PROTOTIPO DE VACUNA DE GLUCOCONJUGADO SINTETICO CONTRA
STREPTOCOCCUS SUIS

CAMPO DE LA INVENCION

[0001]La presente invencion se refiere generalmente a la prevencién de las
enfermedades asociadas a Streptococcus suis (S. suis). Mas especificamente, la
invencion se refiere a una vacuna contra el serotipo 2 de S. suis. La vacuna
comprende fragmentos sintetizados quimicamente y, por ende, puede hacerse
ampliamente disponible en el comercio. La vacuna se usa en la producciéon de
ganado y puede adaptarse para su uso contra otros serotipos de S. suis tales
como los serotipos 1, 1/2, 3, 9 y 14, asi como para su uso en humanos.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Streptococcus suis (S. suis) es un patdgeno porcino importante que existe
en todo el mundo y causa pérdidas econdmicas significativas. La bacteria S. suis
expresa polisacaridos capsulares (CPS), un factor de virulencia bacteriana
principal que define los serotipos. S. suis puede transmitirse a seres humanos por
medio del contacto estrecho con cerdos o productos de cerdo contaminados. S.
Suis causa meningitis, septicemia, endocarditis, artritis y shock séptico tanto en
cerdos como en seres humanos. La mortalidad en cerdos es alta. Actualmente, no
existe en el mercado una vacuna eficaz para prevenir las enfermedades asociadas
a S. suis en cerdos. El uso de vacunas autégenas en el cambio ha sido, hasta
ahora, decepcionante.

[0003]Las vacunas autégenas consisten en bacterias muertas (“bacterinas”) de las
cepas predominantes que se recuperan de una granja afectada, se producen en
laboratorios licenciados y se otorgan solo a esa misma (granja.
Consecuentemente, estas vacunas son “especificas de granja”. Muy pocos
estudios experimentales mostraron que bacterinas “hechas en laboratorios”
pueden ser eficaces cuando se combinan con adyuvantes altamente potentes. Sin
embargo, estas combinaciones han mostrado ser altamente reactivas. Los efectos
secundarios consecuentes hacen que estas combinaciones sean comercialmente
indeseables.

[0004]De acuerdo con la Canadian Swine Health Information Network, las
enfermedades asociadas a S. suis son el problema infeccioso mas comudn que se
informa en las granjas porcinas canadienses. Adicionalmente, luego de consultar a
fines de 2018 con personas del oficio porcino, la industria y también con
bacteriélogos y diagnosticadores expertos, el Monitoring and Analysis Working
Group from the Swine Health Information Center (SHIC) en Estados Unidos reviso
y establecio las calificaciones finales para lo que hoy es la Swine Bacteria Disease
Matrix. Como se declara en su sitio web, S. suis encabeza la lista como el
patdgeno porcino bacteriano mas importante (https://www.swinehealth.org/swine-
bacterial-disease-matrix/).

[0005]La incidencia de la enfermedad puede ser tan alta como un 20 %, aunque
usualmente se mantiene por debajo del 5% en el campo gracias al extensivo y
rutinario uso profilactico y metafilactico de antimicrobianos.



[0006]Es altamente deseable reducir el uso de antimicrobianos en la produccion
de ganado. La prevencion de enfermedades de S. suis debe enfocarse en cambio
en el manejo de factores predisponentes como la vacunacion.

[OO07]El trabajo previo sobre vacunas contra S. suis se ha enfocado en la
evaluacion de bacterinas, vacunas de subunidad (en su mayoria, a base de
proteinas) o cultivos bacterianos vivos atenuados. Por ejemplo, WO
2017/062558A1 [1] evalua una vacuna de conjugado CPS bacteriano producido
por un método tradicional. EI método usa una porcién despolimerizada del CPS
nativo (purificado del cultivo bacteriano) y conjugado a toxoide tetanico como
portador por medio del uso de la técnica de aminacién reductora. Este método es
complejo. Ademas, este método presenta una alta variabilidad entre lotes,
dificultades en la caracterizacion del producto y requiere un manejo de patdégenos
(nivel 1) para producir el CPS.

[0008]Los inventores son también son conscientes del documento Zhang et al. [2],
el cual divulga antigenos oligosacaridos que se asemejan al CPS de los serotipos
2,3,9y 14 de S. suis.

[0009]Existe una necesidad para vacunas eficaces contra las infecciones de S.
suis. Existe una necesidad para que dichas vacunas estén disponibles en el
comercio para su uso por los veterinarios y productores porcinos. También existe
una necesidad para que dichas vacunas puedan adaptarse para Su usoO en
humanos.

[0010]SINTESIS DE LA INVENCION

[0011]Los inventores han disefiado y preparado una vacuna de glucoconjugado
sintético que comprende un fragmento del polisacarido capsular (CPS) del serotipo
2. El fragmento se selecciona entre fragmentos de acuerdo con la invencion, los
cuales tienen tamafios diferentes y representan epitopos antigénicos diferentes del
CPS del serotipo 2. La elaboracion de estos fragmentos (compuestos) comprende
enfoques quimicos y quimoenzimaticos.

[0012]Se sabe que el CPS consiste en un nucleo lineal (cadena principal),
funcionalizado con dos motivos de cadena lateral diferentes. En formas de
realizacion de la invencién, los fragmentos comprenden solo el nudcleo lineal. En
otras formas de realizacion, los fragmentos comprenden solo uno de los dos
motivos de cadena lateral. En formas de realizacion adicionales, los fragmentos
comprenden una combinacion del nucleo y uno de los dos motivos de cadena
lateral. En formas de realizacion adicionales, los fragmentos comprenden una
combinacion del nucleo y los dos motivos de cadena lateral. En formas de
realizacion adicionales, los fragmentos de acuerdo con la invencion que contienen
el nucleo lineal pueden comprender 1-3 0 mas unidades de repeticion de este.
[0013]En formas de realizacion de la invencion, cada fragmento se conjuga con
una proteina portadora. Por ejemplo, se preparan conjugados de CRM197 y BSA.
Como ser& entendido por una persona del oficio de nivel medio, pueden usarse
otras proteinas portadoras adecuadas. Dichas proteinas incluyen, por ejemplo,
proteinas de S. suis.

[0014]En formas de realizacion adicionales de la invencion, se usa un adyuvante
para preparar una formulacién de vacuna. Por ejemplo, se usan TiterMax Gold® y



Montanide ISA 61 VG como adyuvantes. Como sera entendido por una persona
del oficio de nivel medio, pueden usarse otros adyuvantes adecuados.

[0015]En formas de realizacion adicionales, la vacuna puede adaptarse para su
uso contra otros serotipos de S. suis, que incluyen los serotipos 1, 1/2, 3, 9 y 14.
Ademas, la vacuna puede adaptarse para su uso en humanos.

[0016]En formas de realizacion adicionales, se elabora una vacuna con un
fragmento adicional como se describe en el documento de Zhang et al. [2].
[0017]Por lo tanto, la invencién proporciona lo siguiente de acuerdo con los
aspectos de esta:

(1) Un compuesto de férmula general seleccionado del grupo que consiste en: AOQ,
B0, CO, DO, EO y FO a continuacién
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en donde:

x en AO-DO es un numero entero seleccionado de 1 a 6; preferentemente x es un
namero entero seleccionado de 1 a 3;y

una uniodn entre porciones de azucar consecutivas en el compuesto es a o [3.

(2) Un compuesto de féormula general seleccionado del grupo que consiste en: A,
B, C, D, E y F a continuacion
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en donde x en A-D es un nimero entero seleccionado de 1 a 6; preferentemente x
es un numero entero seleccionado de 1 a 3.

(3) Un compuesto de formula general seleccionado del grupo que consiste en:
A01, BO1, C01, D01, EO1 y FO1 a continuacién
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en donde:

x en A01-D01 es un numero entero seleccionado de 1 a 6; preferentemente x es
un numero entero seleccionado de 1 a 3;
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una unién entre porciones de azucar consecutivas en el compuesto es a o 3;

L es un alquilo C1 a C12 lineal, ramificado o ciclico; preferentemente L es un
alquilo lineal; y

R1 y R2 son cada uno independientemente H o un alquilo C1 a C6 lineal,
ramificado o ciclico; o R1 y Rz juntos con N forman un anillo de 3 a 6 miembros.

(4) Un compuesto de formula general seleccionado del grupo que consiste en: Al,

B1, C1, D1, E1y F1 a continuacién
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en donde:

x en A1-D1 es un numero entero seleccionado de 1 a 6; preferentemente x es un
namero entero seleccionado de 1 a 3;

L es un alquilo C1 a C12 lineal, ramificado o ciclico; preferentemente L es un
alquilo lineal; y

R1 y R2 son cada uno independientemente H o un alquilo C1 a C6 lineal,
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ramificado o ciclico; o R1y Rz juntos con N forman un anillo de 3 a 6 miembros.
(5) Un compuesto de formula general seleccionado del grupo que consiste en:
A02, B02, C02, D02, EO2 y FO2 a continuacion

H—M
/ =
N-acetilglucosamina

Galactosa

Acido
sialico
A02
Gttty —Bammon)— G -0

X

N-acetilglucosamina

Galactosa

]

Acido
sialico

B02



13

{em-E>—ale
@

Co2

Camony— (G d-t-o—1—n,
D02

X

A-acetilglucosamina }——Q—1]—N :

(o — =
sialico

E02

@0

F02

en donde:

x en A02-D02 es un numero entero seleccionado de 1 a 6; preferentemente x es
un nimero entero seleccionado de 1 a 3;

una unidn entre porciones de azucar consecutivas en el compuesto es a o [3;

L es un alquilo C1 a C12 lineal, ramificado o ciclico; preferentemente L es un
alquilo lineal; y
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R1 y Rz son cada uno independientemente H o un alquilo C1 a C6 lineal,
ramificado o ciclico; o R1 y Rz juntos con N forman un anillo de 3 a 6 miembros.

(6) Un compuesto de formula general seleccionado del grupo que consiste en: A2,
B2, C2, D2, E2 y F2 a continuacién
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en donde:

x en A2-D2 es un numero entero seleccionado de 1 a 6; preferentemente x es un
namero entero seleccionado de 1 a 3;y

L es un alquilo C1 a C12 lineal, ramificado o ciclico; preferentemente L es un
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alquilo lineal.
(7) Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en: 1, 4, 7 y 10-14 a

continuacion
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8. Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en: 15, 16, 17 y 18-22 a

continuacion
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(9) Un compuesto de acuerdo con cualquiera de (1) a (8) anteriores, el cual se
prepara por un proceso que comprende: una sintesis quimica, una sintesis
quimoenzimética, o una combinacibn de ambas sintesis quimica y sintesis
guimoenzimatica.

(10) Una vacuna de glucoconjugado que comprende un compuesto como se
define en cualquiera de (1) a (8) anteriores, en donde el compuesto se conjuga
con una proteina portadora; preferentemente la proteina portadora es CRM-197,
BSA, una proteina de Streptococcus suis (S. suis) u otra proteina portadora
adecuada.

(11) Una formulacion de vacuna que comprende un compuesto como se define en
cualquiera de (1) a (8) anteriores y un adyuvante; preferentemente el adyuvante es
TiterMax Gold®, Montanide™ ISA 61 VG u otro adyuvante adecuado.

(12) Una formulacién de vacuna que comprende una vacuna de glucoconjugado
como se define en (10) anterior y un adyuvante; preferentemente el adyuvante es
TiterMax Gold®, Montanide™ ISA 61 VG u otro adyuvante adecuado.

(13) Una formulacién de vacuna de acuerdo con (11) o (12) anteriores, la cual esta
disponible comercialmente.

(14) Una formulacion de vacuna de acuerdo con (11) a (13) anteriores, la cual se
usa en la produccion de ganado.

(15) Un proceso para preparar una vacuna de glucoconjugado como se define en
(10) anterior o una formulacién de vacuna como se define en cualquiera de (11) a
(13) anteriores, el cual comprende: una sintesis quimica, una sintesis
quimoenzimatica, o0 una combinacion tanto de sintesis quimica como de sintesis
guimoenzimatica.

(16) Un método para prevenir una enfermedad asociada a Streptococcus suis (S.
suis) en un mamifero, en donde el método comprende administrar al mamifero un
compuesto como se define en cualquiera de (1) a (8) anteriores, una vacuna de
glucoconjugado como se define en (10) anterior, o una formulacién de vacuna
como se define en cualquiera de (11) a (13) anteriores; preferentemente la
enfermedad esta asociada a un serotipo de S. suis seleccionado del grupo que
consiste en los serotipos 1, 1/2, 2, 3, 9 y 14; con mayor preferencia la enfermedad
esta asociada al serotipo 2 de S. suis.

