse por ejemplo a los
trabajos de Reyrat, et al., Infection and Immunlty 66:4011-4017 (1998),
que se Incorporan a este estudio a manera de referencla. Segin esta
técnica, se emplea frecuentemente una estrategla de seleccién doble en la
cual se construye un pldsmido que codifica a un marcador seleccionable y
contraselecclonable, con secuenclas de flanqueo ADN derivadas de ambos
lados de la eliminacién deseada. El marcador selecclonable se utlliza para
selecclonar bacterias en las cuales el pldsmido se ha Integrado dentro del
genoma en el sitlo y forma aproplados. E| marcado contra-selecclonable se
utiliza para seleccionar el porcentaje minimo de bacterias que han
eliminado espontaneamente al plasmido integrado. Una fraccién de estas
bacterias contendra entonces tan solo la ellminacién deseada sin presencla
de ninglin otro ADN extrafio. La clave para el uso de esta técnica es la
disponibilidad de un marcador contra-selecclonable adecuado.

Segln otra técnica, el sistema cre-lox se utiliza para recombinacién
de ADN especifica para el sitlo. El sistema estd conformado por 34
secuencias de par de base /ox que se reconocen por medio del gen de la
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recombinasa cre bacteriana. SI los sitlos /ox estdn presentes en el ADN en
la orlentaclén aproplada, el ADN flanqueado por los sitlos /ox serd
suprimido por !a recomblnasa cre, lo cual da como resultado la eliminaclén
de todas las secuenclas excepto de la copla que queda de la secuencia /ox.
Aplicando las técnicas estdndar de recombinacidén, es posible eliminar el
gen de interés considerado como un blanco en el genoma Sa/monelia y
reemplazarlo por un marcador seleccionable (por ejemplo un gen que
codlfica la resistencla a la canamicina) que es flanqueado por los sitios /ox.
La expresién transitorila (por electroporacién de un plasmido suicida que
contiene al gen cre bajo control de un promotor que funciona en la
Salmonella de la recombinasa cre deberd dar como resultado una eficlente
eliminacion del marcador flanqueado del /ox. Este proceso podria dar como
resultado un mutante que contlene la mutacién de eliminaclén deseada y
una copla de las secuenclas /ox.

De acuerdo con otro enfoque, es posible reemplazar directamente
una secuencla deseada que se elimina en el genoma de Sa/monella con un
gen marcador, tal como la proteina verde fluorescente GFP, B-
galactosidasa, o luciferasa. Segin esta técnica, los segmentos ADN que
flanquean una eliminacién deseada se preparan por medio del PCR y se
clonan dentro de un vector suicida (que no se replica) para la Salmonelia.
Un cassette de expresién, que contlene un promotor activo en Salmonella y
un gen marcador aproplado se clona entre las secuencias de flanqueo. El
pldsmido se introduce dentro de la Salmonella en estado natural. Las
bacterias que incorporan y expresan el gen marcador (probablemente a
una frecuencla muy baja) se alslan y examinan con respecto del evento
adecuado de recomblnacién (es decir reposicién del gen en estado natural
con el gen marcador). Para que una cepa modificada sea eficaz en una
formulacién de vacuna, la atenuacidn deberd ser lo suficientemente
significativa para evitar que el patégeno evoque severos sintomas clinicos,
pero también lo suficlentemente Insignificante como para permitir replicas
limitadas y crecimiento de las bacterlas dentro del receptor. El receptor es
un sujeto que requlere de proteccién contra una enfermedad causada por
una forma virulenta de la Salmonella u otros micro-organismos patégenos.
El sujeto que se debe inmunizar puede ser un humano u otro mamifero o
animal, por ejemplo animales de granja como vacas, ovejas, cerdos,
caballos, cabras y aves de corral {por ejemplo pollos, pavos, patos y
gansos) y animales de comparila como perros y gatos; y animales exdticos
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y/o de zoolégico. La inmunizaclén de roedores y no roedores también se
analiza dentro de este estudio.

Una "cantidad Inmunolégicamente protectora” de las bacterias
mutantes atenuadas es una cantidad eficaz para Inducir una respuesta
inmunogénica en el receptor y que es adecuada para prevenir o mejorar los
signos o sintomas de la enfermedad, Incluyendo efectos noclvos para la
salud o complicaciones de la misma, causados por infecclén con bacterias
de Salmonella en estado natural. Se pueden inducir Inmunidad humoral o
Inmunidad mediada por las células o ambas. La respuesta inmunogénica de
un animal a una composicién de vacuna se pueden evaluar, por ejemplo
Indirectamente a través de mediclones de titulos de anticuerpos, ensayos
de proliferacién de linfécitos, o directamente a través de monitoreo de
signos y sintomas después del contacto con una cepa en estado natural.

La inmunidad protectora conferida por una vacuna se puede evaluar
midiendo por ejemplo la reducclén de signos clinicos como son mortalidad,
morbllidad, temperatura, nimero y porcentaje de dlas de diarrea,
productividad de leche, ganancla promedio diarla de peso, condiclén fisica y
salud general y desempefio del sujeto.

Cuando se administran una combinacién de dos o mds serotipos
distintos de bacterias, resulta altamente deseable que exista poca o
ninguna interferencia entre los serotipos, de tal suerte que el hospedero no
quede impedido de desarrollar una respuesta inmune protectora, a uno de
los dos 0 més serotipos administrados. Puede presentarse la Interferencia
por ejemplo sl una cepa predomina en el hospedero hasta el punto en que
Impida o limite el desarrollo por parte del hospedero de una respuesta
protectora Inmune a las demds cepas. De manera altema, una cepa puede
inhibir directamente a las otros cepas.

Ademds de la inmunizacién de! receptor, las vacunas del invento
pueden tamblén promover el crecimlento del receptor y/o aumentar la
Inmunidad de éste y/o mejorar el estado de salud general del mismo. Los
componentes de las vacunas del invento, o productos microblanos, pueden
actuar como inmuno-moduladores que estdn en condiclones de Inhibir o
mejorar los aspectos del sistema Inmune. Por ejemplo, las vacunas del
invento pueden sefialar trayectorias que podrian reclutar citéquinas que
tengan un beneficlo general positivo para el hospedero.

Las vacunas del presente Invento tamblén proporcionan ventajas de
salud para la comunidad veterinaria y humana al reducir la diseminacién de
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bacterias virulentas por parte de animales Infectados. Se puede reducir
blen sea la carga bacteriana que se produce (es decir la cantidad de
bacterias, por ejemplo las CFU/mI) o la duracién de la proliferacién (por
ejemplo nimero de % de dlas que se observe de diseminacién), o ambos.
Preferiblemente, la carga de diseminacién se reduce aproximadamente en
10% o mads en comparacibn con los animales no vacunados,
preferiblemente en 20% o mds, y/o se reduce la duraclbn de la
diseminacién en por lo menos un dfa, o més, preferiblemente 2 o 3 dlas, o
en 10% o mas o 20% o mds.

Si blen es posible que una bacterla atenuada del invento de
administre sola, es preferible administrar una o méds de tales bacterias
mutantes junto con uno o varios excipientes, diluyentes, adyuvantes o
portadores adecuados y farmacéuticamente aceptables. El portador o
portadores deberdn ser "aceptables™ en el sentido que sean compatibles
con el las bacterlas mutantes atenuadas del Invento, y no deletereas para
el sujeto que se inmunice. Baslcamente, los portadores serdn agua o
solucion salina que se esterilicen y estén llbres de pirégenos.

Cualquier adyuvante conocldo en el arte se puede utllizar en la
composlicién de la vacuna, Incluyendo adyuvantes de base en aceite como
es el caso del Adyuvante Completo de Freund y el Adyuvante Incompleto
de Freund, los adyuvantes de base de micolato (por ejemplo dimicolato de
trehalose), los lipopolisacaridos bacteranos (LPS), peptidoglicanos
(ejemplo, murelnas, mucopéptidos, o glicoproteinas como N-Opaca,
muramll dipéptido [MDP] o andlogos MDP), proteoglicanos (e.g., extraidos
de Klebsiella pneumoniae), preparaciones de estreptococos (e.g., OK432),
Biostim™ (e.g., 01K2), los "Iscoms” de EP 109 942, EP 180 564 y EP 231
039, hidréxido de aluminio, saponina, DEAE-dextran, aceites neutrales
(como el migliol), aceltes vegetales (como el acelte de arachls), liposomas,
poliols Pluronic®™, el sistema adyuvante Ribl {ver por ejemplo GB-A-2 189
141) o interleuquinas, particularmente aquellas que estimulan la inmunidad
mediada por células. Un adyuvante altermno consiste en extractos de
Amycolata, que es un genero bacteriano del orden de las Actinomicetales,
que se ha descrito en la Patente U.S. No. 4.877.612. Adicionalmente, las
mezclas adyuvantes propletarias se encuentran disponibles en el mercado.
El adyuvante utilizando dependerd en parte del organismo receptor. La
cantidad de adyuvante para administrar dependerd del tipo y tamafio del
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animal. Las dosls 6ptimas pueden estar rdpldamente determinadas por
métodos de rutina.

