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Linh vire k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén cac vacxin chira vi khudn nhuogc doc, dac biét 1a
cac vacxin c6 tac dung bao v€ rdng, an toan, va hiéu qua cho lgn chéng lai
bénh nhiém tring/bénh do vi khuan Streptococcus suis gy ra. Sang ché con dé
cap dén cac phuong phép tao ra vi khuin nhugc doc, va viéc x4c dinh cac bién
dbi cua axit nucleic c6 lién quan dén viéc 1am giam doc luc cta vi khuén.

Do d6, sang ché dé cap dén ché phém sinh mién dich hodc vacxin chira
vi khuén theo sang ché; vi du, vi khuin sdng nhuoc doc. Vi khuén nay ciling c6
thé dliqc 1am bét hoat trong ché phim; nhung ¢6 thé ¢6 lgi néu vi khuén nay la
vi khuan S. suis séng nhugc doc. Tiép theo, sang ché @ cap dén céac phuong
phéap san Xuét va/hodc bao ché cac ché phim nay; vi du, nudi ciy hoadc phat
trién hodc nhan giéng vi khudn trén hogc trong moi trudng thich hop, thu nhan
vi khudn, thy ¥ 1am bét hoat vi khuén, va thy ¥ tron vi khudn ndy véi chét
mang, ta dugc, chét pha loang hodc chét din thube va/hoic ta cht va/hodc chét
6n dinh diing trong thiry hogic dugc dyung thich hop.

Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Streptococcus suis 13 cdu khudn gram dwong gdy nhiém bénh cha yéu
cho lon. Trong khi lgn trudng thanh 13 thé mang bénh khong biéu hién triéu
chimng, vi khudn nay c6 thé gy bénh viém mang ndo, bénh nhiém tring mau,

'bénh viém khép va bénh viém cubng phdi & lon con. Lon trudng thanh thuong
mang S. suis duéi dang cong sinh trong hdc amidan va dudng ho hép trén,
nhung vi khuén ndy ciing dugc phan 1ap tir duong da day-rudt va duong sinh
duc. Gan nhu tt ca lon truéng thanh 13 ngudn 1ay nhidm S. suis va mam bénh
ndy anh huéng dén nganh cong nghiép lon trén toan thé giéi.

Ngodi ra, S. suis con gay nhiém & nhidu dong vét c6 vi va cac lodi chim
[Gottschalk et al., 2007]. Hon nffa, S. suis 1a tic nhin quan trong giy bénh
dong vat truyén sang ngudi [Perch et al., 1968], tuy vay viéc nhiém S. suis sang
ngudi rat hiém gip & chau Au va Bic M§. Hau hét cdc truong hop nhidm bénh
ndy & Bic M§ va chau Au c6 lién quan dn tiép xtc nghé nghi€p véi lgn hoac
cac san phim tir lgn. Tuy nhién, ty 1& mic phai bénh nhidm tring S. suis &
ngudi 12 16n hon & Dong Nam A va Trung Quéc. Mic dit bénh viém mang ndo
12 biéu hién phd bién nhit & ngudi, nhung d6i khi ciing c6 biéu hién bénh

nhiém trung mau va bénh viém ndi tAim mac.
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Trong s6 33 kiéu huyét thanh d biét cia S. suis, kibu huyét thanh 2
thudng c6 lién quan nhét dén bénh viém mang no va bénh viém khép & lon tir
Bic My va chau Au [Fittipaldi et al., 2009; Higgins and Gottschalk, 2006]. Cac
yéu t6 ddc lyc khac nhau ciia S. suis bao gdm: nang, protein gin két
fibronectin/fibrinogen, yéu t6 giéng d6 duc huyét thanh va cac cai bién cta axit
lipoteichoic va peptidoglycan ctia thanh t& bao [Baums va cic ddng tac gia,
2006; Chabot-Roy va cac ddng tic gia, 2006; de Greeff va cic ddng tac gia,
2002; Fittipaldi va cac ddng tac gia, 2008a,b; Smith va cac ddng tic gia, 1999].
Ngodi ra, cac yéu té doc luc chung giira cic ching khéac nhau cé cing kiéu
huyét thanh thé hién su bién dbi rong [Berthelot-Herault va cac ddng tac gia,
2005; Quessy va cac dong tac gia, 1995; Vecht va cac ddng tac gia, 1992]. Céc
chét danh d4u kiéu hinh xac dinh doc Iyc cia S. suis bao gdm yéu t§ tan mau,
suilysin (dugc ma hoéa béi gen sly), LPXTG-protein 1a protein dugc gidi phdng
bdi muramidaza [MRP, 136 kDa, dugc ma héa bdi gen mrp] va yéu td protein
ngoai bao dugc tiét [EF, 110 kDa, dugc ma héa bdi gen epf]. C6 su twong quan
ddng bién gifta sw c6 mat cia cac protein doc luc ndy va kiéu hinh cia virut &
cac ching S. suis Au A [Gottschalk va cac ddng tac gia, 2007; Vecht va cac
dong tac gia, 1991]. G céc luc dia ndy, cac ching MRP'EF'SLY" ¢6 kiu huyét
thanh 2 chii yéu dugc phan 14p tir lon bi bénh c¢6 diu hiéu 14m sang cia bénh
ndng trong khi cidc chuing MRPEFSLY" thuong dugc phan 1ap tir Ign khoe
manh [Allgaier va cc dong tac gia, 2001; Vecht va cac dong tac gia, 1992].

Céc té bao nguyén ven va nhidu protein ciia S. suis d3 duoc nghién ciru
1am vacxin du tuyén tiém ning. Viéc tao mién dich bing vacxin chira vi khuin
kiéu dai hoan toan bao vé chbéng duoc l4y nhiém bing kidu huyét thanh dong
loai trong khi thé dot bién khong dugc két nang khong tao duoc tac dung bao
vé [Wisselink va cac ddng tac gia, 2002]. Trong nghién ctru duoc tién hanh boi
Li va cc ddng tc gia, SAO (protein bé mit cia S. suis) tai tb hop két hop voi
Quil A d4 bao vé chdng duoc bénh gy ra béi S. suis kiéu huyét thanh 2 & lon.
Viéc tao mién dich trong co bing SAO gy ra dap tmg khang thé dich thé dang
ké, nhung cha yéu 13 IgG2. Viéc tao mién dich bang SAO tai t6 hop ciing cam
tmg céc khang thé thuc bao opsonin [Li va cic ddng tic gia, 2007]. Viéc tao
mién dich cho lgn con bing suilysin di tinh ché tir chung S. suis P1/7 (kiéu
huyét thanh 2), 1am ting hiéu gi4 cta khang thé trung hoa, goi y ring SLY ¢6
thé c§ chirc ning 1am khéng nguyén bao vé [Jacobs vi cac ddng tac gia, 1996].
Tuy nhién, khéng thir nghiém nao trong sb céc thir nghiém ndy st dung céac
kiéu huyét thanh di loai dé thir nghiém gy nhi®m cho lon dugc ching ngira
bang céc khang nguyén nay. Trong nghién ctru ciia Baums va cac ddng tac gia,
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vacxin chira vi khuén S. suis, kiéu huyét thanh 2 gfy ra tc dung mién dich bao
vé dbi véi thir nghiém gy nhiém ddng loai. Nguoc lai, hiéu luc bao vé cla
vacxin tiéu don vi MAP 13 thép, mic du viéc tao mién dich bdi MAP dan dén
hiéu gi4 ctia IgG2 trong huyét thanh cao hon so v6i MRP va SAO. Quan trong
13, viéc tao mién dich biang vacxin chira vi khudn ma khéng phai bing MAP
gdy ra sy opsonin héa hiéu gia khang thé khang ching c6 kiéu huyét thanh 2,
va céc hiéu gia khang thé nay duoc thy 14 ¢6 twong quan vdi tac dung bdo vé.
Tuy nhién, sau khi hdp thu thé dot bién déng hop tir khong duge két nang,
huyét thanh lon con dugc gy mién dich bang vacxin chira vi khudn lai khong
thuan 1¢i cho viéc diét bach ciu trung tinh, chimg t6 riang céac khang thé nhim
truc tiép vao nang c6 thé khong cin thiét cho sy thuc bao opsonin [Baums et
~al., 2009]. Ngoai ra, khong phat hién thdy su cam Ung cia cic khang thé
opsonin héa khang kiéu huyét thanh 9 trong nhém nhén vacxin chtra vi khudn
hoic trong nhém nhan vacxin MAP, din dén tac dung bdo v¢ khang cac ching
c6 kiéu huyét thanh 9 thép. ,

Chua c6 nghién ctru ndo tao ra dugc vacxin phd rong dé chéng lay
nhiém S. suis. Ngoai ra, hiéu biét vé sinh bénh hoc cia S. suis & mitc do phan
tir con chura duge nhat quan do c6 nhidu yéu t6 doc Iuc trong cac chung trong
mdt kiéu huyét thanh va co ché phén tir phtc hop xay ra trong qué trinh tuong
tac 'v6i vat chi cia n6. Thiéu vacxin ¢ hiéu qua chéng nhiém S. suis 13 vin dé
blrc xic trong chan nudi lgn hién dai. Do d6, muc dich chu yéu clia sang ché

nay la dé xuat vacxin S. suis an toan va cd hiéu qua.

Ban chit k¥ thuit ciia sang ché

Muc dich ciia sang ché 1a dé xuét vacxin nhuge ddc ciing nhu mé ta
phuong phap diéu tri va du phong nhiém S. suis.

Sang ché con dé xuit cic chung S. suis nhugc doc méi, tao ra tac dung
mién dich bao vé an toan, cé hiéu qua, va réng. So véi ching S. suis gbc, cac
ching nhugc doc ¢ thé c6 mot hodc nhiéu nucleotit bién thé da hinh, su c6
mit ctia ching lién quan dén doc luc giam.

- Séng ché @& xuét cac vi khudn dot bién chua (c4c) dot bién trong mot
hoic nhiéu trinh tu axit nucleic, so v6i cac vi khudn kiéu dai/gdc, ching 1am
cho cac vi khuén dot bién nay bi nhugc ddc, so véi cac vi khudn gbc, cac vi
khuan gdc nay chira cic axit nucleic m3 héa protein kiéu dai c6 trinh tir peptit
nhu dugc néu trong SEQ ID NO:2, 6, va 10. Theo mdt phuong 4n cu thé, cac vi
khuén d6t bién chira céc trinh ty axit nucleic nhu dugc néu trong SEQ ID
NO:3, 7, va 11, ma hoa cac peptit nhu dugc néu trong SEQ ID NO:4, 8, va 12,
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va 1am cho céc vi khuén dot bién nay bi nhuoc doc/khong doc, so v6i cac vi
khuén kidu dai/gbc c6 tinh doc. Theo mdt phuong 4n khac, cac vi khudn dot
bién c6 cac dot bién khac trong cac peptit kiéu dai nhu dugce néu trong SEQ ID
NO:2, 6, va 10 (tirc 13 khong phai cac dot bién tao ra cac peptit nhu dugc néu
trong SEQ ID NO:4, 8, va 12), d4n dén c4c vi khuén d6t bién nay bi nhugc doc
so v&i chiing kiéu dai/gbc.

Theo mot phuong 4n cu thé, cac ching ndy cé thé c6 “dang gen thay
thé”, dugc x4c dinh trong ban md ta ndy 1a “céc alen”, so v6i ching S. suis gbc
ctia chiing. Theo mét phuong 4n, cac alen thay thé chiu trach nhiém vé doc luc
dugc 1am giam hozc yéu. Nhu dugc x4c dinh trong ban md ta nay, thuat ngir
“gen” s€ dugc st dung'véi nghia rong, va s& bao gdm ca c4c trinh tw ma héa va
- khong ma hda (tic 1a cac trinh tu diéu hoa trude va sau, trinh tu khoi dong,
5°/3’ UTR, céc intron, va exon). Khi chi dé cap dén trinh ty m3 héa cia gen, thi
thuét ngit “trinh ty ma hda cda gen” hoac “CDS” (coding sequence) s€ duoc st
dung thay thé cho nhau trong sut ban mo ta ndy.

Theo mot phuong an cu thé, cac ching nhuge doc c6 mot hodc nhiéu
(cc) hién tuong da hinh trong rpsL-S12 (protein tiéu don vi ribosom 308S),
protein mang gin két ATP van chuyén ABC (ABC transporter ATP binding
membrane protein - ABC-ATPBMP), va trinh tr diéu hoa phién mi cia vi
khudn (marR), ca ba hoic t6 hop ctia chung. Theo mét phwong 4n, c6 it nhit 4
khac biét nucleotit giita ching nhugc doc va ching gbc cua no: 2 SNP trong
rpsL-S12 va 1 SNP trong ABC-ATPBMP va marR.

