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Referencia: Solicitud de patente de invenciéon

Titulo: Factores de virulencia bacteriana y sus usos

Solicitante: The TUniversity of British Columbia y Universidad
Autonoma de México.

Exp. No: 06-052.194

Asunto: Respuesta a requerimiento

Yo, MONICA WOLF WASSERMAN, identificada con cédula de ciudadania No.
51.711.267 de Bogotd y con Tarjeta Profesional de Abogado No. 46.034 expedida por el
Consejo Superior de la Judicatura, actuando como apoderada de THE UNIVERSITY OF
BRITISH COLUMBIA y de la UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MEXICO,
amablemente me permito dar respuesta al requerimiento formulado dentro del proceso de la
referencia mediante Oficio No. 02265 del 11 de febrero de 2011.

Con el objetivo de atender a cada una de las objeciones planteadas por su Despacho con
relacion a la claridad de las reivindicaciones, excepciones a la patentabilidad, usos y
segundos usos y unidad de invencion, la solicitante ha modificado completamente el
capitulo de reivindicaciones limitando la invencion a la molécula GrLa.

La mencionada modificacion estd plenamente soportada por la descripcion. Se puede
encontrar soporte de estas reivindicaciones en las especificaciones de la solicitud PCT, por
ejemplo, en la pagina 23, Figura 7, SEQ ID NO: 56 (C. rodentiumGrlA); pagina 27. GrlA
puede utilizarse para aumentar la secrecion significativamente; pagina 28: Acceso No.
AF071034 para EHEC GrlA (L0043); pagina 38 39: Uso de GrlA expresado por patégenos
A/E para analisis protedmico, paginas 57-69: Ejemplo 1, construcciones EHEC, EPEC y C.
rodentium GrlA; Aislamiento de secuencias relacionadas, Comparacion de secuencia de
GriA; estudios de complementacion de GrlA; y Figura 8: estudios de complementacion de
GrlA. Se confirma que estas reivindicaciones estan dirigidas a un unico concepto inventivo.

Adicionalmente, la solicitante presenta una solicitud divisional de acuerdo con el capitulo
de reivindicaciones adjunto. La descripcion se deja igual a la de la solicitud original, por
cuanto es dificil hacer la division debido a que las materias objeto de estudio estan muy
mezcladas.

Con respecto a la objecién dirigida a que el término “sustancialmente idénticas, fragmentos
d variantes” no permite limitar ni definir la invencion, respetuosamente quiero manifestar
mi desacuerdo. Esto, pues es bien conocido por las personas versadas en la materia que
para identificar secuencias uno de los métodos usados es la comparacién de una secuencia
desconocida con un patrén y de acuerdo con lo cercano de la igualdad se determina si es o
no tal secuencia. Las personas normalmente versadas en la materia conocen bien los
porcentajes de igualdad que se usan en la técnica para la determinacion. Se comprende que
la invencion esta escrita para que la lean personas versadas en la matena que conocen con
precision estos porcentajes de igualdad.

Por lo antes expuesto, atentamente solicito se continGie con el tramite normal de la solicitud
de la referencia.
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ANEXOS

Nuevo capitulo reivindicatorio para la solicitud original, es decir, la solicitud radicada

bajo el numero 06-052.194 y en la cual se formul6 el requerimiento que en esta
oportumdad respondo.

¢ Solicttud divisional

NOTIFICACIONES

Recibiré notificaciones en la Secretaria de ése Despacho y en mi oficina, ubicada en la Calle
83 A No. 23-90 de esta ciudad.

De la Sefiora Jefe,

ONICA WOLF WASSERMAN
C.C. No. 51.711.267 de Bogota
TP A No. 46.034delC. S. delal.

Calle 83A N° 23-90 - Tel: (571) 623 5828 - Fax: (571) 617 0614
www.wolfmendez.com + mwolf@wolfmendez.com
Bogota D.C. - Colombia



Reivindicaciones

1. Un método para aumentar la produccidn de un polipéptido de
interés, el método comprende:

a) proveer una célula patogénica A/E gque comprende una
molécula de acido nucléico Orfll/GrlA recombinante,

b) expresar un polipéptido Orfll/GrlA codificado por 1a
molécula de acido nucléico Orfil/GrlA recombinante, vy

c) desarrollar la célula patogénica A/E bajo condiciones que
favorecen la produccidén del polipéptido de interés, por el
cual la produccién del polipéptido de interés aumenta cuando
se lo compara con una célula patogénica A/E que no comprende
la molécula de acido nucléico Orfll/GrlA recombinante.

2. El métode de la reivindicacidn 1 en donde el aumentc de la
preoduccién comprende ademas aumentar la secrecidén del
polipéptido de interés.

3. El método de las reivindicaciones 1 o 2 en donde las
condiciones que favorecen la produccién del polipéptido de
interés son condiciones que favorecen la secrecidén de
antigenos Tipo III.

4. El métode de la reivindicacidn 3, en donde las condiciones
que favorecen la secrecidn de antigenos Tipo I1II comprenden
c¢ultivar la célula patogénica A/E en un medic de cultivo
celular gque comprende un medio minimo suplementado con
aproximadamente 20-100 mM NaHCOs

5. El método de la reivindicacién 4, en donde el medic minimo
es suplementado ademas con aproximadamente 5-10 mM de MgSOQy,
aproximadamente 0,1-1,5% de glucosa, y aproximadamente 0,05-
5% de aminodcidos.

6. El1 método de 1la reivindicacién 3, en donde dichas
condicicones que favorecen la secrecidn de antigenos Tipo III
comprenden cultivar la célula patogénica A/E en presencia de
aproximadamente 2-10% CO; a una temperatura de
aproximadamente 37°C.
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7. El método de 1la reivindicacién 3, en donde dichas
condiciones que favorecen la secrecién de antigenos Tipo III
comprenden cultivar la célula patogénica A/E en una densidad
6ptica (DO) de aproximadamente 0,7-0,8% a 600nm.

8. E1l método de 1a reivindicacidn 3, en donde dichas
condiciones que favorecen la secrecién de antigenos Tipo III
comprenden cultivar la célula patogénica A/E en un medio de
cultivo celular que comprende un medio minime suplementado
con aproximadamente 20-100 mM NaHCO;, aproximadamente 5-10 mM
MgS0; aproximadamente 0,1-1,5% y aproximadamente 0,05-0,5%
acidos Casamino.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 gue
comprende ademas aislar un supernadante de cultivo celular de
la célula patogénica A/E que comprende la molécula de acido
nucléico Orfll/GrlA recombinante.

10. El1 método de cualgquiera de las reivindicaciones 1 a 9 en
donde Jla molécula de Aacido nucléico 0Orfll/GrlA recombinante
es heteréloga.

11, El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 en
donde la molécula de &acido nucléico Orfll/GrlA recombinante
no es heterdloga.

12, El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en
donde la molécula de acido nucléico Orfll/GrlA recombinante
deriva de una E. coli (EHEC) enterohemorragica, una E. Coli
enteropatogénica (EPEC) ¢ una Citrobacter rodentium.

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en
donde la molécula de acido nucléico Orfil/Grla es
sustancialmente idéntica a la secuencia L0043 gque se
establece en el acceso No. AF071034.

14, El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en
donde el polipéptido Orfll/GrlA es codificado por una
molécula de &cido nucléico sustancialmente idéntica a la
secuencia L0043 que se establece en el acceso No. AF071034.



15. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 1l en
donde el polipéptido Orfll/GrlA recombinante es
sustancialmente idéntico a la SEQ ID NO: 56,

is. E]l método de cualquiera de las reivindicacicnes 1 a 15 en
donde el polipéptido de interés es un polipéptido secretado.

17. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 en
donde el polipéptido de interés es un antigeno Tipo III.

18. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 en
donde el polipéptido de interés se selecciona de uno o méas
grupos gue consisten en un polipéptide NleA, NleB, NleC,
NleD, NleE, NleF, NleG, NleH, Tir, EspA, EspB, EspD, EspF,
EspG, EspH y Map.

19. El método de cualguiera de las reivindicaciones 1 a 18 en
donde la célula patogénica A/E es una célula E. coli (EHEC)
enterchemocrragica, E. Colil enteropatogénica (EPEC) o)
Citrobacter rodentium.

20. Un agente patdgeno A/E que comprende una molécula de
acido nucléico GrlA recombinante.

21. El agente patdégeno A/E de la reivindicacidén 20 en donde
el patdégeno A/E es un una E. celi (EHEC) enterohemorragica,
E. Coli enteropatogénica (EPEC) & Citrobacter rodentium.

22. Un método para aumentar la producciédn de un polipéptido
de interés, el método comprende:

a) introducir una molécula de &cido nucléico Orfll/Gria
dentro de una célula patogénica A/E,

b) expresar un polipéptido Orfll/GrlA <codificado por la
molécula de &cido nucléico 0rfll/GrlA recombinante, vy

c) desarrollar la célula patogénica A/E bajo condiciones que
favorecen 1la produccién del polipéptido de interés, por
cuanto la produccién del polipéptidoe de interés aumenta
cuando se compara con una célula patogénica A/E gque no
comprende la molécula de acido nucléico Crfll/Grla
recombinante.
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ANEXOS 00000,

E Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

D Comprobante de pago de la tasa por concepto de excedente de palabras en la publicacion.
D Comprobante de pago de la tasa por concepto de reivindicacion de prioridad.

D Poderes, si fuere el caso.

D Certificado de existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
D Copia certificada de 1a primera solicitud, st se reivindica prioridad.

[ZI Traduccion simple de la primera solicitud, si se reivindica prioridad.

I:I Documento de cesion del inventor al solicitante 0 a su causante.

[Zl Descripcion de la invencion,

Una o mas reivindicaciones.

m Dibujos y/o planos necesarios.

D De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite Ia licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de la comunidad de las comunidades indigenas.

[[] pe ser el caso, certificado de depésito del material biolégico.

[X] Arte final 12x12 y 6x6 om.

IZI Resumen y extracto para publicacion.

NOMBRE: . _MONICA WOLF WASSERMAN

FIRMA:

C.C. 51711.267 TP, 46.034
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CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se relaciona a agentes patdgenos bacterianos. Mas
especificamente, la invencion se relaciona, en parte, a proteinas de secrecién de

agentes patdgenos bacterianos y a métodos para su uso.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Escherichia coli es un organismo extremadamente versatil. Ademas de ser un
miembro de ia flora intestinal normal, ciertas cepas de E. cofi también provocan
infecciones de la vesicula, meningitis y diarrea. Las E. coli diarreagénicas incluyen al
menos cinco -tipos de E. coli, las cuales causan varios sintomas que van desde la
diarrea de tipo colérica hasta la colitis extrema. Cada uno de los tipos de E. coli
diarreagénica posee un conjunto particular de factores de virulencia que inciuyen
adhesinas, invasinas y/o toxinas, las cuales son responsables de provocar un tipo

especifico de diarrea.

La E. coli enteropatogénica (EPEC) es causa predominante de diarrea infantil en
todo el mundo. El mal de EPEC se caracteriza por una diarrea acuosa de severidad
variable, con vomitos y fiebre a menudo acompafiando la pérdida de fluido. Ademas de
brotes aislados en salas de cuidados diurnos y en guarderias infantiles de paises
desarrollados, la EPEC piantea una importante amenaza endémica para la salud de
nifios pequefios (menores de 6 meses) en paises en desarrollo. En todo el mundo, la
EPEC es la principal causa de diarrea mediada por bacterias en nifios pequenos, y se

ha estimado que la EPEC mata a varios cientos de miles de nifios por afo.

La E. coli enterohemorragica (EHEC), también llamada E. coli productora de
toxina Shiga (STEC), o E. coli productora de toxina' Vero (VTEC), provoca una diarrea
mas severa que la EPEC (colitis entérica) y en aproximadamente 10% de los casos esta
enfermedad progresa hacia una enfermedad renal a menudo fatal, el sindrome urémico
hemolitico (HUS). La EHEC 0157:H7 es el serotipo mas comutn en Canada y en los
Estados Unidos, y estd asociada al envenenamiento de los alimentos y el agua (3).

Otros serotipos de la EHEC también provocan significativos problemas en Asia, Europa,
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América del Sur y, en menor grado, en América dei Norte. La EHEC coloniza el ganado
y causa lesiones A/E, pero no provoca enfermedad en animales adultos, y en cambio
propaga organismos en el ambiente. Esto sin embargo causa serios problemas

sanitarios, ya que se necesitan relativamente pocas EHEC para infectar a los humanos.