Las composiciones de vacunas podrdn opclonaimente Incluir
diluyentes liquidos, sélidos o semisélidos farmacéutica aceptables (es decir
estériles y no tdéxlcos) compatibles con las vacunas que sirvan como
vehiculos, exciplentes o medlos farmacéuticos. Se puede utllizar cualquler
diluyente conocido dentro de este campo de estudio. Entre los dilluyentes
utllizados como ejemplos estdn entre otros el monolaurato de sorbitan de
polloxietileno, estearato de magnesio, metll y proplihidroxibenzoato, talco,
alginatos, almidones, lactosa, sucrosa, dextrosa, sorbitol, manitol, goma
acacia, fosfato de calcio, acelte mineral, manteca de cacao, y acelte de
teobroma.

Las composiciones de las vacunas se pueden empacar en formas
adecuadas para su entrega. las composiciones se pueden encerrar dentro
de una capsula, caplet, sachet, cachet, gelatina, papel u otro envase. Estas
formas de presentacién son preferibles cuando son compatibles con el
Ingreso de una composiclén inmunogénica dentro del organismo receptor, y
particularmente cuando la composicibn Inmunogénica se esta
administrando en forma de dosis unitaria. Las unidades de doslficacién se
pueden empacar por ejemplo en tabletas, cApsulas, supositorios o cachets.

Las composiclones de las vacunas se pueden Introducir dentro del
sujeto que se va a Inmunizar aplicando cualqulera de los métodos
adecuados por ejemplo por via intravenosa, Intradérmica, intramuscular,
Intramamanria, intraperitoneal, o Inyeccidn subcutanea, por via oral,
transdérmica, sublingual, Intranasal, anal o vaginal. El tratamlento puede
consistir en una sola dosis 0 en una serie de las mismas en un determinado
tlempo.

Segun la ruta de administracién, se pueden administrar cantidades
adecuadas de las bacterlas mutantes que son por ejemplo bacterias de
~10° 0 menos, slempre y cuando que el vacunado Induzca una adecuada
respuesta inmunogénica. Las dosis de ~10 o menos o de ~10'! o0 menos
puede requerirse para lograr la respuesta deseada. Las dosls
significativamente superiores a ~10'! pueda que no sean comerclaimente
deseables.

Otro aspecto del Invento Involucra la construcclén de bacterias
mutantes atenuadas que comprenden adiclonalmente una secuencla
polinucleétlda que codificada un polipéptido heterdlogo. Por ejemplo, para
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la Saimonelia, un polipéptido "heterélogo” podria ser un polipéptido distinto
de la Salmonella que no se exprese normalmente por las bacterias de
Saimonella. Estas bacterias mutantes atenuadas se pueden emplear en
métodos para la administracién del polipéptido heterdlogo o el ADN. Por
ejemplo, la Salmonella podria disefiarse para que haga una lisis sobre el
ingreso dentro del citoplasma de una célula de hospedero eucariftica sin
causar un dafio significativo, convirtiéndose de esta manera en un vector
para la Introduccién del ADN plasmido dentro de la célula. Los polipéptidos
heterdlogos adecuados Incluyen antigenos Inmunogénicos provenientes de
otros agentes Infecclosos (que incluyen bacterlas gram-negativo y bacterias
gram-positivo y virus) que Inducen una respuesta Inmune protectora en los
receptores, y expresion del antigeno polipéptido por parte de las bacterias
mutantes en la vacuna que hace que el receptor sea Inmunizado contra el
antigeno. Otros polipéptido heterélogos que se pueden Introducir utllizando
la Salmonella mutante Incluyen las moléculas Inmunomoduladoras por
ejemplo citdquinas o protelnas de "desempefio” tales como la hormona del
crecimiento, GRH, y GDF-8.

El Ejemplo 1 enfoca ia construccibn de mutantes atenuados de la
bacteria Sa/monella que contlene eliminaclones sencllias o dobles definidas
en los genes ssaT, ssal, ssaC, rfaK y ginA; y construccién de Saimonella
mutante que contiene Inserclones inactivantes. El Ejemplo 2 aborda los
resultados de pruebas de seguridad y eficacla de animales inoculados con
estas bacterias de la Sa/monella mutantes y atenuadas.

Ejemplo 1
Construccién de Mutantes de Salmonella que contienen
Eliminaciones Sencillas y Dobles de Genes Seleccionados: ssaT,
ssal. ssaC, rfaK y ginA

A. Construccién de plasmidos de genes pCVD442::A

Para cada uno de los genes S. typhimuriurn y S. dublin ssaT, ssal,
ssaC, rfaK y ginA se construyeron vectores suicldas de seleccién positiva
basados en el pldsmide pCVD442 [Donnenberg y Kaper, Infect Immun
59:4310-17 (1991)] que contenfan una porcién de las reglones
cromosomdticas 5' y 3' que flanquean cada gene, pero con eliminaclones
Intemas sustanclales (tipicamente >95%) dentro del gen mismo. La
divisién del gen por extensién de sobreposicién ("gene SOEing" [Horton et
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al., Blotechniques 8:528-535 (1990)]) se utillzé para generar fragmentos
de ADN que fueron complementarios al gen que se debla ellminar, pero que
careclan de la mayoria de la secuencla nucledtida intema. Los plasmidos
que contlenen estos genes Intemamente eliminados fueron deslgnados
como pCVvD442:: AssaT, pCvD442::Assal, pCVD442:: AssaC,
pCVD442::ArfaK, pCVD442::AginA, respectivamente. Estos vectores
fueron luego utllizados para generar mutantes de eliminacién S.
typhimurium y S. dublin por medio de Intercamblo alélico. Los plasmidos
que contienen los genes ellminados S. dublin se utilizaron para producir las
eliminaciones en S. dublin, y los pldsmidos que contienen las secuencias S.
typhimurium, se usaron para producir las eliminaciones en S. typhimurium
(ver Ejemplo 1B a continuacién).

En términos breves, se designaron dos conjuntos de primers PCR
para sintetizar aproximadamente 600 fragmentos bp que fueran
complementarios al flanqueo ADN en los lados 5' y 3' del gen deseado. Los
primers A y D (Tabla 1) contienen secuencias cromosdmicas ascendentes y
descendentes, respectivamente del gen deseado y cada uno contlenen
ademds la secuencla nucleétida para un sitlo deseado de endonucieasa de
restriccién. El Pimer B expande la unién ascendente entre las secuenclas
flanqueando Inmedlatamente el lado 5' del gen, y al gen mismo, e Incluye
una clerta porclén del extremo de 5' del gen (en algunos casos, solamente
en codon de Inicio). De manera andloga, el primer C expande la unlén
descendente entre las secuencias que hacen un flanqueo inmediato del lado
3' del gen y el gen mismo, e incluye una porcion del extremo 3' del gen (en
algunos casos, solamente en codon de inicio). Las reacciones PCR con S.
typhimuriurm o ADN gendémico S. dubiin y los primers Ay Bo primers Cy D
se reallzaron, obteniéndose productos PCR (fragmentos designados AB y
CD, respectivamente) de aproximadamente 600 bp con secuenclas que
correspondlan a las reglones de flanqueo ascendente o descendente del
gen deseado, respectivamente. Cada fragmento AB o CD contenla ademds
el sitlo de restricclén deseado (Xba I para ssaT, ssal, ssaC, y ginA y Sal I
para rfaK). Una segunda reacclén PCR que utilizaba fragmentos AB y CD
con los primers A y D se realizd luego, obtenléndose un producto PCR de
fragmento designado AD. EL fragmento AD es complementario a la
secuencla nucleétida que rodea el gen sefialado como un objetivo, pero que
contiene esenclaimente una eliminacién completa de las secuencias
sefialadas como objetivo (mds del 95% de eliminaclén) para ssaS, ssaT,
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fak, y ginA y una eliminaciébn de la mitad terminal C (~50% de la
eliminacion) para ssaJ (ver Figuras 1-3). El producto resultante PCR para
cada S. dublin o S. typhimurium AssaT, Assal, AssaC, ArfakK, y AginA en
genes se clond luego a través de diversos vectores y cepas de hospederos
y finalmente se Introdujo en el sitio de clonado miuiltiple del vector pCvVD442
en la cepa del hospedero SM10Apir.

Las Figuras 1, 2 y 3 muestran el flanqueo de las secuencias de
nucleétidos para las uniones de los genes ssa7, ssal y ssaC en estado
natural y el genoma mutante. Estas eliminaclones fueron disefiadas para
retirar la mayor cantidad de marco de lectura ablerta como fuera posible.
Para el caso de los genes ssaC (1052 bp) y ssaT (779 bp) el marco total de
lectura ablerta de cada uno se ellmind, dejando tan solo los codones de
Iniclo y parada (6 bp) después de que se generd la eliminacién. Solamente
la mitad terminal C del gen ssalJ pudo retirarse cuando se creo la
eliminacién. Este procedimlento redujo el tamafio deli gen pasando de 749
bp a 324 bp.