Theo mét phuong 4n khac, sang ché d& cap dén cac ching S. suis bién
dbi gen, trong d6 biéu hién ctia rpsL-S12, ABC-ATPBMP, va marR hoic ca ba,
dugc thay dbi so v6i chung S. suis gbc, din dén 1am gidm doc luc cia ching
bién dbi gen.

Theo mot phuong 4n khac, sang ché d& cap dén phuong phap tao ra vi
khuén S. suis nhugc doc, bao gém cac budc:

(a) nudi cdy ching S. suis gbc vi su c6 mat ciia chit giy dot bién;

(b) gieo cac té bao séng s6t vao mdi trudng thich hop;

(c) kiém tra cac khudn lac riéng bang cach tiém cho lon dé x4c dinh doc
luc;

(d) x4c dinh 1 ching nhugc doc néu lon khéng c6 ddu hiéu 14m sang
lién quan dén nhiém béi ching gdc.

Theo mdt phuong an, cac vacxin nhuge ddc con chira ta chét. T4 chét c6
thé 1a chat bét ky 1am ting va/hoic ting thém dap tmg mién dich dwoc giy ra,

so v6i vacxin nhuge ddc don 1€. Céc ta chat dung qua ni€ém mac, bao gom
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chitosan va cac din xuit cia no, 1a dic biét hiru ich ddi véi cac vacxin nhuge
ddc dung qua dudng miéng dugc bdc 10.

Sang ché con mé ta phuong phap giy dap tng mién dich (hodc sinh
mién dich) hodc bao vé chdng S. suis, ciing nhu phuong phéap phong ngira hoic
diéu tri S. suis, hodc (c4c) tinh trang bénh gy ra do S. suis, bao gdm budc cho
cac dong vat c6 nhu cau dung vi khudn nhuogc doc, hodc ché ph?un chaa vi
khuin nhuge doc nay.

Kit chira it nhat 13 ching S. suis nhugc doc va huéng dén st dung ciing
duoc dé xuét.

Céc phuong 4n nay va cic phuong 4n khac dugc bdc 16 hoic 13 hién
nhién tir va dugc bao gdm trong phin mo ta chi tiét dudi day.

M5 ta chi tiét sing ché

Sang ché dé xuét c4c trinh tir nucleotit va céc gen lién quan dén viéc 1am
giam doc luc cua vi sinh vat, nhu vi khuén, vi du, vi khuin Gram duong, nhu
Streptococcus suis (S. suis), cc san phdm (vi du, protein, khang nguyén, chét
khéang nguyén, epitop) dugc ma hda bdi cac trinh tu nucleotit, phuong phép tao
ra cac trinh tu nucleotit, cic san phim, vi sinh vét ndy, va st dung ching, nhu
dé bao ché vacxin hoic cac ché phim sinh mién dich hoic dé gy ra do tmg
mién dich hoc hoic d4p tmg mién dich hoic 1am vecto, vi du, lam vecto biéu
hién (vi dy, vecto biéu hién in vitro hodc in Vivo).

Céc dot bién dugc dua vao cac trinh tu nucleotit va gen cua vi sinh vét
tao ra cac thé dot bién nhuge doc mai va khong hién nhién. Céc thé dot bién
ndy 13 hiru ich @ san xuét ché phém sinh mién dich séng nhuoc doc hoic
vacxin séng nhuoc doc c6 mirc d6 sinh mién dich cao.

Céc thé dot bién nay ciing hitu ich 1am vecto c6 thé hitu ich dé biéu hién
in vitro cta cac san phim biéu hién, ciing nhu dé tai tao hoic sao chép cac trinh
tu nucleotit (vi dy, sao chép ADN), va cho cac san phém biéu hién in vivo.

Viéc nhan dién cac d6t bién tao ra cac trinh tu nucleotit va cac gen maéi
va khong hién nhién, ciing nhu cic san phim gen mdi va khong hién nhién
dugce ma hoa bédi cac trinh ty nucleotit va cac gen nay.

Céc san phidm gen niy tao ra cic khang nguyén, chit khang nguyén va
epitop, va hiru ich 1am cAc san phdm gen dugc phén 14p.

Céc san phim gen dugc phén l4p ndy, ciing nhu c4c epitop ciia chung,
ciing hitu ich @ tao ra khang thé, cic khang thé ndy hitu ich trong cic tmg
dung chén doan.’

Cac san phdm gen, c6 thé cung cip hoic tao ra epitop, khang nguyén
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hodc chit khang nguyén, ciing hitu ich cho cac ché phdm sinh mién dich hoic
mién dich, cling nhu c4c vacxin.

Theo mot phuong 4n, sang ché d& xuét vi khudn chira dot bién giam doc
lwc trong trinh tr nucleotit hodc gen trong d6 dot bién nay cai bién, 1am giam
hodic 1am mét biéu hién vd/hoic hoat tinh sinh hoc ciia polypeptit hoic protein
duoc m3 héa béi gen, din dén doc luc ciia vi khudn dugc 1am gidm.

Dot bién nay khong nhét thiét phai nim trong trinh tr ma héa hozc gen
@& pha v& chirc ning cia né, din dén 1am giam doc luc. Dot bién nay ciing c6
thé dugc tao ra trong cac trinh tu nucleotit lién quan trong qué trinh diéu hoa
biéu hién cta gen, vi du, trong cic ving diéu hoa sy khoi diu phién ma, dich
mé va két thuc phién mi. Do d6, sang ché ciing @& cdp dén cac trinh tuy khéi
dong va cac ving gin két ribosom (noi chung céac yéu té didu hoa niy ndm &
khdéng gitta 60 va 250 nucleotit phia trudc codon mé dAu cia trinh tr ma héa
hodc gen; Doree S M et al., J. Bacteriol. 2001, 183(6): 1983-9 ; Pandher K et
al., Infect. Imm. 1998, 66(12): 5613-9 ; Chung J Y et al., FEMS Microbiol
letters 1998, 166: 289-296), cac ving két thiic phién ma (néi chung ving Kkét
“thac ndy ndm trong vong khoang 50 nucleotit phia sau codon két théic ctia trinh
tr mi hoa hodc gen ; Ward C K et al., Infect. Imm. 1998, 66(7): 3326-36).
Trong trudng hop operon, cic ving didu hoa nay cé thé ndm & khoang céch 16n
hon phia trudc cua gen hodc trinh tu ma hoéa. Dot bién trong ving lién gen ciing
c6 thé din dén 1am giam doc lyc.

Dot bién trong cac trinh tr diéu hoa nay lién quan dén trinh ty mi héa
hodc gen sao cho dot bién cua trinh tu nucleotit nay cai bién, trc ché hodc lam
mét su biéu hién va/hoic hoat tinh sinh hoc ciia polypeptit hodc protein dugc
mé hoéa bdi gen nay, din dén doc luc cia vi khudn duogc 1am giam s& twong
duong v6i dot bién trong gen hodc trinh ty m3 hdéa dugc nhan dién theo sang
ché

Viéc lam giam ddc lyc 1am gidm hodc lam mét kha nang gay bénh cta vi
khuén va tinh trim trong cua cac d4u hiéu 1am sang hodc tdn thuong, lam gidm
tdc do phat trién cta vi khudn, va ngin ngira su chét do vi khuén.

bidc biét 1a, sang ché dé cap dén cac chung S. suis nhuge doc va céc
vacxin chira cac ching nay, giy ra d4p tng sinh mién dich & dong vat, cu thé 1a
cac chung S. suis nhugce doc gy ra, sinh hodc kich thich dép tng & loai lon.

Céac ching S. suis nhugce doc cu thé can quan tdm cé cac dot bién trong
gen, so v6i chung gdc co6 tinh doc kiéu dai, lién quan dén doc luc. Nhan thiy
r?ing ngoai cac ching c6 céc dot bién duogc néu, cac ching nhuge doc co sb
lugng dot bién bit ky trong céc gen ddc luc duoc bdc 16 cb thé duoc sir dung
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trong thuc hanh sang ché nay.

Theo mdt phuong éan, cic ching nhugc ddc chira céc trinh tu axit
nucleic bao gém cac nucleotit nhu dugc néu trong SEQ ID NO:3, 7, 11, hodc tb
hop ctia chiing. Tai thoi diém cua sang ché nay, cac trinh tu ndy khong duoc
biét 1a tOn tai trong hé gen S. suis c6 trong tu nhién bét ky, va chi dugc tao ra
nhu 13 két qua cia cac phuong phép gdy dot bién cia céc tic gia sang ché,
phwong phap nay di dugc thuc hién trén ching gbc ¢ tinh doc, trong d6 cac
gen kiéu dai chira cac nucleotit nhu dugc néu trong SEQ ID NO:1, 5, va 9.

Theo mot phuong &n khéc, cac ching S. suis nhuge doc chlra céc axit
nucleic ma héa cac peptit cé trinh tu nhu dugc néu trong SEQ ID NO:4, 8§, 12
hoic t& hop ciia ching. Theo mét phwong an khéc nita, cac ching nay chira cac
axit nucleic ma héa cAc peptit c6 it nhat mot thay thé axit amin so v&i cac trinh
tu nhu dugc néu trong SEQ ID NO:2, 6, 10 hodc td hop cta chung. Theo mét
phuong 4n, sy thay thé nay 14 nhu dugc phac hoa trong Bang 1 (d6i véi ching
vacxin).

Theo mot phuong &n khéc nita, ching S. suis nhuge doc cé cac dot bién
trong cling gen, so véi chiing gbc ¢6 tinh doc ciia n6, nhu ching duge luu giit &
ATCC (Bao tang gidng chuin vi sinh vat M§) véi ky hiéu Iuu gitt sé PTA-
13269. Cac dot bién nay l1am cho ching nhugc doc c¢6 ddc luc gidm so véi
chiing gbc c6 tinh ddc ciia né.

_ Theo mét phuong 4n cu thé, ching nhugc doc 13 ching duoc hru gitt &
ATCC véi ky hiéu luu giir sé PTA-13269.

Theo mdt phuong an khac, cdc ching S. suis nhuge doc méi duge bao
ché thanh vacxin an toan, hiéu qua chéng S. suis va bénh nhiém / c4c bénh do
S. suis gy ra.

Theo mét phuong 4n, vacxin S. suis con chira ta chit. Theo mét phuong
4n cu thé, ta chét nay 1a ta chét ding qua niém mac, nhu chitosan, chitosan
duoc metyl hoa, chitosan duge trimetyl hoa, hoic cac dan xuét hoic tb hop cua
chuing. ,

Theo mot phuong 4n, td chit ndy bao gbm vi khudn va/hoic virut
nguyén ven, bao gdbm H. parasuis, clostridium, virut influenza & lon (swine
influenza virus - SIV), circovirut & lgn (porcine circovirus - PCV), virut gay
hoi chimg sinh san va hé hip & lon (porcine reproductive and respiratory
syndrome virus - PRRSV), Mannheimia, Pasteurella, Histophilus, Salmonella,
Escherichia coli, hoic t6 hop va/hoidc bién thé ctia chung. Theo mét sé phuong
4n, t4 chit nay 1am ting murc san sinh IgM, IgG, IgA, vi/hoic tb hop ciia chiing
& dong vat.
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“Khang nguyén” hoic “chit khang nguyén” c6 nghia 13 chit gdy ra dap
g mién dich dic hidu & dong vat chi. Khang nguyén nay cé thé bao gdm sinh
vat nguyén ven, duogc lam chét, nhugc ddc hodc séng; tiéu don vi hodc mot
phén cia sinh vét; vecto tai tb hop chira doan xen c¢6 dic tinh sinh mién dich;
doan hodc manh ADN c6 kha ning gay ra dap tmg mién dich khi trinh dién véi
dong vat chu; polypeptit, epitop, hapten, hodc tb hop bét ky cta ching. Theo
cach khac, chét khang nguyén hoic khang nguyén cé thé bao gdbm doc t6 hoic
khéng doc tb.

Céc thuat ngir “protein”, “peptit”, “polypeptit” va “manh polypeptit”
dugc str dung thay thé cho nhau trong ban md ta nay dé chi cic polyme chira
cac gbc axit amin c6 do dai bit ky. Polyme niy c6 thé c6 mach thing hoic
phan nhanh, n6 cé thé bao gdm cac axit amin duoc cai bién hoic cac chit
tuong tu axit amin, va n6 c¢6 thé bi gian doan bdi cac gbc hoéa hoc khong phai
axit amin. Céc thuat ngit ndy ciing bao gdm polyme axit amin dugc cai bién
mdt cach tr nhién hodic bang cich can thiép; vi duy, tao ra lién két disulfua,
glycosyl héa, lipit héa, axetyl héa, phosphoryl héa, hoic thao tac hodc cai bién
khac bat ky, nhw lién hop véi thanh phin danh ddu hodc c6 hoat tinh sinh hoc.