(17) El uso de un compuesto como se define en cualquiera de (1) a (8) anteriores,
una vacuna de glucoconjugado como se define en (10) anterior, o una formulacion
de vacuna como se define en cualquiera de (11) a (13) anteriores, para prevenir
una enfermedad asociada a Streptococcus suis (S. suis) en un mamifero;
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preferentemente la enfermedad estd asociada a un serotipo de S. suis
seleccionado del grupo que consiste en los serotipos 1, 1/2, 2, 3, 9 y 14; con
mayor preferencia la enfermedad esta asociada al serotipo 2 de S. suis.

(18) El uso de un compuesto como se define en cualquiera de (1) a (8) anteriores
en la elaboracion de una vacuna para prevenir una enfermedad asociada a
Streptococcus suis (S. suis) en un mamifero; preferentemente la enfermedad esta
asociada a un serotipo de S. suis seleccionado del grupo que consiste en los
serotipos 1, 1/2, 2, 3, 9 y 14; con mayor preferencia la enfermedad esta asociada
al serotipo 2 de S. suis.

(19) El uso de un compuesto como se define en cualquiera de (1) a (8) anteriores,
una vacuna de glucoconjugado como se define en (10) anterior, o una formulacion
de vacuna como se define en cualquiera de (11) a (13) anteriores, para su uso en
la prevencion de una enfermedad asociada a Streptococcus suis (S. suis) en un
mamifero; preferentemente la enfermedad estd asociada a un serotipo de S. suis
seleccionado del grupo que consiste en los serotipos 1, 1/2, 2, 3, 9 y 14; con
mayor preferencia la enfermedad esté asociada al serotipo 2 de S. suis.

(20) Un método o uso o compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de (16)
a (19) anteriores, en donde el mamifero es humano o no humano.

[0018]0tros objetos, ventajas y caracteristicas de la presente invencion se
volveran mas evidentes tras la lectura de la siguiente descripcidén no restrictiva de
formas de realizacion especificas de aquella, dadas solo a modo de ejemplo con
referencia a los dibujos adjuntos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0019]El archivo de la solicitud o la patente contiene al menos un dibujo a color.
La Oficina proporcionara copias de la presente patente o publicacion de solicitud
de patente con dibujos a color a solicitud y tras el pago de la tasa necesaria.
[0020]En los dibujos adjuntos:

[0021]Figura 1: Representacion esquematica de dianas de fragmentos
(antigenos) de polisacarido capsular (CPS) de acuerdo con la invencion.
Definiciones de monosacaridos: Circulo azul = glucosa,; triangulo verde = ramnosa,
circulos amarillos = galactosa; cuadrado azul = N-Acetilglucosamina; diamante
violeta = &cido sialico.

[0022]Figura 2: Fragmentos CPS 1, 4, 7 y 10-14 de serotipo 2 de Streptococcus
suis.

[0023]Figura 3: Respuesta de anticuerpos contra el correspondiente epitopo CPS
sintetizado de ratones inmunizados con 25 ug de prototipo de conjugado 13 y
prototipo de conjugado 14, formulado con TiterMax Gold (1/1 vol.). Los ratones (n
= 10 para cada grupo, puntos verdes) fueron inmunizados en el dia O y recibieron
un refuerzo en el dia 14. Un grupo placebo de ratones (n = 5, puntos negros)
recibio salina amortiguada por fosfatos (PBS) formulada con el mismo adyuvante.
Se recubrieron placas de ensayo inmune ligado a enzimas (ELISA) con el
correspondiente prototipo sintetizado conjugado con una proteina portadora de
albumina de suero bobino (BSA) y se incubaron con muestras de suero para medir
los anticuerpos contra el epitopo CPS sintetizado. Los niveles de anticuerpos
totales (IgG méas IgM) contra el correspondiente epitopo CPS sintetizado se
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muestran para cada raton (un punto) con barras horizontales que representan el
medio (+SEM) de los valores de titulo. La significancia estadistica es: *, P < 0,05;
*** P <0,001; *** P < 0,0001.

[0024]Figura 4: Respuesta de anticuerpos contra el correspondiente epitopo CPS
sintetizado de ratones inmunizados con 25 ug de prototipo de conjugado 7 y
prototipo de conjugado 10, formulado con TiterMax Gold (1/1 vol.). Los ratones (n
= 10 para cada grupo, puntos verdes) fueron inmunizados en el dia 0 y recibieron
un refuerzo en el dia 14. Un grupo placebo de ratones (n = 5, puntos negros)
recibio PBS formulada con el mismo adyuvante. También se incluyeron ratones sin
tratamiento (n = 5, puntos blancos). Se recubrieron placas ELISA con el
correspondiente prototipo sintetizado conjugado con una proteina portadora BSA 'y
se incubaron con muestras de suero para medir los anticuerpos contra el epitopo
CPS sintetizado. Los niveles de anticuerpos totales (IgG mas IgM) contra el
correspondiente epitopo CPS sintetizado se muestran para cada ratén (un punto)
con barras horizontales que representan el medio (xSEM) de los valores de titulo.
La significancia estadistica es: *, P < 0,05; ***, P < 0,001; **** P < 0,0001.
[0025]Figura 5: Respuesta de anticuerpos contra el correspondiente epitopo CPS
sintetizado de ratones inmunizados con 25 pg de prototipo de conjugado 1 y
prototipo de conjugado 4, formulado con TiterMax Gold (1/1 vol.). Los ratones (n =
10 para cada grupo, puntos verdes) fueron inmunizados en el dia 0 y recibieron un
refuerzo en el dia 14. Un grupo placebo de ratones (n = 5, puntos negros) recibio
PBS formulada con el mismo adyuvante. También se incluyeron ratones sin
tratamiento (n = 5, puntos blancos). Se recubrieron placas ELISA con el
correspondiente prototipo sintetizado conjugado con una proteina portadora BSA 'y
se incubaron con muestras de suero para medir los anticuerpos contra el epitopo
CPS sintetizado. Los niveles de anticuerpos totales (IgG méas IgM) contra el
correspondiente epitopo CPS sintetizado se muestran para cada ratén (un punto)
con barras horizontales que representan el medio (+SEM) de los valores de titulo.
La significancia estadistica es: **, P < 0,01; ***, P < 0,001. D: significa “dia”.
[0026]Figura 6: Respuesta de anticuerpos contra el CPS purificado nativo
(serotipo 2 de S. suis) de ratones inmunizados con 25 ug de prototipo de
conjugado 13 y prototipo de conjugado 14, formulado con TiterMax Gold (1/1 vol.).
Los ratones (n = 10 para cada grupo, puntos verdes) fueron inmunizados en el dia
0 y recibieron un refuerzo en el dia 14. Un grupo placebo de ratones (n = 5, puntos
negros) recibi6 PBS formulada con el mismo adyuvante. Se recubrieron placas
ELISA con CPS nativo (serotipo 2) y se incubaron con muestras de suero para
medir los anticuerpos contra CPS. Los niveles de anticuerpos totales (IgG mas
IgM) contra CPS nativo purificado se muestran para cada raton (un punto) con
barras horizontales que representan el medio (+SEM) de los valores de titulo. La
significancia estadistica es: *, P < 0,05; **, P < 0,01. D: significa “dia”.
[0027]Figura 7: Respuesta de anticuerpos contra el CPS purificado nativo
(serotipo 2 de S. suis) de ratones inmunizados con 25 ug de prototipo de
conjugado 7 y prototipo de conjugado 10, formulado con TiterMax Gold (1/1 vol.).
Los ratones (n = 10 para cada grupo) fueron inmunizados en el dia 0 y recibieron
un refuerzo en el dia 14. Un grupo placebo de ratones (n = 5) recibié PBS
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formulada con el mismo adyuvante. También se incluyeron ratones sin tratamiento
(n = 5). Se recubrieron placas ELISA con CPS nativo (serotipo 2) y se incubaron
con muestras de suero para medir los anticuerpos contra CPS. Los niveles de
anticuerpos totales (IgG méas IgM) contra CPS nativo purificado se muestran para
cada raton (un punto) con barras horizontales que representan el medio (tSEM)
de los valores de titulo. La significancia estadistica es: *, P < 0,05; **, P < 0,01. D:
significa “dia”.

[0028]Figura 8: Respuesta de anticuerpos contra el CPS purificado nativo
(serotipo 2 de S. suis) de ratones inmunizados con 25 ug de prototipo de
conjugado 1 y prototipo de conjugado 4, formulado con TiterMax Gold (1/1 vol.).
Los ratones (n = 10 para cada grupo) fueron inmunizados en el dia 0 y recibieron
un refuerzo en el dia 14. Un grupo placebo de ratones (n = 5) recibi6 PBS
formulada con el mismo adyuvante. También se incluyeron ratones sin tratamiento
(n = 5). Se recubrieron placas ELISA con CPS nativo (serotipo 2) y se incubaron
con muestras de suero para medir los anticuerpos contra CPS. Los niveles de
anticuerpos totales (IgG méas IgM) contra CPS nativo purificado se muestran para
cada raton (un punto) con barras horizontales que representan el medio (tSEM)
de los valores de titulo. La significancia estadistica es: *, P < 0,05; **, P < 0,01; ***,
P < 0,001. D: significa “dia”.

[0029]Figura 9: Respuesta de anticuerpos contra el correspondiente epitopo CPS
sintetizado de cerdos inmunizados con el prototipo de conjugado 1, 4, 7, 10, 11 o
12, formulado con Montanide ISA 61 VG. La inmunizacion se llevo a cabo con dos
dosis en un intervalo de 14 dias. Se asignaron cerdos de tres semanas de edad a
un grupo placebo (n = 10) o a un grupo de vacuna (n = 10). La primera dosis de la
vacuna y su correspondiente adyuvante placebo se administraron
intramuscularmente a las tres semanas de edad, y la segunda dosis, dos semanas
después. Se recubrieron placas ELISA con el correspondiente prototipo sintetizado
conjugado con una proteina portadora BSA y se incubaron con muestras de suero
(Dia 25) para medir los anticuerpos contra el CPS sintetizado. Los niveles de
anticuerpos totales Ig (IgG + IgM), IgM, IgG1, e IgG2 se muestran para cada cerdo
(un punto) con barras horizontales que representan el medio (xSEM) de los
valores de titulo. La significancia estadistica vs. placebo es: *, P < 0,05; **, P <
0,01; *** P < 0,001; **** P < (0,0001.

[0030]Figura 10: Puntuacion clinica de los cerdos vacunados con el conjugado 1,
4,7, 10, 11, 0 12, formulado con Montanide ISA 61 VG. La inmunizacion se llevo a
cabo con dos dosis en un intervalo de 14 dias. Se asignaron cerdos de tres
semanas de edad a un grupo placebo (n = 10) o a un grupo de vacuna (n = 10). La
primera dosis de la vacuna y su correspondiente adyuvante placebo se
administraron intramuscularmente a las tres semanas de edad, y la segunda dosis,
dos semanas después. La exposicion con 6 ml de 1,6 x 10° CFU/ml de serotipo 2
de S. suis, cepa P1/7, se realiz6 de manera intraperitoneal a los 11 dias después
de la segunda dosis de vacuna. Los signos clinicos se monitorearon dos a tres
veces por dia por hasta diez dias. La significancia estadistica vs. placebo: *, P <
0,05. CNS: sistema nervioso central.

[0031]Figura 11: indice de supervivencia de los cerdos vacunados con el
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conjugado 1, 4, 7, 10, 11, o 12, formulado con Montanide ISA 61 VG. La
inmunizacién se llevdo a cabo con dos dosis en un intervalo de 14 dias. Se
asignaron cerdos de tres semanas de edad a un grupo placebo (n = 10) o a un
grupo de vacuna (n = 10). La primera dosis de la vacuna y su correspondiente
adyuvante placebo se administraron intramuscularmente a las tres semanas de
edad, y la segunda dosis, dos semanas después. La exposicion con 6 ml de
1,6 x 10° CFU/ml de serotipo 2 de S. suis, cepa P1/7, se realiz6 de manera
intraperitoneal a los 11 dias después de la segunda dosis de vacuna. Los signos
clinicos se monitorearon dos a tres veces por dia por hasta diez dias. La
significancia estadistica vs. placebo: *, P < 0,05.