La Figura 4 muestra la distribucién genética de! locus SPI2 en S.
typhimurium. Esta es entonces una compllacién de la regién SPI2 del S.
typhimurium ensamblado utilizando las secuenclas disponibles en el
GenBank (Accesslon #'s AJ224892, 295891, U51927, Y09357 y X99944).
Igualmente se muestran las posiclones de las eliminaclones construidas en
los genes ssaC, ssaly ssaT.
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Tabla 1 Primers usado en la construccién de genes modificados S. Typhimurium y duphn*

Numero Identificacién

Primer De Secuencia Sitio de
Gen (Letra) Nos Secuencia Primer Restriccién
ssaT 642 (A) 10 5 GCCAATCTAGAAATTATTTTCGGAATTTGATAAA 3 Xbal

643 (B) 11 5 AGGCTGTTCTGTTTTCTCGCTCACATTCAACCATGCTCTCCAATTCGTA 3

644 (C) 12 5 TACGAATTGGAGAGCATGGTTGAATGTGAGCGAGAAAACAGAACAGCCT 3

645 (D) 13 5 GCCAATTCTAGATCTTTTCTAATCTTATAATATIG 3 Xbal
ssaj 638 (A) 14 5 GCCAATCTAGACTGCAGAACCGAGCCAGGAGCAA 3 Xbal

639 (B) 15 5 CACCTCGGGATCAGGTCGGCTCATAAAAAATTAATCTTCTGCTGTT 3

640 (C) 16 5 AACAGCAGAAGATTAATTTTTTATGAGCCGACCTGATCCGAGGTG 3

646 (D) 17 5 GCCAATCTAGAGAAGATAATCTCGGTAAGAGAAGT 3 Xbal
ssaC 634 (A) 18 5 GCCAATCTAGATTCAAATTGTAAGTTTTTATGTCAAT 3 Xbal

635 (B) 19 5 TTTATCCAGCACAGCCTGGATATTACATTTTATACCCCACCCGAATAAAG 3

647 (C) 20 5 TTATTCGGGTGGGGTATAAAATGTAATATCCAGGCTGTGCTG 3

637 (D) 21 5 GCCAATCTAGATTCCCGGCATCAACAAATAAACT 3 Xbal
fak 882 (A) 22 5 GCCAAGTCGACATAGTAGGTGTTCTGTGGGCAATA 3 Sall

883 (B) 23 5 TTCTGGATTATAGCTATTATGATTGTTTGATAAGTGATTGAGTCCTGA 3




Numero Identificacién

Primer De Secuencia Sitlo de
Gen (Letra) Nos Secuencia Primer Restricciébn

884 (C) 24 5 TCAGGACTCAATCACTTATCAAACAATCATAATAGCTATAATCCAGAA 3

885 (D) 25 5 GCCAAGTCGACGTGTACGAACAGGCTTCAGTGGAT 3 SaIr
ginA 886 (A) 26 5 GCCAATCTAGATCAGGCATTAGAAATAGCGCGTTA 3 Xbal

887 (B) 27 5 ATTTTTAATATACGATTAAACGCTCAAACATTTTGCCTTCTTCAAAGA 3

888 (C) 28 5 TCTTTGAAGAAGGCAAAATGTTTGAGCGTTTAATCGTATATTAAAAAT 3

889 (D) 29 5 GCCAATCTATATGCTCCTGACTCAGACGACGCTGG 3 Xbal

»*

Los pnmers PCR utllizados en la generacién de las regiones de flanqueo Izqulerda (5 ) y derecha (3 ) de los genes del ssaT

ssaJ ssaC, rfaKy ginA Los primers A/B y C/D son las serles de primerde 5 y 3 respectivamente para dicho gen Los Pnmers Ay D

son los que se encuentran en el sitio més alejado ascendente y descendente con respecto del gen y que fueron designados para

Incorporar los sitios de restriccion indicados en el producto PCR




Los genes S. dublin y S. typhimurium son lo suficientemente
simllares que los mismos primers podrian utillzarse para ambos serotipos.

B. Construccién de Mutantes de Eliminacién de S. typhimurium y
S. dublin

Los pldsmidos del gen pCvD442::A construidos en el Ejemplo 1A
anterior se utllizaron para producir mutantes de eliminacibn por
recombinacién homéloga con la cepa aproplada Salmonella, es decir un
pldésmido que contiene el gen eliminado S. dublin se utllizé para producir la
eliminacién S. dublin, y un pldsmido que contenia las secuencias S.
typhimurium se utllizé para producir la eliminacién en S. typhimurium. El
pldsmido pCVD442 es un vector sulcida de seleccion positiva. Este contlene
el origen de la replica para los pldsmidos R6K (orf), el gen de movilizaclén
para los plasmidos RP4 (mob), el gen para resistencla a la ampicilina (bla),
el gen sacB proveniente del B. subtilis, que modifica el gen para la sucrasa
de levan y un sitio de clonado mditiple.

El pldsmido pCvD442 se puede mantener UGnicamente
extracromosémicamente en cepas bacterlanas que producen la proteina n,
el producto del gen pir (e.g., E. colli SM10Apir o DH5aApir). La Introduccion
de un vector de base pCVD442 dentro de una cepa hospedera no permisiva
(S. typhimurium o S. dublin), por conjugacién y seleccibn en Ap
(ampicilina) y Nal (acido nalldizico) que contlene un medio, permite el
alslamiento de los alslados merodiploides Ap* en donde el pldsmido se ha
integrado dentro del genoma de la cepa objetivo por una recombinacién
homéloga con el gen en estado natural.

En breve, la cepa E. coll SM10Apir (thi thr leu tonA lacY supE
recA::RP4-2-Tc::Mu km) [Donnenberg y Kaper, Infect Immun 59:4310-17
(1991)] que porta los pldsmidos pCVD442 con los genes S. typhimurium o
S. dublin AssaT, Assal, AssaC, ArfaK o AginA {designados como gen
SM10Apir/pCVD442::A) se acoplaron con Nal® S. typhimurium MK315N o
S. dublin B94-058N y los recombinantes se selecclonaron en Ap y Nal.
Tanto MK315N y B94-058N son cepas espontaneas Nal® preparadas por
plaqueado de las respectivas cepas parentales en un agar LB que contenfa
50ug/ml Nal (alslados clinicos tomados de un sujeto bovino y humano
respectivamente). Los recomblnantes Ap® Nal® recubiertos deben tener el
pldsmido integrado dentro del cromosoma ya que el plasmido no se puede
mantener extra-cromosoma. Lo anterior da como resultado la formacién de



una cepa merodiploide que contiene el gen pCVD442:: A pldsmido que se
integra dentro del locus del gen en el cromosoma.

El gen Ap* Nal® S. typhimurium MK315N::pCVD442::A y el gen S.
dublin B94-058N::pCVvD442:A tienen recombinantes que luego fueron
desarrollados bajo condiciones no selectlvas seguldas por el crecimiento en
el agar LA (-sucrosa) y TYES (+ sucrosa). En ausencla de la presion de
seleccién puede ocurrir un evento de recombinacién espontanea en el que
el pldsmido pCVD442 y el gen en estado natural o el gen eliminados son
extirpados del cromosoma. Las células que retienen el pldsmido pCVD442
fueron contra-seleccionadas en el agar TYES por medio de productos
téxicos elaborados a partir de la descomposiclon de la sucrosa por sucrasa
levan, codificada por el gen sacB. Por consiguiente, el nimero de colonias
en el agar TYES es significativamente reducido en relacién con el nimero
en LA. Después de confirmar el fenotipo Ap® de las colonias aisladas en el
agar TYES, los recombinantes fueron analizados por PCR para determinar sl
el gen en estado natural o el gen eliminado se hablan conservado.

En experimentos Iniclales, el donante y el receptor se unleron
durante 5 horas en el agar LB y luego se seleccilonaron en el agar LB que
contenia Nal (20 o 100ug/ml) y Ap (20 o 100ug/ml). Sl bien aparecfa un
fuerte crecimiento en la placa Inicial de seleccién fueron pocas por no decir
ninguna de las colonlas alsladas que pudieron confirmarse como Ap? Nal®,
La Incapacidad de aislar el crecimlento recombinante se debld
probablemente al crecimiento del receptor como resultado de Ila
degradacién de 1a ampicilina por medio de la liberaclén de la B-lactamasa a
partir de las células del donante. Para contrastar este problema, se
disefiaron condiciones de acople y seleccién que favoreclan a los
recombinantes y se selecclonaron contra las cepas de donante y receptor.
Especificamente, las cepas de receptor y donante se acoplaron durante la
noche en el agar LB o se modificaron en el agar M9 (Difco Laboratory,
Detroit, MI), seguldo del enriquecimiento de recombinantes por crecimiento
en caldo selectivo LB (Nal y Ap (75ug/ml)) {Difco Laboratory, Detrolt, MI),
y aislamiento en medio de agar selectivo (Nal y Ap {(75ug/ml)). El acople en
el agar modificado M9 permiti® que ocurriera la conjugacién, pero una
replica limitada, lo cual redujo el nimero de céiulas de donante y receptor
que se Introdujeron en el caldo de selecclon. E! crecimiento hasta alcanzar
una fase logaritmica inicial en la seleccién del caldo favorecié la replica de
los recombinantes pero no las cepas de donante y receptor. La selecclén



posterior en el agar LB Nal Ap (75ug/ml) favorecié a un mds a los
recombinantes sobre el donante y receptor, lo cual se confirmod cuando casi
todas las colonias alsladas fueron Ap* Nal®. Este procedimiento produjo
recombinantes merodiploides S. typhimurium o S. dublin que portaban el
plasmido apropiado del gen pCVD442:: A introducido dentro del genoma.