Thuat ngit “polypeptit sinh mién dich hoiic khang nguyén” dugc sir dung
trong ban mo ta nay bao gdm céc polypeptit c6 hoat tinh mién dich véi nghia 13
ngay khi dugc ding cho vt chit, n6 c6 thé gy ra dap tmg mién dich kiéu dich
thé va/hoic té bao truc tiép chdng lai protein. Tét hon 1a manh protein 12 manh
c6 hoat tinh mién dich gin giéng nhu protein toan phin. Do d6, méanh protein
theo sang ché bao gE‘)m hodc vé co ban duge cdu thanh tir hodc gém c6 it nhét
mdt epitop hoic yéu t& quyét dinh khang nguyén. Protein hodc polypeptit "sinh - -
mién dich", dugc st dung trong ban mé ta nay, bao gdm trinh tw c6 chidu dai
dﬁy du cua protein, chét tuong tu cua chiing, hodc cac manh sinh mién dich cia
ching. "Manh sinh mién dich" ¢6 nghia 13 manh cia protein bao gdm mét hosc
nhidu epitop va do d6 gay ra ddp trng mién dich dugc mé ta trén ddy. Cac manh
nhu viy c6 thé duoc nhén dién béng cach st dung mot sb bt ky céc k¥ thuat
1ap ban dd epitop di biét trong linh vuc ndy. Xem, vi du, Epitope Mapping
Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66 (Glenn E. Morris, Ed.,
1996). Vi du, céc epitop thing c6 thé duoc xac dinh bang cach, vi du, tng hop
déng thoi mot s lugng 16n céc peptit trén gid do rén, cac peptit nay twong tmg
véi c‘éc phén ctia phan tir protein, va cho c4c peptit ndy phan tmg véi cac khang
thé trong khi cac peptit ndy van duogc gin véi gid d&. Cac k thut nhu vy 13
d3 biét trong linh vuc nayva dugc mo ta trong, vi dy, patent My sb 4,708,871;
Geysen va cic dong tac gia, 1984; Geysen va cac dong tac gia, 1986. Tuong tu,
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c4c epitop cAu hinh riéhg dugc nhén dién d& dang bang cach xac dinh cAu hinh
trong khong gian clia céc axit amin nhu bang, vi du, tinh thé hoc tia x va cong
huéng tir hat nhén 2 chidu. Xem, vi du, cic quy trinh l4p ban dd epitop, néu
‘trén. Cac phuong phép dic biét c6 thé ap dung duoc cho céc protein cia T
parva dugc md ta diy da trong PCT/US2004/022605 dugc hop nhit vao ban
mo ta ndy bing cach vién din toan b.

Nhu duge ban luén trong ban md ta ndy, sang ché dé xuét cc manh va
cac bién thé c6 hoat tinh cta polypeptit khang nguyén. Do d6, thuit ngir
“polypeptit sinh mién dich hodc khang nguyén” con bao gdm sy méit doan,
thém doan va thay thé vio trinh ty, mién 13 c4c polypeptit ndy c6 chirc ning tao
ra dap Ung mién dich nhu dugc xac dinh trong ban md ta nay. Thudt ngit "su

- bién ddi bao toan" chi su thay thé gdc axit amin bang mdot gdc khéc twong tur vé
mat sinh hoc, hogc sy thay thé nucleotit trong trinh tu axit nucleic sao cho gbc

- axit amin dugc ma héa khéng thay dbi hodc 13 mot géc khéc trong tu vé mit
sinh hoc. V& mit ndy, su thay thé duoc dic biét wu tién thudng s& dugc bao
toan trong tu nhién, tirc 1a su thay thé dién ra trong ho cac axit amin. Vi dy, cac
axit amin n6i chung dugc chia thanh bén ho: (1) axit--aspartat va glutamat; (2)
bazo--lysin, arginin, histidin; (3) khong phan cuc--alanin, valin, leuxin,
isoleuxin, prolin, phenylalanin, metionin, tryptophan; va (4) phan cuc khong
tich dién--glyxin, asparagin, glutamiri, xystin, serin, threonin, tyrosin.
Phenylalanin, tryptophan, va tyrosin d6i khi dugc phéan loai 1a cic axit amin
thom. Vi du v& cac bién dbi bao toan bao gbém sur thay thé mét gbe ky nuéc nhu
isoleuxin, valin, leuxin hodc metionin cho mot géc ky nudc khéac, hodc su thay
thé mot gbc phan cuc cho mdt gbe phan cuc khac, nhu su thay thé arginin cho
lysin, axit glutamic cho axit aspartic, hodc glutamin cho asparagin, va cac thay
thé twrong tu; hodc su thay thé bao toan tuong tir clia axit amin biang axit amin
lién quan vé cdu tric ma s& khéng anh huéng chit yéu dén hoat tinh sinh hoc.
Céc protein c6 trinh ti axit amin gin gidng nhu phan tir d6i chiéu nhung c6 su
thay thé axit amin nh6 khong anh hudng dang ké dén kha ning sinh mién dich
ctia protein 13, do d6, thudc dinh nghia ctia polypeptit dbi chiéu. Tét ca cac
polypeptit dugc tao ra bdi cac cai bién nay 14 duge bao gdm trong ban mé ta
nay. Thuat ngit "su bién dbi bao toan" cling bao gém vi€c st dung axit amin
dugc thé thay cho axit amin géc khong dugc thé mién 13 cac khang thé dugc
sinh ra bdi polypeptit dugc thé ciing phan tmg mién dich véi polypeptit khong
dugc thé.

Thuét ngir "epitop" duoc dung dé chi vi tri trén khang nguyén hozc
hapten ma té bao B va/hoic té bao T dic hiéu dap tmg v6i. Thudt ngir nay ciing
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duoc sir dung thay thé cho "yéu t§ quyét dinh khang nguyén" hodc "vi tri yéu t&
quyét dinh khang nguyén". Cac khang thé nhan biét cing mét epitop c6 thé
dugc nhan dién trong thir nghiém mién dich don gian thé hién kha nang cua
mdt khang thé phong bé gin két cia mot khang thé khac vé6i khang nguyén
dich.

"Péap Gmg mién dich" v6i ché phim hoic vacxin 13 qué trinh trong vit
chi ¢6 dap tmg mién dich qua trung gian té bao vd/hodc khang thé véi ché
phim hoic vacxin cin quan tim. Théng thudng, "dap tmg mién dich" bao gdm,
nhung khong chi giéi han &, mdt hodc nhiéu tac ddng sau: sén sinh khang thé,
té bao B, té bao T hd trg, va/hoic té bao T ddc, huéng dic hidu dén khang
nguyén hoic cc khang nguyén dugc bao gdm trong ché phdm hodc vacxin cin
quan tam. T&t hon 13, vat cha s& biéu hién d4p tmg mién dich tri liéu hodc bao
vé sao cho tinh khang v6i viéc nhiém méi s& dugc ting cudng va/hoic mirc dd
nghiém trong 14m sang cua bénh dugc lam gidm. Sy bao v€ nay s€ dugc minh
hoa béi viéc giam hoic mit cac tridu chimg va/hoac d4u hiéu bénh 14m sing
thuong dugce bidu hién béi vat chit bi nhiém, thoi gian hdi phuc nhanh hon
va/hoic hiéu gia virut duge giam trong v4t chii bi nhiém.

“DPong vat” duge du dinh bao gém dong vat c6 vu, chim, va céc loai
tuong ty. Pong vét hodc vét chi duge st dung trong ban md ta ndy bao gdm
dong vat c6 via va ngudi. Pong vat ndy cé thé dugc chon tir nthém bao gdm loai
ngua (vi du, ngua), loai chd (vi du, cho, cho soi, cao, chd séi d@)ng cd, cho
rung), loai meo (vi du, su tt, hd, méo nudi trong nha, meéo hoang, méo 16n
khac, va cac loai méo khic bao gdm bio gépa va meéo rimg), lodi ciru (vi dy,
ctru), loai bo (vi du, gia stc), loai lgn (vi du, lon), loai chim (vi du, ga, vit,

-ngbng, ga tay, chim cit, ga 18i, vet, chim ho sé, diéu hau, qua, da diéu chau Phi,
da diéu sa mac Uc va da diéu diu meo), dong vat linh truéng (vi du, bd ban
hau, phi hau, khi, viron, khi khong duéi), chén suong, ché bién, va c. Thuat
ngit “dong vat” con bao gdm ddng vat riéng & tit ca cac giai doan phat trién,
bao gbm cac giai doan m&i sinh, phéi va thai.

Trir khi duoc giai thich khéc, tit ca cac thuit ngir k¥ thuat va khoa hoc
dugc st dung trong ban md ta ndy c6 nghia gidng nhu thuong dugce hiu boi
ngudi c6 hiéu biét ¢6 trinh @5 trung binh trong linh virc ma sang ché nay thude
vé. C4c thuat ngir dang sb it “mot” (“a”, “an”, va “the” trong ban md ta tiéng
Anh) ciing bao gdm ca dang s nhiéu trir khi ngir canh chi 13 khac. Twong tu,
tr “hoac” dugc du dinh bao g@)m “va” trr khi ngit canh chi rd khac.

Luu ¥ ring trong sang ché nay va dic biét 13 trong yéu cdu bao hod
va/hoic cac doan, cac thuit ngit nhu “gdm c6”, “dugc bao gdm”, “bao gdm” va

-11-



25495

cac thuét ngit tuong tu c6 thé c6 nghia nhu dugc quy dinh trong luét patent M¥;
- vi du, ching c6 thé co nghia “gém ca”, “duoc gém ca”, “ké ca”, va cac nghia
trong tw; va cac thuat ngir nhu “vé co ban duge céu thanh tr” va “vé co ban
gbdm ¢6” c6 nghia nhu duge quy dinh trong lut patent My, vi du, ching cho
phép cac phan tir khong can trich din cu thé, nhung loai trir cic phin tir duoc
tim thdy trong giai phap k¥ thuét da biét hoic anh hudng dén tinh co ban hoic

mai cua sang che.

Ché pham

Sang ché dé xua‘it vacxin hodc ché pham S. suis c6 thé chira ching S. suis
nhuge doc va chét mang, ta dugc, hoac chit dan thubc duge dung hoic dung
trong thu y, gy ra, sinh hodc kich thich dap ting & dong vat.

Thuat ngit “axit nucleic” va “polynucleotit” duoc ding dé chi ARN
hoac ADN c6 mach théng hodc phan nhéanh, soi don hodc kép, hoac thé lai cia
ching. Thuat ngit ndy ciing bao gdm thé lai ARN/ADN. Sau day 13 cac vi du
khong nhim muc dich gi6i han vé cac polynucleotit: gen hodic manh gen, exon,
intron, mARN, tARN, rARN, ribozym, ADN b tro, polynucleotit tai t& hop,
polynucleotit ph&n nhé&nh, plasmit, vecto, ADN dugc phéan 1dp c6 trinh tu bét
ky, ARN dugc phan 1ap c6 trinh tr bit ky, miu do va doan mdi cia axit
nucleic. Polynucleotit c6 thé bao gdm céc nucleotit dwgc cai bién, nhw nucleotit
dugc metyl héa va chét trong tu nucleotit, uracyl, cac dudng khac va cic nhém
lién két nhu floribose va thiolat, va c4c nhanh nucleotit. Trinh tu cua cac
nucleotit c6 thé dugc cai bién tiép sau khi polyme hoa, nhu bing cach lién hop,
v6i thanh phan danh déu. Céc loai cai bién khac dugc bao gdm trong dinh
nghia ndy 13 gén mii, thay thé mét hodc nhidu nucleotit c6 trong tu nhién bing.
chat twong tu, va dua bing cach ndo d6 dé gin polynucleotit v6i cac protein,
ion kim loai, thanh phin dénh diu, polynucleotit hodc giad thé rin. Cac
polynucleotit nay c6 thé thu dugc biang cach téng hop hoa hoc hodc ¢6 ngudn
gbc tir vi sinh vat.

Thuat ngit “gen” duoc sit dung rong rai dé chi doan polynucleotit bat ky
lién quan dén chirc ning sinh hoc. Do d6, cac gen bao gdm c4c intron va exon
nhu trong trinh tu hé gen, hodc chi 12 trinh ty ma hdéa nhu trong cac ADN bd
trg vi/hodc trinh ty didu hoa can thiét cho su bidu hién cua ching. Vi du, gen
ciing duge ding dé chi manh axit nucleic biéu hién ARN théng tin hoic ARN
chic ndng, hodc ma héa protein ddc hi¢u, va bao gém cac trinh ty diéu hoa.