Contrariamente a lo que ocurre con otras diarreas causadas por E. coli, tal como
la E. coli enterotoxigénica,' la diarrea causada por EHEC y EPEC no estd mediada por
una toxina. En cambio, EPEC y EHEC se adhieren a las superficies intestinales (EPEC
al intestino delgado, EHEC al intestino grueso) y provocan una lesién histoldgica
caracteristica conocida como lesion de adherencia y destruccion (AJE) (8). Las lesiones
AJE se destacan por ia disolucion de la superficie del “ribete en cepillo” intestinal y la
perdida (destruccién) de microvellosidades epiteliales en los sitios de adherencia de las
bacterias. Una vez adheridas, las bacterias residen sobre proyecciones en forma de
copa o pedestales. Por debajo de este pedestal, en la célula epitelial hay varios
componentes citoesqueléticos, tales como actina y proteinas citoesqueléticas asociadaé
a la actina. La formacion de lesiones A/E y de pedestales ricos en actina por debajo de
las bacterias adheridas son ei sello distintivo de los agentes patégenos A/E (1, 2). Esta
patologia puede ser recapitulada en células cuitivadas in vitro, y la formacion de
pedestales puede observarse mediante una técnica de tincién fluorescente de ia actina
(2, 11). La formacion de la iesion A/E puede ser responsable de la destruccién del ribete

en cepillo y de las microvellosidades, de la secrecién de fluido y de la diarrea.

EPEC y EHEC pertenecen a una familia de agentes patdgenos A/E que incluye
varios agentes patégenos del tipo EPEC de animales, que provocan {a enfermedad en
conejos {REPEC), cerdos (PEPEC) y ratones (Citrobacter rodentium). Estos agentes
patdgenos contienen islas de patogenicidad (PAls) que codifican para sistemas de
secrecion especializados y factores de virulencia secretados que son criticos para la
enfermedad. Se cree que los genes requeridos para la formacion de lesiones A/E estan
agrupados en una Unica isla cromosémica de patogenicidad conocida como locus de
destruccion de enterocitos (LEE), el cual inciuye elementos reguladores, un sistema de

secrecion del tipo Il (TTSS), proteinas efectoras secretadas, y acompafantes aﬁnes.(4-
8).



G0Guuo

El LEE contiene 41 genes, lo cual lo hace uno de los PAls mas complejos. La
funcién principal del TTSS del LEE es liberar efectores dentro de la célula hospedadora,
donde subvierten las funciones de la célula hospedadora e interceden en la enfermedad
(9, 10, 34). Se han identificado cinco efectores codificados por el LEE (Tir, EspG, EspF,
Map y EspH) (35, 40). E! Tir (receptor de la intimina translocada) es translocado dentro
de las células hospedadoras, donde se adhiere a proteinas citoesqueléticas y de
sefializacién, y da inicio a la polimerizacién de {a actina en el sitio de adhesién
bacteriana (31, 44), dando como resuitado ia formacion de estructuras de actina del
pedestal por debajo de las bacteriaé adheridas, las cuales interactiian directamente con
el circuito extraceiular del Tir a través de la proteina intimina de la membrana bacteriana
externa. El CesT juega un rol de acompafiante para la estabilidad y secrecion def Tir
(18, 19).

Se han caracterizado otros cuatro efectores translocados por el TTSS y
codificados por el LEE en agentes patdgenos A/E: el EspH promueve el alargamiento
de los pedestales de actina (40); el EspF juega un rol en el desarmado de los ajustados
empalmes entre las células del epitelio intestinal (38); el EspG esta relacionado al
efector VirA de unién a microtdbulos Shigella (36, 55); y el Map se localiza en
mitocondrias (37) pero también tiene un rol en la dinamica de la actina (48). El Ler

(regulador codificado por el LEE) es el Gnico regulador codificado por el LEE que ha

sido identificado.

RESUMEN DE LA INVENCION

Esta invencion se basa, parcialmente, en la identificacion de diversas nuevas

proteinas de secrecién comunes en agentes patégenos A/E.

La invencion provee, en un aspecto, composiciones que incluyen un polipéptido o
un fragmento o variante del mismo, 0 un sobrenadante de cultivo celular que incluye tal
polipéptido, donde el polipéptido sustancialmente puro incluye una secuencia de
aminoacidos sustancialmente idéntica a la secuencia de cualquiera o cualesquiera de
las SEQ ID Nos: 22-43, 59 6 73-84, o a fragmentos o variantes de las mismas. La

invencion también provee composiciones que incluyen una molécula de acido nucleico,
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donde la molécula de 4&cido nucleico incluye una secuencia nucleotidica
sustancialmente idéntica a la secuencia de cualquiera o cualesquiera de las SEQ ID
NO: 22-43, o a fragmentos de las mismas. Las composiciones pueden ademas incluir
un portador fisioldgicamente aceptable, o pueden ademas inciuir un adyuvante. Las
composiciones también pueden incluir una molécula polipeptidica o de acido nucleico
tal como EspA, EspB, EspD, EspP, Tir, toxina Shiga 1, toxina Shiga 2, o intimina. Los

polipéptidos o las moléculas de acido nucleico pueden ser sustancialmente puras.

La invencidn también provee, en aspectos alternativos, una bacteria o una
preparacion de la misma, donde la bacteria incluye una mutacién en un gen tal como
nieA, nleB, nleC, nieD, nleE, nieF, nleG, nieH, o un homélogo de los mismos, o incluye
una mutacion en el genoma bacteriano en una secuencia nucleotidica que es
sustanciaimente idéntica a las SEQ 1D Nos: 1-21 6 60-72. En algunas realizaciones, la
bacteria puede ser un agente patégeno A/E, tal como la E. coli enterohemorragica
(EHEC; e.g., EHEC O157:H7 6 EHEC O157:NM), la E. coli enteropatogénica (EPEC;
e.g..EPEC O127:H6), o Citrobater rodentium. En algunas realizaciones, la mutacion
puede atenuar ia virulencia, o puede estar presente en una secuencia nucleotidica en el
genoma del agente patdgeno A/JE que es sustancialmente idéntica a la secuencia
seleccionada a partir del grupo consistente en las SEQ ID NOs: 1-21 6 60-72. La
bacteria puede ser provista como una composicion, en combinacion con un adyuvénte.
En algunas realizaciones, la bacteria puede estar viva. En algunas- realizaciones, la

bacteria puede estar muerta. El modo de administracion puede ser oral o parenteral.

La invencion también provee, en aspectos alternativos, un método para detectar
la presencia de un agente patégeno AJE en una muestra, mediante la provision de una
muestra; y para detectar la presencia de una secuencia nucleotidica sustanciaimente
idéntica a una secuencia seleccionada a partir de las SEQ ID NOs: 1-21 6 60-72, 6 un
fragmento o variante de las mismas; una secuencia nucleotidica codificadora de una
secuencia polipeptidica sustancialmente idéntica a una secuencia seleccionada a partir
de las SEQ ID NOs: 22-43, 59 6 73-84, 6 un polipéptido que incluya una secuencia de
amino&cidos sustancialmente idéntica a una secuencia seleccionada a partir de las
SEQ 1D NOs: 22-43, 59 ¢ 73-84, 6 un fragmento o variante de las mismas, donde la

presencia de la secuencia nucieotidica o la secuencia de aminoacidos indica la
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presencia de un agente patégeno A/E en una muestra (e.g., huevo, heces, sangre o
intestino). La deteccion puede incluir contactar la secuencia nucelotidica con una sonda
o primer sustancialmente idéntico a una secuencia seleccionada a partir del grupo
compuesto por las SEQ ID NOs: 1-21 6 60-72, o una secuencia nucleotidica que
codifique para una secuencia polipeptidica sustancialmente idéntica a la secuencia
seleccionada a partir del grupo compuesto por las SEQ ID NOs: 22-43, 59 6 73-84, o
una porcién de las mismas, o puede incluir contactar la secuencia de aminoacidos con
un anticuerpo que se ligue especificamente a una secuencia seleccionada a partir de!
grupo compuesto por las SEQ ID NOs: 2243, 59 6 73-84, 6 un fragmento o variante de

las mismas..

La invencién también provee, en aspectos aiternativos, métodos para producir
una respuesta inmune contra un agente patégeno A/E o un componente del mismo, o
para reducir la colonizacion o la difusion de un agente patoégeno A/E en un animal (e.g.,
un humano, un rumiante, tal como ovejas —sujeto ovino-, cabras, vacas -sujeto bovino-,
etc.; o cualquier otro animal, e.g., cerdos, conejos, aves de corral -e.g., patos, polilos,
pavos-, etc.), mediante la identificacion de un animal infectado con -o en riesgo de ser
infectado por- un agente patégeno A/E; y para administrar al animal una cantidad
efectiva de una composicién que comprenda un polipéptido que incluya una secuencia
de aminoacidos sustancialmente idéntica a la secuencia de cualquiera o cualesquiera
de las SEQ ID NOs: 22-43, 59 6 73-8443; una secuencia nucleotidica due codifique
para una secuencia polipeptidica sustancialmente idéntica a una secuencia
seleccionada a partir de las SEQ ID NOs: 22-43, 59 6 73-84; una molécula de Acido
nucleico que incluya una secuencia hucleotidica sustancialmente idéntica a la
secuencia de cualquiera o cualesquiera de las SEQ ID NOs: 1-21 6 60-72: o un
sobrenadante de cultivo celular que incluya tates polipéptidos, por ende produciendo
una respuesta inmune, o reduciendo la colonizacion o la difusién del agente patdégeno

AJE en el animal.

La invencién también provee, en aspectos alternativos, un método para atenuar
la virulencia de un agente patégeno A/E mediante la provisién de un agente patogeno
AJE; y para mutar un gen tal como nleA, nieB, nleC, nleD, nleE, nieF, nieG o nieH, o un

homologo de los mismos en el agente patégeno A/E, o mutar una o mas secuencias
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nucleotidicas en el genoma del agente patégeno A/E, donde la secuencia nucleotidica
es seleccionada a partir de las SEQ {D NOs: 1-21 6 60-72, de tal modo atenuando la

virulencia.

La invencion también provee, en aspectos alternativos, un método de seleccidn
para un compuesto que ateniia la virulencia de un agente patégeno A/E mediante !a
provision de un sistema (e.g., una célula, tal como una célula de EHEC, EPEC o C.
rodentium, un modelo animal, o un sistema in vitro) que incluye: un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos sustancialmente idéntica a la secuencia de
cualquiera o cualesquiera de las SEQ ID NOs: 22-43, 59 6 73-84, o un fragmento o
variante de las mismas; una secuencia nucleotidica que codifica para una secuencia
polipeptidica sustanciaimente idéntica a una secuencia seleccionada a partir de las
SEQ ID NOs: 22-43, 59 6 73-8B4, o un fragmento o variante de las mismas; 0 una
molécula de acido nucleico que incluye una secuencia nucleotidica sustancialmente
idéntica a la secuencia de cualquiera o cualesquiera de las SEQ ID NOs: 1-21 6 60-72,
o un fragmento o variante de las mismas; ia provisién de un compuesto de prueba; y la
determinacion de si el compuesto de prueba modula la expresién, secrecién o actividad
biologica det polipéptido o de fa molécula de 4cido nucleico, donde un cambio, eg., la
disminuciéon de la expresion, secrecién o actividad bioldgica del polipéptido o la
molécula de acido nucleico, indica un compuesto que atenda la virulencia de un agente

patoégeno AJE.

La invencién también provee, en aspectos alternativos, un método para la
produccion de un factor de virulencia de un agente patégeno A/E mediante la provision
de una célula recombinante que incluye una secuencia de aminoacidos sustancialmente
idéntica a la secuencia de cualquiera de fas SEQ ID NOs: 22-43, 59 6 73-84, o un
fragmento o variante de las mismas; una secuencia nucleotidica que codifica para una
secuencia polipeptidica sustancialmente idéntica a una secuencia seleccionada a partir
del grupo compuesto por fas SEQ 1D NOs: 22-43, 59 6 73-84, o un fragmento o vanante
de las mismas; o una molécula de &acido nucleico que incluye una secuencia
nucleotidica sustancialmente idéntica a la secuencia de cualquiera de las SEQ ID NOs:
1- 21 6 60-72, o un fragmento o variante de las mismas; cultivar la célula recombinante

en condiciones que permitan la expresion y/o la secrecién dei polipéptido, y
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opcionalmente, aislar el polipéptido. En algunas realizaciones, e! polipéptido puede ser

secretado a pariir de ia célula.

La invencién también provee, en aspectos alternativos, un método para tratar o
prevenir la infeccion por un agente patdégeno A/E mediante la identificacion de un
mamifero que tenga — o esté en riesgo de tener- una infeccién por un agente patégeno
AJE; y administrar al mamifero una cantidad efectiva de un compuesto que atende la
virulencia de un agente patégeno AJE, donde el compuesto inhibe la expresién o
secrecién de un polipéptido que incluya una secuencia de aminoacidos sustancialmente
idéntica a la secuencia de cualquiera de las SEQ ID NOs: 2243, 59 6 73-84, o un
fragmento o variante de las mismas. En algunas realizaciones, el compuesto puede ser
una molecula de acido nucleico antisentido que es complementaria de una secuencia
nucleotidica sustanciaimente idéntica a la secuencia de cualquiera de las SEQ 1D NOs:

1- 21 6 60-72, o un fragmento o variante de las mismas, o puede ser un ARNSsi.