[0032]Figura 12: Inmunizacién de cerdos con un “fragmento adicional” como
propone Zhang et al. [2] y conjugado con CRM197. La inmunizacion se llevé a
cabo con dos dosis (formuladas con Montanide ISA 61 VG) en un intervalo de 14
dias. Se asignaron cerdos de tres semanas de edad a un grupo placebo (n = 15) o
a un grupo de vacuna (n = 15). La primera dosis de la vacuna y su
correspondiente adyuvante placebo se administraron intramuscularmente a las
tres semanas de edad, y la segunda dosis, dos semanas después. La exposicion
con 6 ml de 1,6 x 10° CFU/mI de serotipo 2 de S. suis, cepa P1/7, se realizé de
manera intraperitoneal a los 11 dias después de la segunda dosis de vacuna. Los
signos clinicos se monitorearon dos a tres veces por dia por hasta diez dias. A)
Esquema del “fragmento adicional’. B) Respuesta de anticuerpos contra el
correspondiente epitopo CPS sintetizado de cerdos inmunizados con el “fragmento
adicional” conjugado. Se recubrieron placas ELISA con el correspondiente
fragmento sintetizado conjugado con una proteina portadora BSA y se incubaron
con muestras de suero para medir los anticuerpos contra el CPS sintetizado. Los
niveles de anticuerpos totales Ig (IgG + IgM) se muestran para cada cerdo (un
punto) con barras horizontales que representan el medio (+SEM) de los valores de
titulo. La significancia estadistica vs. placebo es: *, P < 0,05; **** P < 0,0001. D:
significa “dia”. C) indice de supervivencia de cerdos vacunados con el “fragmento
adicional” conjugado, formulado con Montanide ISA 61 VG.

DESCRIPCION DE FORMAS DE REALIZACION ILUSTRATIVAS

[0033]Antes de seguir describiendo la presente invencion, se debe entender que
la invencion no se limita a las formas de realizacion descritas mas adelante, ya
gue pueden realizarse variaciones de estas formas de realizacion y aun asi estar
dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas. Asimismo, debe entenderse
que la terminologia que se usa tiene como finalidad describir formas de realizacion
particulares y no pretende ser limitativa. En su lugar, el alcance de la presente
invencion sera establecido por las reivindicaciones adjuntas.

[0034]Para proporcionar una comprension clara y consistente de los términos que
se usan en la presente memoria descriptiva, se proporciona una cantidad de
definiciones a continuacién. Adicionalmente, a menos que se defina lo contrario,
todos los términos técnicos y cientificos que se usan en la presente tienen el
mismo significado que entiende comuinmente una persona del oficio de nivel
medio al que pertenece esta divulgacion.

[0035]El uso de la palabra "un" o "una" cuando se utiliza junto con el término "que
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comprende” en las reivindicaciones y/o la memoria descriptiva puede significar
"uno”, pero es consistente ademas con el significado de "uno o mas", "al menos
uno"™ y "uno o mas de uno". Similarmente, la palabra “otro” y “otra” pueden
significar al menos una segunda instancia o mas.

[0036]Tal como se usa en esta memoria descriptiva y las reivindicaciones, las
palabras “que comprende” (y cualquier forma de comprender, tal como
“‘comprende” y “comprenden”), “que tiene” (y cualquier forma de tener tal como
‘tiene” y “tienen”), “que incluye” (y cualquier forma de incluir tal como “incluye” e
“‘incluyen”) o “que contiene” (y cualquier forma de contener, tal como “contiene” y
“contienen”) son inclusivas o abiertas y no excluyen elementos o etapas de
procesos adicionales y no mencionados.

[0037]Los términos “compuesto”, “fragmento”, “prototipo de conjugado” y
“prototipo” se usan de manera intercambiable para referirse a los compuestos de
acuerdo con la invencién.

[0038]Los términos “cerdo” y “porcino” se usan indistintamente en la presente
memoria descriptiva.

[0039]Los inventores han disefiado y preparado una vacuna de glucoconjugado
sintético que comprende un fragmento del polisacarido capsular (CPS) del serotipo
2. El fragmento se selecciona entre fragmentos de acuerdo con la invencion, los
cuales tienen tamarios diferentes y representan epitopos antigénicos diferentes del
CPS del serotipo 2. La elaboracion de los fragmentos (compuestos) comprende
enfoques quimicos y quimoenzimaticos.

[0040]Se sabe que el CPS consiste en un nucleo lineal (cadena principal),
funcionalizado con dos motivos de cadena lateral diferentes. En formas de
realizacion de la invencién, los fragmentos comprenden solo el nudcleo lineal. En
otras formas de realizacion, los fragmentos comprenden solo uno de los dos
motivos de cadena lateral. En formas de realizacion adicionales, los fragmentos
comprenden una combinacion del ndcleo y uno de los dos motivos de cadena
lateral. En formas de realizacion adicionales, los fragmentos comprenden una
combinacion del nucleo y los dos motivos de cadena lateral. En formas de
realizacion adicionales, los fragmentos de acuerdo con la invencion que contienen
el nucleo lineal pueden comprender 1-3 0 mas unidades de repeticion de este. En
formas de realizacién adicionales, se sintetiza un fragmento adicional en funcion
del documento de Zhang et al. [2], en particular, el fragmento nimero 4 de este.
[0041]En formas de realizacion de la invencion, cada fragmento se conjuga con
una proteina portadora. Por ejemplo, se preparan conjugados de CRM197 y BSA.
Como ser& entendido por una persona del oficio de nivel medio, pueden usarse
otras proteinas portadoras adecuadas. Dichas proteinas incluyen, por ejemplo,
proteinas de S. suis.

[0042]En formas de realizacion adicionales de la invencion, se usa un adyuvante
para preparar una formulacién de vacuna. Por ejemplo, se usan TiterMax Gold® y
Montanide ISA 61 VG como adyuvantes. Como sera entendido por una persona
del oficio de nivel medio, pueden usarse otros adyuvantes adecuados.

[0043]En formas de realizacion adicionales, la vacuna puede adaptarse para su
uso contra otros serotipos de S. suis, que incluyen los serotipos 1, 1/2, 3, 9y 14.
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Ademas, la vacuna puede adaptarse para su uso en humanos.
[0044]La siguiente es una descripcion de las formas de realizacion preferidas de
la invencion.
Ejemplo 1
Preparacion de fragmentos definidos estructuralmente del polisacarido
capsular (CPS) de S. suis por medio de quimica sintética.
[0045]Una representacion esquematica de las dianas de fragmentos (antigenos)
CPS se ilustra en la Figura 1. Se seleccionaron para sintesis ocho fragmentos del
CPS de serotipo 2 de S. suis, que varian en tamafio desde un monosacarido a un
heptasacarido (1, 4, 7 y 10-14, Figura 2). Estos ocho compuestos se prepararon
con un ligador 8-azidooctilo (0o 8-aminooctilo) para facilitar su conjugacién con
proteinas como se requiere para provocar una respuesta inmune robusta.
[0046]Sintesis de 1. La sintesis de 1 se proporciona en los Esquemas 1-3 mas
adelante. Primero fue necesario preparar tres monosacaridos (1.4; 1.8 y 1.13;
Esquema 1). La sintesis de 1.4 (Esquema 1A) comenzo con el monosacarido 1.1
conocido [3], el cual se convirtio en diol 1.2 en un 73 % de rendimiento al tratarse
con acetal de dimetilo de benzaldehido y acido camforsulfénico. Los dos grupos
hidroxilo en 1.2 luego fueron bencilados con bromuro de bencilo e hidruro de
sodio, lo que proporcioné 1.3 en un 88 % de rendimiento. La abertura de anillo
reductiva regioselectiva del anillo de acetal de bencilideno en 1.3 al reaccionarse
con trietilsilano y acido trifluoracético produjo un 67 % de rendimiento de alcohol
1.4.
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Esquema 1. Sintesis de 1.4, 1.8 y 1.13. Abreviaturas: Ac = acetilo; AcOH = acido
acético; Bn = bencilo; "Bu = n-butilo; CSA = acido camforsulfénico; DDQ = 2,3-
dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona; DMAP = 4-dimetilaminopiridina; DMF =
dimetilformamida,; DMP = 2,6-dimetilfenilo; EDC = 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida; Et = etilo; Nap = 2-naftilmetilo; Pico = picolilo; Ph
= fenilo; TFA = &cido trifluoroacético; Tol = 4-tolulilo (4-metilfenilo).

[0047]La sintesis de 1.8 (Esquema 1B) comenzé con el tioglicdsido 1.5 conocido
[4], el cual, al reaccionarse con bromuro de 2-naftiimetilo e hidruro de sodio, y la
subsecuente hidrolisis del cetal de isopropilideno, produjo un 90 % de diol 1.6. El
grupo hidroxil C-2 se bencilaté selectivamente en condiciones de transicion de
fase [5], lo que proporciond un 75 % de rendimiento total de 1.7. Se logré la
instalacion de un grupo picolilo, en 90 % de rendimiento, por esterificacion de
Steglich, con el uso de &cido picolinico y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
carbodiimida.

[0048]El tioglicosido de 2,6-dimetilfenil 1.9 [6] que se inform6 previamente sirvid
como material de partida para la preparacion de 1.13 (Esquema 1C). La
eliminacién de los grupos acetilo por medio del uso de metéxido de sodio y el
tratamiento del producto resultante con acetal de dimetilo de benzaldehido y acido
camforsulfénico proporciond acetal 1.10 en 80 % de rendimiento. El grupo
hidroxilo C-3 en 1.10 se protegié selectivamente como un éter de naftiimetilo por
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medio de la formacién de un acetal de estannilideno intermediario que se traté con
bromuro de 2-naftilmetilo. El producto, 1.11, se formé en 67 % de rendimiento a lo
largo de las dos etapas. La acetilacion del grupo hidroxilo restante con anhidrido
acético y piridina procedioé en un 90 % de rendimiento a producir 1.12. La escision
del éter de naftilmetilo al tratarse con 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona en
una mezcla de agua y diclorometano proporcion6 1.13 en 73 % de rendimiento.
[0049]Con estos monosacaridos a mano, se usaron para ensamblar tres bloques
de construccion de disacarido, 1.14, 1.17 y 1.18, como se ilustran en el Esquema
2. El disacérido 1.14 se prepar6 como se muestra en el Esquema 2A. La
glicosilacion de 1.4 con 1.8 se llevd6 a cabo bajo la promocion de N-
yodosuccinimida y triflato de plata, en donde se comenzo la reaccion a -15 °C y se
calenté hasta 0 °C. Luego de la reaccion, la separacion de los isémeros a/ff del
disacarido fue problematica; por ende, se llevo la mezcla a la siguiente etapa. Por
lo tanto, el intermediario se traté con acetato de cobre en diclorometano y metanol
para escindir el éster de picolilo. El producto esperado, 1.14, se obtuvo en 50 % de
rendimiento a lo largo de las dos etapas. El *Jci,H1 del residuo de ramnosa fue de
159,4 Hz, lo que confirmé la B-estereoquimica [7].
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Esquema 2. Sintesis de 1.14, 1.17 y 1.18. Abreviaturas: Ac = acetilo; AcOH =
acido acético; Bn = bencilo; DMP = 2,6-dimetilfenilo; Et = etilo; Nap = 2-naftiimetilo;
NIS = N-yodosuccinimida; NPhth = ftalimida; Ph = fenilo; Tf =
trifluorometanosulfonilo (triflil); TFOH = acido triflico.
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[OO50]El Esquema 2B ilustra la sintesis del disacéarido 1.17. La glicosilacion del
alcohol 1.13 con el N-feniltrifluoroacetimidato 1.15 conocido [8] a 0°°C mediado
por acido triflico proporcioné el producto deseado 1.16 en 70 % de rendimiento
total. El acetal de bencilideno se escindié por hidrdlisis 4cida (calentamiento en
agua/acido aceético) y el diol producido se acetilazé para producir, a lo largo de dos
etapas, un 63 % en rendimiento de 1.17. Adicionalmente, 1.16 se convirtid, en
54 % de rendimiento, en el disacarido 1.18, el cual se usO en la sintesis del
antigeno 4 (ver mas adelante). Esto se logrd al convertir el grupo ftalimida en
derivados de N-acetato en dos etapas: calentar 1.16 en etanol con etilendiamina a
reflujo y acetilar el producto.