Thanh phan sinh hoc “dugc phan 14p” (nhu axit nucleic hoic protein
hodc bao quan) dugc ding dé chi thanh phﬁn da dugc tach hoidc tinh ché gén
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~ hét khoi céc thanh phin sinh hoc khéc trong té bio cia sinh vit trong d6 thanh
phén ndy c6 tr nhién, vi du, ADN va ARN nhiém sic thé va ngoai nhiém sic
thé khac, protein, va bao quan. Axit nucleic va protein da “dugc phan 14p” bao
gdm axit nucleic va protein duoc tinh ché bang cic phuong phéap tinh ché
chudn. Thuét ngit ndy ciing bao ham c4c axit nucleic va céc protein duge tao ra
bang cong nghé tai t6 hop ciing nhu tdng hop hoa hoc.

Thuét ngit "su bién d6i bao toan" chi su thay thé gbc axit amin bing mét
géc khéc tuong tu v& mat sinh hoc, hodc su thay thé nucleotit trong trinh tu axit
nucleic sao cho gbc axit amin dugc mi héa khéng thay dbi hozc 14 mot gbe
khéc trong tu vé& mit sinh hoc. V& mit ndy, su thay thé dugc dic biét vu tién
thuong s€ dugce bao toan trong tu nhi€n, nhu da mo ta trén day. ,

Thuét ngir “tai td hop” c6 nghia 13 polynucleotit c6 ngudn gbc ban tdng
hop, hodc téng hop khong cé trong tu nhién hodc dwgc gin két véi mot
polynucleotit khac theo ciu tric khong tim thiy dugc trong tu nhién.

“Di loai” c6 nghia la phén th co nguén géc tir thuc thé khac biét vé mat
di truyén SO VvOi phf?ln con lai cua thyc th ma né duge so sanh. Vi du,
polynucleotit c¢6 thé duoc dua vao plasmit hodc vecto ¢6 ngudn gbc tir ngudn
khac bang k¥ thuat xir Iy di truyén, va 13 polynucleotit di loai. Trinh tw khoi
dong dugc tach khéi trinh tr m3 hdéa nguyén thé cta n6 va dugc lién két ¢o
diéu khién véi trinh ty m3 hoéa khac trinh tu nguyén thé 13 trinh t khéi dong di
loai.

Céc polynucleotit theo sang ché c6 thé bao gdm cac trinh tu bd sung,
nhu céc trinh ty mi héa bd sung trong ciing don vi phién mi, cac yéu t6 didu
khién nhu trinh tu khéi dong, vi tri gén két ribosom, 5°UTR, 3°UTR, vung Kkét
thiic phién ma, vi tri polyadenyl héa, don vi phién ma bd sung dudi su diéu
khién cta trinh tw khéi dong cung hodc khac, céc trinh tu cho phép tach dong,
biéu hién, tai td hop tuong df“mg, va bién nap cua t€ bao chi, va cu triic nhu
vay bit ky nhu ¢6 thé mong mubn dé dé xuit cac phuong 4n clia sang ché.

Phuong phép st dung va vat phdm san xuét

Sang ché bao gdm cac phuong 4n vé phuong phép sau. Theo mdt
phuong 4n, sang ché mé ta phuong phap ching ngira dong vat bao gdm budc
cho d6ng vat nay ding ché phdm chira ching S. suis nhugc doc va chit mang,
t4 dugc, hodc chat din thubc dugc dung hodc dung trong thd y. Theo mdt khia
canh clda phuong 4n nay, dong vat nay la lon.

Theo mdt phuong 4n cta sang ché, ché do tiém chung nhic lai c6 thé
dugc dung, ché d6 nay bao gdm it nhit mot 14n ding co ban va it nhat mot 1an
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ding nhéc lai bing cach sir dung it nhit mot polypeptit, khang nguyén, epitop
hodc chit khang nguyén thong thudng. Thong thuong, ché phdm mién dich
hodc vacxin dugc st dung trong l4n diung co ban v& ban chét 13 khac véi ché
. phém mién dich ho#c vacxin dugc st dung dé nhic lai. Tuy nhién, luu y réng
ché phdm giéng nhau c6 thé duoc st dung trong 14n ding co ban va lan ding
nhéc lai. Quy trinh ding nay dugc goi 13 “tiém ching nhéc lai”.

Ché @9 tiém chiing nhic lai bao gdm it nhit mot 1in ding co ban va it
nhét mot 14n ding nhic lai bang cach sir dung it nhdt mot polypeptit thong
thuong va/hodic cac bién thé hodc cua ching. Vacxin duoc st dung trong lan
dung co ban ¢6 thé khac vé ban chét véi vacxin duge st dung lam vacxin nhic
lai sau d6. Lan ding co ban c¢6 thé bao gdm mot hodc nhidu 1dn dung. Tuong
tur, 14n ding nhic lai ¢6 thé bao gdm mat hodc nhiéu Ian dung.

Thé tich lidu ciia ché phdm ddi véi loai dich 1a dong vét c6 va, vi du, thé
tich lidu clia ché phim ding cho lon hodic lodi lon, tinh theo khang nguyén vi
khuin, thuong nim trong khoang tir 0,1 dén 2,0 ml, nim trong khoang tir 0,1
dén 1,0 ml, va nim trong khoang tir 0,5 ml dén 1,0 ml. |

Hiéu luc cia vacxin c6 thé dugc kiém tra & khoang 2 dén 4 tuén sau lan
chiing ngira cubi ciing bing cach thir nghiém gy nhidm dong vét, nhu loai lon,
bang ching S. suis c6 tinh doc. Ca hai chiing dong loai va
di loai duge str dung @ gay nhidm dé thir nghiém hiéu lyc cia vacxin. Pong
vat ndy c6 thé dugc gdy nhiém bang cach tiém IM (trong co) hodc SC (duéi
da), phun xit trong miii, trong mét, trong khi quén, va/hoic qua dudng miéng.
Céac miu tir céc khép, phéi, nao, va/hodc miéng cbd thé dugc thu trude va sau
khi gay nhiém va c6 thé dugc phan tich su c6 mit cia khang thé dic hiéu S.
SULS.

Cac ché phdm chira ching vi khudn nhugce doc theo sang ché dugc sir
dung trong quy trinh tiém ching nhéc lai 14 chira chit din thudc, chét pha lodng
hoic ta duge duge dung hoic ding trong thi y. Cac quy trinh theo sing ché
bao vé dong vat khoi S. suis va/hodc phong nglra tién trién cia bénh & dong vat
bi nhiém.

Céc 14n dung khé4c nhau t6t hon 13 duogc thuc hién cach nhau tir 1 dén 6
tudn. Khoang thoi gian dugc wu tién 12 tir 3 dén 5 tuln, va t8i uu 14 4 tuin theo
mot phuong &n, viéc nhéc lai hang ndm cling dugc du tinh. Cac ddng vat, vi du,
lon, ¢6 thé it nhit 3-4 tudn tudi tai thoi diém ding déu tién.

Ngudi c6 hidu biét trong linh vuc nay can hiéu ring sing ché trong ban
mé ta ndy dugc dua ra bing cac vi du va sang ché nay khong bi giéi han & d6.
Tir boc 16 trong ban mé ta nay va hiéu biét trong linh vuc, ngudi ¢ hiéu biét
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trong linh vuc ndy c6 thé xac dinh s 14n ding, duong ding, va cac liu dugc
sir dung cho mdi quy trinh tiém, ma khong cin thir nghiém qua mirc bat ky.

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché dé xuét kit dé thuc hién phuong

phép gy ra hoic sinh dap trng mién dich hoic bao vé chdng S. suis & dong vt
bao gdm ché phdm mién dich hoic vacxin S. suis nhugc doc va huéng din dé
- thuc hién phwong phép phén phbi mét luong hiru hidu & gay ra dap tmg mién
dich & dong vat.
: Theo mot phuong an khéc, séng'ché' dé xuét kit @& thyc hién phuong
phép giy d4ap tmg mién dich hoiic bao vé chdng S. suis & dong vét bao gdm ché
phim hoic vacxin chira ching S. suis nhuge doc theo sang ché, va hudng dén
dé thuc hién phuong phap phédn phéi mét lugng hitu hiéu dé giy ra dép Gmg
mién dich & dong vat. _

7 Theo mét khia canh Khac nita, sang ché dé cap dén kit @é ching ngira
nhéc lai theo sang ché nhu d3 mo ta trén ddy. Kit ndy c6 thé bao gém it nhit hai
lo: 1o thtr nhét chira vacxin hodc ché phdm dé ching ngira co ban theo sang ché,
va lo thir hai chira vacxin hodc ché phdm dé chung ngira nhic lai theo sang ché.
Kit ndy c6 thé chira mot cach thuan lgi lo bd sung thir nhit hodc thir hai dé
chiing ngira co ban bd sung hoic chiing ngira nhéc lai bb sung.

Céc chit mang hodc chét dan thudc hoic ta duge duge dung hodc ding
trong thd y 13 dé biét rd d6i voi nguoi c6 hidu biét trong linh vue k¥ thuat ndy.
Vi du, chit mang hosc chét d4n thudc hodc ta dugc duge dung hoic dung trong
tht y ¢6 thé 13 dung dich NaCl 0,9% (vi du, nuéc mudi sinh 1y) hoic dung dich
dém phosphat. Chét mang hodc chit dan thubc hodc ta dugc duge dung hodc
ding trong thi y khac ma cé thé duoc sir dung trong phuong phap theo sang
ché bao gbm, nhung khong giéi han &, poly-(L-glutamat) hosc
polyvinylpyrolidon. Chit mang hoic chit din thudc hoic ta duge dugc dung
hodic ding trong thi y ¢6 thé 13 hop chit bit ky hoiic t6 hop cac hop chét tao
thuan loi cho viéc dung vecto (hodc protein dugce biéu hién tir vecto theo sang
ché in vitro); mot cach thuan loi, chit mang, chit d4n thudc hodc ta duge nay
¢ thé tao thuan lgi cho viéc chuyén nhiém vd/hodc cai thién viéc bio quan
vecto (hodc protein). Céc liéu va thé tich lidu dugc ban ludn trong ban mé ta
ndy trong phin mé ta chung va ciing c6 thé dugc x4c dinh béi ngudi c6 hiéu
biét trong linh virc khi viéc doc ban mod ta nay két hop vé6i hiéu biét trong linh
vure, ma khéng cin thir nghiém quéa mirc bat ky.

Céc ché phim mién dich va vacxin theo sang ché c6 thé bao gdm hoic
v& co ban bao gdm mdt hodc nhiéu ta chit. Cac ta chét thich hop dé st dung
trong thuc hién sang ché 13 (1) polyme ciia axit acrylic hosic metacrylic,
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“anhydrit maleic va cac polyme din xuit alkenyl, (2) cac trinh tu kich thich
mién dich (immunostimulating sequence - ISS), nhu trinh tu
oligodeoxyribonucleotit c6 mdt hoic nhidu don vi CpG khéong dugc metyl hoa
(Klinman et al., 1996; W098/16247), (3) nhii trong dau trong nuéc, nhu nhii
tuong SPT dugc mé ta & trang 147 ciia “Vaccine Design, The Subunit and
Adjuvant Approach” dugc cong bd béi M. Powell, M. Newman, Plenum Press
1995, va nhii turong MF59 dugc md ta & trang 183 cla cung tai liéu nay, (4)
lipit cation chira mubi amoni bac bdn, vi du, DDA (5) xytokin, (6) nhom
hydroxit hodc nhdm phosphat, (7) saponin hodc (8) cac ta chét khac dugc ban

luéin trong tai liéu bat k¥ dwoc trich din va dugc hop nhét bang cach vién dan
Vao ban mo6 ta nay, hoic (9) t6 hop hoic hdn hop bét k¥ ciia c4c chét nay.

Theo mét phuong 4n, céc ta chét bao gorn cac chét thic ddy su hap thu
cdi thién qua 16p niém mac. Mot sb vi du bao gom MPL, LTK63, cac doc tb,
cac vi hat PLG va mot s chét khac (Vajdy, M. Immunology and Cell Biology
(2004) 82, 617—627). Theo mot phuwong 4n, ta chit niy c6 thé 13 chitosan (Van
der Lubben va cac ddng tac gia 2001; Patel va cac dong tac gia 2005; Majlthlya

va cac ddng tac gia 2008; patent My s 5,980,912).

Theo mét phuong 4n, ta chit ndy c6 thé 14 vi khudn di dugc 1am bét
hoat, virut d3 dugc lam bit hoat, cac phﬁn cta vi khudn d3 dwgc 1am bat hoat,
lipopolysaccarit cta vi khuén, cac doc tb cia vi khuln, hodc cac dan xuét hodic
t6 hop cua ching.