La invencion también provee, en aspectos aMernativos, un polipéptido
recombinante que incluye una secuencia de aminoacidos sustanciaimente idéntica a la
secuencia de las SEQ ID NOs: 2243, 59 6 73-84, o una molécula aislada de Acido
nucleico que incluye una secuencia nucleotidica sustanciaimente idéntica a la
secuencia de las SEQ ID NOs: 1-21 6 60-72; y/o un vector que incluye tales secuencias
nucleotidicas; y/o una célula hospedadora (e.g., un agente patdgeno A/E tal como la E.
coli enterohemorragica —EHEC-, la E. coli enteropatogénica —EPEC- o Citrobacter
rodentium, incluidos tales vectores). E! vector puede ser capaz o incapaz de integrarse

dentro del genoma de un agente patégenc A/E.

En aspectos alternativos, la invencién también provee usos de las
compaosiciones, bacterias, polipéptidos o las moléculas de acido nucleico de acuerdo a
la invencién, para la preparacién de un medicamento para la produccion de una
respuesta inmune contra un agente patogeno A/E o componentes del mismo, o para la

reduccién de la propagacion o colonizacion de un agente patoégeno A/E en un animal.

En aspectos alternativos, la invencion también provee kits que incluyen un

reactivo para la deteccién de un agente patégeno en una muestra, Y un prospecto con
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instrucciones para la deteccion del agente patdgeno A/E en la muestra. El reactivo
puede incluir una sonda o una sonda iniciadora o un primer sustanciaimente idéntico a-
una secuencia nucleotidica seleccionada a partir del grupo que comprende una o mas
de las SEQ ID NOs: 1-21 6 60-72, o un fragmento o variante de las mismas, 0 una
secuencia nucleotidica codificadora de un polipéptido sustancialmente idéntico a una o
mas de las SEQ ID NOs: 22-43, 59, 73-84 6 un fragmento o variante de las mismas, o
un anticuerpo que se une especificamente a una secuencia seleccionada a partir del
grupo que comprende una o mas de las SEQ ID NOs: 22-43, 59, 73-84, 6 un fragmento

o variante de las mismas.

Un “agente patégeno A/E” es un agente patégeno, por ejemplo una bacteria
patogénica E. coli, que puede adherirse a las superficies intestinales de un animal, por
ejemplo un mamifero, e.g., vacas, ovejas, cabras, cerdos, conejos, perros, gatos, etc., o
una especie de ave, e.g., pollos, patos, pavos, etc., y causar una lesién histologica
caracteristica llamada lesion de adherencia y destruccion (A/E) (8). En general, una
infecciéon patogénica A/E puede dar como resultado diarrea, colitis entérica, una
enfermedad renal (tal como el sindrome urémico hemolitico). Sin embargo, una
infeccion con un agente patégeno A/E no necesariamente se manifiesta como sintomas
de enfermedad; un mamifero hospedador infectado con un agente patogeno AJE puede
ser un portador del agente patégeno y permanecer sano y libre de enfermedad. De esta
manera, los mamiferos infectados con —0 en riesgo de infeccidn por- un agente
patégeno A/E incluyen animales, e.g., animales de granja, tales como aves de corral,
e.g., pollos, pavos, patos, o rumiantes, e.g., vacas, ovejas, cabras, etc., u otros
animales de granja, e.g., cerdos, que no manifiestan sintomas de enfermedad, y
también incluyen humanos, que son susceptibles a enfermedades entéricas severas

como resultado de una infeccidn patogénica A/E.

Agentes patogenos A/E que sirven de ejemplo incluyen, sin limitacion, a las E.
coli enterohemorragicas (EHEC) (también conocidas como E. coli productoras de toxina
Shiga —-STEC- o E. coli productoras de toxina Vero -VTEC), por ejemplo los seroptipos
EHEC 0157 (e.g., EHEC O157:H7, cuya secuencia genomica se describe en los
Accesos No. AEQ05594, AE005595, AP002566, AE 005174, NC_002695 6
NC_002655), 6 0158, 05, 08, 018, 026, 045, 048, 052, 055, 075, 076, 078, 084, 91,
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0103, 0104, 0111, 0113, 0114, 0116, 0118, 0119, 0121, 0125, 028, 0145, 0146, 0163,
0165; las E. coli enteropatogénicas (EPEC); y también a las E. coli patogénicas que
infectan a ratones (e.g., Citrobacter rodentium); conejos (e.g., las cepas RDEC-1, tales
como la O15:H-); cerdos; ovejas, perros; y otros mamiferos. Muchas cepas de agentes
patégenos A/E estan disponibles comercialmente, por ejemplo, a través de la American
Type Cuiture Collection (ATCC), Manassus, VA, EEUU. Los agentes pat6genos A/E
también pueden ser aislados a partir de individuos infectados, por ejemplo, mediante
cuitivo directo en agar MacConkey de sorbitol suplementado con cefixima y telurita o
mediante inoculacién en el mismo medio luego de enriquecerio inmunomagnéticamente
(72, 107, 108).

Una “proteina”, un “péptido” o un “polipéptido” es cualquier cadena de dos o mas
aminoacidos, comprendiendo aminoacidos o analogos de aminoacidos naturales o no
naturales, sin tener en cuenta modificaciones post-traduccionales (e.g., glicosilacién o
fosforilacion). Una “secuencia de aminodcidos”, un “polipéptide”, un “péptido” o una
‘proteina” de la invencién puede incluir péptidos o proteinas que tienen uniones
anormales, enlaces cruzados y capuchones terminales, uniones no peptidilicas o
grupos modificadores alternativos. Tales péptidos modificados también estan dentro del
alcance de la invencién. Ei término “grupo modificador” pretende incluir a estructuras
que estan directamente acopladas a la estructura peptidica (e.g., por acoplamiento
covalente} y a aquéllas que estan acopladas indirectamente a la estructura peptidica
(e.g., mediante una asociacién no covalente estable o por acoplamientro covalente a
residuos aminoacidicos adicionales, o a miméticos, analogos o derivados de los
mismos, que puedan flanquear la estructura peptidica central). Por ejemplo, el grupo
modificador puede estar acoplado al extremo amino o al extremo carboxilo de una
estructura peptidica, o a una region peptidica o péptido-mimética que se encuentre
flanqueando el dominio central. Alternativamente, el grupo modificador puede estar
acoplado a una cadena lateral de al menos un residuo aminoacidico de una estructura
peptidica, 0 a una regién peptidica o péptido-mimética que se encuentre flanqueando el
dominio central (e.g., a través del grupo epsilon amino de uno o mas residuos lisilo, a
través del grupo carboxilo de uno o mas reéiduos de 4acido aspartico o uno o més
residuos de acido glutamico, a través de un grupo hidroxi de uno o mas residuos tirosilo,

unc o mas residuos de serina, 0 uno o mas residuos de treonina, u otro grupo reactivo
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apropiado en una cadena lateral aminoacidica). Los grupos modificadores que estan
acoplados en forma covalente a la estructura peptidica pueden ser adosados mediante
el uso de métodos bien conocidos en el arte para ligar estructuras quimicas, incluyendo

por eifemplo los enlaces amida, alquilamino, carbamato o urea.

Los terminos “acido nucleico” o “molécuta de acido nucleico” comprenden tanto ai
ARN (hebras positiva y negativa) como al ADN, incluidos el ADNc, el ADN genémico, y
el ADN sintetico (e.g., sintetizado quimicamente). El acido nucleico puede ser de hebra
doble o hebra unica. Si es de hebra unica, el acido nucleico puede ser la hebra con
sentido o la hebra antisentido. Una molécula de 4cido nucleico puede ser cualquier
cadena de dos 0 mas nucledtidos ligados en forma covalente, incluidos los nucledtidos
naturales o no naturales, o analogos o derivados de nucledtidos. Por "ARN” se entiende
una secuencia de dos 0 mas ribonucledtidos naturales o modificados, ligados en forma
covalente. Un ejemplo de ARN modificado incluido dentro de este término es el ARN
fosforotioato. Por “ADN" se entiende una secuencia de dos o mas
desoxirribonucledtidos naturales o modificados, ligados en forma covalente. Por "ADNc¢”
se entiende el ADN copia o complementario producido a partir de una plantilla de ARN
por la accion de una ADN polimerasa ARN-dependiente (transcriptasa inversa). De esta
manera, un “clon de ADNc” significa una secuencia duplex de ADN complementaria a
una molécula de ARN de interés, portada en un vector de clonado. Por
‘complementaria” se entiende que dos acidos nucleicos, e.g., ADN o ARN, contienen un
nimero suficiente de nucledtidos capaces de formar pares de bases Watson-Crick para
producir una region de hebra doble entre los dos acidos nucleicos. De esta manera, la
adenina en una de las hebras de ADN o ARN se aparea con timina en una hebra
complementaria y opuesta de ADN, o con uracilo en una hebra complementaria y
opuesta de ARN. Se comprenderé que cada nucledtido en una molécula de acido
nucleico no necesita formar un par correspondiente de bases Watson-Crick con un
nucledtido en una hebra complementaria y opuesta para formar un duplex. Una
molécula de acido nucleico es “complementaria” de otra molécula de acido nucleico si

se hibridiza, en condiciones muy estrictas, con la segunda molécula de acido nucleico.

Un “sobrenadante de cullivo celular’, tal como se usa aqui, se refiere

generalmente a un sobrenadante derivado del cultivo de una bacteria u otro organismo
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(e.g., levadura) o célula (e.g., célula de insecto) con la capacidad de secretar uno o mas
polipéptidos con una secuencia de aminoacidos sustancialmente idéntica a ia secuencia
de cualquiera de las SEQ ID NOs: 22—43, 59, 73-84, 6 a un fragmento o variante de las
mismas, o a una porcién inmunogénica de las mismas, en el medio de cultivo celular.
En algunas realizaciones, el sobrenadante de cultivo celular es sustancialmente puro,
i.e., sustancialmente libre de calulas bacterianas o del lisato de tales células. En
algunas realizaciones, el sobrenadante de cuiltivo celular también puede contener uno o
mas de los polipéptidos EspA, EspB, EspD, Tir, intimina, toxina Shiga 1 6 2, 6 EspP, o

fragmentos o agregados de los mismos.

La bacteria puede ser un agente patdégenc A/E, por ejemplo EHEC, EPEC o
Citrobacter rodentium que, en algunas realizaciones, puede ser modificado o mutado
para expresar o secretar preferencialmente las proteinas descritas aqui, o puede ser
alguna ofra bacteria, por ejemplo una bacteria no patogénica, e.g., una E. coli no
patogénica tal como HB101, o un agente patdégeno no-A/E, que ha sido modificada o
mutada, por ejemplo, por técnica recombinante u otra, de manera tal que secrete una o
mas proteinas descritas aqui, por ejemplo un polipéptido que comprenda una secuencia
de aminoacidos sustanciaimente idéntica a la secuencia de cualquiera de las SEQ ID
NOs: 22-43, 59, 73-84, 6 a un fragmento o variante de las mismas, o0 a una porcién
inmunogénica de las mismas, en el medio de cultivo celular. En algunas realizaciones,
la bacteria no es EHEC o EPEC. En algunas realizaciones, donde la bacteria es un
agente patégeno AJE, ésta también puede portar una modiﬁcaéién adicional que
perjudica su capacidad de expresar o secretar un polipéptido (por ejemplo, EspA, EspB,
EspD, Tir, intimina, toxina Shiga 1 ¢ 2, 6 EspP) que normalmente secretaria en
ausencia de tal modificacion. En algunas realizaciones, el otro organismo (e.g.,
levadura) o célula (e.g., célula de insecto) ha sido modificado o mutado, por ejemplo por
técnica recombinante u otra, de manera tal que secreta una o mas de las proteinas aqui
descritas, por ejemplo un polipéptido que comprenda una secuencia de aminoacidos
sustancialmente idéntica a la secuencia de cualquiera de las SEQ ID NOs: 22 a 43, 0a

una porcién inmunogénica de las mismas, en el medio de cultivo celular.

Un compuesto es “sustancialmente puro” o “aislado” cuando éste es separado de

los componentes que lo acompaiian naturalmente. Tipicamente, un compuesto es
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sustancialmente puro cuando es al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50% 6 60%, 0 mas
generalmente al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% 6 99% en peso, de! material
total en una muestra. De esta manera, por ejemplo, un polipéptido que es sintetizado o
producido quimicamente mediante tecnologia recombinante, generaimente estara
sustancialmente libre de sus componentes asociados naturales. Un polipéptido también
generalmente sera sustancialmente puro si es separado de sus componentes asociados
naturales mediante técnicas fisicas, tales como centrifugacion, precipitacion,

cromatografia en columna, electroforesis en gel, HPLC, etc.