[0051]Luego de la sintetizacion de estos disacaridos, se convirtieron en
heptasacarido 1 como se muestra en el Esquema 3. Se uso tioglicésido 1.19 [9]
para glicosilar 1.14 tras el tratamiento con N-yodosuccinimida y acido triflico. El
trisacarido 1.19 producido se obtuvo en 84 % de rendimiento. La escision oxidativa
del éter de naftilmetilo en 1.20 se llevé a cabo por medio de la reaccion con 2,3-
dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona en diclorometano y agua, lo que produjo
1.21 en 73 % de rendimiento. Luego se glicosilé este alcohol con tioglicésido 1.17
al tratarlos con N-yodosuccinimida y triflato de plata, lo que produjo el
pentasacarido 1.22 en 50 % de rendimiento. El acetal de sililo se eliminé por
medio de tratamiento con acido fluorhidrico en tetrahidrofurano y piridina, y luego
se convirtié al grupo ftalimida en el derivado de N-acetato correspondiente, en dos
etapas: calentar 1.16 en etanol con etilendiamina a reflujo y luego acetilar el
producto. El compuesto, 1.23, se obtuvo en 49 % a lo largo de tres etapas a partir
de 2.1. En este momento, los grupos protectores se eliminaron en dos etapas.
Primero, se escindieron oxidativamente los éteres de bencilo por medio de
tratamiento con bromato de potasio con la presencia de ditionato de sodio en agua
y acetato de etilo [10]. Luego, los grupos acilo se escindieron por medio de
metanolisis a través de reaccibn con metoxido de sodio en metanol. El
pentasacarido desprotegido, 1.24, se obtuvo en un 78 % de rendimiento.

[0052]El compuesto 1.24 se uso luego en reacciones secuenciales catalizadas por
glicosiltransferasa para instalar los dos residuos de carbohidrato finales. En la
primera de estas reacciones, se agregd un residuo de galactosa al usar la
galactosiltransferasa HP0826 [11], lo cual produjo el hexasacarido 1.25 en
83 % de rendimiento. El donante UDP-Gal requerido por la galactosiltransferasa
se prepar6 a partir de galactosa a través del uso de dos enzimas: AtUSP y GalK
[11]. La adicion de residuo de monosacarido final a través del uso de
sialiltransferasa mutante (A200Y/S232Y Pd2,6ST) [12] y CMP-acido sialico. Se
requirio la enzima mutante debido a que el uso de la enzima Pd2,6ST de tipo
silvestre ocasion6 una sialilacion significativa del residuo de galactosa interno, asi
como del terminal. El heptasacarido 1 final se obtuvo en un 95 % de rendimiento.
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Esquema 3. Sintesis de 1. Abreviaturas: Ac = acetilo; AcOH = acido acético; AP =
fosfatasa alcalina; ATP = trifosfato de adenosina; Bn = bencilo; 'Bu = ter-butilo;
CMP = monofosfato de citidina; DDQ = 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona;
DTT = ditiotreitol; Et = etilo; IP = pirofosfatasa inorganica; Nap = 2-naftilmetilo; NIS
= N-yodosuccinimida; Sia = acido sialico, THF = tetrahidrofurano; Tf =
trifluorometanosulfonilo (triflil); TFOH = &cido triflico; Tol = 4-tolulilo (4-metilfenilo);
UTP = trifosfato de uridina.

[0053]Sintesis _de 4. La sintesis de 4 siguié un procedimiento similar a 1 y se
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ilustra en el Esquema 4 mas adelante. Se comienza con el disacéarido 1.14, y el
alcohol se convierte en éster de levulinato en un rendimiento cuantitativo al
tratarse con &acido levulinico y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida. El
producto, 4.1, luego se convierte en el alcohol 4.2 por medio de escision mediada
por 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona del éter de naftiimetilo, lo que
produjo un 77 % de rendimiento del compuesto deseado. La glicosilacion de 4.2 a
0 °C por medio del uso del disacarido 1.18 promocionado por N-yodosuccinimida y
acido triflico proporcioné un 51 % de rendimiento del tetrasacarido 4.3. La
desproteccion se logré en tres etapas: hidrélisis acida del acetal de bencilideno,
oxidacién promocionada por bromato de los éteres de bencilo, y deacilacion final.
El producto 4.5 se obtuvo en un 71 % de rendimiento a lo largo de estas tres
etapas. De 4.5, las mismas reacciones enzimaticas usadas en la sintesis de 1 se
emplearon. Por lo tanto, el tetrasacéarido 4.5 pudo convertirse en el hexasacarido 4
dos etapas y en un 78 % de rendimiento total.
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Esquema 4. Sintesis de 4. Abreviaturas: Ac = acetilo; AcOH = acido acético; AP =
fosfatasa alcalina; ATP = trifosfato de adenosina; Bn = bencilo; CMP
monofosfato de citidina; DDQ = 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona; DMAP
4-dimetilaminopiridina; EDC = 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida; Et
etilo; DTT = ditiotreitol; IP = pirofosfatasa inorgénica; Lev = levulinoilo; Nap = 2-
naftiimetilo; NIS = N-yodosuccinimida; Ph = fenilo; Sia = &cido sialico; Tf =
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trifluorometanosulfonilo (triflil); TFOH = acido triflico; UTP = trifosfato de uridina.
[0054]Sintesis_de 7. Para sintetizar 7 (Esquema 5 mas adelante), se usé
tioglicésido 7.1 [13] para glicosilar el alcohol trisacarido 1.21 con el uso de N-
yodosuccinimida y acido triflico, en donde se comenzé a -15°°C y se calentd hasta
0 °C. El tetrasacarido esperado 7.2 se obtuvo en un 68 % de rendimiento. La
eliminacion de los grupos protectores se hizo en tres etapas. El acetal de sililo
primero se escindid mediante el uso del complejo de piridina y acido fluorhidrico, y
luego se eliminaron los acetatos por medio de metandlisis en condiciones bésicas,
y finalmente se eliminaron los grupos bencilo por medio de hidrogendlisis en
paladio sobre carbon en metanol que contiene &cido acético. La Ultima etapa
también redujo el azido a la amina. El producto, 7, se obtuvo en un 79 % de
rendimiento total.

AcO OAc OBn o
1.21, NIS i 1. HF-piridina, piridina, THF
AcO OAc TfOH, CH,Clo S 0 S A0 0: —Q S 2 NaOCH3, CH30H
o -15°C a 0° - BnO —O(CH2)N3 3 409 PdiC, CH3OH, 5% AcOH
_ OAc o OBn
AcO —~STol 68% BnO OBn 79%
OAc N e
741 ;; ~0 %
o 21 '
B ~Si -0

|
BU

Esquema 5. Sintesis de 7. Abreviaturas: Ac = acetilo; AcOH = acido acético; Bn =
bencilo; 'Bu = ter-butilo; NIS = N-yodosuccinimida; TfOH = acido triflico; THF =
tetrahidrofurano; Tol = 4-tolulilo (4-metilfenilo).

[0055]Sintesis _de 10. El disacéarido 4.1 sirvi6 como el punto de partida para la
sintesis de 10 (Esquema 6 mas adelante). La escision oxidativa del éter de
naftimetilo, realizada de la misma forma que para los otros compuestos,
proporciond 10.1 en un 70 % de rendimiento. La glicosilacion de 10.1 con 7.1 [13]
mediante el uso de N-yodosuccinimida y acido triflico produjo un 60 % de
rendimiento de trisacarido 10.2. La desproteccion de 10.2, y la reduccion del azido
a la amina, se llevé a cabo de la misma forma que en la sintesis de 7 para producir
el trisacarido 10 en un 92 % de rendimiento.

Bnl--" DOG Bno--m
o e CH:Ck, H2O g B
BnZ— =D CHz N - Bno _\\,.-r"‘.':-..\.--:f:‘t:-."l-.
cen 0% 1 ~&n
4.1 10.1
7.1, NI, TICH, CH:CL
-15°C a 0
0%
1. NaDCH., CH.CH Az {”“’* ~-0Bn
2 10% Pd/C, CHaOH, 5% AcOH O R, W o
10 — ST N M A, E::_L..,:.;x____:;:.t;__-q._
DA LevO DBn

Esquema 6. Sintesis de 10. Abreviaturas: Ac = acetilo; AcOH = acido acético; Bn
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= bencilo; DDQ = 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona; Lev = levulinoilo; Nap
= 2-naftilmetilo; TFOH = &cido triflico.

[0056]Sintesis_de 11. El hexasacéarido 11 es un dimero de 10 y su sintesis
requirio0 la preparacion de dos bloques de construccion adicionales: el
monosacarido 11.4 y el disacarido 11.9 (Esquema 7 mas adelante). La sintesis de
11.4 (Esquema 7A) partié desde el tioglicésido 11.1 informado anteriormente [14].
El acetal de bencilideno en 11.1 se hidrolizé a través de calentamiento con p-
toluenosulfonato de piridinio y agua en acetonitrilo a reflujo, lo cual proporciona el
diol 11.2 en un 74 % de rendimiento. El grupo hidroxilo primario se benzoilaté con
una cantidad limitada de cloruro de benzoilo en piridina, y luego se realizé la
esterificacion de Steglich del producto con &cido levulinico y 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida, lo que produjo un 50 % de rendimiento de 11.3.
La hidrolisis del tioglicésido con N-bromosuccinimida y agua produjo un hemiacetal
que se convirti6 en el N-feniltrifluoroacetimidato correspondiente tras la reaccion
con cloruro de N-feniltrifluoroacetimidoil y carbonato de cesio. El producto, 11.4, se
obtuvo en un 90 % de rendimiento a lo largo de las dos etapas.

[0057]La sintetizacion de 11.9 (Esquema 7B) comenzd con tioglicosido 1.8, que
se hidrolizé y convirtié, en dos etapas y en un 92 % de rendimiento general, en N-
feniltrifluoroacetimidato 11.5, como se realizé para la preparacion de 11.4. El
donante activable luego se utilizé para glicosilar el alcohol conocido 11.6. [15] La
glicosilacion se llevd a cabo mediante el uso de la activacion con acido triflico y el
producto disacarido se traté inmediatamente con acetato de cobre y agua para
eliminar el éster de picolilo. La transformacion en dos etapas proporciond alcohol
de disacarido 11.7 en un 73 % de rendimiento (*Jci,H1 de residuo de ramnosa =
158,8 Hz, lo que confirmd la B-estereoquimica). La benzoilacion del alcohol con
cloruro de benzoilo y piridina produjo un rendimiento casi cuantitativo de 11.8. La
conversion de este tioglicésido a N-feniltrifluoroacetimidato 11.9 se realizé en un
74 % de rendimiento mediante el tratamiento con N-yodosuccinimida y agua, y
luego la reaccién del producto resultante con cloruro de N-feniltrifluoroacetimidoil y
carbonato de cesio.
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Esquema 7. Sintesis de 11.4 y 11.9. Abreviaturas: Ac = acetilo; Bn = bencilo; Bz =
benzoilo; DMAP = 4-dimetilaminopiridina; EDC = 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida; Et = etilo; Lev = levulinoilo; Nap = 2-naftilmetilo;
NBS = N-bromosuccinimida; NIS = N-yodosuccinimida; Pico = picolilo; PPTS = p-
toluensulfonato de piridinio; Tf = trifluorometanosulfonilo (triflil); TfOH = acido
triflico; Tol = 4-tolulilo (4-metilfenilo); TTBP = 2,4,6-tri-t-butilpirimidina.

[0058]La sintesis de 11 se muestra en el Esquema 8 mas adelante. El disacarido
1.14 se benzolizé con cloruro de benzoilo y piridina para obtener 11.10 en un 99 %
de rendimiento. El éter de naftiimetilo se escindi6 mediante tratamiento con 2,3-
dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona y agua en diclorometano, lo que llevo a la
formacion, en un 80 % de rendimiento, del alcohol 11.11. La glicosilacion de 11.11
con N-feniltrifluoroacetimidato 11.4 mediante el uso de acido trifico como promotor
proporcion6 un 80 % de rendimiento de trisacarido 11.12, que luego se sometio a
la reaccion con hidrato de hidrazina para escindir el éster de levulinato. El
producto de alcohol 11.13 se obtuvo en un 86 % de rendimiento. La glicosilacion
de 11.13 con disacarido de N-feniltrifluoroacetimidato 11.9 y luego la escision del
éter de naftilmetilo con 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona y agua en la
presencia de [B-pineno proporcionaron el pentasacarido 11.14 en un 22 % de
rendimiento a lo largo de las dos etapas. La etapa deficiente en esta
transformacion fue la glicosilacion y todos los intentos para mejorarla fallaron.
Ademas, el producto no se pudo purificar luego de la glicosilacion, pero si luego de
la eliminacion del grupo naftiimetilo. El B-pineno se agregd a la reaccion de
escision del naftiimetilo como un barredor acido para reducir el grado de
desbencilacion no deseada [16]. La glicosilacion de 11.14 con 11.4 promocionada
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por acido triflico proporcioné el hexasacéarido 11.15 en un 60 % de rendimiento.
Finalmente, el compuesto se desprotegio y el azido se redujo como se describid
para la sintesis de 7. La conversion de 11.15 en 11 procedié en un 92 % de
rendimiento general a lo largo de dos etapas.
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Esquema 8. Sintesis de 11. Abreviaturas: Ac = acetilo; AcOH = acido acético; Bn
= bencilo; Bz = benzoilo; DDQ = 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona; Lev =
levulinoilo; Nap = 2-naftilmetilo; TfOH = &cido triflico.