Theo mot phuong 4n, t4 chét ndy bao gdm vi khuén va/hoic virut
nguyén VE}I‘I,. bao gbém H. parasuis, clostridium, virut giy suy gidm mién dich &
lon (swine immunodeficiency virus - SIV), circovirut & lon (porcine circovirus
- PCV), virut giy hdi chimg sinh san va hé hip & lon (porcine reproductive and
respiratory syndrome virus - PRRSV), Mannheimia, Pasteurella, Histophilus,
Salmonella, Escherichia coli, hoic td hop vd/hodc bién thé cta ching. Theo
mot sb phuong an, ta chét nay lam tdng mirc san sinh IgM, IgG, IgA, va/hodc
t6 hop cia ching & dong vat.
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' Duéi day sang ché s& duge md ta thém bing cic vi du khong mang tinh

gi6i han sau.

Vi du thye hién sang ché
Vidu 1 — Tao ra va phan tich hé gen ctia S. suis nhugc doc

pé phét trién vacxin bao vé rong chéng nhiém S. suis, ching thuc dia &
M§ (chiing gbc, Newport Laboratories s& 8-1433-1, SEQ ID NO:9) dugc phan
1ap tir miéng gac thim n3o cua loai lon. Thé phan 1ap ndy dugc nhén dién 13 S.
suis kiéu huyét thanh 2, dya trén c4c phan tng sinh héa va thir nghiém ngung
két. Viéc 1am giam doc luc coa ching gdc nay duoc thuc hién bing cach giy
dot bién héa hoc béng cach str dung acriflavin hydroclorua, nhu dugc mé ta baoi
Sinha va cac ddng tac gia. Néi ngén gon, céc t& bao gbc S. suis dugc phat trién
trong 18 gid trong canh thang dau nanh trypticase chira 5% mau ciru duoc bd
sung 10 uM/ml acriflavin hydroclorua. Céc té bao séng sét dugc tach 14n nira
trén dia thach méau ciru. Hai muoi khuén lac riéng r€ dugc chon va dugc phat

trién riéng r& trong moi trurong 16ng gidng nhau. Mot méi trudng nudi ciy trong
s6 20 mbi truomg duge chon va tiém (1,76 x 10° t& bao/ml) vao lon dé x4c dinh
doc luc. Mudi con lon dugc giy nhiém, qua dudng miéng, va dugc quan sat
trong 26 ngay. Cac ddu hiéu 1am sang phd hop v6i viéc nhiém S. suis khong
dugc quan sat trong khodng thdi gian nay. Ngoai nhuge doc cao, ching dot
bién nay khang véi neomycin. Ngoai ra, toan b hé gen cda ching vacxin dét
bién/dy tuyén (SEQ ID NO:10), ciing nhu ching gbc (SEQ ID NO:9), dugc
gidi trinh tw ddy di va dugc phan tich diém da hinh don nucleotit (single
nucleotide polymorphism - SNP) ma cé thé dem lai kiéu hinh khéng c6 doc
luec.

Gidi trinh ty. D& giai trinh ty hé gen cua cdc chung gbc va ching dot
bién, méi trudong nudi cly pha log cia S. suis duge tao hat va ADN dugc tinh
ché bang cach sir dung kit mini Qiagen DNA (Qiagen, Valencia, CA). Sau d6,
thu vién ADN h¢ gen dugc tao ra (Illumina Genomic DNA Prep Kit, Illumina,
San Diego, CA), va dugc dem khuéch dai nhém trén Single End Flow Cell v4
bing dung cu Cluster Generation Station (Illumina) dé tao ra cudng do nhém
chua xir 1y biang ~600.000 mm®. Viéc giai trinh ty dwoc thuc hién trén may
phan tich hé gen GAII trong 56 chu ky bang cach sir dung chét phan tmg cia
kit giai trinh tr (Illumina). Sau do, cac trinh ty dugc so sanh vdi trinh tur hé gen
cia S Suis P1/7 duoc 14y tur ngin  hang gen,
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AM946016.1) (SEQ ID NO:11), va d6
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tuong déng dugc xac dinh b%mg cac gen x4c dinh da biét. Céac trinh tu cia ca
hai ching gbc va dot bién dugc so sanh dé tim kiém diém da hinh don nucleotit
(SNP) xay ra trong cidc vung ma ho4 ctia cac gen (mic di cac tac gia sang ché
di thira nhén va du tinh cac viing khong mi héa ciing ¢6 thé ¢dm nhiém vé kiéu
hinh nhuge ddc/khong c6 ddc luc). Phan tich nay phat hién ra mot s6 SNP va
mot s6 SNP din dén cac thay dbi axit amin (khong ddng nghia) duge dem kiém
tra tiép. Cac SNP din dén sy thay d6i axit amin dugc kiém tra bang cach sir
dung k¥ thuat gii trinh tr Sanger theo c4c quy trinh d3 biét.
Céc doan doc dugc loc chét luong béng cach st dung tap 1énh Python
‘tly chinh. Cac bazo chit luong thip ddu tién duoc cit bt khoi dau cia doan
doc, sau dd, chung chi dugc gitr lai néu co it nhit 40bp c6 chét lugng > 20 va
chic chin duoc goi 1a céc bazo ndi. Sau buédce cit b6t va loc, cac doan doc duge
vé ban db dbi véi tdp hop hé gen ddi chibu bing cach st dung Burrows-
Wheeler  Aligner (BWA) phién ban  0.6.1-r104  (http://bio-
- bwa.sourceforge.net/). DPiu ra bit cip trinh tuban dd (Sequence
Alignment/Map - SAM) cia BWA sau d6 dugc phan tich tiép bing goi
SAMtoois (http://samtools.sourceforge.net/) d& goi cac bién thé. Sau d6, viec
goi bién thé thu dugc dugc phan tich tiép bing tap 1énh tury chinh dwoc viét &
dang R trong d6 cac bién thé duoc chi thich dya trén vi tri cia ching trong hé
gen. Cac bién thé ciing duogc loc dua trén do sau bao vé, chit luong kiéu gen
duoc bio cdo béi SAMtools, va dbi véi cac bién thé tach riéng v6i cac mau tir
géc va thé @6t bién. SAMtools cling dugc str dung dé tao ra cac trinh tu lién
ung dua trén cac két qua v& ban 6. Trinh tur nay dugc chu thich dya trén trinh
tu tham chiéu va dugc dinh dang thanh tép tin ciia Ngan hang gen dé twong
thich Artemis bang cach sir dung céc tp l1énh tuy chinh va BioPython
(http://biopython.org/wiki/Biopython). Viéc so sanh cac hé gen giita gbc va thé
dot bién (vacxin) din dén 3 SNP kéo dai qua hai gen; 1) Hai SNP trong protein
tiéu don vi ribosom 308 rpsL-S12 va 2) Mot SNP trong protein mang gén két
ATP van chuyén ABC. Ba SNP niy duoc xdc nhdn bing phuong phap giai
trinh tr Sanger chudn.
Tam quan trong chikc ning cia protein tiéu don vi ribosom 308 rpsL-
§12: Cac protein tiéu don vi 308 nho (S) va cac protein tiéu don vi 50S 16n (L)
14 c4c thanh phén c6 tinh quyét dinh ctia bd may tdng hop protein. Céc protein
tiéu don vi ndy c6 chirc ning 1am vi tri gén két cho nhiéu thudc khang sinh va
cac dot bién trong bit ky mot/nhiéu trong s§ cic protein tiéu don vi ndy dén
dén tinh khang hoic tinh nhay cam vé6i thudc khang sinh. Céc d6t bién giy ra
bdi diém da hinh don nucleotit (SNP) trong tiéu don vi nhé hon dem lai tinh
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khang thubc khang sinh nhu tetracycline, spectinomycin, hygromycin B va
streptomycin, con cac dot bién trong tiéu don vi 16n hon dem lai tinh khéng véi
chloramphenicol, erythromycin, va strepgramin B. Chiing vacxin S. suis khang
v6i neomycin (16 pg/ml) 13 két qua cia hai SNP nay trong protein tiéu don vi
ribosom nhé (S12) va c6 kiéu hinh khéng c6 doc luc. O vi khuén kiéu dai,
neomycin duoc van chuyén tich cuc qua mang t& bao vi khuin, gin véi protein
thu thé dic hiéu trén tiéu don vi 30S cuia ribosom vi khuén, va can tré phtrc hop
khéi diu gitta mARN (ARN thong tin) va tiéu don vi 308, trc ché téng hop
protein. ADN cé thé dugc doc sai, do d6, tao ra cac protein khong c6 chirc
ning; cac polyribosom bi tich riéng ra va khong thé téng hop protein
[McEvoy, 1989].

Tam quan trong chitc ndng cia protein mang gan két ATP vén chuyén
ABC: Chit van chuyén dang bing gin két ATP (ATP-binding cassette
transporter - ABC-chét van chuyén) ctia vi khudn 13 cén thiét cho su séng cia
té bao va d& van chuyén cac yéu t6 doc luyc hoic lién quan dén doc luc
[Davidson va céc dong tac gia, 2008; Henderson va cic ddng tac gia, 1994].
Chét van chuyén ABC 1a cuc ki quan trong d6i véi su séng ciia té bao va ching
c6 chirc nang nhu cac chit bao vé thdm thiu bang cach 1am trung gian hip thu
cac chét hoa tan va ngin ngira sy ting ndng do thAm thiu gy chét [Poolman va
cac ddng tac gia, 2004]. Ngoai ra, cac protein ABC ciia vi khuén ciing tham gia
trong viéc diéu hoa mot sb cac quy trinh sinh 1y. Cac chét van chuyén ABC
cling c¢6 tac dung trong hé théng dy cta vi khudn bang cich dy céc thanh
phén ra bé mit t& bao (vi du, polysacarit vo, lipopolysacarit, va axit teichoic),
céc protein lién quan dén sinh bénh hoc cua vi khuén (vi duy, tan méu, protein
gin két heme, va proteaza kiém), heme, c4c enzym thiy phan, cac protein 16p
S, nhan t§ dung nap, doc t6, thubc khang sinh, bacteriocin, thudc khang sinh
peptit, thudc va cac thé mang sit [Davidson va cac ddng tic gia, 2008;
Davidson and Chen, 2004]. Chung ciing déng vai trd quan trong trong céc qua
trinh sinh tdng hop, bao gdm sinh tdng hop polysacarit ngoai bao va phat sinh
sinh vét cytocrom [Zhou va cic ddng tac gia, 1998; Poole va cac ddng tic gia,
1994].

Tam quan trong chikc ndng cia trinh ty diéu hoa phién ma marR. Viéc
phan tich mién dugc bao ton NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?RID=WWP257HNOIN
&mode=all) cho thiy ring gen ndy m3 héa trinh tr didu hoa phién mi chira
motip “xoin-vong-xoin” lién quan dén tinh khang nhiéu thubc khang sinh
(HTH_MARR), mét phan cta operon marRAB. O Escherichia coli, mar4 ma
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héa trinh ty didu hoa dwong tinh cua dap ung khang thubc khang sinh, con
marR m3 héa chit kim him sy phién mi marRAB v kiém soét viéc san sinh
MarA trong dép Gng véi cac tin hi€u méi truong (George and Levy, 1983).
SNP trong ching vacxin dugc bdc 16 nim trong mién HTH_ MARR (céc vi tri
axit amin tir 30 d&én 125). Mién xofn-vong-xoén gin véi ADN va 13 ddu higu
x4c nhén tiéu chuin cia trinh tu didu hoa phién ma. Protein MarR kiéu dai 13
dime c¢6 mbi tiéu don vi chira métip gin ADN xoin c6 tay lién quan dén viéc
diéu hoa phién ma.

Ddng thoi, cac dot bién trong ba gen niy (cic SNP dugc tom tit trong
bang 1) tao ra ching vacxin S. suis NPL khong c6 doc luc va khang neomycin,
va c6 thé khang cac thube khang sinh khac.

Bang 1. Vi tri cta cac SNP va nhén dién cic gen dugc gy dot bién trong chiing

- S. suis nhuogc doc

Gen SNP | Vitri Ching gbc Chiing vacxin Su thay d6i
# nucleotit axit amin
psL-S12 1 167 A C Lysin thanh
(duoc tim thiy (dugc tim thdy | Threonin (K-T)
trong SEQ ID trong SEQ D
NO:1) NO:3)
psL-S12 2 301 A C Lysin thanh
(duoc tim thiy (dugc timthdy | glutamin (K-Q)
trong SEQ ID trong SEQ ID
NO:1) NO:3)
Protein 3 323 G A Arginin thanh
mang gin (duoc tim thiy (duoc tim thiy Histidin (R-H)
két ATP van trong SEQ ID trong SEQ ID
chuyén ABC NO:5) NO:7)
Trinh tyr 4 265 C T Arginin thinh
diéu hoa (duge tim thdy (duoc tim thiy Xystein (R-C)
phién ma trong SEQ ID trong SEQ ID
marR NO:9) NO:11)

Vi du 2 — Hi€u lyc cia vacxin S. suis nhuge ddc & loai lgn

Quy trinh chung dé nghién ciru hiéu lyc: Pon vi tao khuin lac (Colony
forming unit - CFU)-trén mililit ciia mdi dich vacxin pha loing dugc xac dinh
thong qua hi¢u gia trude va sau khi ching ngira.