Una molécula de acido nucleico generalmente serd sustanciaimente pura o
‘aislada” cuando no es inmediatamente contigua con (i.e., ligada en forma covalente a)
las secuencias codificadoras con las cuales es normalmente contigua en el genoma
natural del organismo a partir del cual fue derivado el ADN de Ia invencién. Por lo tanto,
un gen o molecuta de acido nucleico “aislado” pretende significar un gen o molécula de
acido nucieico que no estad flanqueado por las moléculas de Aacido nucleico que
normalmente (en ia naturaleza) flanquean al gen o a fa moiécula de acido nucleico (tal
como en secuencias genomicas) y/o ha sido completa o parcialmente purificado a partir
de ofras secuencias transcriptas (como en una biblioteca de ADNc o ARN). Por
ejemplo, un acido nucleico aislado de la invencidén puede ser sustanciaimente aislado
con respecto al complejo ambiente celular en el cual naturalmente se presenta. En
algunas ocasiones, el material aislado formara parte de una composicién (por ejemplo,
un extracto crudo que contiene ofras sustancias), un sistema buffer u una mezcla de
reactivos. En oftras circunstancias, el material puede ser purificado hasta Ia
homogeneidad esencial, por ejemplo como la determinada por PAGE o cromatografia
en columna tal como HPLC. El término por lo tanto incluye, e.g., un acido nucleico
recombinante incorporado en un vector, tal como un plasmido o virus replicante en
forma autonoma; o en ADN gendmico de un procariota o eucariota, o el cual existe
como una molécula separada (e.g., un ADNc o un fragmento de ADN gendmico
producido por PCR o por tratamiento con endonucleasas de restriccion), independiente
de otras secuencias. También incluye un acido nucleico recombinante que es parte de
un gen hibrido que codifica para secuencias polipeptidicas adicionales.
Preferentemente, un acido nucleico aislado comprende al! menos aproximadamente

50%, 80% 6 90% (sobra una base molar) de todas las especies macromoleculares
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presentes. De esta manera, un gen o molécuia de acido nucleico aislado puede incluir
un gen o molécula de acido nucleico que es sintetizado quimicamente o por medios
recombinantes. Los ADN recombinantes contenidos en un vector estan incluidos en la
definicion de “aislados” tal como se la usa aqui. Ademas, las moléculas de acido
nucleico aisladas incluyen moléculas recombinantes de ADN en células hospedadoras
heterblogas, asi como moléculas de ADN parcial o sustancialmente purificadas en
solucion. Las moléculas de acido nucleico “aisladas” también comprenden a las

transcripciones de ARN in vivo e in vitro de las moléculas de ADN de la presente
| invencion. Tales moléculas de acido nucleico aisladas son Utiles para la fabricacion del
polipéptido codificado, como sondas para aislar secuencias homoélogas (e.g., a partir de
otras especies de mamiferos), para el mapeo de genes (e.g., por hibridacién in situ con
cromosomas), 0 para detectar la expresion del gen en tejidos (e.g., tejido humano, tal

como sangre periférica), tal como mediante anaflisis Northern Blot.

Un compuesto sustancialmente puro puede obtenerse, por ejemplo, por
extraccion a partir de una fuente natural; por expresiéon de una molécula recombinante -
de acido nucieico que codifique para un compuesto polipeptidico; o por sintesis
quimica. La pureza puede medirse usando cualquier método apropiado, tal como
cromatografia en columna, electroforesis en gel, HPLC, etc. Una preparacion
sustancialmente pura de una célula, por ejemplo una célula bacteriana, es una
preparacion de ceélulas en fa cual las células contaminantes que no tienen el genotipo
mutante deseado o0 que no expresan o secretan el polipéptido deseado en cantidades
suficientes, constituye menos del 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% & 90%

de! nimero total de células en la preparacién.

Varios genes y secuencias de acido nucleico de la invencién pueden ser
secuencias recombinantes. El término “recombinante” significa que algo ha sido
recombinado, de manera que cuando se lo aplica en referencia a una construccidn de
acido nucieico, el término se refiere a una molécula que esta compuesta por secuencias
de acido nucleico las cuales son unidas o producidas mediante técnicas de biologia
molecular. El término “recombinante’, cuando es aplicado en referencia a una proteina
0 un polipéptido, se refiere a una proteina o moiécula polipeptidica que se expresa

usando una contruccion de acido nucleico recombinante creada mediante técnicas de
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biologia molecutar. El término “recombinante”, cuando es aplicado en referencia a la
composicion genética, se refiere a una gameta o progenie con nuevas combinaciones
de alelos que no estaban presentes en los genomas paternos. Las construcciones
recombinantes de acido nucleico pueden incluir una secuencia nucleotidica ligada a o
manipulada para ser ligada a- una secuencia de &cido nucleico a la cual no se
encuentra ligada en {a naturaleza, o a la cual esta ligada en un sitio diferente en la
naturaleza. Referirse a una construccién de acido nucleico como “recofnbinante" indica
por lo tanto que la molécula de acido nucleico ha sido manipulada por medio de

ingenieria genética, i.e., con intervencion humana.

Las construcciones recombinantes de acido nucleico pueden por ejemplo ser
introducidas en una célula hospedadora mediante transformacion. Tales construcciones
recombinantes de acido nucleico pueden incluir secuencias derivadas a partir de la
misma especie de célula hospedadora o a partir de diferentes especies de célula
hospedadora, las cuales han sido aisladas y reintroducidas en células de la especie
hospedadora. Las secuencias de las construcciones recombinantes de acido nucleico
pueden ser integradas al genoma de [a célula hospedadora, ya sea como resultado de
la transformacion original de la célula hospedadora, o como el resultado de Ia

subsiguiente recombinacién y/o eventos de reparacién.

Tal como se emplea aqui, “heter6logo” en referencia a un acido nucleico o
proteina es una molécula que ha sido manipulada con intervencién humana de manera
que esta localizada en un lugar distinto del lugar en el cual se encuentra naturalmente.
Por ejemplo, una secuencia de acido nucleico de una especie puede ser introducida en
el genoma de ofra especie , 0 una secuencia de acido nucieico de un locus genomico
puede ser desplazada a otro locus gendmico o extracromosémico en la misma especie.
Una proteina heteréloga incluye, por ejemplo, una proteina expresada a partir de una
secuencia codificadora heteréloga, o una proteina expresada a partir de un gen

recombinante en una célula que naturalmente no expresaria la proteina.

Una secuencia “sustanciaimente idéntica’ es una secuencia de aminoacidos o
nucledtidos que difiere de una secuencia de referencia s6lo por una 0 mas sustituciones

conservativas, tal como se discute aqui, o por una 0 mas sustituciones, deleciones o
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inserciones no conservativas localizadas en posiciones de la secuencia que no
destruyen la funcion biolégica del aminoacido o de la molécula de acido nucleico. Tal
secuencia puede ser cualquier niamero entero entre 10% y 99%, o mas generalmente al
menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50, 55% 6 60%, 6 al menos 65%, 75%, 80%, 85%, 90% 6
95%, 6 tanto como 96%, 97%, 98% 6 99% idéntica, al nivel de aminoacidos o
nucledtidos, a la secuencia usada para comparacion, usando por ejemplo el programa
Align (86) o FASTA. Para polipéptidos, la longitud de las secuencias de comparacién
puede ser al menos de 2, 5, 10 6 15 aminoacidos, o al menos de 20, 25 6 30
aminoacidos. En realizaciones alternativas, la longitud de las secuencias de
comparacion puede ser al menos de 35, 40 6 50 aminoacidos, o superior a 60, 80 6 100
aminoacidos. Para molécuias de acido nucleico, la longitud de las secuencias de
comparacion puede ser al menos de 5, 10, 15, 20 6 25 nucledtidos, o al menos de 30,
40 6 50 nucledtidos. En realizaciones alternativas, la longitud de las secuencias de
comparacién puede ser al menos de 60, 70, 80 6 90 nucledtidos, o superior a 100, 200
6 500 nucledtidos. La identidad de la secuencia puede ser facilmente medida usando
software de analisis de secuencias disponible al publico (e.g., Sequence Analysis
Software Package del Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology -
Center, 1710 University Avenue, Madison, Wis. 53705, o el software BLAST de la
National Library of Medicine, o como se describe aqui). Los ejemplos de software Ctil
incluyen los programas Pile-up y PrettyBox. Tal software establece correspondencias
entre secuencias similares mediante la asignacion de grados de homologia a varias

sustituciones, deleciones y otras modificaciones.

Alternativamente, o adicionalmente, dos secuencias de acido nucleico pueden
ser “sustancialmente idénticas" si se hibridizan en condiciones muy estrictas. En
algunas realizaciones, condiciones muy estrictas son, por ejemplo, condiciones que
permiten una hibridacién comparable con [a hibridacién que ocurre al usarse una sonda
de ADN de al menos 500 nucledtidos de longitud, en un buffer que contiene NaHPO,
0,5 M, pH 7,2; SDS al 7%, EDTA 1mM y BSA al 1% (fraccién V) a una temperatura de
65°C, o un buffer que contiene formamida al 48%, 4,8x SSC, Tris-Cl 0,2 M, pH 7.86; 1x
solucion de Denhardt, sulfato de dextrano al 10% y SDS al 0,1%, a una temperatura de
42°C. (Estas son condiciones tipicas para hibridaciones Northem y Southern de elevada

exactitud.) Las hibridaciones pueden llevarse a cabo durante un periodo de alrededor
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de 20 a 30 minutos, o alrededor de 2 a 6 horas, o alrededor de 10 a 15 horas, 0
superior a 24 horas o mas. De la hibridacion en elevada exactitud depende también el
éxito de numerosas técnicas ejecutadas en forma rutinaria por bi6logos moleculares,
tales como PCR de elevada exactitud, secuenciacion de ADN, anilisis conformacional
de polimorfismo de hebra tnica, e hibridacion in situ. Contrariamente a las hibridaciones
Norhern y Southern estas técnicas usualmente se realizan con sondas relativamente
cortas (e.g., usualmente alrededor de 16 nuclettidos ¢ mas larga para PCR o
secuenciacion, y airededor de 40 nucleStidos o mas larga para hibridacién in situ). Las
condiciones de elevada exactitud usadas en estas técnicas son bien conocidas para

aquellos diestros en el arte de la biologia molecular (61).

Una secuencia sustancialmente idéntica puede ser por ejemplo una secuencia de
aminoacidos que es sustancialmente idéntica a la secuencia de cualquiera de las SEQ
ID NOs: 2243, 59 6 73-84, o un fragmento o variante de las mismas, 0 una secuencia
nucleotidica sustancialmente idéntica a la secuencia de cualquiera de las SEQ ID NOs:
1-21 6 60-72, o un fragmento o variante de las mismas. En algunas realizaciones, una
secuencia sustancialmente idéntica puede ser por ejemplo una secuencia nucleotidica
que es complementaria a —o se hibridiza con- la secuencia de cualquiera de las SEQ ID
NOs: 1-21 6 60-72, o un fragmento o variante de las mismas. En algunas realizaciones,
una secuencia sustancialmente idéntica puede ser derivada a partir de un agente

patégeno A/E.

Una “sonda” o “primer” es una molécuia de ADN o ARN de secuencia definida y
con una sola hebra, que puede aparearse por sus bases a una segunda molécula de
ADN o ARN que contiene una secuencia complementaria (el blanco). La estabilidad de
la molécula hibrida resultante depende del grado de apareamiento de bases que tiene
lugar, y es afectada por parametros tales como el grado de complementariedad entre la
sonda y la molécula blanco, y el grado de exactitud de las condiciones de hibridacion. E!
grado de exactitud de hibri_gi_acién es afectado por parametros tales como la
temperatura, la concentracién .d-é sales, y la concentracion de moléculas organicas tales
como formamida, y se detgrmina por métodos que son conocidos a aguéllos diestros en
el arte. Las sondas o primers especificos para las secuencias de Aacido nucleico

descritas aqui, o porciones de las mismas, pueden variar en longitud por cualquier
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numero entero desde al menos 8 nucleédtidos hasta mas de 500 nucleétidos, incluyendo
cuaiquier valor entre estos, dependiendo del propésito para el cual -y las condiciones
en las cuales- la sonda o primer es usado. Por ejemplo, una sonda o primer puede tener
al menos 8, 10, 15, 20 6 25 nuclebtidos de longitud, o puede tener al menos 30, 40, 50
6 60 nucledtidos de longitud, o puede tener mas de 100, 200, 500 6 1000 nucleétidos
de iongitud. Las sondas o primers especificos para las moléculas de acido nucleico
descritas aqui pueden ser cualquier nimero entero desde 10% hasta 99%, o mas
generaimente al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 55% 6 60%, o al menos 65%, 75%,
80%, 85%, 90% 6 95%, o tanto como 96%, 97%, 98% 6 99% idénticas a las secuencias

de acido nucleico descritas aqui usando por ejemplo el programa Align (96).

Las sondas y los primers pueden marcarse detectablemente, ya sea
radiactivamente o no radiactivamente, mediante métodos que son conocidos para
aquélios diestros en el arte. Las sondas 0 primers pueden usarse para métodos que
implican la hibridacion de acido nucleico, tales como la secuenciacion de 4cido nucleico,
amplificacién de acido nucieico por reaccién en cadena con polimerasa, analisis de
polimorfismo conformacional de hebra unica (SSCP), analisis de polimorfismo de
fragmentos por restriccion (RFLP), hibridacion Southern, hibridacion Northern,
hibridaci6n in situ, ensayo de desplazamiento por mobilidad electroforética (EMSA), v
otros métodos que son conocidos para aquéllos diestros en el arte. Las sondas o
primers pueden ser derivadas a partir de ADNc o ADN gendmico, por ejemplo por
amplificacion, o a partir de segmentos de ADN clonados, o pueden ser sintetizados

quimicamente.