[0059]Sintesis de 12. La sintesis de 12 (Esquema 9 mas adelante) se logré al
partir de 11.15, un intermediario usado en la sintesis de 11. La escision del éster
de levulinato en 11.15 con acetato de hidrazina proporcioné alcohol de
hexasacarido 12.1 en un 86 % de rendimiento. La glicosilaciébn promovida por
acido triflico de 12.1 con disacéarido de N-feniltrifluoroacetimidato 11.9 fue, como
en la sintesis de 11.14, una reaccién deficiente, y la purificacion solo se pudo
realizar luego de la eliminacion del grupo naftilmetilo. El producto, 12.2, se obtuvo
en un 20 % de rendimiento a lo largo de las dos etapas. La glicosilacion de 12.2
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con 11.4 proporcion6 12.3 (65 % de rendimiento), que luego se desprotegid y se
convirtio en la amina en dos etapas como se describen para la sintesis de 7. El

nonasacarido 12 se obtuvo en un 94 % de rendimiento de 12.3.
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Esquema 9. Sintesis de 12. Abreviaturas: AcOH = &cido acético; Bn
= benzoilo; DDQ = 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona; Lev
Nap = 2-naftiimetilo; TfOH = &cido triflico.
[0060]Sintesis de 13. La preparacion de 13 se logré en dos etapas enzimaticas a
partir del glicésido de 8-azidooctilo conocido 13.1 [17] (Esquema 10 mas
adelante) como se realizG para los otros antigenos. La galactosilacion se midio
mediante la galactosiltransferasa HP0826 y la sialilacion usé la sialiltransferasa
Pd2,6ST nativa. El producto, 13, se obtuvo en un 87 % de rendimiento a lo largo
de las dos etapas.

bencilo; Bz
levulinoilo;
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UDP-Gal, MnCl, CMP-Sia, MgCl,
HP0826 GalT
: HO Pd2 6ST,
OHO AP, amortiguador O":} OH IP, amortiguador
o HEPES, pH 7,24, 37 °C isH 9
H}-?o O(CH )N, HO&,O’ o) TrisHCI, pH 8,5, 37 °C s
e HO O(CHz)gN3
AcHN 98% OH 89%

AcHN
13.1 13.2

Esquema 10. Sintesis de 13. Abreviaturas: AP = fosfatasa alcalina; ATP =
trifosfato de adenosina; CMP = monofosfato de citidina; IP = pirofosfatasa
inorganica; Sia = acido sialico; UTP = trifosfato de uridina.

[0061]Sintesis de 14. La preparacion 14 (Esquema 11 mas adelante) comenzo a
partir de tioglicosido 14.1 [18], que se utiliz6 para glicosilar 8-azido-octanol
promovido por N-yodosuccinimida y acido triflico. El producto, 14.2, se obtuvo en
un 60 % de rendimiento. La desproteccion se logré en dos etapas. Primero, el
acetal de sililo se escindi6 tras el tratamiento con complejo de fluoruro de
hidrogeno-piridina en una mezcla de tetrahidrofurano y piridina; esta reaccion
produjo 14.3 en un 70 % de rendimiento. Los ésteres de benzoato en 14.3 luego
se escindieron en un 78 % de rendimiento mediante metandlisis, lo que
proporcion6 14.

tBLf tBLjJ
Sjio HO(CH3)gN3 Si
tgy”y O NIS, TfOH, CH,Cl, Bu”"y O HF-piridina HO _OH
9 -15°Ca 0° 9 THF, piridina 0
o) o) —— RO
BzO -STol 60% BzO 70% RO
| O(CHz)gN3
OBz BzO
O(CH2)gN3
141 14.2 NaOCH, 14.3, R=Bz
CH3OH
78% 14, R=H

Esquema 11. Sintesis de 14. Abreviaturas: ‘Bu = ter-butilo; Bz = benzoilo; NIS =
N-yodosuccinimida; TfOH = acido triflico; THF = tetrahidrofurano; Tol = 4-tolulilo
(4-metilfenilo).
Ejemplo 2
Conjugacion de proteina (mediante el uso de CRM197, un mutante no téxico
de la toxina diftérica)

[0062]Preparacion _de los conjugados de CRM197. Para preparar los
conjugados de los antigenos y CRM197 para su uso en las inmunizaciones, se
utilizé una reaccion de acoplamiento de maleimida-tiol (Esquema 12 mas
adelante) [19]. Cada antigeno se convirtid en la amina correspondiente mediante
hidrogenacion (Esquema 12A) y luego se acopld con 3,3'-ditiobis(propionato de
sulfosuccinimidilo) y luego ditiotreitol para generar el derivado de 3’-tio-propilamida
correspondiente (X-SH, por ejemplo, 1-SH). Los antigenos 7 y 10-12 se generaron
como aminas durante la etapa final de desproteccion y, para estos compuestos, la
etapa de hidrogenacion no fue necesaria. De forma separada, CRM197 se hizo
reaccionar con éster de N-g-maleimidocaproil-oxisulfosuccinimida para producir la
proteina funcionalizada de maleimida (Esquema 12B). Luego, el CRM197 que
contiene maleimida se tratdé con un exceso del antigeno funcionalizado con tiol
(Esquema 12C). Luego de la reaccion, los residuos de maleimida sin reaccionar
en la proteina se taparon con mercaptoetanol. La Tabla 1 m4s adelante muestra
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los rendimientos de la formacion de X-SH y la Tabla 2 mas adelante muestra las
cargas en el CRM-197 como se determin6 mediante espectrometria de masas
MALDI.
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Esquema 12. Conjugacion de antigenos con CRM197. Abreviaturas: AcCOH =
acido acético; DTSSP = 3,3'-ditiobis(propionato de sulfosuccinimidilo); DTT
ditioreitol; sulfoECMS = éster de N-g-maleimidocaproil-oxisulfosuccinimida PBS
solucion salina amortiguada con fosfato.
Tabla 1. Preparacion de antigenos funcionalizados con ligador para la sintesis del
conjugado de CRM197 y BSA.

Conjugados de CRM197 Conjugados de BSA
Derivado de | Rendimiento | Derivado de | Rendimiento

Compuesto
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tiol escuaramida
1 1-SH 77 % 1-SQ 79 %
4 4-SH 64 % 4-SQ 75 %
7 7-SH 60 % 7-SQ 63 %
10 10-SH 72 % 10-SQ 71 %
11 11-SH 88 % 11-SQ 75 %
12 12-SH 95 % 12-SQ 77 %
13 13-SH 90 % 13-SQ 97 %
14 14-SH 56 % 14-SQ 82 %

Tabla 2. Preparacién de conjugados de CRM197 y BSA y carga de antigenos (a
partir de MALDI-MS).

Conjugados de CRM197 Conjugados de BSA
Cargade | Derivado de | Cargade | Derivado de Carga
Compuesto | maleimida tiol antigeno | escuaramida de
en equivalente en equivalente | antigeno
CRM197 usado CRM197 usado en BSA
1 27 75 5 75 6
4 25 75 6 75 6
7 24 100 15 100 9
10 19 100 9 100 13
11 29 35 10 50 7
12 21 50 6 50 5
13 24 200 9 100 11
14 19 200 9 100 15

[0063]Preparacion _de conjugados de BSA. Los conjugados de BSA de los
antigenos también se prepararon para los experimentos ELISA. Para controlar
cualquier anticuerpo especifico de ligador generado durante las inmunizaciones,
se usO un ligador diferente para preparar los conjugados de BSA. Para este
propdsito, se eligi6 una escuaramida [20] (Esquema 13 a continuacion). Cada
antigeno se convirti6 en la amina correspondiente mediante hidrogenacién
(Esquema 13A) y luego se acopl6é con éster de dibutilo de acido escuarico para
generar el derivado de monoescuaramida (X-SQ, por ejemplo, 1-SQ). Como fue el
caso de los conjugados de CRM197, los antigenos 7 y 10-12 se generaron como
aminas durante la etapa de desproteccién final, por lo tanto, la etapa de
hidrogenacion no fue necesaria. El acoplamiento de cada derivado de
escuaramida con BSA produjo los conjugados. La Tabla 1 anterior muestra los
rendimientos de la formacion de X-SQ y la Tabla 2 anterior muestra las cargas en
el BSA como se determiné mediante espectrometria de masas MALDI.
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10% Pd/C, H,, Di-n-butiléster de acido escuarico,
0,
Antigeno/OH/\M CH,OH, 5% AcOH Antigeno/o‘H/\NHz NaHCOs acuoso, EtOH, pH 9
7 7
Antigenos 1, 4, 13, 14
0
Anti 0 NH Di-n-butiléster de acido escuarico, NaHCOz acuoso, 0
ntigeno 2 EtOH, pH 9 ) ,OH/\
7 Antigeno B H
Antigenos 7 'y 10-12 O"Bu
X-5Q
B ko
X-$Q, amortiguador TAPS, pH 9,0 BSA-Lys N
BSA-Lys/\/\NHz 5 H H /\H;O\Amigeno
BSA-X
Esquema 13. Conjugacién de antigenos a BSA Abreviaturas: AcOH = acido
acéticob "Bu = n-butilo; EtOH = etanol; TAPS = (acido
[tris(hidroximetil)metilamino]propanosulfénico).
Ejemplo 3

Inmunizacion de raton
[0064]Para las inmunizaciones de raton, se usaron los prototipos 1, 4, 7, 10, 13,y
14.
[0065]Formulacién de vacuna. El adyuvante seleccionado para la inmunizacion
de ratén fue TiterMax Gold® (un adyuvante optimizado para ratones; CytRx
cooperation, Norcross, GA). La emulsion se preparé al mezclar la fase acuosa
(PBS que contiene el antigeno o prototipo de vacuna) con la fase de aceite
(TiterMax Gold) en una relacion v/v de 1:1. Para una dosis de vacuna de 25 ug
administrada en 0,1 ml, la concentracién final del antigeno en la emulsion final fue
de 250 pg/ml. Por lo tanto, la concentracion inicial de antigeno fue igual o mayor a
0,5 mg/ml para que la emulsion funcione. Cuando estuvo mas concentrada, se
agrego PBS para diluir la fase acuosa adecuadamente. Luego de la primera dosis
de inmunizacion, la emulsion se almacendé a 4 °C hasta la segunda dosis
(refuerzo).
[0066]Inmunizacidn de raton y extraccion de suero. Se usaron ratones hembra
C57BL/6 de 5 semanas de edad (Charles River, Wilmington, MA). Los ratones se
inmunizaron con dos dosis de 25 ug/100 pl de volumen por via subcutanea en un
intervalo de 14 dias. La primera extraccion de sangre se llevd a cabo desde la
vena submandibular antes de la segunda inmunizacion (Dia 14), y la ultima
extraccién de sangre se llevd a cabo mediante puncion cardiaca 14 dias después
de la dltima dosis de inmunizacion (Dia 28). También se extrajo una muestra de
sangre en el Dia 0 de los ratones sin tratamiento (para controlar los niveles
basales de anticuerpos). Los grupos de ratones fueron los siguientes: Sin
tratamiento (n = 5); Placebo (solo adyuvante; n = 5); y Conjugado (n = 10).
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[0067]Titulacion _de anticuerpos. Las placas ELISA (Polysorp, Nunc-Immuno;
Thermo Scientific, Mississauga, ON, Canada) se recubrieron con 100 pl de CPS
de tipo 2 S. suis purificado nativo (diluido a 2 pg/ml en 0,1 M de NaCOs; pH
9,6), o con 100 ul de epitopo de CPS sintetizado correspondiente conjugado
con BSA (diluido a 2 ug/ml en PBS; pH 7,4). Las placas recubiertas se dejaron
reposar durante la noche a 4 °C. Para la titulacién de anticuerpos de raton, las
placas recubiertas se lavaron con PBS que contenia 0,05 % (v/v) de Tween 20
(PBS-T) y se bloguearon mediante el tratamiento con 300 ul de PBS que contiene
1% (p/v) de albumina de suero bovino (HyClone, Logan, UT) durante 1 h a
temperatura ambiente (RT). Luego del lavado, 100 pl de muestras de suero de
ratén diluidas en serie en PBS-T se agregaron a las cavidades y se dejaron por 1
h a RT. Luego del lavado, se detectaron anticuerpos mediante el uso de Ig total
[lgG + IgM] antirraton de cabra conjugado con HRP (Jackson ImmunoResearch),
anti-lgG de cabra (Fycy de fragmento especifico; Jackson Immunoresearch), anti-
IgM de carba, anti-lgG1l de cabra, anti-lgG2b de cabra o anti-lgG2c de cabra
diluido a 1:1000, o anti-lgG3 de cabra diluido a 1:500 (Jackson Immunoresearch)
durante 1 h a RT. Las placas se desarrollaron con sustrato de 3,3',5,5'-
tetrametilbencidina (TMB; InvitroGen, Burlington, ON, Canada) y la reaccién de
enzima se detuvo por la adicion de 0,5 M de H2SOa. La absorbancia se ley6 a 450
nm con un lector de placa ELISA.
[0068]Para la titulacion de suero de raton, el reciproco de la dltima dilucién de
suero que resultd en un ODaso de < 0,15 (corte) se consideré como el titulo de ese
suero. Para controlar las variaciones entre placas, se agreg6 un control positivo de
referencia a cada placa. Para la titulacion de los anticuerpos de Ig total [IgG + IgM]
de ratén, este control fue una agrupacion de sueros hiperinmunizados. La reaccion
en TMB se detuvo cuando se obtuvo un ODasso = 1,0 para el control interno
positivo. Para la deteccion de isotipos, las placas se detuvieron a 30 min.
[0069]Se llevaron a cabo experimentos, los cuales mostraron titulos de Ig totales
(IgG+IgM) contra el epitopo de CPS sintetizado correspondiente; ver las Figuras
3-5. Se llevaron a cabo experimentos adicionales, los cuales mostraron titulos de
Ig totales (IgG+IgM) contra el CPS purificado nativo del serotipo 2 de S. suis; ver
las Figuras 6-8. En funcién de respuestas de anticuerpo, los prototipos 1, 4, 7y 10
se seleccionaron para estudios adicionales en cerdos.
Ejemplo 4