T4t ca cac con lon duoc tuyén chon vao nghién ciu ndy dugc thu tir
Midwest Research Swine, Gibbon, MN, va khoe manh va binh thuong tai thoi
diém phan phéi. Pan lon nay dugce coi 1 dan gidng cé sirc khoe tbt, khong co
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tién str nhiém Streptococcus suis va am tinh véi virut gdy hdi ching sinh san va
hé hip & lon (Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus -
PRRSV). Pan lon con gidng nay cé tién sir man cam v&i viée gay nhiém S. suis
trong cic nghién ciru trude d6. Cac con lon dugc nhan lic 17-24 ngay tudi. Cac

~~con lgn dwgc quan sat trude khi chiing ngira va duoc cho 13 binh thuong vé mit
1am sang do ching khong c6 cic ddu hiéu ciia bénh, bao gdm ho, thé bung,
va/hodc qﬁé chan. Cac con lon riéng dugc st dung lam don vi thir nghiém
trong nghién ctru nay va tai duoc gin nhin trude khi phan phébi. Cac con lon
dugc dinh ngiu nhién vao cic chudng va vao cic nhom diéu tri bang cach st
dung chirc nang phat s ngiu nhién trong Microsoft Excel.

Phdc d6 ciia cdc bién cé. Tét ca cac con lon duge ching ngira vio ngdy
0. Mdi con lon trong nhém ding vacxin duoc nhan 1 ml vacxin thich hgp, qua
dudng miéng. Cac con lon ddi chimg dugce ding 1 ml nuée mudi vo tring, qua
dudng miéng, dung lam gia dugc. Khoang 30-35 ngay sau khi chiing ngira, tat
ca cac con lgn duge giy nhiém va duoc quan st trong mudi mot ngay sau khi
gy nhiém.

Gdy nhiém. Thé phan 1ap duoc gdy nhiém 13 tir miu gac thim ndo (thé
phan 14p 8-1433-1). Thé phén lip nay dugc nhin dién 13 thé phan lap

~ Streptococcus suis typ 2 thong qua su xuit hién khudn lac trén dia thach mau
(cac khuan lac nho, mau tring, muot, tron), phan Gng nhudm gram, thir nghiém
sinh hoda (tan méu alpha, catalaza am tinh, khong sinh truéng trong méi truong
canh chira 6,5% natri clorua, va esculin dwong tinh). Thé phan 13p nay duoc
phat trién dén khoang 9 log/ml trong méi trudng nudi cdy 16ng, déng lanh trong
ph?m mau 1 ml trong cac éng vo tring dugc danh dau “8-1433-17, va dugc bao
quan & nhiét d6--80°C. Cac nghién ctru trudec ddy da ching minh doc luc cia
thé phéan lap nay & lon.

Khoéang 4 gid trude khi gdy nhiém, éng chira thé phan 1ap trén thuc dia
clia Streptococcus suis typ 2 ¢6 tinh doc (thé phan 1ap 8-1433-1) dugc lam tan.
Ong nay dugc sir dung dé gay nhim méi trudong méi va méi trudng nudi ciy
nay duoc i trén may lac tron & nhiét 4o 37°C cho dén khi dat dén mét do quang
khoang 1,0 & budc séng 600 nanomet (nm) trén may do quang phd. Méi truong
nudi cdy nay duoc nhudm Gram; céc khudn lac dic trung cta ciu khudn nho
dang chubi va cac té bao don xuét hién va 18. Tdng s vi khuén séng ding dé
gdy nhiém dugc x4c dinh ngay truéce khi va ngay sau khi gy nhiém. Mdi con
lon dugc nhan 2 ml dich vi khuin gy nhiém trong co.

Quan sdt. Cac con lgn dugc quan sat hing ngay béi nhimg ngudi khong
biét gi vé sy phan bd diéu tri. Cac con lon bit ky biéu hién qué chan, mién
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cudng ding 1én, ri loan hé thin kinh trung wong (central nervous system -
CNS), hoic chét duge ghi lai. “S. suis DMO” 1a ching nhut_rc ddc bao gém cac
SNP dugc néu trong Bang 1, dugce luu gitt theo Hiép ude Budapest véi ky hi¢u
lwu gitr & ATCC s6 PTA-13269. '
Bang 2. Vx dung qua miéng/nghién ctru gdy nhiém 1

Nhom diéu | Ty 16 phan trim bi | Ty 16 phan tram bi | T¥ 1€ phan trdm bao
tri bénh chét vé

6 log, DMO 50% 30% 70%

7 log, DMO 30% 10% 90%

8 log, DMO 44% 11% 89%

Pbi chimg 90% 40% 60%

Bang 3. Vx ding qua miéng/nghién ctru gdy nhiém 1

Nhom diéu | Ty 1éphantraimbi | Ty 1é phan trim bi | Ty 1¢ phéan trim bao
tri bénh chét vé
S. suis
DMO 40% 30% 70%
Pbi ching 80% 40% 60%
Bang 4. Vx ding qua miéng/nghién ctru gdy nhiém 2
Nhém diéu | Ty lé phantraim bi | Ty 1é phantrimbj | Ty 1é phan trim
tri bénh chét bao vé
6 log,
DMO 15% 10% 90%
7 log, '
DMO 10,5% 5,2% 94,8%
8 log,
DMO 10,5% 10,5% 89,5%
Déi ching 60% 33,3% 66,7%
Bang 5. Nghién ctru hiéu luc 1
Nhém S6 Irgng bi chét | % bi chét | S6 luong bi bénh | % bi bénh
6 log, DMO 6/20 30% 9/20 45%
7 log, DMO 0/20 0% 4/20 20%
8 log, DMO 3/20 15% 6/20 30%

-24-




25495

Dbi ching 6/20 | 30% | 11/20 55%
Béng 6. Hi¢u luc nghién ctru 2
Nhém S6 hrong bi chét | % bi chét | S6 lwong bi bénh | % bi bénh
6 log, DMO 8/20 40% 12/20 60,0%
7 log, DMO 4/19 21,1% 11/19 58,0%
8 log, DMO 5/20 25,0% 5/20 25,0%
Ddi ching 10/19 52,6% 16/19 84,0%

Mic du cac phuong an dugce uu tién cua sang ché da dugec mo ta chi tiét

trén day, can hiéu rang sang ché dugc mo ta bdi cac phuong 4n nay khong bi

gi6i han & cac chi tiét cu thé dugce néu trong phan mo ta trén do ¢6 thé ¢6 nhiéu
“bién thé hién nhién cua cé_c phuong én nay ma khong vuot qué ndi dung hodc

pham vi clia sang cheé.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Ching vi khuin Streptococcus suis (S. suis) nhuge doc c6 kha nang tao ra
d4p tng mién dich an todn va hiéu qua & lodi lon khang lai S. suis hodc cac
bénh do S. suis giy ra, trong d6 chiing niy cé cac thay thé axit amin & cac gen
doc Iuc rpsL-S12 (protein tiéu don vi ribosom 308), protein mang gin két ATP
van chuyén ABC (ABC-ATPBMP), trinh trr diéu hoa phién mi marR so véi
ching S. suis gbc c6 tinh ddc ctia né, trong d6 ching gdc ndy bao gdm trinh tur
axit nucleic m3 héa protein kiéu dai c6 trinh tu peptit nhu dugc néu trong SEQ
ID NO: 2, 6 va 10, va trong d6 chiing nhugce ddc nay cé trinh tu axit nucleic ma
héa trinh tur axit amin nhu dugc néu trong SEQ ID NO: 4, 8 va 12.

2. Chung vi khuén theo diém 1, trong d6 ching vi khudn nhuge doc nay co
trinh ty axit nucleic nhu dugce néu trong SEQ ID NO: 3, 7va 11.

3. Chung vi khudn theo diém 1, trong d6 (cac) mirc clia (cac) peptit dugc biéu
hién bédi rpsL-S12, ABC-ATPBMP, va marR, dugc gidm so véi ching S. suis
gbc, trong d6 chung nay biéu hién céc peptit rpsL-S12, ABC-ATPBMP, va
marR cé trinh tg nhu duge néu trong SEQ ID NO:2, 6, va 10.

4. Ching vi khuén theo diém 1, khac biét & chd, ching nay dugc luu gitt &
ATCC véi ky hidu uu giit sb sang ché PTA-13269.

5. Ché phdm mién dich chira ching vi khuin nhuoc doc theo diém bt ky trong
s6 cac diém tir 1 dén 4.

6. Ché phdm theo diém 5, trong d6 ché phdm nay con chira chit din thudc, chét
pha lodng hoic ta duge, va chit b trg duge dung hoic dung trong thi y duge
chon tir chitosan, vi khun d& dugc 1am bét hoat, virut di duge lam bat hoat,
cac phan cta vi khuén di duoc 1am bét hoat, lipopolysaccarit cia vi khudn, doc
t6 ciia vi khuln, hodc cac din xuét hodc td hop cua ching.

7. Ché phim theo diém 5, trong d6 ché phdm nay tao ra dap tmg mién dich bao
vé & lodi lon khéng lai su gdy nhiém S. suis ¢6 tinh doc.

8. Ché phim theo diém bét ky trong s cac diém tir 5 dén 7, trong d6 ché phim
ndy con chira it nhit mot khang nguyén bd sung lién quan dén mam bénh

khong phai 1a S. suis.
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chta chung vi khudn nay

<130> MER 12-197

<150> USSN 61/664,935

<151> 2012-06-27

<160> 12

<170> ' PatentIn version 3.5
<210> 1

<211> 411

<212> ADN i

<213> Streptococcus suis

<400> 1

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

<211> 137

<212> PRT

<213> Streptococcus suis

<400> 2

ccacgtaagt

cgtaaaaaag

ggaacaatga

agcaacctta

agtgtggttc

gttcgtggtg

ggtactaaac

ctaaagtaga

ttcaaacaaa

cacctaaaaa

tcgaagttac

ttcttecgtgg

cacttgatac

gtccaaaagg

aaaatctaaa
cgtttcatca
acctaactca
tgcttacatc
tgga;gtgta

tgctggtgta

Met Pro Thr Ile Asn Gln Leu Val Arg Lys Pro Arg Lys Ser Lys Val

1

5

10

15

Glu Lys Ser Lys Ser Pro Ala Leu Asn Val Gly Tyr Asn Ser Arg Lys
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Chuing vi khudn Streptococcus suis nhugc déc va ché phdm mi&n dich
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120
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20
Lys Val Gln Thr Asn Val Ser Ser
35 40
Arg Val Gly Thr Met Thr Pro Lys
50 55
Phe Ala Arg Val Arg Leu Ser Asn
65 70
Pro Gly Ile Gly His Asn Leu Gln
) 85
Gly Gly Arg Val Lys Asp Leu Pro
100
Gly Ala Leu Asp Thr Ala Gly Val
115 120
Lys Tyr Gly Thr Lys Arg Pro Lys
130 135
<210> 3
<211> 411
<212> ADN
<213> Streptococcus suis
<400> 3
atgcctacaa ttaaccagtt ggtacgtaaa
tcaccagctt tgaacgttgg ttacaacagc
ccacaaaaac gcggtgttgc aactcgtgtc
gcccttegta aatttgctcg tgtacgtttg
ccaggtatcg gtcacaactt gcaagaacac
caagaccttc caggggtacg ttaccatatc
aacgatcgta agcaaggccg ttctaaatac
<210> 4
<211> 137