Una “"mutacidén” incluye cualquier alteracion en la secuencia de ADN, i.e.,
genoma, de un organismo cuando se lo compara con la cepa parental. Las alteraciones
pueden surgir espontaneamente o por exposicion del organismo a un estimulo
mutagénico tal como un compuesto quimico mutagénico, energia, radiacién, técnicas
recombinantes, apareamiento o cualquier otra técnica empleada para alterar ADN. Una
mutacion puede incluir una alteracion en cualquiera de las secuencias nucleotidicas
aqui descritas, o puede incluir una alteracién en una secuencia nucleotidica que

codifique para cualiquiera de los polipéptidos descritos aqui.
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Una muta-cién puede “atenuar virulencia” si, como resuitado de la mutacion, el
nivel de virulencia de la céiula mutante disminuye al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80%, 90% & 100% respecto de la cepa parental. La disminucién de la
virulencia también puede medirse por una disminucion de al menos 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% 6 100% en la expresion de un polipéptido, por
ejemplo un polipéptido que incluya una secuencia de aminoacidos sustancialmente
idéntica a la secuencia de cualquiera de las SEQ ID NOs: 22-43, 59 6 73-84, o un
fragmento o variante de las mismas, en la cepa mutante cuando se la compara con la
cepa parental. La virulencia de un agente patdégeno A/E puede medirse segiin se
describe aqui o tal como es conocido para el arte. Una disminucién de la virulencia
también puede medirse por un cambio de al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90% 6 100% en la actividad bioldgica de un polipéptido, por ejemplo un
polipéptido que incluya una secuencia de aminoacidos sustancialmente idéntica a la
secuencia de cualquiera de las SEQ |D NOs: 22-43, 59 6 73-84, o un fragmento o

variante de las mismas.

“Modular” o “modula” significa cambiar, ya sea por aumento o disminucién. E
aumento o la disminucion puede ser un cambio de cualquier valor entero entre 10% y
90%, o de cualquier valor enetro entre 30% y 60%, o puede ser superior a 100%,

cuando se la compara con un control o una muestra o compuesto de referencia.

Un “compuesto de prueba” es cualquier compuesto quimico natural o derivado
artificialmente. Los compuestos de prueba pueden incluir, sin limitacion, a péptidos,
polipéptidos, moléculas organicas sintetizadas, moléculas organicas naturales,
moiéculas de acido nucleico. Un compuesto de prueba puede “competir” con un
compuesto conocido tal como cualquiera de los polipéptidos o moléculas de acido
nucleico descritas aqui, por ejemplo, interfiiendo con la virulencia o interfiriendo con

cualquier respuesta biolégica inducida por el compuesto conocido.

Generalmente, un compuesto de prueba puede exhibir cualquier valor entre 10%
y 200%, o superior a 500% de modulaciéon cuando se lo compara con un compuesto de
referencia. Por ejemplo, un compuesto de prueba puede exhibir al menos cualquier

valor entero positive 0 negativo entre 10% y 200% de moduiacion, o al menos cualquier
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valor entero positivo o negativo entre 30% y 150% de modulacién, o al menos cualquier
valor entero positivo o negativo entre 60% y 100% de modulacién, o cualquier valoe
entero positivo 0 negativo superior a 100% de modulacién. Un compuesto que es un
modulador negativo en general disminuird la modulacion relativa a un compuesto
conocido, mientras que un compuesto que es un modulador positivo en general

aumentara la modulacion relativa a un compuesto conocido.

Un “vector” es una molécula de ADN derivada, por ejemplo, de un plasmido,
bacteriéfago, virus de mamifero o de insecto, o cromosoma artificial, en la cual puede
insertarse una molécula de acido nucleico, por ejemplo una secuencia nucleotidica
substancialimente idéntica a la secuencia de cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-21 6 60-
72 6 un fragmento o variante de las mismas. Un vector puede contener uno o0 mas sitios
unicos de restricciobn y puede ser capaz de replicacion autdbnoma en un definido
organismo hospedador o vehiculo, de manera tal que la secuencia clonada sea
reproducible. Un vector puede ser un vector de expresion de ADN, i.e., cualguier
elemento auténomo capaz de dirigir la sintesis de ‘-un polipéptido recombinante, y puede
por lo tanto ser usado para expresar un polipéptido, por ejemplo un polipéptido que
comprenda una secuencia de aminoacidos sustancialmente idéntica a la secuencia de
cualquiera de las SEQ ID NOs: 22-43, 59 6 73-84, o un fragmento o variante de las
mismas, en una ceélulas hospedadora. Los vectores de expresion de ADN incluyen
plasmidos y fagos bacterianos y plasmidos y virus de mamiferos e insectos. Un vector.
puede ser capaz de integrarse al genoma de la célula hospedadora, de manera tat que
cualquier modificacion introducida en el genoma de la célula hospedadora por el vector
deviene parte del genoma de la célula hospedadora. Un vector puede ser incapaz de
integrarse al genoma de la célula hospedadora, y por lo tanto permanecera como una

unidad autbnomamente replicante, tal como un plasmido.

Un anticuerpo se “une especificamente” a un antigeno cuando lo reconoce y se
une al antigeno, por ejemplo, un polipéptido que incluya una secuencia de aminoacidos
sustancialmente idéntica a la secuencia de cualquiera de las SEQ 1D NOs: 2243, 59 6
73-84, o un fragmento o variante de las mismas, pero sustanciaimente no reconoce y no

se une a moleéculas. en una muestra. Tal anticuerpo tiene, por ejemplo, una afinidad por



el antigeno que es al menos 10, 100, 1000 6 10000 veces mayor que la afinidad del

anticuerpo por otra molécula de referencia en una muestra.

Una “muestra’ puede ser cualquier érgano, tejido, célula 0 extracto de células
aislado de un sujeto, tal como una muestra aislada de un animal infectado con un
agente patégeno A/E, o un animal al cual se le ha administrado uno o mas de los
polipéptidos o moléculas de 4cido nucleico de la invencidon, o fragmentos
inmunogénicos de las mismas. Por ejemplo, una muestra puede incluir, sin Iimitaciéﬁ,
tejido (e.g., de una biopsia o autopsia), células, sangre, suero, leche, orina,
deposiciones, saliva, heces, huevos, cultivo de células de mamifero o medio de cultivo,
o cualquier otro especimen, o cualquier extracto de los mismos, obtenido de un paciente
(humano o animal), sujeto de prueba o animal experimental. Una muestra también
puede incluir, sin limitacién, productos producidos en un cultivo celular por células
normales o transformadas (e.g., mediante ADN recombinante o tecnologia de
anticuerpos monoclonales). Una “muestra” también puede ser una célula o linea celular
creada en condiciones experimentales, que no son aisladas directamente de un sujeto.

Una muestra también puede ser libre de células, derivada artificiaimente o sintetizada.

La muestra puede ser analizada para detector la presencia de un gen, genoma,
polipéptido, o molécula de acido nucleico derivada de un agente patdgeno A/E, o para
detectar una mutacién en un gen derivado de un agente patdégeno A/E, para detectar
niveles de expresion de un gen o polipéptido derivado de un agente patdégeno A/E, o
para determinar la funcién biologica de un gen o polipéptido derivado de un agente
patégeno A/E, usando métodos que son conocidos en el arte y/o descritos aqui. Por
ejemplo, métodos tales como secuenciacién, analisis de polimorfismo conformacional
de hebra dnica (SSCP), o andlisis de restriccion del polimorfismo de la longjtud de
fragmentos (RFL.P) de los productos de PCR derivados de una muestra pueden usarse
para detectar una mutacion en un gen; para medir los niveles de afinidad de los
polipéptidos o anticuerpos puede usarse ELISA o Western Blot; para medir los niveles
de ARNm puede usarse Northern Blot, o puede usarse PCR para medir el nivel de una

molécula de acido nucleico.



000023

Una “respuesta inmune” incluye, pero no ests limitada, a una o mas de las
siguientes respuestas en un mamifero: induccion de anficuerpos, células B, células T
(incluidas células T ayudantes, células T supresoras, células T citotoxicas, células T v5)
dirigidos especificamente a elflos antigeno/s en una composicion o vacuna, seguido de
la administracion de la composiciébn o vacuna. Una respuesta inmune a una
composicidn o vacuna, por lo tanto, generalmente implica el desarrollo, en el mamifero
hospedador, de una respuesta celular y/o mediada por anticuerpos hacia la
composicion o vacuna de interés. En general, la respuesta inmune dara como resultado
la prevencion o la reduccion de la infeccion por un agente patégeno AJE; la resistencia
del intestino a la colonizacion por un agente patégeno A/E; o ia reduccién de la difusion

del agente patégeno A/E.

Un “fragmento inmunogénico” de un polipéptido o de una molécula de Acido
nucleico se refiere a una secuencia de amino4cidos o de nuclettidos que produce una
respuesta inmune. Por lo tanto, un fragmento inmunogénico puede incluir, sin limitacién,
cualquier porcién de cualquiera de las secuencias descritas aqui, 0 una secuencia
sustancialmente idéntica a las mismas, que incluyan uno o mas epitopes (el sitio
reconocido por una célula especifica del sistema inmunitario, tal como una célula T o
una célula B). Por ejemplo, un fragmento inmunogénico puede incluir, sin limitacion,
peptidos con un nimero cualquiera entre 6 y 60, o superior a 60, de aminoacidos de
longitud, e.g., péptidos con un nimero cualquiera entre 10 y 20 aminoacidos de
longitud, o entre 20 y 40 aminoacidos de longitud, derivados de cualquiera o
cualesquiera de las secuencias descritas aqui. Tales fragmentos pueden identificarse
usando meétodos corrientes conocidos para aquéllos diestros en el arte, tales como
tecnicas de mapeo de epitopes o antigenicidad o diagramas de hidropatia usando, por
ejemplo, la version 1.0 del programa Omiga del Oxford Molecular Group (ver, por
ejemplo, Patente US No. 4.708.871) (76, 77, 81, 92, 73).

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las Figuras 1A-F muestran las secuencias de nucleétidos y amino4cidos del

NieA de C. rodentium, EPEC, y EHEC (SEQ ID NOs: 1-3 y 22-24).
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Las Figuras 2A-J muestran las secuencias de nucledtidos y aminoacidos del
NleB y NieB2 de C. rodentium, EPEC, y EHEC (SEQ 1D NOs: 4-7 & 25-29 y 60).

Las Figuras 3A-F muestran las secuencias de nucledtidos y aminoacidos del
NleC de C. rodentium, EPEC, y EHEC (SEQ ID NOs: 8-10 y 30-32).

Las Figuras 4A-F muestran las secuencias de nuclettidos y aminoacidos del
NleD de C. rodentium, EPEC, y EHEC (SEQ ID NOs: 11-13 y 33-35).

Las Figuras 5A-H muestran las secuencias de nucledtidos y aminoacidos del
NieE de C. rodentium, EPEC, y EHEC (SEQ ID NOs: 14-17 y 36-39).

Las Figuras 6A-H muestran las secuencias de nucledtidos y aminoacidos del
NleF de C. rodentium, EPEC, y EHEC (SEQ iD NOs: 18-21 y 40-43).

La Figura 7 muestra un alineamiento secuencial de aminoacidos de C. rodentium
Orf11/GrlA (SEQ iD NO: 56) con un regulador transcripcional positivo, CaiF (SEQ ID

NO: 57), y con la secuencia de aminoacidos deducida de una proteina no
caracterizada de Salmonella (SEQ ID NO: 58). La estructura hélice-giro-hélice
esperada, caracteristica de las profeinas de union del ADN, estd subrayada. Los
residuos aminoacidicos idénticos estan sefialados con *, mientras que los cambios
conservados esta marcados con +.

La Figura 8 muestra la complementacion del Aorf11 de C. rodentium por el orf11
de C. rodentium (pCRorf11), EHEC (pEHorf11), o EPEC (pEPorf11), y la
complementacion de! mutante doble Aler -Aorf11 de C. rodentium por el ler o el orf11 de

C. rodentium.

La Figura 9 es un diagrama esquematico que muestra las localizaciones
relativas de las islas con los 6 genes efectores recientemente identificados en el
genoma EHEC 0157:H7. También se muestran las localizaciones de ios genes de la
toxina Shiga (stx), el LEE, y el TTSS inv-spa. Adviértase la asociacion de muchos de
estos genes con profagos (CP-833 y BP-933).

Las Figuras 10A-B muestran el analisis protedmico de las proteinas EHEC
secretadas. A. Gel SDS-PAGE unidimensional de proteinas secretadas totales de
EHEC de tipo salvaje (wt) y del mutante de secrecion del tipo Ilf (EscN-). La migracion
de los marcadores de peso molecular (en kDa} esta indicada a la izquierda del gel. B.