Inmunizacion de cerdo
[0070]Para las inmunizaciones de cerdo, los prototipos seleccionados fueron: Se
usaron 1, 4, 7,10, 11y 12. El "fragmento adicional" del documento de Zhang et al.
[2] también se usé en cerdos.
[0071]Formulacion de vacuna. El adyuvante seleccionado para la inmunizacion
de cerdo fue Montanide™ ISA 61 VG (SEPPIC, Fairfield, NJ), una emulsiéon de
agua en aceite (W/O). La relacion en peso de la fase acuosa y el adyuvante es de
60 g a 40 g para 100 g de una vacuna. La densidad de Montanide™ ISA 61 VG es
de 0,83. La dosis de vacuna fue de 170-200 upg/cerdo administrada en 1 ml. La
formulacién de vacuna con Montanide™ ISA 61 VG se realizé de acuerdo con los
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protocolos del fabricante.

[0072]Inmunizacién de cerdo y extraccion de suero. Se adquirieron cerdos de
raza mixta criolla/blanca de tres semanas de edad recientemente destetados de
una granja comercial en Quebec, sin historial de problemas clinicos causados por
S. suis, sin programa de vacunacion contra este patogeno y libres del virus del
sindrome reproductivo y respiratorio porcino. Tras su llegada, los cerdos se
pesaron, etiquetaron individualmente, asignaron a dos grupos (placebo o
vacunados; n = 10 o 15 por grupo) con un peso promedio igual (alrededor de 5-6
kg) y se colocaron en el animalario experimental de nivel Il de la Facultad de
Medicina Veterinaria, Universidad de Montreal. Se alimenté a los cerdos con
alimento comercial en grano no medicado, con una adicion de suplementos
vegetales secos. Dos dias tras su llegada, los cerdos se inmunizaron
intramuscularmente (IM) en el musculo del cuello, con 1 ml de los prototipos de
vacuna seleccionados (grupo de vacuna) o adyuvante solo en PBS (grupo de
control de placebo). La segunda dosis de vacuna y placebo se administraron IM
dos semanas luego de la primera dosis. Luego de la inmunizacion de primera
dosis, la emulsion de vacuna se almacen6 a 4 °C hasta la segunda dosis. Se
extrajeron muestras de sangre de la vena yugular antes de cada inmunizacion y
antes de la exposicion para determinar las respuestas de anticuerpo (ver mas
adelante).

[0073]Estudio_de exposicién _de cerdo y puntuaciones clinicas. Once dias
después de la segunda dosis de vacuna, los animales de control y los
inmunizados se pesaron, sedados mediante el uso de una dosis de 0,5 mg/kg de
Atravet (Boehringer Ingelheim, Burlington, ON, Canadd) y se expusieron con una
inyeccion intraperitoneal (IP) de 6 ml (9,6 x 10° CFU) de cultivo de fase
exponencial de la cepa de serotipo 2 de S. suis P1/7. El peso promedio de los
cerdos en el dia de la exposicion fue de 14 kg. Luego de la exposicion, los cerdos
se monitorearon tres veces por dia durante un periodo de nueve dias para
determinar la presencia de sefiales clinicas y mortalidad. Los individuos que
observaron a los animales estaban cegados con respecto a los tratamientos. Se
calculé una puntuacién clinica diaria en funcion de una ficha de observacién
clinica. Se evalu6 el comportamiento general, la locomocion (alteraciones
musculoesqueléticas) y la alteracién funcional del sistema nervioso central (CNS).
Las puntuaciones clinicas del comportamiento se proporcionaron de la siguiente
manera: 0 = actitud normal y respuesta a estimulos; 1 = leve depresidn con retraso
marginal en la respuesta a estimulos, pero conserva el apetito; 2 = depresion
moderada, el animal solo responde a estimulos repetidos, es reacio a moverse y
tiene menos apetito; 3 = depresion grave, no responde, esta recostado, tiene falta
de coordinacion y pérdida de apetito. Las puntuaciones clinicas de la locomocién
se proporcionaron de la siguiente manera: 0 = marcha y postura normal; 1 = una
articulacion afectada, cojera leve, pero se levanta y se mueve sin asistencia; 2 =
cojera moderada, 2-3 articulaciones afectadas con hinchazon, pero se levanta sin
asistencia; 3 = cojera grave, ataxia, 3-4 articulaciones afectadas, esta recostado y
no se puede parar ni mover. Finalmente, las puntuaciones clinicas de CNS se
proporcionaron de la siguiente manera: 0 = comportamiento fisiolégico y respuesta
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a estimulos normal; 1 = leve falta de coordinacion, estrabismo; 2 = falta de
coordinacion moderada, temblores; 3 = inclinacion de cabeza lateral o dorsal
grave, ataxia, opistoétonos, nistagmo, convulsiones. Los cerdos que tuvieron una
puntuacion clinica = 3 en cualquier categoria y una temperatura corporal de mas
de 40 °C por dos dias consecutivos se sometieron a eutanasia. Se administro
Ketamina (20 mg/kg; Narketan®, Vetoquinol, Lavaltrie, QC, Canada) y xilazina (2
mg/kg; Rompun®, Bayer, Mississauga ON, Canada) IM para lograr una anestesia
completa seguida de una administracion intracardiaca de pentobarbital sddico
(100 mg/kg; Euthanyl®, Vetoquinol). Se extrajo sangre de cerdos seleccionados
aleatoriamente antes de someterlos a eutanasia para analisis bacteriolégicos (para
confirmar la presencia de la sepa de exposicion). También se llevé a cabo un
procedimiento de autopsia en animales seleccionados. Se recolectaron hisopados
de las meninges y liquido sinovial de las cavidades de articulaciones afectadas y
se sembraron en agar sanguineo para la recuperacion bacteriana. Se recolectaron
muestras de higado y bazo y se cultivaron para la recuperacion bacteriana. Los
individuos que llevaron a cabo las necropsias y la recuperacion bacteriana estaban
cegados con respecto a los tratamientos.

[0074]Titulacion _de anticuerpos. Las placas ELISA (Polysorp, Nunc-Immuno;
Thermo Scientific, Mississauga, ON, Canada) se recubrieron con 100 pl de CPS
de tipo 2 S. suis purificado nativo (diluido a 2 pg/ml en 0,1 M de NaCOgs; pH 9,6), 0
con 100 pl de epitopo de CPS sintetizado correspondiente conjugado con BSA
(diluido a 2 pg/ml en PBS; pH 7,4). Las placas recubiertas se dejaron reposar
durante la noche a 4 °C. Para la titulacion de anticuerpos porcinos, las placas
recubiertas se lavaron con PBS-T y se bloquearon con 2 % de leche descremada
durante 1 h a RT. Para establecer los titulos de anticuerpos, los sueros porcinos
se diluyeron en serie (2 veces) en PBS-T (comenzando con una dilucion de 1/200)
y se incubaron durante 1 h a RT. Para la titulacién del Ig [IgM + 1gG] o IgM total de
los cerdos, las placas se incubaron con Ig [IgM + IgG] total anticerdo de cabra
conjugado con peroxidasa diluido a 1:4000 (BioRad, Mississauga, Ontario) o IgM
anticerdo diluido a 1:2000 (BioRad) durante 1 h a RT. Para la deteccién 1gG1 o
IgG2 porcino, el IgG1 antiporcino de ratén (diluido a 1:2000) o IgG2 (diluido a
1:2000) (BioRad) se agrego por 1 h a RT. Luego del lavado, el Ig [IgM + 1gG]
antiratbn de cabra conjugado con peroxidasa diluido a 1:4000 (Jackson
ImmunoResearch) se agrego durante 1 h a RT. Las placas se desarrollaron con
sustrato de TMB, y la reaccién de enzima se detuvo por la adicién de 0,5 M de
H2SOa4. La absorbancia se leydo a 450 nm con un lector de placa ELISA. El
reciproco de la dltima dilucién de suero que resulté en una densidad éptica a 450
nm (ODuso) de < 0,2 (corte) se consider6 como el titulo de ese suero. Para
controlar las variaciones entre placas, se agregd un control positivo de referencia a
cada placa. Este control fue un suero convaleciente de un cerdo infectado
experimentalmente con S. suis. La reaccién en TMB se detuvo cuando se obtuvo
un ODaso = 1,0 para el control interno positivo.

[0075]Se llevaron a cabo experimentos, en donde los resultados ELISA mostraron
titulos de anticuerpos inducidos con vacuna contra el epitopo de CPS sintetizado
correspondiente; ver el resumen de los datos clinicos luego de la exposicion a S.
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suis de los cerdos inmunizados en la Figura 9, Figura 10 y Figura 11. Los niveles
de anticuerpos inducidos por diferentes fragmentos varian, pero el patrén de
isotipo de anticuerpo es similar. El fragmento 4 parece ser reconocido por los
anticuerpos no especificos que estan presentes en los cerdos (esto se evidencia
por una fuerte reaccion ELISA en el grupo de placebo contra este fragmento). Por
lo tanto, este fragmento no es adecuado como vacuna candidata. Este
descubrimiento no solo demuestra la importancia de disefiar quimicamente el
epitopo correcto, sino también que la evaluacién clinica en los cerdos debe
predecir el valor real de un fragmento como una vacuna candidata. De hecho, no
todos los fragmentos de CPS conjugados son eficientes en la induccion de la
proteccion (es decir, la reduccién de las sefiales clinicas relacionadas con la
enfermedad de S. suis y/o la reduccion de los niveles de mortalidad).
Efectivamente, el "fragmento adicional” indujo niveles significativos de anticuerpos,
pero fallé en proteger a los cerdos contra la enfermedad clinica (Figura 12). Por lo
tanto, afirmar que un compuesto es una potencial vacuna candidata no se deberia
hacerse solamente en funcién de pruebas in vitro. En funcion de estudios de
animales (cerdos), los conjugados 1, 10 y 11 mostraron una proteccion fuerte a
parcial y, por lo tanto, son dianas prometedoras para una formulacion de vacuna.
[0076]En formas de realizacién de la invencion, se proporcionan compuestos de
las siguientes formulas generales: A0, BO, CO, DO, EO, FO, A, B, C, D, E, F, A01,
B0O1, C01, D01, EO1, FO1, A1, B1, C1, D1, E1, F1, A02, B0O2, C02, D02, EO2 y
F02. Cada una de estas formulas generales es como se describe en detalle en la
presente. Ademas, en formas de realizacion de la invencién, se proporcionan
compuestos de las siguientes formulas quimicas: A2, B2, C2, D2, E2 y F2. Cada
una de estas férmulas es como se describe en detalle en la presente.

[0077]En formas de realizacion de la invencién, los compuestos se preparan
mediante un proceso que comprende una sintesis quimica y/o sintesis
quimoenzimética.

[0078]En formas de realizacién de la invencion, se proporciona una vacuna de
glucoconjugado que comprende un compuesto de acuerdo con la invencién y
como se describié anteriormente en la presente. En otras formas de realizacion, el
compuesto se conjuga con una proteina portadora. En otras formas de realizacion,
la proteina portadora es CRM 197, BSA, o una proteina de Streptococcus suis (S.
suis). La proteina portadora también puede ser cualquier otra proteina portadora
adecuada como se desee.