Los aislados meridiploides fueron Iuego desarrollados bajo
condiclones no selectlvas hasta alcanzar la fase posterior logaritmica e
Inocularse en el agar LB y el agar TYES. Durante el crecimiento no selectivo
puede ocurrir una recombinaclén espontanea entre las secuencias
duplicadas en el estado merodiploide, deJando una copla del estado natural
o del gen eliminado en el cromosoma. El crecimiento en la sucrosa (TYES)
se selecclona contra las células que no se han sometido al segundo evento
de recomblnacién debldo a que los productos de la sucrosa levan,
codificados por el gen sacB en el pldsmido pCVD442 son tdxicos para las
células gram-negativo. Por consigulente, el niimero de colonias en el agar
TYES es mucho menor que en el LA. En nuestras manos, fue esencial
incubar las placas TYES a temperatura ambiente para que la seleccién fuera
exltosa. La incubacién a temperaturas mayores {30° o 37°C) no redujo el
nimero de colonias en el TYES en relaclén con LA Indicado que la selecclén
para las células pCVD442-negativas no ocurrid en absoluto.

Las colonlas de crecimiento TYES pasaron a una colonia sencilla y se
confirmé el genotipo Nal® ApS. El andlisis PCR del ADN gendmico de las
colonlas que utilizaron los Primers A y D apropiados descritos
anterlormente para cada gen tuvileron por objeto determinar sl el gen
eliminado o en estado natural hablan sldo conservados dentro del
cromosoma. Para el ssa7, un producto PCR de 1206 bp (vs. 1980 bp para
el gen en estado natural) Indicé que el gen se habia eliminado. Para ssaJ,
un producto PCR de 1074 bp (vs. 1500 bp para el gen en estado natural)
Indicé que el gen se habia eliminado. Para ssaC, un producto PCR de 1229
bp (vs. 2275 bp para el gen en estado natural) Indicéd que el gen se habla
eliminado. Para rfak, un producto PCR de 1300 bp (vs. 2400 bp para el gen
en estado natural) Indicé que el gen se habia eliminado. Para ginA, un
producto PCR de 1161 bp (vs. 2411 bp para el gen en estado natural)
indicé que el gen se habia eliminado.

Aun cuando tedéricamente el 50% de estos aislados debe portar el
gen alslado, el porcentaje real de alslados que portan el gen eliminado fue
bastante variable, dentro de un rango de 1.4% (1 de 73 aislados) para el
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gen S. dublin ginA hasta el 80% (4 de 5) para el gen S. dublin ssaJ, lo cual
sugiere que la supresién del gen no fue aleatorfa. Los mutantes de
supreslén fueron confirmados como . typhimurium o S. dublin mediante
pruebas seroldgicas.

C. ConstrucciSn de Mutantes de Eliminacibn Doble
Correspondientes a S. typhimurium y S. dublin

Los mutantes de eliminaclén doble de Sa/monella se construyeron de
la misma manera que los mutantes de eliminacidn sencllla de Saimonella
utilizando cepas de E. coll y Salmonella descritas anterlormente. En
resumen, las cepas de donante E. colf SM10Apir que portan el plasmido
pCVvD442 con el gen eliminado ssaT (AssaT) provenlentes del S.
typhimurium o S. dublin se aparearon con los mutantes S. dublin B94-058N
0 S. typhimurium MK315N con el gen eliminado ssaC o ssaJ (AssaC y
Assal), y se seleccionaron los conjugantes Ap*. La introduccién del
pldsmido dentro del hospedero no permisivo de Saimonella y la selecclén
de las colonias Ap* permitleron el alslamiento de los recombinantes
merodiploldes donde el plasmido pCVD442 se Integré dentro del genoma
mediante recombinacién homdloga con el gen en estado natural. El
crecimiento subsiguiente de los recombinantes merodiploides hacia la fase
logaritmica tardia bajo condiciones no selectivas permitié un evento de
recomblnacién espontanea que ocurriera entre las secuencias duplicadas en
el genoma merodiploide, dejando una copla blen del estado natural o del
gen eliminado en el cromosoma. Las colonlas desarrolladas bajo estas
condiclones de crecimlento no selectivo se Inocularon luego dentro del
medio que contenla sucrosa, que se selecciond contra aquellas células que
no se han sometido al segundo evento de recombinacién. Las colonlas
alsladas resistentes a la sucrosa del S. typhimurium fueron analizadas por
PCR para identificar el mutante deseado de eliminacion ssaT.

A pesar de ensayar diversas colonias resistentes a la sucrosa por
medio del PCR, un mutante de eliminacién S. dublin ssaT no se pudo
Identificar. Los recombinantes purificados B94-058N:: AssaCssaT y B94-
058N:: AssalAssaT se Identificaron medlante la hibridacion de colonia. La
cepa de donante E. coll SM10Apir portadora del plasmido pCVD442 con el
gen eliminado ssaT (AssaT) a partir del S. dublin se aparearon con
mutantes S. dublin B94-058N, utilizando blen el gen eliminado ssaC o ssa’
(AssaC y Assal) y selecclondndose para las colonias resistentes a la
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sucrosa segin se describld anterlormente. Estas colonlas fueron luego
desarrolladas en medlos selectivos (Ap y Nal) y posteriormente
transportadas para ser colocadas en la nitrocelulosa (Schleicher & Schuell
BAB5: Schleicher & Schuell, Keene, NH). La mancha de nitrocelulosa se
procesd 'segtfln se describe en Davis et al., Basic methods in molecular
blology, Elsevier, New York (1986) excepto que el segundo y tercer buffers
utilizados fueron 1 M Tris, pH 7.6, y 1.5 M NaCl-0.25 M Tris, pH 7.6,
respectivamente. El ADN bacterlano se entrecruzé con la nitrocelulosa
utliizando un Stratagene UV Stratalinker 1800 (Stratagene, La Jolla, CA)
por medio del auto cruzamiento (1200 pJ X 100). La mancha fue pre-
hibridizada, hibridizada, lavada y desarrollada de acuerdo con las
instrucciones del sistema Genius (Boehringer Mannhelm Blochemicals,
Indianapolis, IN), utilizando las Instrucciones del fabricante. Las secuenclas
Intenas del gen ssaT se utillzaron como sondeo durante el paso de
hibridaciéon. El sondeo fue generado por PCR utllizando DEL-1680 (5'-
TGGCTTTTATTCGACCATTGAGCCTTT-3' (SEQ ID NO:8)) y DEL-1681 (5'-
TTTATCGCTTTCAACCAAATAGTGATG-3' (SEQ ID NO:9)) como primers y
crecimlento de colonlas suspendidos B94-058N en forma de una plantilla de
ADN. La sonda ADN fue etiqueteada incorporando digoxigenin dentro del
gen abreviado ssaT y empleando el DIG-High Primer kit (Boehringer
Mannhelm Blochemicals). Las colonias que no arrojaron una sefial positiva,
es decir las mutantes de eliminacién purificada ssa7, se anallzaron para
detectar la presencia en estado natural o gen eliminado ssaT por medio del
PCR utilizando crecimiento suspendido de colonlas y primers A y D (ver
Ejemplo 1A) para el gen ssaT segun se describlé anteriormente.

Para aislar los mutantes deseados de eliminacién doble fue necesario
analizar los recomblnantes después de un crecimiento no selectivo
utilizando PCR (recombinantes S. typhimurium) o hibridacién de colonia
seguida de PCR (recomblnantes S. dublin). En teoria la escisién en estado
natural y del gen eliminado deberfan ocurrir aleatoriamente y a una
frecuencla igual produclendo el 50% de los recombinantes que portan el
gen eiiminado. Segin se aprecla en el Ejemplo 1B, sin embargo, el
porcentaje de aislados con el gen eliminado fue bastante varlable. La
frecuencla con la cual el gen eliminado AssaT se recubrié en los
recombinantes purificados S. typhimurium MK315N::AssalAssaT, S.
typhimurium MK315N:: AssaCAssaT, S. dublin B94-058N:: AssaCAssaT y
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S. dublin B94-058N:: AssalAssaT, fue del 50% (4 de 8), 12.5% (1 de 8),
3.8% (8 de 209) y 8.9% (14 de 158), respectivamente.

El andlisis PCR del ADN gendmico de los mutantes de doble
eliminacion purificados S. typhimurium y S. dublin (utllizando los Primers A
y D adecuados descritos anteriormente) confirmé la presencla del ssaC y
ssaT o del ssaJ y ssaT como genes ellminados. Los mutantes de eliminacién
se confirmaron mediante pruebas serolégicas siendo éstos S. typhimurium
o S. dublin. Se demostré que los mutantes S. typhimurium y S. dublin se
aglutinan en los antisueros de la Saimoneila O Grupo B y de la Salmonella
O Grupo D, (Difco Laboratory, Detroit, MI), respectivamente, segin se
esperaba.