Gel bidimensional de proteinas secretadas totales de EHEC de tipo salvaje. lLa
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migracion de los marcadores de peso molecular (en kDa) est4 indicada a la izquierda, y
los vatores aproximados de pl se muestran arriba del gel. Las manchas de proteina

analizadas por espectroscopia de masa (ver Tabla l) estan encerradas en circulos y

numeradas.

Las Figuras 11A-C muestran la organizacion genomica, distribucion vy
conservacion del NleA. A. Representacion grafica de la region alrededor de nleA en el
genoma EHEC. La direccion transcripcional de cada ORF est4 indicada con una flecha.
La anotacion de los ORF esta modificada de (3). El NieA est4 Qestacado en negrita. B.
Analisis por Southem Blot del ADN genémico de EPEC, EHEC, REPEC, Citrobacter
rodentium (Citro ), y la cepa no patogénica HB101 de E. cofi. Cada una de las muestras
de ADN genomico fue digerida con BamHI (lineas 1, 4, 7, 10,13), EchI (lineas 2, 5, 8,
11, 14), y Pstl (lineas 3, 6, 9, 12, 15). C. Alineamiento de secuencias de proteinas
multiples de NleA de EHEC, él profago de una cepa EHEC intimina-poisitiva y no-0157
(O84:H4), EPEC y Citrobacter rodentium. Los residuos idénticos estan representados
por un punto (.), los aminoacidos ausentes en una secuencia en particular estan
representados con un guion (-). Dos tramos hidrofébicos que podrian ser dominios

putativos de transmembrana estan destacados en negrita en 1a secuencia de EHEC.

La Figura 12 muestra un analisis Western Blot de proteinas secretadas (lineas a
la izquierda) y pellets bacterianos (lineas a la derecha) de EHEC de tipo salvaje (wt) y el
mutante de secrecion de tipo Iil (EscN-} que expresa pNleA-HA y los controles no
transformados. Los blots fueron sondeados con anti-HA (A.), anti-DnaK (B.), anti-Tir

(C.).

Las Figuras 13A-B muestran secrecion de tipo lll y franslocacién en la EHEC
AnieA. A. Gel SDS-PAGE de las proteinas secretadas totales de la EHEC salvaje (wt) y
el mutante AnleA. La migracion de marcadores de peso molecular (en kDa) esta
indicada a la izquierda del gel. B. El analisis Western Blot de proteinas secretadas de la
EHEC de tipo salvaje (wt) y el mutante AnleA con antisuero anti-NieA. La migracion de

los marcadores de peso molecular (en kDa) esta indicada a la izquierda del gel.
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Las Figuras 14A-B muestran en andlisis Western Blot de fracciones de células
hospedadoras infectadas. A. Las células HelLa fueron infectadas con EHEC de tipo
salvaje (wt) o escN- que expresan NleA marcado con HA y sometido a fraccionamiento
subcelular por centrifugacion diferencial. Las fracciones analizadas fueron: bacterias,
celulas y citoesqueletos sanos (peliet de baja velocidad), citosol de la células
hospedadora (citosol hospedador}, y membranas de células hospedadoras (membrana
hospedadora). Las fracciones fueron analizadas por Western Blot usando anticuerpos
anti-HA, anti-DnaK, anti-Calnexina, y antitubulina. B. Se aislaron fracciones de
membrana de células infectadas con EHEC de tipo salvaje que expresa NieA marcado
con HA. Las fracciones de membrana luego fueron extraidas sobre hielo en condiciones
de alto nivel de sal (NaCl 1M), alto pH (pH 11,4), pH neutral y sal isoténica (control), o
pH neutral y sal isotonica conteniendo 1% de triton x100 (Triton X100), vy
centrifugadaspara obtener fracciones de membrana solubles (S) e insolubles (P). Estas
fracciones fueron sometidas a andlisis Western Blot con anticuerpos anti-HA (panel

superior), anticalnexina (panel medio} y anti-calreticulina (panel inferior).

Las Figuras 15A-D muestra estudios de virulencia de Citrobacter rodentium en
ratones. A. Andlisis Western Blot de extractos bacterianos totales de C. rodentium de
tipo salvaje (wt) y el mutante AnleA, sondeados con antisuero anti-NleA. La migracion
de los marcadores de peso molecular (en kDa) esta indicada a la izquierda del gel. B.
graficos de supervivencia para ratones CéHlHeJ infectados con C. rodentium de tipo
salvaje (cuadrados negros), C. rodentium AnleA (circulos blancos), y ratones
previamente infectados con el mutante AnleA y subsiguientemente expuestos a C.
rodentium de tipo salvaje (barras verticales). Los ratones fueron monitoreados
diariamente durante el curso de ia infeccion y cuando se tornaban moribundos eran
sacrificados inmediatamente. Se indica el porcentaje del nimero inicial de ratones en
cada grupo que eran viables cada dia. C. Titulaciones de C. rodentium del colon de
ratones suizos NIH infectados. Los ratones fueron infectados con C. rodentium de tipo
salvaje {circulos negros) o la cepa AnleA (circulos blancos) y sacrificados al dia 10 post-
infeccion. El tejido del colon y los pellets fecales fueron homogeneizados y cultivados en
agar MacConkey para determinar la carga fotal de C. rodentium en el colon del raton al
momento del sacrificio. Cada ratén en el experimento esta representado por un Gnico

punto. La media de cada grupo estd indicada en el grafico mediante barras
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horizontales. D. Pesos del colon y el bazo de los ratones suizos NiH infectados. Los
ratones fueron infectados con C. rodentium de tipo salvaje (cuadrados y triangulos
negros) o |a cepa AnleA (cuadrados y triangulos blancos), y sacrificados al dia 10 post-
infeccion. Los colones (cuadrados) y bazos (triangulos) fueron disecados y pesados.
Cada raton en el experimento esta representado por un Unico punto. La media de cada

grupo esta indicada en el grafico mediante barras horizontales.

Las Figuras 16A-B muestran las secuencias de nuclettidos y aminoacidos del

homélogo de NieG de EHEC (SEQ ID NOs: 61y 73).

Las Figuras 17A-B muestran las secuencias de nuclebtidos y aminoacidos del

homoliogo de NieH1 de EHEC (SEQ ID NOs: 62 y 74).

Las Figuras 18A-B muestran las secuencias de nucledtidos y aminoacidos del
homologo de NieH2 de EHEC (SEQ ID NOs: 63 y 75).

Las Figuras 19A-B muestran las secuencias de nucledtidos y aminoacidos del

22076 de EHEC (SEQ ID NOs: 64 y 76).

Las Figuras 20A-B muestran las secuencias de nuclebtidos y aminoacidos del

22149 de EHEC (SEQ ID NOs: 65y 77).

Las Figuras 21A-B muestran las secuencias de nuclettidos y aminoacidos del
72150 de EHEC (SEQ ID NOs: 66 y 78).

Las Figuras 22A-B muestran las secuencias de nuclettidos y aminoacidos dei

Z2151 de EHEC (SEQ iD NOs: 67 y 79}.

Las Figuras 23A-B muestran las secuencias de nuclettidos y aminoacidos del

Z2337 de EHEC (SEQ [D NOs: 68 y 80).

Las Figuras 24A-B muestran las secuencias de nuclettidos y aminoacidos del

72338 de EHEC (SEQ ID NOs: 69 y 81).
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Las Figuras 25A-B muestran las secuencias de nucleétidos y aminoacidos del
72339 de EHEC (SEQ ID NOs: 70 y 82).

Las Figuras 26A-B muestran las secuencias de nuclettidos y aminoacidos del

72560 de EHEC (SEQ 1D NOs: 71y 83).

Las Figuras 27A-B muestran las secuencias de nucledtidos y aminoacidos del
Z2976 de EHEC (SEQ ID NOs: 72 y 84).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Hemos identificado varias nuevas comunes proteinas de secrecién para agentes
patégenos A/E (Tabla 2) usando un regulador LEE positivo (Regulador Global del
Activador LEE, o GrlA) las cuales pueden usarse para aumentar significativamente la
secrecion, y nos ha permitido seleccionar funcionalmente las proteinas secretadas via el
TTSS codificado por LEE mediante un acercamiento basado en la protedmica. Estas
nuevas proteinas, llamadas Nie (efector no codificado por LEE) desde A hasta H, estan
presentes en agentes patdgenos que contienen LEE, y estan ausentes en cepas no
patogénicas de E. coli y en agentes patégenos que no son LEE; estan codificadas fuera
del LEE por 3 PAls presentes en los agentes patégenos A/E y han coevolucionado con
el LEE (3, 8). La identificacion de estas proteinas ha permitido, en algunos casos,r la
asignacion de funciones a los ORFs con funciones previamente desconocidas. Una
proteina que sirve de ejemplo, NleA (p54), es un efector del tipo Il en agentes
patogenos A/E, incluso en C. rodentium, EPEC y EHEC, y juega un rol critico en la
virulencia. La NleA esta codificada en una isla de patogenicidad asociada a un fago,
dentro del genoma de EHEC, separado del LEE. El TTSS codificado por LEE dirige la
translocacion de la NleA hacia dentro de la célula hospedadora, donde se localiza al
aparato de Golgi. La NleA esta presente en agentes patogenos con LEE, y esta ausente

en cepas no patogénicas de E. coli y en agentes patdgenos sin LEE.

En algunas realizaciones de la invencion, estos polipéptidos y las moléculas de

acido nucleico que codifican para estos polipéptidos, o porciones de las mismas,
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pueden ser d(tiles como vacunas, terapéuticas, diagnosticos, o herramientas para la

seleccion de drogas para infecciones por agentes patégenos A/E, o como reactivos.

Polipéptidos y compuestos de prueba

Los compuestos de acuerdo a la invencidn incluyen, sin limitacién, a los
polipéptidos y moléculas de acido nucleico descritas en, por ejemplo, las SEQ 1D NOs:
1-56, 59-84, y a los fragmentos, analogos y variantes de las mismas. Los compuestos
de acuerdo a la invencion también incluyen a los productos de los genes orf11/griA,
nleA, nieB, nleB2, nleC, nleD, nleE, nleF, nleG, nleH (nle H1 y/o nle H2), o los
homélogos de los mismos. Los compuestos de acuerdo a la invencién también incluyen
a los polipéptidos y molécuias de acido nucleico descritas en, por ejemplo, la secuencia
genomica de EHEC (e.g., AE005174) como los nimeros Z0985 (NleB2), 20986 (NleC),
Z0990 (NleD), 26020 (NleF), 26024 (NleA), Z4328 (NleB), 24329 (NleE), Z6025 (NleG
homolog), Z6021 (NleH1), 20989 (NleH2), 22076, Z2149, 22150, Z2151, Z2337, 22338,
Z£2339, 22560, 22976, 6 L0043 (Orf11/GriA)(Acceso No. AF071034), y a los fragmentos,

analogos y variantes de las mismas.

Los compuestos pueden prepararse, por ejemplo, remplazando, eliminando o
insertando un residuo aminoacidico en cualquier posicion de un polipéptido aqui
descrito, con otros residuos aminoacidicos conservativos, i.e., residuos con similares
propiedades fisicas, bioldgicas o quimicas, y seleccionando, por ejemplo, por la
capacidad del compuesto para atenuar la virulencia. En aigunas realizaciones de la
invencion, los compuestos de la invencidn incluyen anticuerpos que se unen
especificamente a los polipeptidos aqui descritos, por ejemplo, las SEQ ID NOs: 22-43,
59 6 73-84.

Es bien conocido para el arte el hecho de que algunas modificaciones y cambios
pueden hacerse en la estructura de un polipéptido sin alterar sustancialmente la funcién
biolégica de ese péptido, para obtener un polipéptido bioldégicamente equivalente. En un
aspecto de la invencién, los polipéptidos de la presente invencidn se extienden también
a peptidos o “variantes” biologicamente equivalentes que difieren de una porcién de la

secuencia de los polipéptidos de la presente invencién por sustituciones conservativas
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de aminoacidos, o difieren por sustituciones no conservativas que no afectan la funcion
biologica, e.g., la virulencia. Tal como se lo emplea aqui, el término “sustituciones
conservadas de aminoacidos” se refiere a la sustitucion de un aminoécido por otro en
una posicion dada del péptido, donde la sustitucion puede hacerse sin pérdida
sustancial de la funcion relevante. En la realizacién de tales cambios, las sustituciones
de residuos aminoacidicos parecidos puede hacerse sobra la base de la similitud
relativa de los sustituyentes en la cadena lateral, por ejemplo, su tamafio, carga,
hidrofobicidad, hidrofilicidad, y demas, y tales sustituciones pueden ser sometidas a

ensayos respecto de su efecto sobre la funcion del péptido mediante pruebas de rutina.