[0079]En formas de realizacion de la invencion, se proporciona una formulacion
de vacuna que comprende un compuesto de acuerdo con la invencién y como se
describié anteriormente en la presente, y un adyuvante. En otras formas de
realizacion, el adyuvante es TiterMax Gold® o Montanide™ ISA 61 VG. El
adyuvante también puede ser cualquier otro adyuvante adecuado como se desee.
[0080]ENn formas de realizacion de la invencién, se proporciona una formulacién
de vacuna que comprende una vacuna de glucoconjugado de acuerdo con la
invencion y como se describié anteriormente en la presente, y un adyuvante. En
otras formas de realizacién, el adyuvante es TiterMax Gold® o Montanide™ ISA
61 VG. El adyuvante también puede ser cualquier otro adyuvante adecuado como
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se desee.

[0081]ENn formas de realizacion de la invencion, la formulacién de vacuna esta
disponible comercialmente.

[0082]ENn formas de realizacion de la invencion, la formulacién de vacuna se usa
en la produccion de ganado. En otras formas de realizacion, la formulacién de
vacuna se usa en la produccion de cerdos. En otras formas de realizacion, la
formulacién de vacuna se usa en la produccion porcina.

[0083]En formas de realizacion de la invencion, se proporciona un proceso para
preparar una vacuna de glucoconjugado como se describid anteriormente en la
presente. En otras formas de realizacion, el proceso comprende una sintesis
guimica y/o sintesis quimoenzimatica.

[0084]En formas de realizacién de la invencion, se proporciona un método para
prevenir una enfermedad asociada con Streptococcus suis (S. suis) en un
mamifero. El método comprende administrar al mamifero un compuesto de
acuerdo con la invencion como se describié anteriormente en la presente, una
vacuna de glucoconjugado de acuerdo con la invencidn como se describid
anteriormente en la presente, o una formulacion de vacuna de acuerdo con la
invencion como se describié anteriormente en la presente. En otras formas de
realizacion, la enfermedad est& asociada a un serotipo de S. suis seleccionado del
grupo que consiste en los serotipos 1, 1/2, 2, 3, 9 y 14. En otras formas de
realizacion, la enfermedad esta asociada al serotipo 2 de S. suis.

[0085]ENn formas de realizacién de la invencion, se proporciona un uso de un
compuesto de acuerdo con la invencién y como se describié anteriormente en la
presente, una vacuna de glucoconjugado de acuerdo con la invencién y como se
describié anteriormente en la presente, y una formulacion de vacuna de acuerdo
con la invencién y como se describié anteriormente en la presente, cada una para
prevenir una enfermedad asociada con el Streptococcus suis (S. suis) en un
mamifero. En otras formas de realizacion, la enfermedad esta asociada a un
serotipo de S. suis seleccionado del grupo que consiste en los serotipos 1, 1/2, 2,
3, 9y 14. En otras formas de realizacién, la enfermedad esta asociada al serotipo
2 de S. suis.

[0086]En formas de realizacion de la invencion, se proporciona un uso de un
compuesto de acuerdo con la invencién y como se describié anteriormente en la
presente, en la fabricacion de una vacuna para prevenir una enfermedad asociada
con el Streptococcus suis (S. suis) en un mamifero. En otras formas de
realizacion, la enfermedad esta asociada a un serotipo de S. suis seleccionado del
grupo que consiste en los serotipos 1, 1/2, 2, 3, 9 y 14. En otras formas de
realizacion, la enfermedad esta asociada al serotipo 2 de S. suis.

[0087] En formas de realizacién de la invencion, se proporciona un compuesto de
acuerdo con la invencion y como se describié anteriormente en la presente, una
vacuna de glucoconjugado de acuerdo con la invencion y como se describid
anteriormente en la presente, y una formulacion de vacuna de acuerdo con la
invencion y como se describié anteriormente en la presente, cada una para su uso
en la prevencion de una enfermedad asociada con el Streptococcus suis (S. suis)
en un mamifero. En otras formas de realizacion, la enfermedad esta asociada a un
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serotipo de S. suis seleccionado del grupo que consiste en los serotipos 1, 1/2, 2,
3, 9y 14. En otras formas de realizacién, la enfermedad estd asociada al serotipo
2 de S. suis.

[0088]ENn formas de realizacion de la invencion, el mamifero es humano o no
humano.

[0089]Como entendera una persona del oficio de nivel medio, se pueden realizar
otras variaciones y combinaciones a las diversas formas de realizacion de la
invencion como se describié anteriormente en la presente.

[0090]Ademas, como entendera una persona del oficio de nivel medio, en las
formas de realizacién de la invencion, un grupo OH de cualquier compuesto se
puede reemplazar por un grupo SH. En otras formas de realizacion de la
invencion, H en un grupo OH se puede reemplazar por un grupo alquilo inferior, tal
como un grupo alquilo C1 a C3.

[0091]El alcance de las reivindicaciones no debe estar limitado por las formas de
realizacion preferidas establecidas en los ejemplos, sino que se les debe dar la
interpretacion mas amplia coherente con la descripcion en su totalidad.

[0092]La presente descripcion se refiere a una serie de documentos, cuyo
contenido se incorpora en la presente por referencia en su totalidad.
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto de formula general seleccionado del grupo que consiste en: AO,
B0, CO, DO, EO y FO a continuacién

Gy —aammon)— G
/ x

N-acetilglucosamina

Galactosa

Acido
sialico
A0

Galactosa @

N-acetilglucosamina

Acido
sialico

X

B0
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X

HEED—Et

_NH2

E0

Acido sialico

N-acetilglucosamina

FO

en donde:

x en AO-DO es un numero entero seleccionado de 1 a 6; preferentemente x es un
namero entero seleccionado de 1 a 3;y
una union entre porciones de azucar consecutivas en el compuesto es a o [3.



2. Un compuesto de formula general seleccionado del grupo que consiste en:
B, C, D, E y F a continuacion

beta beta b eta
Galactosa Ramnosa @
X
cta
X

beta

N-acetilglucosamina

beta

alfa

Galactosa

,

Acido

sialico

A

beta beta b
Ramnosa @
beta

N-acetilglucosamina

beta

Galactosa

alfa

Acido
sialico

beta beta beta
_ Ramnosa _

alfa X

C
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beta beta beta
_ Ramnosa @ H—

D
alfa beta
E
alfa

en donde x en A-D es un nimero entero seleccionado de 1 a 6; preferentemente x
es un numero entero seleccionado de 1 a 3.

3. Un compuesto de férmula general seleccionado del grupo que consiste en: A01,
B0O1, C01, D01, EO1 y FO1 a continuacién



51

@—%—
/ x

N-acetilglucosamina

Acido sialico

A01

—HNRIRZ
/ -

N-acetilglucosamina

B01

Ramnosa )——
() H—NRIRZ
X

Co1
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o>

D01

Acido \___ —( N-acetilglucosamina )——Q—] —
sialico = = NRiR2

E01

O—L—NR1R2

F01

en donde:

x en A01-D01 es un numero entero seleccionado de 1 a 6; preferentemente x es
un numero entero seleccionado de 1 a 3;

una union entre porciones de azlcar consecutivas en el compuesto es a o f3;

L es un alquilo C1 a C12 lineal, ramificado o ciclico; preferentemente L es un
alquilo lineal; y

R1 y R2 son cada uno independientemente H o un alquilo C1 a C6 lineal,
ramificado o ciclico; o R1y Rz juntos con N forman un anillo de 3 a 6 miembros.

4. Un compuesto de férmula general seleccionado del grupo que consiste en: Al,
B1, C1, D1, E1y F1 a continuacion
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beta beta beta
Ramnosa @ O—L—NRR,

alfa <

beta

N-acetilglucosamina

beta

alfa

Acido

sialico

/ beta

N-acetilglucosamina

beta

alfa

Acido
sialico
B1
beta beta beta
e o> o

X

Al
beta beta beta
Ramnosa @ O_L—NRI R2
X

Galactosa

C1
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beta beta beta
= T L I,

X
D1
Acido\alfa beta beta
e — N-acetilglucosamina )—(Q—L—NRR,
El
alfa

F1

en donde:

x en A1-D1 es un numero entero seleccionado de 1 a 6; preferentemente x es un
namero entero seleccionado de 1 a 3;

L es un alquilo C1 a C12 lineal, ramificado o ciclico; preferentemente L es un
alquilo lineal; y

R1 y R2 son cada uno independientemente H o un alquilo C1 a C6 lineal,
ramificado o ciclico; o R1 y Rz juntos con N forman un anillo de 3 a 6 miembros.

5. Un compuesto de formula general seleccionado del grupo que consiste en: A02,
B02, C02, D02, E02 y FO2 a continuacion
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Galact Ramnosa
R G S T P
/ N
N-acetilglucosamina

Acido
sialico
A02

(Gt —CRomoss)— Gl )--0—1—
/ X

N-acetilglucosamina

Acido
sialico

],

B02

02
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— S
xX
D02

(D~ ot

E02

@i

F02

en donde:

x en A02-D02 es un numero entero seleccionado de 1 a 6; preferentemente x es
un numero entero seleccionado de 1 a 3;

una unidén entre porciones de azucar consecutivas en el compuesto es a o [3;

L es un alquilo C1 a C12 lineal, ramificado o ciclico; preferentemente L es un
alquilo lineal; y

R1 y R2 son cada uno independientemente H o un alquilo C1 a C6 lineal,
ramificado o ciclico; o R1 y Rz juntos con N forman un anillo de 3 a 6 miembros.

6. Un compuesto de formula general seleccionado del grupo que consiste en: A2,
B2, C2, D2, E2 y F2 a continuacién
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Galactosa

N-acetilglucosamina

Galactosa

alfa

Acido
sialico

A2

beta beta beta
Ramnosa @ 0—L—N;

Galactosa

/ beta

N-acetilglucosamina
beta

alfa

Acido
sialico

B2
beta beta beta
Ramnosa @ 0—L—N;
alfa X

C2
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beta bcta beta
Ramnosa @ T —

X
D2
= alfa beta betia
@ N-acetilglucosamina )——Q—L—Nj
E2

alfa
G

F2

en donde:

x en A2-D2 es un numero entero seleccionado de 1 a 6; preferentemente x es un
namero entero seleccionado de 1 a 3;y

L es un alquilo C1 a C12 lineal, ramificado o ciclico; preferentemente L es un
alquilo lineal.

7. Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en: 1, 4, 7 y 10-14 a
continuacion
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COH |

/g& \%ﬂp g& w /&/O(CHZ%;N?,

HO OH

COH |

ACHN : O/ AcHN
W @7\ O(CH,)eN3

HO OH

% w /%/O(CHZ)BNHZ H——0 _oH o
0 )
HO&/O@Z\%O O(CH,)gNH;
HO OH HO
o OoH

o
X

HO OH 7 10, X=1

11, X=2

12, X=3

HO _OH

OH o)

RN "
O(CHy)gN

HO 2)gN3 RO

OH AcHN O(CHy)gN3
13 14

8. Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en: 15, 16, 17 y 18-22 a
continuacion

OH

oH _OH
o NHAC
o 0 o)
OH OH
H
O OH OH

(0]

OH “oH
15

OH
o NHAC OH OH
o} o 0
OH HO OH
OH OH

16
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OH ~OH OH
@) 0 0]
" W " O(CHg)gN3

OH OH
HO
O
OH “oH
17
H———0o _OH OH
0] 0 o)
HO HO L O(CH,)gN3
OH HO OH
OH
L _Ix
18, x=1
19, x=2
20, x=3
OHOH
OH
CO,H
AcHN O O(CH2)gNH,

§. OH
HO Ho i ;OE AHO NHAC
HO OH

21
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OH OH

HO

@)
O(CH3)NH,

22

9. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que se
prepara por un proceso que comprende: una sintesis quimica, una sintesis
quimoenzimética, o una combinacibn de ambas sintesis quimica y sintesis
guimoenzimatica.

10. Una vacuna de glucoconjugado que comprende un compuesto como se define
en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el compuesto se conjuga con
una proteina portadora; preferentemente la proteina portadora es CRM-197, BSA,
una proteina de Streptococcus suis (S. suis) u otra proteina portadora adecuada.
11. Una formulacion de vacuna que comprende un compuesto como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 y un adyuvante; preferentemente el
adyuvante es TiterMax Gold®, Montanide™ ISA 61 VG u otro adyuvante
adecuado.