25495

25

Pro Gln Lys

Lys Pro Asn

Ile Glu

75

Leu

His Ser

90

Glu

Gly Vval

105

Arg

Asn Asp Arg

Gly

ccacgtaagt
cgtaaaaaag
ggaacaatga
agcaacctta
agtgtggttc
gttcgtggtg

ggtactaaac

-28-

- 30

Arg Gly Val

45

Ser Ala Leu

60

Val Thr Ala

Val val Leu

Ile
110

Tyr His

Gln
125

Lys Gly

ctaaagtaga

ttcaaacaaa

cacctacaaa

tcgaagttac

ttcttcgtgg

cacttgatac

gtccaaaagg

Ala Thr

Arg

Lys

Ile
80

Tyr

Leu
95

Arg

Val Arg

Arg Ser

aaaatctaaa
cgtttcatca
acctaactca
tgcttacatc
tggacgtgta

tgctggtgta

60

120

180

240

300

360

411



<212>. - PRT
<213>

<400> 4
Met Pro Thr Ile

1

Glu Lys Ser Lys
20

Lys Val Gln Thr
35

Arg Val ‘Gly Thr
50

Phe Ala Arg Val
65

Pro Gly Ile Gly

Gly Gly Arg Vval
100

Gly Ala Leu Asp
115

Lys Tyr Gly Thr
130

<210> 5

<211> 1782

<212> ADN

<213>

<400> 5

Asn

Ser

Asn

Met

Arg

His

85

Gln

Thr

Lys

Gln

Pro

Val

Thr

Leu

70

Asn

Asp

Ala

Arg

Streptococcus suis

Leu

Ala

Ser

Pro

55

Ser

Leu

Leu

Gly

Pro
135

Streptococcus suis

val

Leu

Ser

40

Thr

Asn

Gln

Pro

Val

120

Lys

25495

Arg

Asn

25

Pro

Lys

Leu

Glu

Gly

105

Asn

Gly

Lys

10

Val

Gln

Pro

Ile

His

90

val

Asp

Pro

Gly

Lys

Asn

Ser

Arg

Arg

Arg

Tyr

Arg

Ser

60

val

val

Tyr

Lys

Lys

Asn

Gly

45

Ala

Thr

val

His

Gln
125

Ser

Ser

30

val

Leu

Ala

Leu

Ile

110

Gly

atgaagacgt tacgtttttt ctggttttat tttaaacgct ataaactgtc

atttttctag ccattgtggc agcgacctac ctgcaggtta agacacctgt

aatgccattg cggagatggg gaaaatcggg caggcttact ttatggccaa

caggctgact ttcagccaga catggctgat tttaacgggg ttatgctcaa
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Lys

15

Arg

Ala

Arg

Tyr

Leu

95

Val

Arg

ctttgctgtg

tttccttgga

tcaagctggt

tcttttettt

Val

Lys

Thr

Lys

Ile

80

Arg

Arg

Ser

60

120

180

240



gcctatgegg
gctcattcga
gccttetttg
aatatccaaa
gttggtatgg
tctacgccég
gataagcaac
caaaaagcga
éatgaagaag
‘tttatgaatg
gttctcaatg
caatactcgce
cagctagctt
cgpcctcaaa
gactttggcect
ggtaagatgg
attaaccgcect
gaata?gatt
ttctcgggta
gtggaaaccg
tatga;acct
tccattgcecc
aacgttgata
cggactagcect
gtcctcaagg
ggcttctacg

<210> 6

cgacggttgt
ccaaccgtat
atagccacaa
acgctttcaa
tcatcatgat
ttgccttgat
aggctgcggt
ttattgtaca
ttcgtcgcac
gtatgagtﬁt
acagctcact
aacagtatta
tcacaggagc
acgctccgcet
acttgccagg
tggcggtcegt
tctacgatgt
tggatagctt
ctattgcgga
cagctcgtgce
ttgtgaccga
gtacgctttt
ccgtéacgga
tcgtcattge
atggaaaggt

ccgaacttta

ggcttccttg
écgtaagggc
ggacggggat
ccagtccttg
gttccgtcag
tgcecttggte
gtctaaactc
aggtgtgcag
aactttcaag
ggtcaatacg
ggaaacagct
ccagccaatc
tcatcgtatt
atttaccgaa
tcagaaggtc
tggtccgacg
caatggtggt
gcggaataag
caatattcgc
cacccatatc
tgatgagaat
gacagaccca
ggccaaaatt
ccaccgcectce
tatcgagcaa

ccacaaccag
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atttacactc
ttgtttggca
atactftctc
acccaagtgg
gatactcgcet
gttatcatcc
aatgcctaca
gaagagacaa
ggacgcttgt
gccattgtta
gccgcacttg
atgcaggttg
caggaaatgt
ttaaaagaag
ttggacaagg
ggatctggta
agtgtggcct
gtcggtatcg
tttggtgatg
cacgacttca
gtcttctcaa
caagtcttga
caaaaggcta
aaaaccattc
ggcaaccaca

tttgtgtttg

-30-

tcctcecttcecac

aactggaacg

gctttaccag

tgaccaacat

tggccttggt

gcctatcacg

tggacgagaa

ttgatggttt

ttggtgggat

tctttgcagg

gtctggtggt

ctgccagctg

ttgatgagcc

gtgttgaaat

tgtctatcte

agactaccat

ttgatggtcg

tcttgcagga

agagcattte

tcatgagctt

caggtcagaa

ttttggacga

tggaggccat

tcaatgcgga

gccaacttct

aa

gcgtatcgtg
cttgacagtt
tgatttggac
cgctctttat
gaccattgct
gaaatatacg
aatttctgga
cttggagctc
tctcttccea
ttccégcatt
gacttttgtt
ggcagaattg
tgaggaagtt
taaggacatc
tgctcctaag
tatgaacttg
cgatattcgg
gtcggtgtta
gcaggaaatg
gccagagggce
acagttgatt
agcaacctca
tatcgcagga
tgaaatcatc

caaactaaat

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1782



<211> 594
<212>  PRT
<213>

<400> 6
Met Lys Thr

1

Ser Phe Ala

Val Lys Thr
35

Ile Gly Gln
50

Gln Pro Asp
65

Ala Tyr Ala

Thr Arg Ile

Gly Lys Leu
115

Gly Asp Ile
130

Ala Phe Asn
145

Val Gly Met

Val Thr Ile

Leu

Val

20

Pro

Ala

Met

Ala

Val

100

Glu

Leu

Gln

vVal

Ala
180

Arg

Ile

Val

Tyr

Ala

Thr

85

Ala

Arg

Ser

Ser

Ile

165

Ser

Phe

Phe

Phe

Phe

Asp

70

val

His

Leu

Arg

Leu

150

Met

Thr

Streptococcus suis

Phe

Leu

Leu

Met

55

Phe

Val

Ser

Thr

Phe

135

Thr

Met

Pro

Trp

Ala

Gly

40

Ala

Asn

Ala

Thr

Val

120

Thr

Gln

Phe

Val

25495

Phe

Ile

25.

Asn

Asn

Gly

Ser

Asn

105

Ala

Ser

val

Arg

Ala
185

Tyr

10

Val

Ala

Gln

Val

Leu

90

Arg

Phe

Asp

Val

Gln

170

Leu

-31-

Phe

Ala

Ile

Ala

Met

75

Ile

Met

Phe

Leu

Thr

155

Asp

Ile

Lys

Ala

Ala

Gly

60

Leu

Tyr

Arg

Asp

Asp

140

Asn

Thr

Ala

Arg

Thr

Glu

45

Gln

Asn

Thr

Lys

Ser

125

Asn

Ile

Arg

Leu

Tyr

Tyr

30

Met

Ala

Leu

Leu

Gly

110

His

Ile

Ala

Leu

val
190

Lys

15

Leu

Gly

Asp

Phe

Leu

95

Leu

Lys

Gln

Leu

Ala

175

val

Leu

Gln

Lys

Phe

Phe

80

Phe

Phe

Asp

Asn

Tyr

160

Leu

Ile



Ile

Lys

Ile

225

Asn

Ile

Val

Thr

Gln

305

Gln

Pro

Glu

Lys

Ala

385

Ile

Arg

Leu

210

Val

Glu

Ile

Ala

290

Tyr

Leu

Glu

Gly

val

370

Val

Asn

Leu

195

Asn

Gln

Glu

Phe

Phe

275

Ala

Tyr

Ala

Glu

val

355

Leu

val

Arg

Ser

Ala

Gly

vVal

Pro

260

Ala

Ala

Gln

Phe

Val

340

Glu

Asp

Gly

Phe

Arg

Tyr

val

Arg
245
Phe
Gly
Leu
Pro
Thr
325
Arg
Ile
Lys

Pro

Tyr
405

Lys

Met

Gln

230

Arg

Met

Ser

Gly

Ile

310

Gly

Pro

Lys

vVal

Thr

390

Asp

Tyr

Asp

215

Glu

Thr

Asn

Ser

Leu

295

Met

Ala

Gln

Asp

Ser

375

Gly

val

Thr

200

Glu

Glu

Thr

Gly

Ile

280

val

Gln

His

Asn

Ile

360

Ile

Ser

Asn

25495

Asp

Lys

Thr

Phe

Met

265

Val

val

Val

Arg

Ala

345

Asp

Ser

Gly

Gly

Lys

Ile

Ile

Lys

250

Ser

Leu

Thr

Ala

Ile

330

Pro

Phe

Ala

Lys

Gly
410

-32-

Gln

Ser

Asp

235

Gly

Leu

Asn

Phe

Ala

315

Gln

Leu

Gly

Pro

Thr

395

Ser

Gln

Gly

220

Gly

Arg

val

Asp

Val

300

Ser

Glu

Phe

Tyr

Lys

380

Thr

Val

Ala

205

Gln

Phe

Leu

Asn

Ser

285

Gln

Trp

Met

Thr

Leu

365

Gly

Ile

Ala

Ala

Lys

Leu

Phe

Thr

270

Ser

Tyr

Ala

Phe

Glu

350

Pro

Lys

Met

Phe

val

Ala

Glu

Gly

255

Ala

Leu

Glu

Asp

335

Leu

Gly

Met

Asn

Asp
415

Ser

Ile

Leu

240

Gly

Ile

Glu

Gln

Leu

320

Glu

Lys

Gln

val

Leu

400

Gly



Arg Asp

Ile Val

Ile Arg
420

Leu Gln
435

Ile Arg Phe Gly

450

Ala Arg Ala Thr

465

Tyr Glu Thr Phe

Lyerln Leu Ile

Leu Ile

Lys Ile
530

vVal Ile
545

500

Leu Asp
515

Gln Lys

Ala His

Val Leu Lys Asp

Leu Lys Leu Asn
580

Phe Glu

<210> 7

<211> 1782

<212> ADN

<213>

Glu

Glu

Asp

His

val

485

Ser

Glu

Ala

Arg

Gly

565

Gly

Tyr

Ser

Glu

Ile

470

Thr

Ile

Ala

Met

Leu

550

Lys

Phe

Asp

val

Ser

455

His

Asp

Ala

Thr

Glu

535

Lys

Val

Tyr

Streptococcus suis

Leu

Leu

440

Ile

Asp

Asp

Arg

Ser

520

Ala

Thr

Ile

Ala

25495

Asp

425

Phe

Ser

Phe

Glu

Thr

505

Asn

Ile

Ile

Glu

Glu
585

-33-

Ser

Ser

Gln

Ile

Asn

490

Leu

val

Ile

Leu

Gln

570

Leu

Leu

Gly

Glu

Met

475

val

Leu

Asp

Ala

Asn

555

Gly

Tyr

Arg

Thr

Met

460

Ser

Phe

Thr

Thr

Gly

540

Ala

Asn

His

Asn

Ile

445

vVal

Leu

Ser

Asp

val

525

Arg

Asp

His

Asn

Lys

430

Ala

Glu

Pro

Thr

Pro

510

Thr

Thr

Glu

Ser

Gln
590

val

Asp

Thr

Glu

Gly

495

Gln

Glu

Ser

Ile

Gln

575

Phe

Gly

Asn

Ala

Gly

480

Gln

val

Ala

Phe

Ile

560

Leu

val



<400> 7
atgaagacgt

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

tccattgccece

tacgtttttt
ccattgtggc
cggagatggg
ttcagccaga
cgacggttgt
ccaaccgtat
atagccacaa
acgctttcaa
tcatcatgat
ttgccttgat
aggctgeggt
ttattgtaca
ttcgtcgcac
gtatgagttt
acagctcact
aacagtatta
tcacaggagc
acgétccgct
acttgccagg
tggcggtegt
tctacgatgt
tggatagctt
ctattgcgga
cagctcgtge
ttgtgaccga

gtacgctttt

ctggttttat
agcgacctac
gaaaatcggg
catggctgat
ggctteccttg
gcataagggc
ggacggggat
ccagtccttg
gttccgtcag
tgccttggte
gtctaaacte
aggtgtgcag
aactttcaag
ggtcaatacg
ggaaacagct
ccagccaatc
tcatcgtatt
atttaccgaa
tcagaaggtc
tggtccgacg
caatggtggt
gcggaataag
caatattcgc
cacccatatc
tgatgagaat

gacagaccca
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tttaaacgct
ctgcaggtta
caggcttact
tttaacgggg
atttacactc
ttgtttggca
atactttctc
acccaagtgg

gatactcgct

gttatcatce-

aatgcctaca
gaagagacaa
ggacgcttgt
gccattgtta
gccgcacttg
atgcaggttg
caggaaatgt
ttaaaagaag
ttggacaagg
ggatctggta
agtgtggcet
gtcggtatcg
tttggtgatg
cacgacttca
gtcttctcaa

caagtcttga

-34-

ataaactgtc

agacacctgt

ttatggccaa

ttatgctcaa

tcctcttcac

aactggaacg

gctttaccag

tgaccaacat

tggccttggt

gcctatcacg

tggacgagaa

ttgatggttt

ttggtgggat

tctttgcagg

gtctggtggt

ctgccagetg

ttgatgagcc

gtgttgaaat

tgtctatctc

agactaccat

ttgatggtcg

tcttgcagga

agagcatttc

tcatgagctt

caggtcagaa

ttttggacga

ctttgectgtg

tttccttgga

tcaagctggt

tecttttettt

gcgtatcgtg

cttgacagtt

tgatttggac

cgctctttat

gaccattgct
gaaatatacg
aatttctgga
cttggagctc
tctectteeca
ttccagcatt
gacttttgtt
ggcagaattg
tgaggaagtt
taaggacatc
tgctcctaag
tatgaacttg
cgatgttcgg
gtcggtgtta
gcaggaaatg
gccagagggce
acagttgatt

agcaacctca

50
120
180
240
300
1360
420
480
540
600
660
720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