Tal como se lo emplea aqui, el término “aminoacidos” se refiere a aquellos L-
aminoacidos cominmente hallados en proteinas presentes en la naturaleza, D-
aminoacidos y tales aminoacidos cuando han sido modificados. De acuerdo a esto, los
aminoacidos de la invencién pueden incluir, por ejemplo: Acido 2-Aminoadipico; Acido
3-Aminoadipico; beta-Alanina; Acido beta-Aminopropiénico; Acido 2-Aminobutirico:
Acido 4-Aminobutirico; Acido piperidinico; Acido 6-Aminocaproico; Acido 2-
Aminoheptanoico, Acido 2-Aminoiscbutirico; Acido 3-Aminoisobutirico; Acido 2-
Aminopimélico; Acido 2,4 Diaminobutirico; Desmosina; Acido 2,2'-Diaminopimélico;
Acido 2,3-Diaminopropiénico; N-Etilglicina; N-Etilasparagina; Hidroxilisina; alo-
Hidroxilisina;, 3-Hidroxiprolina; 4-Hidroxiprolina; Isodesmosina; alo-Isoleucina; N-
Metilglicina; sarcosina, N-Metilisoleucina; 6-N-metil-lisina; N-Metilvalina; Norvalina;

Norleucina; y Ornitina.

En algunas realizaciones, las sustituciones conservadas de amino4cidos pueden
hacerse donde un residuo aminoacidico es sustituido por otro con un similar valor de
hidrofilicidad (e.g., dentro de un valor de mas o menos 2,0; o mas o menos 1,5; 0 mas o
menos 1,0; o m&s o menos 0,5), donde los siguientes, que pueden ser un amino4cido
con un indice hidropatico de aproximadamente -1,6 tal como Tyr (-1,3) o Pro (-1,6), son
asignados a residuos aminoacidicos (tal como se detalla en la Pat. US No. 4.554.101,
incorporada aqui como referencia). Arg (+3,0); Lys (+3,0); Asp (+3,0); Glu (+3,0); Ser
{+0,3); Asn {+0,2); GIn (+0,2); Gly (0); Pro (-0,5); Thr (-0.4); Ala (-0,5); His (-0,5); Cys (-
1,0); Met (-1,3); Val (-1,5); Leu (-1.8); Hle (-1,8); Tyr (-2,3); Phe (-2,5); y Trp (-3,4).
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En realizaciones alternativas, las sustituciones conservativas de aminoécidos
pueden ser hechas donde un residuo aminoacidico es sustituido por otro con un similar
indice hidropatico (e.g., dentro de un valor de mas o menos 2,0; 0 mas o menos 1,5 o
mas o menos 1,0; o mas o menos 0,5). En tales realizaciones, a cada residuo
aminoacidico se le puede asignar un indice hidropatico sobre la base de su
hidrofobicidad y carga caracteristicas, tal como sigue: lle (+4,5); Val (+4,2); Leu (+3,8);
Phe (+2,8); Cys (+2,5); Met (+1,9); Ala (+1,8); Gly (-0,4); Thr (-0,7); Ser (-0,8); Trp (-0,9);
Tyr (-1,3); Pro (-1,6); His (-3,2); Glu (-3,5); GIn (-3,5); Asp {-3,5); Asn (-3,5); Lys (-3,9); y
Arg (4,5).

En realizaciones alternativas, las sustituciones conservativas de aminoacidos
pueden ser hechas usando familias de matrices de similitud disponibles al publico (60,
70, 102, 103, 94, 104, 86). La matriz PAM esta basada sobre recuentos derivados de un
modelo evolutivo, mientras que la matriz Blosum emplea recuentos derivados de
blogues altamente conservados dentro de un alineamiento. Un valor de similitud
superior a cero tanto en la matriz PAM como en la matriz Blosum puede usarse para

realizar sustituciones conservativas de aminoacidos.

En realizaciones alternativas, las sustituciones conservativas de aminoacidos
pueden ser realizadas donde un residuo aminoacidico es sustituido por otro de la
misma clase, donde los aminoacidos estan divididos en no polares, acidos, basicos y
neutros, de la siguiente manera: no polares: Ala, Val, Leu, lle, Phe, Trp, Pro, Met;

acidos: Asp, Glu; basicos: Lys, Arg, His; neutros: Gly, Ser, Thr, Cys, Asn, Gin, Tyr.

Los cambios conservativos de aminoacidos pueden incluir la sustitucion de un L-
aminoacido por el correspondiente D-aminoacido, por un D-aminoacido conservativo, o
por una forma natural de aminoacido codificada no genéticamente, asi como una
sustitucion conservativa de un L-aminoacido. Los aminoacidos naturales no
genéticamente codificados incluyen: beta-alanina, acido 3-amino-propidnico, acido 2,3-
diaminopropiénico, acido alfa-aminoisobutirico, acido 4-amino-butirico, N-metilglicina
(sarcosina), hidroxiprolina, ornitina, citrulina, t-butilalanina, t-butilglicina, N-
metilisoleucina, fenilglicina, ciclohexilalanina, noreucina, norvalina, 2-naftilalanina,

piridilalanine, 3-benzotienil alanine, 4-clorofenilalanina, 2-fluorofenilalanina, 3-
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fluorofenilalanina,  4-fluorofenilalanine,  penicilamina, acido 1,2,3,4-tetrahidro-
isoquinolina-3-carboxilico, beta-2-tienilatanina, sulféxido de metionina, homoarginina, N-
acetil lisina, acido 2-amino butirico, &cido 2-amino butirico, acido 2,4,-diamino butirico,
p-aminofenilalanina, N-metilvalina, homocisteina, homoserina, acido cisteico, acido

epsilon-aminoc hexanoico, acido delta-amino valérico, o acido 2,3-diaminobutirico.

En realizaciones altemativas, los cambios conservativos de aminoacidos incluyen
cambios basados en consideraciones de hidrofilicidad o hidrofobicidad, tamafic o
volumen, o carga. Los aminoacidos pueden caracterizarse generalmente como
hidrofobicos o hidrofilicos, dependiendo primariamente de las propiedades de la cadena
lateral del aminoacido. Un aminoacido hidrofdbico exhibe una hidrofobicidad superior a
cero, y un aminoacido hidrofilico exhibe una hidrofilicidad inferior a cero, basado en la
escala de hidrofobicidad consensuada normalizada de Eisenberg ef al. (71). Los
aminodacidos hidrofébicos genéticamente codificados incluyen: Gly, Ala, Phe, Val, Leu,
lle, Pro, Met y Trp, y los aminoacidos hidrofilicos genéticamente codificados incluyen:
Thr, His, Glu, GIn, Asp, Arg, Ser y Lys. Los aminoacidos hidrof6bicos no genéticamente
codificados incluyen a la t-butitalanina, mientras que los aminoacidos hidrofilicos no

genéticamente codificados incluyen a la citrulina v 1a homacisteina.

Los aminoacidos hidrofébicos o hidrofilicos pueden ademas subdividirse segin
las caracteristicas de sus cadenas laterales. Por ejemplo, un aminoacido aroméatico es
un aminoacido hidrofdbico con una cadena iateral que contiene al menos un aniilo
aromatico o heteroaromatico, el cual puede contener uno o mas sustituyentes tales
como -0H, -SH, -CN, -F, -Ct, -Br, -1,
-NO2, -NO, -NH2, -NHR, -NRR, -C(O)R, -C{(O)OH, -C(O)OR, -C(O)JNHZ,
-C(O)NHR, -C(O)NRR, etc., donde R es independientemente (C1-C8) alkil,
(C1-C8) alkil sustituido, (C1-C8) alkenit, (C1-C6) atkenit sustituido, (C1-C8) atkinit, (C1-
C6) alkinil sustituido, (C5-C20) aril, (C5-C20) aril sustituido,
(C6-C26) alkaril, {C6-C26) éikaril sustituido, heteroaril de 520 miembros, heteroaril de-
5-20 miembros sustituido, alkhetercaril de 6-26 miembros o alkheteroaril de 6-26
miembros sustituido. Los aminodcidos arométicos genéticamente codificados. incluyen:
Phe, Tyr y Trp, mientras que jos aminodcidos arométicos no genéticamente codificadas

incluyen: fenilglicina, 2-naftilalanina, beta-2-tienilalanina, acido 1,2,3 4-tetrahidro-
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isoquinolina-3-carboxilico, 4-clorofenilalanina, 2-fluorofenilalanina, 3-fluorofenilalanina, y

4-fluorofenilalanina.

Un aminoéacido apolar es un aminoécido hidrofébico con una cadena lateral que
esta libre de carga a pH fisiologico y la cual tiene uniones en las cuales un par de
electrones compartidos en comun por dos atomos esta sostenido igualmente por cada
unc de los atomos (i.e., ia cadena lateral no es polar). Los aminoacidos apoiares
codificados genéticamente incluyen Gly, Leu, Val, lle, Ala y Met, mientras que los
aminoacidos apolares no genéticamente codificados incluyen a la ciclohexilalanina. Los
aminoacidos apolares pueden ademas ser subdivididos para incluir aminoacidos
alifaticos, los cuales son aminoacidos hidrofébicos con una cadena lateral de hidratos
de carbono alifalicos. Los aminoacidos alifaticos genéticamente codificados incluyen
Ala, feu, Val e lle, mientras qué los aminoacidos alifaticos no genéticamente

codificados incluyen a la norleucina.

Un aminoécido polar es un aminoacido hidrofilico con una cadena lateral que
esta libre de carga a pH fisioldgico, pero que tiene una unidn en la cual el par de
electrones compartidos en comun por dos 4tomos esta sostenido méas préximamente
por uno de los atomos. Los aminoacidos polares codificados genéticamente incluyen
Ser, Thr, Asn y GIn, mientras que los aminodcidos polares no genéticamente

codificados incluyen citrulina, N-acetil lisina y sulféxido de metionina.

Un aminoacido &cido es un aminoacido hidrofilico con una cadena lateral con
una valor de pKa inferior a 7. Los aminoacidos acidos tipicamente tienen cadenas
laterales cargadas negativamente a pH fisiologico a causa de la pérdida de un i6n
hidrégeno. Los aminoacidos &cidos codificados genéticamente incluyen Asp y Glu. Un
aminoacido basico es un aminoacido hidrofilico con una cadena lateral con un valor de
pKa superior a 7. Los aminodcidos basicos tipicamente tienen cadenas laterales
cargadas positivamente a pH fisiolégico debido a la asociacidn con un ién hidronio. Los
aminoécidos basicos codificados genéticamente incluyen Arg, Lys y His mientras quie
los aminoacidos basicos no gensticamente codificados incluyen los aminoacidos no
cicicos ornitina, 4cide 2,3,-diaminopropibnico,  acido 2, 4-diaminobutirico,  y

homoarginina.
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Quien sea diestro en el arte apreciara gue las clasificaciones de mas arriba no
son absolutas y que un aminoacido puede ser clasificado en més de una categoria.
Ademas, los aminoacidos pueden ser clasificados sobra la base de su comportamiento
conocido yfo sus propiedades quimicas, fisicas o biologicas caracteristicas basadas en
ensayos especificos o en comparacion con aminoacidos previamente identificados. Los
aminoéacidos también pueden incluir porciones bifuncionales con cadenas laterales

similares a aminoacidos,

Los cambios conservativos también pueden incluir la sustitucion de una porcion
quimicamente derivatizada por un residuc no derivatizado, por ejemplo, por reaccién de
un grupo lateral funcional de un aminoacido. De esta manera, estas sustituciones
pueden incluir compuestos cuyos grupos amino libres han sido derivatizados a amino
hidrocloruros, grupos p-tolueno sulfonilo, grupos carbobenzoxi, grupos t-
butiioxicarbonilo, grupos cloroacetiio o grupos formilo. En forma similar, los grupos
carboxilo libres pueden ser derivatizados para formar sales, metil y etil ésteres u otros
tipos de ésteres o hidrazidas, y las cadenas laterales pueden ser derivatizadas para
formar derivativos O-acilo u O-alkilo para grupos hidroxilo libres o N-im-bencilhistidina
para el nitrdgeno del imidazol de la histidina. Los andlogos de péptidos también
incluyen aminoacidos que han sido quimicamente alterados, por ejemplo, por
mutilacidn, por amidacion del aminodcido C-terminal por una alkiltamina tal como la
etilamina, etanolamina o etilen diamina, o por acilacion o metilacién de una cadena
lateral del aminoacido (tal como acilaciéon del grupo epsilon amino de la lisina). Los
analogos de péptidos también pueden incluir el reemplazo del enlace amida del péptido
por una mida sustituida (por ejemplo, grupos de la férmula —C(O)-NR, donde R es (C1-
C8) alkil, (C1-C6) alkenil, (C1-C6) alkinil, (C1-C6) alfil sustituido, (C1-C8) alkenil
sustitiuido, o (C1-C6) alkinil sustituido)} o un isdstero de un enlace amida {por ejempio, -
CH2NH-, -CH2S, -CH2CHZ-, -CH=CH- (cis y trans), -C(O)CH2, -CH(OH)CH2- ¢ -
CH250-).