12. Una formulaciéon de vacuna que comprende una vacuna de glucoconjugado
como se define en la reivindicacion 10 y un adyuvante; preferentemente el
adyuvante es TiterMax Gold®, Montanide™ ISA 61 VG u otro adyuvante
adecuado.

13. Una formulacién de vacuna de acuerdo con la reivindicacién 11 o 12, que esta
disponible comercialmente.

14. Una formulacion de vacuna de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
11 a 13, que se usa en la produccién de ganado.

15. Un proceso para preparar una vacuna de glucoconjugado como se define en la
reivindicacion 10 o una formulaciéon de vacuna como se define en cualquiera de
las reivindicaciones 11 a 13, el cual comprende: una sintesis quimica, una sintesis
guimoenzimatica, o una combinacion de ambas sintesis quimica y sintesis
quimoenzimatica.

16. Un método para prevenir una enfermedad asociada a Streptococcus suis (S.
suis) en un mamifero, en donde el método comprende administrar al mamifero un
compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, una vacuna
de glucoconjugado como se define en la reivindicacion 10, o una formulacion de
vacuna como se define en cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13;
preferentemente la enfermedad estd asociada a un serotipo de S. suis
seleccionado del grupo que consiste en los serotipos 1, 1/2, 2, 3, 9 y 14; con
mayor preferencia la enfermedad esta asociada al serotipo 2 de S. suis.

17. El uso de un compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones
1 a 8, una vacuna de glucoconjugado como se define en la reivindicacion 10, o
una formulacién de vacuna como se define en cualquiera de las reivindicaciones
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11 a 13, para prevenir una enfermedad asociada con Streptococcus suis (S. suis)
en un mamifero; preferentemente la enfermedad estéa asociada a un serotipo de S.
suis seleccionado del grupo que consiste en los serotipos 1, 1/2, 2, 3, 9 y 14; con
mayor preferencia la enfermedad est& asociada al serotipo 2 de S. suis.

18. El uso de un compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones
1 a 8, en la elaboracion de una vacuna para prevenir una enfermedad asociada a
Streptococcus suis (S. suis) en un mamifero; preferentemente la enfermedad esta
asociada a un serotipo de S. suis seleccionado del grupo que consiste en los
serotipos 1, 1/2, 2, 3, 9 y 14; con mayor preferencia la enfermedad esta asociada
al serotipo 2 de S. suis.

19. Un compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, una
vacuna de glucoconjugado como se define en la reivindicacion 10, o una
formulacién de vacuna como se define en cualquiera de las reivindicaciones 11 a
13, para su uso en la prevenciéon de una enfermedad asociada con Streptococcus
suis (S. suis) en un mamifero; preferentemente la enfermedad esta asociada a un
serotipo de S. suis seleccionado del grupo que consiste en los serotipos 1, 1/2, 2,
3, 9 y 14; con mayor preferencia la enfermedad esta asociada al serotipo 2 de S.
suis.

20. Un método o uso o compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 16 a 19, en donde el mamifero es humano o no humano.
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REIVINDICACIONES MODIFICADAS
recibidas por la Oficina Internacional el 29 de marzo de 2023 (29.03.2029)
1. Un compuesto de formula general seleccionado del grupo que consiste en: AO,
BO, CO, DO,
EO y FO a continuacién
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X
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X
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N-acetilglucosamina NH,
E0

FO

en donde:



66

x en A0-DO es un namero entero seleccionado de 1 a 6; preferentemente x es un
namero entero seleccionado de 1 a 3;y

una unién entre porciones de azucar consecutivas en el compuesto es a o 3.

2. Un compuesto de formula general seleccionado del grupo que consiste en: A,
B,C,D,E

y F a continuacién

beta beta beta
_ Ramnosa _
— / beta alfa — X

N-acetilglucosamina

Galactosa

Galactosa

alfa

Acido
sialico
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beta
— Ramnosa

— / beta

N-acetilglucosamina

beta

alfa

Acido

sialico

beta
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L _Jx
C
beta beta beta
_ Ramnosa _
l_ I

N-acetilglucosamina

D
alfa beta
=@
E
alfa

F

en donde x en A-D es un numero entero seleccionado de 1 a 6; preferentemente
X €s un namero entero seleccionado de 1 a 3.
3. Un compuesto de férmula general seleccionado del grupo que consiste en:
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A01, BO1, C01, D01, EO1 y FO1 a continuacion

Ramnosa )——
(G — ) %
/ x*

N-acetilglucosamina

A01

G D> — Do
/ X
N-acetilglucosamina

Acido sialico

BO1
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—H_Nm
(e

Co1
%
X
DO1
D — Do —oisun
E01

@ O—L—NR|R,

FO1
en donde;

x en A01-DO1 es un numero entero seleccionado de 1 a 6; preferentemente x es
un numero entero seleccionado de 1 a 3;

una uniodn entre porciones de azucar consecutivas en el compuesto es a o f3;

L es un alquilo C1 a C12 lineal, ramificado o ciclico; preferentemente L es un
alquilo lineal; y

Ri1 y Rz son cada uno independientemente H o un alquilo C1 a C6 lineal,
ramificado o ciclico; o R1y Rz juntos con N forman un anillo de 3 a 6 miembros.

4. Un compuesto de férmula general seleccionado del grupo que consiste en:
Al,B1, C1,D1, E1ly F1 a continuacion
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beta beta beta
Ramnosa @ O—L—NRR,
alfa X

beta
N-acetilglucosamina

beta
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alfa
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beta beta beta
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beta beta beta
= L S—

X

D1

Aeido alia beta beta
. N-acetilglucosamina }——Q—1]—N R,R,
E

1

alfa
@ O—L—NRR,

Fl1

en donde:

x en A1-D1 es un numero entero seleccionado de 1 a 6; preferentemente x es un
namero entero seleccionado de 1 a 3;

L es un alquilo C1 a C12 lineal, ramificado o ciclico; preferentemente L es un
alquilo lineal; y

R1 y R2 son cada uno independientemente H o un alquilo C1 a C6 lineal,
ramificado o ciclico; o R1

y Rz juntos con N forman un anillo de 3 a 6 miembros.

5. Un compuesto de férmula general seleccionado del grupo que consiste en:
A02, B02, C02, D02, EO2 y FO2 a continuacién
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— ——
X
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X
D02
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E02

F02

en donde:

x en A02-D02 es un numero entero seleccionado de 1 a 6; preferentemente x es
un numero entero seleccionado de 1 a 3;

una unidén entre porciones de azucar consecutivas en el compuesto es a o [3;

L es un alquilo C1 a C12 lineal, ramificado o ciclico; preferentemente L es un
alquilo lineal; y

Ri1 y Rz son cada uno independientemente H o un alquilo C1 a C6 lineal,
ramificado o ciclico; o0 R1y Rz juntos con N forman un anillo de 3 a 6 miembros.

6. Un compuesto de férmula general seleccionado del grupo que consiste en:

A2,B2,C2,D2, E2y F2 a continuacion
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beta beta beta
@ Ramnosa @ 0—1—N;

Galactosa

c2

bcta bcta beta
Ramnosa @ T

X
D2
ks alfa beta beta
@ N-acetilglucosamina )—Q—L—N;
E2
alfa
Galactosa 0O—L—N;

F2

en donde:

x en A2-D2 es un numero entero seleccionado de 1 a 6; preferentemente x es un

namero entero seleccionado de 1 a 3;y

L es un alquilo C1 a C12 lineal, ramificado o ciclico; preferentemente L es un
alquilo lineal.

7. Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en: 1, 4, 7 y 10-14 a
continuacion
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13 14
en donde,en elcompuesto 14, R es H; o el compuesto
14 es
OH _-OH
-0
HO
0
O(CHz)3N3
14

8. Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en: 15, 16, 17 y 18-22 a
continuacion



78

OH
OH
COH

(0]

o OH
ACHN
5 OH
HO HO H&/@ 0 NHac 0" o
0 o
OH
\ ° W\DHO O(CH)gNH;
OH OH
OH
OH OH
HO
0

OH “oH
15

OH
COoH

éé;:s%\nw
ACHNHS HO H&/@ 0 NHae QR " o
OH ? to; w&g" /0@7\0&/0@%8%2
OH OH HO o OH

16

OH OH OH
0] 0 e}
HO HO O(CHo)gN3
OH
OH OH

OH
HO
O
OH “oH
17
H——0o OH OH
(0] 0 0
HO HO L O(CH,)gN3
OH HO OH
OH
L — 1 X
18, x=1
19, x=2

20, x=3



79

OHOH
OH
CO,H
AcHN_ . O O(CHy)gNH,
N OH
HO Ho i ;OE _PQHO NHAC
HO OH
21
OH ~OH
O
HO
@)
O(CH5)NH,
22

9. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que
se prepara por un proceso que comprende: una sintesis quimica, una sintesis
guimoenzimatica, o una combinacion de ambas sintesis quimica y sintesis
quimoenzimética.

10. Una vacuna de glucoconjugado que comprende un compuesto como se
define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el compuesto se
conjuga con una proteina portadora; preferentemente la proteina portadora es
CRM-197, BSA, una proteina de Streptococcus suis (S. suis) u otra proteina
portadora adecuada.

11. Una formulacion de vacuna que comprende un compuesto como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 y un adyuvante; preferentemente el
adyuvante es TiterMax Gold®, Montanide™ ISA 61 VG u otro adyuvante
adecuado.

12. Una formulacion de vacuna que comprende una vacuna de glucoconjugado
como se define en la reivindicacion 10 y un adyuvante; preferentemente el
adyuvante es TiterMax Gold®, Montanide™ ISA 61 VG u otro adyuvante
adecuado.

13. Una formulacion de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 11 o 12, que esta
disponible comercialmente.

14. Una formulacion de vacuna de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 11 a 13, que se usa en la produccion de ganado.

15. Un proceso para preparar una vacuna de glucoconjugado como se define en
la reivindicacién 10 o una formulacién de vacuna como se define en cualquiera de
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las reivindicaciones 11 a 13, el cual comprende: una sintesis quimica, una
sintesis quimoenzimatica, o una combinacion de ambas sintesis quimica y
sintesis quimoenzimatica.

16. Un método para prevenir una enfermedad asociada a Streptococcus suis (S.
suis) en un mamifero, en donde el método comprende administrar al mamifero un
compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, una
vacuna de glucoconjugado como se define en la reivindicacion 10, o una
formulacion de vacuna como se define en cualquiera de las reivindicaciones 11 a
13; preferentemente la enfermedad esta asociada a un serotipo de S. suis
seleccionado del grupo que consiste en los serotipos 1, 1/2, 2, 3, 9 y 14; con
mayor preferencia la enfermedad esta asociada al serotipo 2 de S. suis.

17. El uso de un compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones
1 a 8, una vacuna de glucoconjugado como se define en la reivindicacion 10, o
una formulacién de vacuna como se define en cualquiera de las reivindicaciones
11 a 13, para prevenir una enfermedad asociada con Streptococcus suis (S. suis)
en un mamifero; preferentemente la enfermedad esta asociada a un serotipo de
S. suis seleccionado del grupo que consiste en los serotipos 1, 1/2, 2, 3, 9y 14;
con mayor preferencia la enfermedad esté& asociada al serotipo 2 de S. sulis.

18. El uso de un compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones
1 a 8, en la elaboracién de una vacuna para prevenir una enfermedad asociada a
Streptococcus suis (S. suis) en un mamifero; preferentemente la enfermedad esta
asociada a un serotipo de S. suis seleccionado del grupo que consiste en los
serotipos 1, 1/2, 2, 3, 9 y 14; con mayor preferencia la enfermedad esta asociada
al serotipo 2 de S. suis.

19. Un compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,
una vacuna de glucoconjugado como se define en la reivindicacion 10, o una
formulacién de vacuna como se define en cualquiera de las reivindicaciones 11 a
13, para su uso en la prevencion de una enfermedad asociada con Streptococcus
suis (S. suis) en un mamifero; preferentemente la enfermedad esta asociada a un
serotipo de S. suis seleccionado del grupo

gue consiste en los serotipos 1, 1/2, 2, 3, 9 y 14; con mayor preferencia la
enfermedad esta asociada al serotipo 2 de S. suis.

20. Un método o uso o compuesto para su uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 16 a 19, en donde el mamifero es humano o no humano.
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RESUMEN
La invencion proporciona una vacuna contra el serotipo 2 de S. suis. La
vacuna comprende fragmentos sintetizados quimicamente y, por ende, puede
hacerse disponible comercialmente de manera amplia. La vacuna se usa en la
produccion de ganado y puede adaptarse para su uso contra otros serotipos de S.
suis tales como los serotipos 1, 1/2, 3, 9 y 14. Ademas, la vacuna puede adaptarse
para su uso en humanos.
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