D. Construcclén de los Mutantes S. choleraesuis

Se construyeron los mutantes S. choleraesuls aplicando el proceso
STM descrito en general en la Patente U.S. No.5.876.931 que se Incorpora
al presente estudio a manera de referencla. Brevemente, cada mutaclén de
Inserclén que se produjo portaba una etlqueta de sefiallzaclén distinta de
ADN lo cual le permite a los mutantes diferenciarse entre sl. Las marcas
comprenden reglones centrales variables de 40-bp flanqueadas por
"brazos" invariantes de 20-bp que permiten que las porciones centrales
sean co-amplificadas por PCR. Las cepas de mutantes marcados se
ensamblan en platilios de microtitulacién, y luego se combinan para formar
el "inoculum pool" y poder realizar los estudios sobre Infecclon. EN un
momento adecuado después de la inoculacién, las bacterlas se alslan
separandolas del animal y se agrupan luego para formar e! "pool
recuperado”. Las etiquetas de este pool recuperado y las que se encuentran
en el pool Inoculum se amplian por separado, luego se marcan y se utllizan
para filtros de sonda distribuldos de tal manera que las diversas etiquetas
representen a los mutantes en el inoculum. Los mutantes que presentan
una virulencia atenuada son aquellos que tlenen marcas que producen
sefiales de hibridacldn cuando se sondean con marcas provenlentes del
pool Inoculum pero no cuando el sondeo se hace con marcas provenlente
del pool recuperado. El STM permite que un gran nimero de cepas
mutantes de Inserclén se tamicen simultdneamente en un solo animal para
determinar la perdida de virulencia. Mediante este método, se obtuvo la
generacién de mutantes de Inserclén de S. choleraesuis que contenfan un
transposon minl-tn5 que interrumpia al gen en particular. Las secclones del
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gen rodean a cada transposon fueron secuencladas para identificar el sitio
de Insercibn medlante alineacién de la secuencla utllizando la que le
correspondia a los genes conocldos como S. typhimurium. El transposon
minl-tn5 que le da origen a la mutacién AssaM se ubicé entre las
posiciones nucledtidas 126 y 127 en SEQ ID NO: 7, y el transposon minl-
tn5 que produce la mutacibn AssaJ se ubicd entre las posiclones
nucleétidas 209 y 210 en SEQ ID NO: 4.

E. Caracterizacién de Mutantes SPI2 Sencillos y Dobles

Los datos demostraron que algunos de los mutantes de eliminacién
senclla y doble, especificamente los AssaC y AssaCAssaT, son menos
Invasivos que en estado natural y otros mutantes. Este dato puede
contribulr a mejorar ligeramente la eficacla, ya que pueden ser los
mutantes 4AssaC los que permanezcan asociados con l[a mucosa intestinal
por periodos de tlempos prolongados, mostrando sin embargo una menor
capacidad de invadir las células hepiteliales del hospedero, pero que estdn
mejor equipados para provocar una Inmunidad fuerte de la mucosa.

EJEMPLO 2
Seguridad y Eficacia de Mutantes SPI2 de Eliminaclén Sencilla y
Doble
A. Eficacia de un Mutante S. choleraesuls AssaC como vacuna en
cerdos
(Trial No. 704-7923-1-MJK-96-008)

La seguridad y eficacia de un mutante vivo y atenuado de S.
choleraesuls AssaC como vacuna se determiné en cerdos (cerdos de 3-4
semanas de edad). Los animales (8 por grupo) fueron vacunados por via
oral a través del agua que consumfan o por via Intramuscular (IM), a una
dosis de aproximadamente ~1x10? CFUs/cerdo. Para la vacuna oral, se
dlluyeron 10 ml de cultlvo de crecimiento hecho en laboratorio de la vacuna
(desarrollado generalmente segin se describe en el Ejemplo 2.D. a
continuacién) de la sigulente manera 1:4 en ddH;O. Se diluyé
posteformente 40 ml de esta mezcla adicionando 960 ml de ddH;O
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esterillzado; y finalmente se le aplicaron 100 ml de esta mezcla final a los
cerdos por via oral por medio de un aplicador (los animales tomaron
aproximadamente 50 ml del agua aplicada, obteniéndose una dosis final de
vacuna de ~2.6 x 10° por animal). Para la vacuna por via Intramuscular, se
adiciond un cultivo de la vacuna diluido en proporcién de 1:4 a 3 mi de WFI
esterilizado; 2.5 ml de esta mezcla se administré por via intramuscular a
cada animal obtenléndose una dosis final de ~3.0 x 10° por animal. Los
cerdos fueron supervisados dlariamente para conocer su temperatura, pero
corporal, puntajes de conslstencla fecal, condiclén fisica y mortalidad. Los
animales fueron Igualmente monlitoreados para conocer la eliminacién de la
vacuna y de los organismos interactuantes. Los animales fueron todos
sometidos a necropsia al finallzar el ensayo y se hizo cultlvo de los tejidos
para determinar el comportamiento del organismo en cuestién.

Después de la vacuna, no se observaron signos clinicos de
enfermedad en los animales que recibieron la dosls oral o la aplicacién
intramuscular con el mutante AssaC excepto que se registro un aumento
de temperatura de corta duracién. Los cerdos fueron luego sometidos a la
aplicaclon de alta virulencia de la S. choleraesuis en estado natural, en
forma de aislado de campo que se obtuvo de un caso de salmonellosls a los
28 dlas post-vacuna. Los resultados demostraron que la administracién del
mutante AssaC por ruta oral o intramuscular era una préactica segura y
eficaz contra la salmonellosis inducida experimentalmente. Los animales no
vacunados mostraron pirexia severa, acompafiada de diarrea acuosa,
anorexia, deshidratacién y muerte. Por el contrario, los animales vacunados
con los constructos AssaC fueron resistentes a la Infecclén. Para estos
animales, se registrd una reducclén estadisticamente significativa en
severidad y duracién de la morbilidad, mortalidad, dias de inactividad y
eliminacién del organismo atacante.

B. Eficacia de los Mutantes S. choleraesuis AssaM o S.
choleraesuis AssaC como vacunas en cerdos
(704-7923-1-MIK-96-012)

La seguridad y eficacla de un S. choleraesuls AssaM vivo y atenuado
o de un mutante S. choleraesuis AssaC como vacuna se determinaron en
cerdos (cerdos de 3-4 semanas de nacldos). Cada uno de los animales fue
vacunado por via oral a través del agua que consumian a una dosis de
aproximadamente ~1x10° CFUs/cerdo. Para la vacuna oral, se diluyo un
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cultivo de vacuna de crecimiento (desarrollado generalmente seglin se
describe en el Ejemplo 2.D. a continuacién) en una proporcién de 1:4 en
ddH;0; 40 ml de esta mezcla se adicloné a 960 ml de ddH,0 esterilizado; y
finaimente se le aplicaron 100 ml de esta mezcla final a los animales a
través de un dispositivo para suministrarie el agua de beber. El nimero de
CFUs por ml se determind realizando diluciones seriales de 10 veces
correspondientes a la formulacién, final, y colocdndolos en el agar. La dosis
por cerdo fue determina luego medlante la multiplicacién del nimero
CFUs/ml por el nimero de mis de agua consumida por el animal (cada uno
de ellos tomé aproximadamente 50 ml del agua), obteniéndose una dosis
final de vacuna de ~1 x 10® animal). Los valores basales para temperaturas
corporales, consistencla fecal y condiclén fisica de cada animal se
recolectaron durante los cuatro dias inmediatamente anterlores a la
vacuna, y se hizo la comparacién con los vaiores post-vacuna con el fin de
evaluar ia seguridad de cada una de estas vacunas. Los animales fueron
supervisados dlarlamente para conocer su temperatura, pero corporal,
puntajes de consistencia fecal, condicidn fisica y mortalidad. Los cerdos
fueron igualmente monitoreados para conocer la eliminacién de la vacuna y
de los organismos interactuantes. Los animales fueron todos sometidos a
necropsla al finalizar el ensayo y se hizo cultivo de los tejildos para
determinar el comportamiento del organismo en cuestién.