25495

aacgttgata ccgtaacgga ggccaaaatt caaaaggcta tggaggccat tatcgcagga 1620

cggactagct tcgtcattgc ccaccgcctc aaaaccattc tcaatgcgga tgaaatcatc 1680
gtcctcaagg atggaaaggt tatcgagcaa ggcaaccaca gccaacttct caaactaaat 1740
ggcttctacg ccgaacttta ccacaaccag tttgtgtttg aa 1782
<210> 8

<211> 594

<212> PRT
<213> Streptococcus suis

<400> 8
Met Lys Thr Leu Arg Phe Phe Trp Phe Tyr Phe Lys Arg Tyr Lys Leu

1 5 ) 10 15

Ser Phe Ala Val Ile Phe Leu Ala Ile Val Ala Ala Thr Tyr Leu Gln
20 25 30

Val Lys Thr Pro Val Phe Leu Gly Asn Ala Ile Ala Glu Met Gly Lys
35 40 45

Ile Gly Gln Ala Tyr Phe Met Ala Asn Gln Ala Gly Gln Ala Asp Phe
50 55 60

Gln Pro Asp Met Ala Asp Phe Asn Gly Val Met Leu Asn Leu Phe Phe
65 70 75 80

Ala Tyr Ala Ala Thr Vval Vval Ala Ser Leu Ile Tyr Thr Leu Leu Phe
85 90 95

Thr Arg Ile Val Ala His Ser Thr Asn Arg Met His Lys Gly Leu Phe
100 105 110

Gly Lys Leu Glu Arg Leu Thr Val Ala Phe Phe Asp Ser His Lys Asp
115 120 125

Gly Asp Ile Leu Ser Arg Phe Thr Ser Asp Leu Asp Asn Ile Gln Asn
130 135 140

Ala Phe Asn Gln Ser Leu Thr Gln Val Val Thr Asn Ile Ala Leu Tyr
145 150 : 155 160

-35-



val

Val

Ile

Lys

Ile

225

Asn

Ile

val

Thr

Gln

305

Gln

Pro

Glu

Gly

Thr

Arg

Leu

210

Val

Glu

Leu

Ile

Ala

290

Tyr

Leu

Glu

Gly

Met

Ile

Leu

195

Asn

Gln

Glu

Phe

Phe

275

Ala

Tyr

Ala

Glu

Vval
355

Val
Ala

180

Ser

G;Ly
Val
Pro
260
Ala
Ala
Gln
Phe
Val

340

Glu

Ile

165

Ser

Arg

Tyr

val

Arg

245

Phe

Gly

Leu

Pro

Thr

325

Arg

Ile

Met

Thr

Lys

Met

Gln

230

Arg

Met

Ser

Gly

Ile

310

Gly

Pro

Lys

Met

Pro

Tyr

Asp

215

Glu

Thr

Asn

Ser

Leu

295

Met

Ala

Gln

Asp

Phe

val

Thr

200

Glu

Glu

Thr

Gly

Ile

280

val

Gln

His

Asn

Ile
360

25495

Arg

Ala

185

Asp

Lys

Thr

Phe

Met

265

val

val

val

Arg

Ala

345

Asp

Gln

170

Leu

Lys

Ile

Ile

Lys

250

Ser

Leu

Thr

Ala

Ile

330

Pro

Phe

-36-

Asp

Ile

Gln

Ser

Asp

235

Gly

Leu

Asn

Phe

Ala

315

Gln

Leu

Gly

Thr

Ala

Gln

Gly

220

Gly

Arg

val

Asp

vVal

300

Ser

Glu

Phe

Tyr

Arg

Leu

Ala

205

Gln

Phe

Leu

Asn

Ser

285

Gln

Trp

Met

Thr

Leu
365

Leu

val

190

Ala

Lys

Leu

Phe

Thr

270

Ser

Tyr

Ala

Phe

Glu

350

Pro

Ala

175

val

Val

Ala

Glu

Gly

255

Ala

Leu

Ser

Glu

Asp

335

Leu

Gly

Leu

Ile

Ser

Ile

Leu.

240

Gly

Ile

Glu

Gln

Leu

320

Glu

Lys

Gln



Lys

Ala

385

Ile

Arg

Ile

Ile

Ala

465

Tyr

Lys

Leu

Lys

val

545

Val

Leu

val

370

val

Asn

Asp

Val

Leu

Val

Arg

Ile

Leu

435

Arg

450

Arg

Glu

Gln

Ile

Ile

530

Ile

Leu

Lys

Phe

Ala

Thr

Leu

Leu

515

Gln

Ala

Lys

Leu

Asp

Gly

Phe

Arg

420

Gln

Gly

Thr

Phe

Ile

500

Asp

Lys

His

Asp

Asn
580

Lys

Pro

Tyr

405

Glu

Glu

Asp

His

Val

485

Ser

Glu

Ala

Arg

Gly

565

Gly

val

Thr

390

Asp

Tyr

Ser

Glu

Ile

470

Thr

Ile

Ala

Met

Leu

550

Lys

Phe

Ser

375

Gly

vVal

Asp

val

Ser

455

His

Asp

Ala

Thr

Glu

535

Lys

val

Tyr

Ile

Ser

Asn

Leu

Leu

440

Ile

Asp

Asp

Arg

Ser

520

Ala

Thr

Ile

Ala

25495

Ser

Gly

Gly

Asp

425

Phe

Ser

Phe

Glu

Thr

505

Asn

Ile

Ile

Glu

Glu
585

Ala

Lys

Gly

410

Ser

Ser

Gln

Ile

Asn

490

Leu

val

Ile

Leu

Gln

570

Leu

-37-

Pro

Thr

395

Ser

Leu

Gly

Glu

Met

475

val

Leu

Asp

Ala

Asn

555

Gly

Tyr

Lys

380

Thr

Val

Arg

Thr

Met

460

Ser

Phe

Thr

Thr

Gly
540

Ala

Asn

His

Gly

Ile

Ala

Asn

Ile

445

Val

Leu

Ser

Asp

Val

525

Arg

Asp

His

Asn

Lys

Met

Phe

Lys

430

Ala

Glu

Pro

Thr

Pro

510

Thr

Thr

Glu

Ser

Gln
590

Met

Asn

Asp

415

val

Asp

Thr

Glu

Gly

495

Gln

Glu

Ser

Ile

Gln

575

Phe

vVal

Leu

400

Gly

Gly

Asn

Ala

Gly

480

Gln

Val

Ala

Phe

Ile

560

Leu

Vval



Phe Glu

<210> 9

<211> 447
<212>  ADN
<213>

<400> 9
atgggacata

accattgcaa
ttcattgcgg
atttccaaat
gtccttceecet
~ gggaagatat
attcaaaaag
caacgctata
<210>
<211>

<212>
<213>

10
149
PRT

. <400> 10

Met Gly His

1

Gln Ile Ser

Gln
35

Gly Pro

Glu Thr
50

Phe

val Ala
65

Ser

ctattgcaga
aagaatacga
aacggtcgga
cggttgccag
ctaaggttga
gtcacctgaa
aggactttga

aggagaagaa

Thr Ile Al

Glu Thr Il

20

Gly Trp Al

Val Lys As

Asn Leu

70

Val

Streptococcus suis

ttttcggaac

tgtggagcac

agccgaaacc

caatctggtc

caaacgcttc

agcttttcecat

cttggttaaa

tcatgtt

Streptococcus suis

a Asp Phe

e Ala Lys

a Leu Arg

40

p Ile Glu

55

Lys Arg

Arg

Glu

25

Phe

Ala

Met

25495

ttgctcaatc
ttggctggte
tttgtaaaag
aagagaatgg
aaacagctég
gaagaaatgc

caggtgggca

Asn Leu

10

Tyr Asp

Ile Ala
Glu

Leu

Glu Lys

75

-38-

agattgaaca

cacagggctg

atatagaagc

agaaaaatgg

ttttgacaga

accattcact

atcaattaaa

Leu Asn Gln

His
30

val Glu

Glu Arg Ser

45

Lys Ile Ser

60

Asn Gly Phe

aattagtgaa

ggccttgegce

ggaattaaag

ctttatccaa

gaagggacaa

tttttgggge

agtaaatatt

Ile
15

Glu
Léu Ala
Glu Ala
Ser

Lys

Gln
80

Ile

60

120

180

240

. 300

360

420

447



Val Leu Pro Ser Lys Val Asp Lys
85
Glu Lys Gly Gln Gly Lys Ile Cys
100

Met His His Ser Leu Phe Trp Gly
115 120

.Val-Lys Gln Vval Gly Asn Gln Leu

130 ' 135

Glu Lys Asn His val

145

<210> 11

<211> 447

<212> ADN

" <213> Streptococcus suis

<400> 11

atgggacata ctattgcaga ttttcggaac

accattgcaa aagaatacga tgtggagcac

ttcattgcgg aacggtcgga agccgaaacc

atttccaaat cggttgccag caatctggtc

gtccttcecet ctaaggttga caaatgcettce

gggaagatat gtcacctgaa agcttttcat

attcaaaaag aggactttga cttggttaaa

caacgctata aggagaagaa tcatgtt

<210> 12

<211> 149

<212> PRT

<213> Streptococcus suis

<400> 12

25495

90

His
105

Ile

Lys

ttgctcaatc
ttggctggtc
tttgtaaaag
aagagaatgg
aaacagctgg
gaagaaatgc

caggtgggca

110

Gln Lys Glu Asp Phe Asp

125

Val Asn Ile Gln Arg Tyr

140

agattgaaca

cacagggctg

atatagaagc

agaaaaatgg

ttttgacaga

accattcact

atcaattaaa

Arg Phe Lys Gln Leu Val Leu Thr

95

Leu Lys Ala Phe His Glu Glu

Leu

Lys

aattagtgaa
ggccttgege
ggaattaaag
ctttatccaa
gaagggacaa
tttttggggc

agtaaatatt

Met Gly His Thr Ile Ala Asp Phe Arg Asn Leu Leu Asn Gln Ile Glu

1

5

10

-30-

15

60

120

180

240

300

360

420

447



Gln

Gly

Glu

val

65

Val

Glu

Met

val

Glu
145

Ile

Pro

Thr

50

Ala

Leu

Lys

His

Lys

130

Lys

Ser

Gln

35

Phe

Ser

Pro

Gly

His

115

Gln

Asn

Glu

20

Gly

val

Asn

Ser

Gln
100

Ser

val

His

Thr

Trp

Lys

Leu

Lys

85

Gly

Leu

Gly

Val

Ile

Ala

Asp

val

70

val

Lys

Phe

Asn

Ala

Leu

Ile

55

Lys

Asp

Ile

Trp

Gln
135

Lys

Arg

40

Glu

Arg

Lys

Cys

Gly

120

Leu

25495

Glu

25

Phe

Ala

Met

Cys

His

105

Ile

Lys

Tyr

Ile

Glu

Glu

Phe

90

Leu

Gln

vVal

-40-

Asp

Ala

Leu

Lys

75

Lys

Lys

Lys

Asn

val

Glu

Lys

60

Asn

Gln

Ala

Glu

Ile
140

Glu

Arg

45

Ile

Gly

Leu

Phe

Asp

125

Gln

His

30

Ser

Ser

Phe

val

His

110

Phe

Arg

Leu

Glu

Lys

Ile

Leu

95

Glu

Asp

Tyr

Ala

Ala

Ser

Gln

80

Thr

Glu

Leu

Lys