Después de la vacuna, no se observaron signos clinicos de
enfermedad en los animales que recibieron la dosls oral con el mutante
SPI2 excepto de una elevacién de temperatura de corto tlempo. Los cerdos
fueron luego sometidos a la aplicacion de alta virulencla de la S.
choleraesuls en estado natural, en forma de alslado de campo que se
obtuvo de un caso de salmonellosis a los 28 dlas post-vacuna. Los
resultados demostraron que la administracién del mutante SPI2 por ruta
oral e@ una segura y eficaz contra la salmonellosls Inducida
experimentaimente. Los animales no vacunados mostraron pirexia severa,
acompafiada de dlarrea acuosa, anorexia, deshidratacién y muerte. Por el
contrario, los animales vacunados con los constructos AssaC o AssaM
fueron resistentes a Ia Infeccion. Para estos animales, no hubo ninguna
reducclén significativa en severidad y duracién de la morbilldad,
mortalidad, dias de inactividad y eliminacidn del organismo atacante.
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C. Eficacla de un Mutante S. choleraesuis Assal o S
choleraesuls AssaC como vacunas en cerdos
704-7923-1-MIK-96-004

Se determinaron la seguridad y eficacla de un S. choleraesuls Assal
0 un S. choleraesuls AssaC vivos y atenuados en cerdos (56 machosy ___
hembras cruzadas, 18-24 dias de edad en el momento de la vacuna). Las
temperaturas basales y los puntajes clinicos (mortalidad, morbllidad,
diarrea, ellminaclén y bacterlas y ganancia de peso dlario promedio) se
registraron en los Dlas 1-4. Los cerdos fueron vacunados por via oral a
través del agua que tomaban en el Dia 4 a una dosis de aproximadamente
~1x10° CFUs/cerdo seg(in se describlé anteriormente en el Ejemplo 2B. Los
animales fueron monitoreados a dlario para analizar su sintomatologia
clinica (% de mortalldad, % de morbliidad, % de dlas con diarrea, % de
dias de eliminaclén y ganancia diaria promedio, que se determiné todo ello
segln se describe en el Ejemplo 2D més adelante) durante 21 dias post-
vacuna (Dias 5-25) de los cuales los Dlas 22-25 se consideraron como una
linea basal antes de aplicar el elemento atacante que en este caso era la
bacteria en estado natural. Los cerdos fueron luego sometidos a la S.
choleraesuis en estado natural que es altamente virulenta, en forma de
aislado en campo obtenida de un caso de salmonellosis, Inducida por via
oral (después de un ayuno de 24 horas) a los 21 dias post-vacuna (Dla 25).
Los cerdos continuaron siendo analizados para estudlar su sintomatologia
clinica durante otros 21 dias posteriores a la aplicacién del organismo
atacante (Dias 26-46). Los resultados post-vacunas (y previos a la
aplicacién del organismo atacante) se pueden observar en la Tabla 2 a
continuacién. Los resultados posteriores a la aplicacion del organismo
atacante se pueden observar en la Tabla 3 a continuacién. Los resultados
demostraron que [a administracién oral de cada uno de estos dos mutantes
como vacuna es segura y eficaz contra la salmonellosis Inducida
experimentalmente.

Tabla 2. La carencia de signos clinicos en vacunados muestra la seguridad
de la vacuna S. choleraesuis posterior a su aplicacion.

o
=5

Vacu | Tiem | N % % % Dlas | % Dlas de | Ganancla
na po = | Mortall | Morbilid | con Eliminaclé | Diarla
dad ad Dlarrea | n Promedio
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Ning pre | 8 0 0 0 0

una post 0 0 3.3 0 0.48
Assa | pre | 8 0 0 3.1 0.0

C post 0 0 4.0 9.7 0.39
Assa | pre | 8 0 0 2.1 0.0

J post 0 1.6 1.9 13.5 0.38

Tabla 3. Reducclén en los signos clinicos de vacunados post-aplicacién del

atacante que muestra la eficacia de la vacuna S. choleraesuls.

Vacun | N= % % % Dias | % Dias de | Ganancia
a Mortalid | Morbilid | con Eliminacién | Dlaria
ad ad Diarrea Promedio

Ningun| 8 0 13.9 34,5 54.8 0.44

a

AssaC| 8 0 5.2 11.1 14.4 0.69

Assal | 8 0 10.7 10.7 18.3 0.61
D. Eficacia de mutantes S. dublin AssaC o un S. dublin AssalJ o

un S. dublin AssaT como vacunas en el ganado vacuno
(2051-7923-1-MIK-98-004)

Se determind la seguridad y eficacla de mutantes S. dublin AssaC o
S. dublin Assal o S. dublin AssaT vivos o0 atenuados en ganado vacuno (36
machos y temeros hembras, 10-14 dias de edad en el momento de la
aplicacion de la vacuna). Las cepas S. dublin vivas y atenuadas fueron
revividas de cultivos stock mediante una toma de agar de sangre. Después
de la incubacién durante 18-24 horas a 37°C, las colonias provenientes de
una sélida drea de crecimlento fueron barridas con un bucle esterilizado e
Inoculadas dentro del caldo LB. Después de 14 horas de incubacién estdtica
a 37°C, 1.0 ml de este cultivo se utilizé para inocular 22.5 ml de caldo
fresco LB en frascos Erelenmeyer de policarbonato esterllizado de
capacidad de 250 ml. Después de 6 horas de incubacién estédtica a 37°C, se
adicionarén 2.5 ml del cultivo resultante del caldo sin dlluir a 3.0 litros de
reposiclonador de leche para administrarie a cada uno de los temeros. La
dilucién y el conteo viable en placa sobre agar de sangre determino los
"Nimeros de Bacterias Viables" para cada cepa en el momento de la
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preparacién. Cada una de las vacunas se mantuvo a temperatura amblente
y se le administré a los animales dentro de la mayor brevedad posible
después de la preparacion {dentro de aproximadamente 30 minutos). Se
tomo registro de las temperaturas basales y puntajes clinicos (mortalidad,
condicién fisica, Inactividad, diarrea (puntaje para heces fecales), vy
eliminacién de bacterias) en los Dias 1-4. Los terneros fueron vacunados
oralmente via reemplazador de leche en el Dia 4 con el estado natural o
con una bacteria mutante a una dosls de aproximadamente ~1x10°
CFUs/temero. Para la vacuna oral, se Inoculé 1 ml del cultivo de vacuna
desarrollado en laboratorio en el elemento de reemplazo de leche para el
ternero. El nidmero de CFUs/ml se determindé segin se describlé
anteriormente en el Ejemplo 2B. Debido a que cada animal consumlia su
racién completa de la leche en el reemplazador el dia de la vacuna, el
nimero de CFUs por animal fue el mismo que el nimero de CFUs/m! del
cultivo.

Los temeros fueron monitoreados diarlamente para analizar sus
sintomas clinicos (% mortalidad, condicién fisica, % dias inactivos, puntaje
fecal y 5 dlas de ellminaciéon) durante 28 dias después de la vacuna (Dias
5-32) de los cuales los Dias 29-32 se conslderaron como linea basal antes
de la aplicacién de la bacteria en estado natural. En caso de que un ternero
muriera durante el perfodo de estudlo, se le asignaba un puntaje de "1"
para la variable de mortalidad, de lo contrario a esta variable se le daba un
puntaje de "0". La condicién se calificé en una escala de 1 a 5, en donde
"1" era condicion saludable, es decir animal activo con pelaje normal; "2"
mostraba que el animal estaba ligeramente deprimido y que su actividad
era Intermedia y el pelaje era dspero; "3" animal deprimido en forma
moderada a severa, inactlvo, letargico y/o huesudo independientemente de
la condicién de su pelaje; "4" animal moribundo; y "5" animal muerto. Si
moria un temero, a la condicién fisica se le daba un puntaje de "5" para el
dia del deceso (o al sigulente dia segtin la hora en que muriera), y de alll
en adelante no se le asignaban valores. La condicién fisica promedio se
consider6 como el promedio de puntajes diarlos dentro del periodo de
estudio para cada uno de los animales. Los puntajes fisicos promedios
fueron utilizados luego para calcular los puntajes re-escalados de la
sigulente manera: puntaje de re-escalacién = 100x (puntaje de condicién
fisica promedio -1)/4. Este valor convierte a la escala 1-5 a una escala 0-
100. El porcentaje de dias inactivos se determiné calculando el valor
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porcentual de los dias durante el perfodo de estudic en que un temero
presentaba un puntaje superior a 2 dentro de la calificacién de su condicion
fisico. El puntaje de heces fecales se califico en una escala de 1-4 donde
"1" es normal, con formas sdlidas o blandas; "2" son heces blandas sin
forma; “3" heces acuosas con material sélido; y "4" acuoso/expulsado
profusamente con poco o ningin material sélido. El porcentaje de dlas de
_ eliminacién se caiculé como el valor porcentual de los dias durante el
periodo de interés en que un temero arrojaba positivo de Salmonella en
andlisis rectal.

Los terneros fueron luego sometidos a una aplicacién del S. dublin en
estado natural heterélogo altamente virulento, aislado en campo y obtenido
de un caso de salmonellosis bovina a los 28 dias posteriores a la vacuna
(Dia 32). Los animales continuaron slendo supervisados para anallzar su
sintomatologia clinica durante 14 dias posteriores a las aplicaclones (Dlas
33-46). Los resultados de post-vacuna (y previos a las aplicaclones) se
pueden observar en la Tabla 4 a continuacién. Los resultados de post-
aplicaclén se observan en la Tabla 5 a continuacién. Se hizo necropsia el
Dla 46 o e el momento del fallecimiento del animal, para obtener luego
muestras tisulares y fecales para hacer cultivos del organismo atacante.
Los datos tomados del cultivo tisular (>2g) o fecal (>2g) mostraron que
habia una reduccién de las cepas de los organismos que se aplicaron en los
tejildos provenientes de animales vacunados con los mutantes SPI2 en
comparacién con los controles ingenuos, y ademds que la administracién
oral de cada uno de estos tres mutantes como vacuna era una practica
segura y eficaz contra la salmonellosis Inducida experimentalmente. Los
efectos protectores que se observan con estos mutantes SPI2 fueron
mejores que los observados con los mutantes Acya Acrp.

Tabla 4. Carencia de signos clinicos en animales vacunados, lo cual
muestra la seguridad de las vacunas S. dublin post-aplicaclén.

Vacuna/ Tiempo N |} Mortall | Condic | % Punta | % Dias
Cepa = | dad ion Dias je de
(%) Fisica | Inactlv | Fecal | Eliminaci
oS én
Ninguna pre 6 0 0.0 0 1.2 0.0
post (1-28) 0 0.0 0 1.1 0.0
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Estado pre 6 0 0.0 1.3 0.0
Natural post (1-28) 6.7 5.4 5.6 1.4 64.1
AssaC pre 6 0 0.0 1.0 0.0
post (1-28) 0 0.0 1.2 9.7

Assal pre 4 0 0.0 1.0 0.0
post (1-28) 0 2.0 2.7 1.1 13.5

AssaT pre 6 0 1.0 . 1.3 0.0
post (1-28) | 0 0.3 1.2 22.4

Tabla 3. Reducclén de signos clinicos en vacunados post-aplicacién

mostrando la eficacia de vacunas S. dublin.

Vacuna/ N= [ Mortalld | Condicl | % Dias | Puntaje | % Dias de
Cepa ad én Inactlv Fecal | Eliminacién
(%) Fisica | os
Ninguna 6 50.0 13.9 16.4 1.8 78.5
Estado Natural 5 0 0.0 0.0 1.2 39.5
AssaC 6 I 0 0.0 0.0 1.0 39.3
Assal 4 I 0 0.0 0.0 1.1 19.6
AssaT 6 || 0 2.1 0.0 1.2 29.2

E. Eficacia de los mutantes S, typhimurium AssaC o un S.
typhimurium Assal o un S. typhimurium AssaT como vacunas en el
ganado

(2051-7923-1-MJK-98-006)

La seguridad de un mutante S. typhimurium AssaC o S.
typhimurium Assal o S. typhimurium AssaT vivo y atenuado como vacuna
se determind en el ganado segin describlé anteriormente en el Ejemplo
2D. Los resultados, que aparecen en las Tablas 6 y 7 a continuacién,
demostraron que la administracién oral de cada uno de estos tres mutantes
como vacuna era seguro y eficaz contra la salmonellosis Inducida
experimentalmente. Los efectos protectores que se observan con estos
mutantes SPI2 fueron mejores que los observados con los mutantes Arfak.

Tabla 6. Carencla de signos clinicos posteriores a la vacuna que muestran
la seguridad de las vacunas S. typhimurium
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Vacuna/ Tiempo |N ] Mortali | Condic | % Punta | % Dias
Cepa = | dad ién Dfias je de
(%) Fislca | Inactiv | Fecal | Ellminaci
0s on
Ninguna pre 6 0 0.0 0 1.0 0.0
post (1-28) 0 0.4 0 1.4 7.6
AssaC pre 6 0 0.0 0 1.0 0.0
post (1-28) 0 0.3 0 1.3 84.8
Assal pre 6 0 0.0 0 1.3 0.0
post (1-28) 0 0.0 0 1.4 57.6
AssaT pre 6 0 0.0 0 1.0 0.0
post (1-28) 0 0.0 0 1.4 62.9
Estado pre 6 0 1.0 0 1.0 0.0
Natural post (1-28) 0 0.0 0 1.6 58.8

Tabla 7. Reduccién de signos clinicos en vacunados post-aplicacién de

organismos que muestran la eficacla de vacunas S. typhimurium

Vacuna/ N= [ Mortalid | Condici | % Dias | Puntaje | % Dlas de
Cepa ad én Inactiv Fecal | Eliminacién
(%) Fisica | os
Ninguna 6 100.0 50.5 73.9 3.0 100
AssaC 6 33.3 21.9 18.8 2.6 82.1
Assal 6 83.3 38.6 43.1 2.8 94.0
AssaT 6 50.0 33.0 39.5 2.4 81.0
Estado Natural 6 66.7 51.8 61.0 3.1 91.7

FI

Eficacla de un mutante S. dublin AssaC o S. dublin

AssaC/ AssaT o S. dublin Assal/AssaT o una combinacién de S.
dublin AssaC/AssaT con S. typhimurium AssaC/AssaT como
vacunas en el ganado
(2051-7923-1-MIK-99-011)

La seguridad y eficacia de un mutante S. dublin AssaC o S. dublin
AssaC/AssaT o S. dublin Assal/AssaT o combinacién de S. dublin
AssaC/AssaT con S. typhimurium AssaC/Assal como vacunas se
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determind en el ganado segin se describlé anteriormente en el Ejemplo
2D. Los resultados, que se aprecian en las Tablas 8 y 9 a continuacién,
demostraron que la administracién oral de cada uno de estos tres mutantes
en forma de vacuna era una practica segura y eficaz contra la saimonellosis
inducida experimentalmente. Los resultados también demostraron que no
hubo Interferencia alguna cuando una combinaclén de mutantes S. dublin y
S. typhimurium se administraron. Los animales vacunados con los
constructos de las vacunas S. dublin AssaC/AssaT y S. typhimurium
AssaC/AssaT no presentaron mortallidad y sus puntajes clinicos fueron los
mas bajos para todos los grupos con posterioridad a la exposicién del
organismo Inoculado que para el caso fue una cepa S. dublin heteréloga
altamente virulenta. Debldo a que tan solo la proteccion parcial a la
Inoculacién con S. dublin se logra medlante la vacuna de temeros con
vacunas atenuadas vivas de S. typhimurium, la resistencla de estos
animales se deblé probablemente a la inmunidad Induclda por el
componente S. dublin de la vacuna. Asi las cosas, la eficacia del
componente S. dublin de la vacuna no fue interferida por la presencla del
componente S. typhimurium, y es posible que este (ltimo componente
pueda en realidad mejorar las condiciones de Inmunidad de S. dublin
cuando se administre en forma de vacuna combinada.

Tabla 8. Carencla de signos clinicos con posterloridad a la vacuna que
muestran la seguridad de vacunas de eliminacién sencllia y doble del S.
dublin, y de las vacunas de comblnacién S. dublin/S. typhimurium.
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Vacuna Tiempo | N J§ Mortali | Condic | % Punt | % Dlas
= | dad ién Dias aje de
(%) Fisica | Inactlv | Fecal | Eliminacl
0s én
Ninguna pre 6 0 0 0 7.5 0
post (1- 16.7 2.65 3.3 17.5 0
28)
S. dubiin pre 6 0 0 0 7.5 0
AssaC/T post (1- 0 0.89 0 17.5 0
S. typhim. | 28)
AssaC/T
S. dublin pre 6 0 0 0 10.0 0
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AssaC post (1- 0 0.15 12.5 8.0
28)

S. dublin pre 6 0 0 0 0

AssaC/T post (1- 0 0.89 10.0 13.9
28)

S. dublin pre 6 0 1.0 1.4 8.3

Assal/T post (1- 0 1.03 1.4 26.8
28)

Tabla 9. Reduccién en signos clinicos post-aplicacion que muestra la

eficacia de las vacunas de eliminacién sencllla y doble S. dublin, y de las

vacunas de comblnaclén S. dublin/S. typhimurium.

Vacuna N= || Mortalid | Condicl | % Dias | Puntaj | % Dias de
ad 6n Inactivo | e Eliminacié
(%) Fisica | s Fecal {n
Ninguna 6 100.0 36.1 33.2 50.0 100.0
S. dublin AssaC/T | 6 0 10.0 2.8 27.5 68.6
S. typhim.
AssaC/T
S. dublin AssaC | 6 16.7 12.4 11.6 22.5 75.0
S. dublin AssaC/T | 6 20.0 12.7 14.8 20.0 78.6
S. dublin AssaJ/T | 6 16.7 17.6 23.7 27.5 83.3

Eficacia de un mutante S. typhimurium AssaC o S.

typhimurium AssaC/AssaT o S. typhimurium Assal/AssaT o una
combinaciébn de S. dublin AssaC/AssaT con S. typhimurium
AssaC/ AssaT como vacunas en el ganado bovino
(2051-7923-1-MJK-99-007)

La seguridad y eficacia de un mutante S. typhimurium AssaC o S.
typhimurium AssaC/AssaT o S. typhimurium Assal/AssaT o combinacién
de S. dublin AssaC/AssaT con S. typhimurium AssaC/AssaT como vacunas
se determind en bovinos a los cuales se les aplicod S. typhimurium segUn se
describlé anteriormente en el Ejemplo 2D. Los resultados, que aparecen en

las Tablas 10 y 11 a continuacién, demostraron que la administracién oral
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de cada uno de estos tres mutantes como vacuna era una prdctica segura y

eficaz contra la salmonellosis inducida experimentalmente. Segin se
describlé anterlormente en el Ejemplo 2F, estos resultados también
mostraron que no habfa ninguna interferencia con una combinacion de S.

dublin y S. typhimurium en el momento de su administracién.

Tabla 10. Carencia de signos clinicos con posterioridad a la

muestran la seguridad de las vacunas S. typhimurium.

vacuna que

Vacuna Tlempo | N | Mortali | Condic | % Punt | % Dias
= || dad 16n Dlas aje de
(%) Fisica | Inactlv | Fecal | Eliminacl
0s én
Ninguna pre 6 0 0 4.2 0

post (1- 0 0.45 0 0
28)

S. dublin pre 6 0 0 0 0

AssaC/T post (1- 0 0 0 61.4

S. typhim. | 28)

AssaC/T

S. typhim. pre 6 0 0 8.3 0

AssaC post (1- 0 0 0.6 71.4
28)

S. typhim. pre 6 0 0 4.2 0

AssaC/T post (1- 0 0 0 76.2
28) |

S. typhim. pre 6 0 0 4.2 0

Assal/T post (1- 0 0.74 0 71.2
28)

Tabla 11. Reduccién de signos clinicos vacunados post-aplicacion que

muestran la eficacla de las vacunas S. typhimurium.

Vacuna N= | Mortalid | Condicl | % Dias | Puntaj | % Dias de
ad én Inactivo | e Eliminacié
(%) Fislca |s Fecal | n
Ninguna 6 | 100.0 36.98 32.6 77.5 100.0

0%



S. dublin AssaC/T 16.7 11.11 14 25.0 82.2
S. typhim.

AssaC/T

S. typhim. AssaC 33.3 11.61 7.1 30.0 92.4
S. typhim. 0 9.23 5.6 22.5 86.9
AssaC/T

S. typhim. 16.7 18.4 18.4 30.0 79.0
Assal/T

Se espera que ocurran numerosas modificaclones y variaciones del

invento antes descrito, a los ojos de los profesionales de este campo de

estudlo. En este sentido, deben trabajarse tan solo las aplicaciones que

aparezcan en las reivindicaciones del presente trabajo.
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REIVINDICACI NES

1. Una composiclén de vacuna que comprende una cantidad
Inmunolégicamente protectora de una bacteria primeramente atenuada,
mutante y no reversible de la Sa/monella en la cual dos o més genes dentro
de la regién SPI2 se han inactivado.

2. La composicién de la vacuna de la reivindicacién 1 en donde
tales genes son Inactivados por ellminacién de una porcién de 1a regién
codificante del gen.

3. La composiclén de la vacuna descrita en la reivindicacién 1
donde tales genes son Inactivados por una mutacién de Insercién.

4, La composicién de la vacuna descrita en la reivindicaclén 1
donde los genes son del aparato del sistema de secrecion (ssa).

5. La composicién de la vacuna descrita en la reivindicacién 1
donde los genes se seleccionan a partir del grupo conformado por ssaT,
ssal, ssaCy ssaM, y donde:

(a) el menclonado gen ssaT esta conformado por SEQ ID NO: 1 o

2, o una secuencia nucleétida de longitud total que se(hibridiza al

&o_fﬁ"_p’l?fpi_aﬁtg__llo codificante de SEQ ID NO: 1 o 2 bajo condiciones ,

estrictas, o bien una secuencla nucleétida de Salmo;wella de longttud total
que tenga una identidad secuencial del 95% al SEQ ID NO: 1 o0 2.

(b) el mencionado gen ssaJ esta conformado por SEQ ID NO: 3 o
4, 0 una secuencia nucleétida de longitud total que se hibridiza al
complemento no codificante de SEQ ID NO: 3 o 4 bajo condiciones
estrictas, o blen una secuencla nucledtida de Salmonelia de longitud total
que tenga una Identidad secuencial del 95% al SEQ ID NO: 3 0 4.

(c) el menclonado gen ssaC esta conformado por SEQ ID NO: 5 o
6, o una secuencla nucledtida de longitud total que se hibridiza al
complemento no codificante de SEQ ID NO: 5 o 6 bajo condiciones
estrictas, o blen una secuencia nucleétida de Sa/monella de longitud total
que tenga una identidad secuenclal del 95% al SEQIDNO: 506; y

(d) el mencionado gen ssaM estd conformado por SEQ ID NO: 7 o
30, o una secuencia nucleétida de longitud total que se hibridiza al
complemento no codificante de SEQ ID NO: 7 o 30 bajo condiciones
estrictas, o blen una secuencia nucleétida de Saimonella de longitud total
gue tenga una identidad secuenclal del 95% al SEQ ID NO: 7 o 30.
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6. La composicion de la vacuna de la relvindicacién 5 donde, en
la mencionada bacteria mutante primeramente atenuada de la Sa/monella,
se han Inactlvado ssaT y ssaC.

7. La composicién de la vacuna de la relvindicacién 2 donde, en
la mencionada bacteria mutante primeramente atenuada de la Saimonella,
se han Inactiviado ssaT y ssal.

8. La composicién de la vacuna descrita en la reivindicaclén 1
que comprende ademds una segunda bacteria Salmonella mutante y
atenuada donde uno o mas genes dentro de la reglén SPI2 han sido
Inactivados.

9. La composicién de la vacuna de la relvindicacién 8 donde los
genes mencionados se selecclonan a partir del grupo conformado por ssaT,
ssal, ssaC y ssaM.

10. La composicién de la vacuna de la relvindicacion 8 donde la
mencionada primera y segunda bacterla mutantes de  Sa/monella
provienen de distintos serogrupos.

11. La composicién de la vacuna de las reivindicaclones 1 u 8
donde las mencionada bacterias Saimonella son Salmonella enterica
subespecie Enterica.

12. La composicién de la vacuna de las relvindicaciones 1 u 8
donde las mencionadas bacterlas Salmonella provienen de cualquiera de los
serogrupos A, B, C,, C3, D, 0 E;.

13. La composicién de la vacuna de la reivindicacién 8 donde las
mencionadas primera y segunda bacterias atenuadas mutantes sa/monellas
se seleccionan del grupo conformado por S. dublin y S. typhimurium.

14. La composicion de la vacuna de la relvindicacién 1 donde la
menclonada primera bacteria mutante y atenuada Sa/monella comprende
ademas un polinucleétido que codifica un polipéptido distinto de la
Salmonelia.

15. Un método para conferir Inmunidad protectora a un animal no
roedor que comprende el paso de administrarle a dicho animal una
composicién de la vacuna que comprenda una cantidad Inmunolégicamente
protectora de una bacteria no reversible y mutante de Sa/monel//a en la cual
uno o méds genes dentro de la regién SPI2 hayan sldo Inactivados.

16. El método de la reivindicacion 15 donde la mencionada
cantidad inmunoldglcamente protectorma de la menclonada bacteria
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atenuada proporciona una mejor condicién de mortalidad, diarrea
sintomatica, condiclén fisica, o produccldn de leche.

17. El método de la relvindicacion 15 donde el gen mencionado es
inactivado por eliminacién de la porcién de la regién codificante del gen.

18. El método de la relvindicacion 15 donde el gen menclonado
pertenece a un aparato del sistema de secrecion (ssa).

19. El método de la reivindicacilbn 15 donde los genes
mencionados se seleccionan a partir del grupo conformado por ssa7, ssal,
ssaC y ssaM.

20. Un método para reducir la cantidad o duracién de la
eliminacién bacteriana durante la Infeccién, que comprende el paso de
administrarle a un animal no roedor una composicibn de vacuna que
consiste en una bacterla Sa/monella atenuada, mutante y no reversible en
la cual uno o més genes dentro de la regién SPI2 han sido Inactivados, en
una cantidad eficaz para reducir la eliminacién bacteriana por el
menclonado animal.

21. El método descrito en la relvindicacién 20 donde la cantidad
de eliminacién bacteriana se reduce en aproximadamente el 10% o mas.

22. El método descrito en la relvindicacion 20 donde la reducclén
de la eliminaclén bacteriana se reduce en aproximadamente el 10% o mas.

23. El método descrito en la relvindicaclén 20 donde el
menclonado gen pertenece al aparato del sistema de secrecidn (ssa).

24. Los métodos de la relvindicacion 20 donde el menclonado gen
se selecciona del grupo conformado por ssa7, ssal, ssaC y ssaM.

25. El método de las relvindicaclones 15 o 20 donde el animal
mencionado se selecciona del grupe conformado por ganado vacuno,
ovejas, cabras, caballos, cerdos, aves de corral y otras aves, gatos, perros,
y humanos.

26. El método de la relvindicacién 15 o 20 donde el mencionado
animal es un cerdo.

27. El método de la relvindicaclon 15 o 20 donde el mencionado
animal es un bovino. \

28. Un método de aplicacién de un antigeno polipéptido a un
animal que comprende el paso de administrar la composicién de la vacuna
de |a relvindicaclén 13 a dicho animal.
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