El compuesto puede estar ligado covalentemente, por ejemplo, por
polimerizacion o conjugacién, para formar homopolimeros o heteropolimeros. Pueden

emplearse espaciadores y enlazadores, tipicamente compuestos por pequenas
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moleéculas neutras tales como aminoacidos que estan libres de carga en condiciones
fisiologicas. Los enlaces pueden lograrse de varias maneras. Por ejemplo, los residuos
de cisteina pueden agregarse a los extremos del péptido, y varios péptidos pueden
ligarse covalentemente por oxidacion controlada. Alternativamente, pueden usarse
agentes heterobituncionales tales como los agentes formadores de disulfuro/amida o los
agentes formadores de tioéter/famida. El compuesto también puede ligarse a otro
compuesto que puede, por ejempio, modular una respuesta inmunogénica. Ei

compuesto tambien puede ser restringido, por ejemplo, por tener porciones ciclicas.

Los peptido 0 analogos de péptidos pueden sintetizarse por técnicas quimicas
regulares, por ejemplo, por sintesis automatica mediante la metodoiogia de sintesis de
soluciones o de fase sélida. Los sintetizadores automaticos de péptidos pueden
adquirirse comerciaimente y emplean técnicas bien conocidas para el arte. Los péptidos
y andlogos de péptidos también pueden prepararse mediante tecnologia de ADN
recombinante usando métodos regulares tales como los descritos en, por ejemplo,
Sambrook et al. (110) o Ausubel et al. (111}). En general, los compuestos candidatos
son identificados a partir de extensas bibliotecas de productos naturales como de
extractos sintéticos (o semi-sintéticos) o bibliotecas quimicas segin métodos conocidos
para el arte. Aquéllos diestros en el campo del descubrimiento y desarrollo de drogas
comprenderédn que la fuente precisa de extractos o compuestos de prueba no es critica
para elflos método/s de la invencién. Por lo tanto, puede examinarse virtualmente
cuatquier numera de extractos o compuestos quimicos. mediante los métddos
ejemplificados y descritos aqui. Los ejemplos de tales extractos o compuestos incluyen
—pero no se limitan- a extractos basados en plantas, hongos, procariontes o animales,
caldos de fermentacién, y compuestos sintéticos, asi como modificaciones de
compuestos existentes. También existen numerosos métodos para generar sintesis al
azar o dirigida {e.g., semi-sintesis o sintesis total) de cualquier nimero de compuestos
quimicos, incluyendo —pero no limitado- a compuestos basados en sacaridos, lipidos,
péptidos y &cidos nucleicos. Se encuentran comercialmente disponibles bibliotecas de
compuestos sintéticos. Alternativamente, se encuentran comercialmente disponibles
bibliolecas de compuestos naturales en forma de extractos bacterianos, fungicos,
vegetales y animales, a partir de varias fuentes, incluyendo Bictics (Sussex, Reino

Unido), Xenova (Slough, Reino Unido), Harbor Branco Oceanographic Institute {Ft.
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Pierce, FL, EEUV) y PharmaMar, MA, EEUU. Ademas pueden generarse, si se desea,
bibliotecas de polipéptidos de agentes patdgenos AJE producidos sintéticamente segun
meétodos conocidos para el arte, e.g, por métodos regulares de extraccién y
fraccionamiento. Mas aun, si se desea, cu'alquier biblioteca 0 compuesto puede

modificarse taciimente mediante métodos quimicos, fisicos o biolbgicos regulares.

Cuando se verifica gue un extracto crudo modula la virulencia, se requiere el
fraccionamiento adicional del extracto principal positivo para aislar los constituyentes
quimicos responsables del efecto observado. Por lo tanto, el objetivo del proceso de
extraccion, fraccionamiento y purificacibn es la cuidadosa caracterizacion e
identificacion de una entidad quimica dentro del exiracto crudo, con propiedades
moduladoras de la virulencia. Los mismos ensayos descritos aqui para la deteccidn de
actividades en mezcias de compuestos pueden emplearse para purificar el componente
activo y para someter a prueba sus derivados. Los métodos de fraccionamiento y
purificacion de tales extractos heterogéneos son conocidos para el arte. Si se desea, los
compuestos verificados como agentes UOfiles para e} iratamiento se modifican
quimicamente de acuerdo a métodos conocidos para el arte. Los compuestos
identificados como terapéuticos, profilacticos, diagndsticos, o con otro valor, pueden ser
subsecuentemente analizados mediante un modeio de Citrobacter o bovino para
infecciones patogénicas A/E, o cualquier ofro modelo animal para infecciones

patogénicas A/E.
Vacunas

Una vacuna es una composicion que incluye materiales que producen una
respuesta inmune deseada. Una vacuna puede seleccionar, activar o expandir células B
y T de memoria del sistema inmune para, por ejemplo, permitir la eliminacidon de
agentes infecciosos tales como patégenos A/E ¢ componentes de los mismos. En
algunas realizaciones, una vacuna incluye un portador adecuado, tal como un
adyuvante, que es un agente que actla de una manera no especifica para aumentar ia
respuesta inmune a un antigeno especifico 0 a un grupo de antigenos, permitiendo 1a
reduccion de la cantidad de antigeno en cualquier dosis dada de vacuna, o la reduccién

de la frecuencia de la dosificacion requerida para generar la respuesta inmune

0

3

b



. 000037

deseada. Una respuesta inmune deseada puede incluir la proteccion total o parcial
contra la propagacion (presencia en las heces de un animal infectado, e.g., un
mamifero) o la colonizacion (presencia en el intestino de un animal infectado, e.g., un
mamifero) por un agente patégeno A/E. Por ejempio, una respuesta inmune deseada
puede incluir cualquier valor desde 10% a 100%, e.g., 10%, 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 100% de proteccién contra la propagacion o colonizacion por un
agente patdgeno A/E en un animal vacunado, en comparacion a un animal no

vacunadeo.

Las vacunas de acuerdo a la invencion pueden incluir a los polipéptidos vy
moléculas de &acido nucleico aqui descritas, o a fragmentos inmunogénicos de las
mismas, y pueden ser administradas mediante cualquier forma de administracion
conocida para el arte o descrita aqui. En algunas realizaciones de ia invencion, la
vacuna puede incluir un agente patdgeno A/E vivo, un agente patdgeno A/E muerto, o
componentes de los mismos. Los agentes patdogenos vivos, que pueden ser
administrados en ia forma de una vacuna oral, pueden contener alteraciones genéticas
no revertibles que afectan la virulencia del agente patogeno A/E, pero no su induccién

de una respuesta inmune. Una vacuna viva puede ser capaz de colomzar e} intestino de

un animal inoculado, e.g., un mamitero.

En algunas realizaciones, los polipéptidos y las moléculas de acido nucleico aqui
descritas, o fragmentos inmunogénicos de los mismos, o las bacterias mutadas (e.g.,
bacterias atenuadas) descritas aqui pueden ser administradas a aves de corral, e.g.,
pollos, patos, pavos, etc., de forma tal que produzcan una respuesta inmune, eg.,
aumento de anticuerpos, en las aves de corral. Los huevos, o productos de los mismos,
obtenidos de tales aves de corral, que exhiban una respuesta inmune contra los
polipéptidos o moléculas de d4cido nucleico descritas aqui, o contra fragmentos’
iInmunogenicos de las mismas, pueden ser administrados a un animal, e.g., humanos,
vacas, cabras, ovejas, etc., para producir una respussta inmune a los polipéptidos y
moléculas de acido nucleico descritas aqui, o a fragmentos inmunogénicos de las
mismas, en el animal. Métodos para cultivar anticuerpos en aves de corral, y para

administrar tales anticuerpos, se describen en, por ejemplo; Patente US 5.750.113
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emitida a Cook el 12 de mayo de 1998; Patente US 6.730.822 emitida a Ivarie et a/. el 4
de mayo de 2004; y las publicaciones 113-117 citadas aqui.

Las vacunas de acuerdo a la invencién pueden ser suplementadas
adicionalmente mediante al agregado de antigenos recombinantes o purificados tales
como EspA, EspB, EspD, EspP, Tir, toxina Shiga 1 ¢ 2, y/o intimina, usando técnicas
regulares conocidas para el arte. Por ejemplo, se ha descrito la produccién de
recombinantes y el uso de las proteinas de la EHEC 0157:H7 tales como EspA, Tir,
EspB e intimina (Publicacion PCT No. WO 97/40063; Publicacion PCT No. WO
98/24576; 51).

Cultivo celular

Los agentes patogenos A/E pueden ser cultivados seguh cualesquiera de los
métodos conocidos para el arte o descritos aqui. Por ejemplo, los agentes patégenos
A/E pueden ser cultivados primero en medio Luria-Bertani (LB) por un periodo de
aproximadamente 8 a 48 horas, o aproximadamente 12 a 24 horas, y luego diluidos
aproximadamente entre 1:5 y 1:100, e.g., 1:67, o aproximadamente entre 1:5 y 1:25, o
aproximadamente 1:10, en medio minimo M-9 suplementade con NaHCO, & NaHCDs
20-100 mM, o aproximadamente 30-50 mM, o NaHCO, 6 NaHCO; aproximadamente 44
mM; MgS0, 4-20 mM, o aproximadamente 5-10 mM; o MgSO, aproximadamente 0,8
mM a 8 mM, glucosa 0,1 a 1,5%, o aproximadamente 02 a 1% o ghucosa
aproximadamente al 0.4%, casaminoacidos aproximadamente entre 0,05 y 0,5%, o
aproximadamente entre 0,07 y 0,2%; o casaminpacidos aproximadamente al 0,1%. Los
cultivos generalmente se mantienen aproximadamente a 37 grados C, opcionalmente
en 2-10% de CO,, u opcicnatmente en alrededor de 5% de CQg, y cultivadas hasta una
densidad oOptica de aproximadamente 600 nm de 0,7 a 0,8. Luego se sacan las células
enteras mediante cualquier medic apropiado, e.g., microfiltracién o centrifugacion, y el
sobranadante puede concentrase, e.g., 10-1000 veces o mas, por ejemplo 100 veces,
usando dialisis, ultrafiltracién y metodos similares. La proteina total puede determinarse

facilmente mediante métodos bien conocidos para et arte.
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Los sobrenadantes de los cultivos celulares pueden ser producidos con cultives
de cualquier agente patégeno A/E, por ejemplo, EHEC, como se describe aqui o como
es conocido para aquéllos diestros en el arte, incluso agentes patdgenos A/E de tipo
salvaje o mutantes. Generalmente, el agente patégeno A/E se cultiva en un medio
apropiado, en condiciones que favorecen la secrecion del antigeno de tipo 1t (Patentes

US No. 6.136.554 y 6.165.743) (51, 74).

Aislamiento e identificacién de genes adicionales

Sobre la base de las secuencias de nucledtidos y aminodacidos descritas aqui,
por ejemplo, en SEQ ID NOs:1- 56 6 59-84, es posible el aislamiento y la identificacién
de genes adicionales usando técnicas regulares. Cualquier agente patdgeno A/E puede

servir como fuente de tales genes.

En algunas realizaciones, las secuencias de acido nucleico aqui descritas
pueden usarse para disefiar sondas o primers, inclusc sondas o primers de
oligonuciedtidos degenerados, sobre la base de la secuencia de cualquiera de las
hebras de ADN. Las sondas o primers pueden luego usarse para examinar bibliotecas
gendmicas o de ADNc en busca de genes de otros agentes patdgenos A/E, usando

técnicas regulares de ampilificacién o hibridacion.

En algunas realizaciones, las secuencias de aminoacidos descritas aqui pueden
usarse para generar anticuerpos u otros reactivos que pueden usarse para seleccionar

polipéptidos de agentes patégenos A/E que se unan a estos anticuerpos.

En algunas realizaciones, pueden identificarse socios de enlace mediante la
marcacion de los polipéptidos de la invencién (e.g., aquéllos sustancialmente idénticos
alas SEQ ID NOs; 22-43, 59 6 73-84) con una secuencia epitope (e.g., FLAG 6 2HA), y
la introduccion en células hospedadoras por transfeccién con un vector apropiado que
contiene una secuencia de acido nucleico codificadora de un polipéptido de la
invencién, 0 bien por emision bacteriana endogena de tipo Ill, seguida de
inmunoprecipitacion e identificacidon det socio de entace. Las céluas Hela pueden

infectarse con cepas que expresan las fusiones FLAG o 2HA, seguido por lisis e



39
000040

inmunoprecipitacién con anticuerpos anti-FLAG y anti-2HA. Los socios de enlace
pueden identificarse por espectroscopia de masa. Si el polipéptido de la invencion no es
producido en cantidades suficientes, tal método puede no emitir suficiente proteina
marcada como para identificar a su socio. Como parte de un acercamiento
complementario, cada polipéptido de la invencion puede ser clonado en un vector de
transfeccién de mamiferos fusionado a, por ejemplo, 2HA, GFP y/o FLAG. Luego de la
transfeccidn, tas células Hela pueden ser lisadas y el polipéptido marcado puede ser
inmunoprecipitado. El socio de enlace puede identificarse por SDS PAGE seguido de

espectroscopia de masa.

En algunas realizaciones, los polipéptidos de la invencion pueden marcarse,
sobreproducirse, y usarse en columnas de afinidad y en inmunoprecipitaciones para
identificar compuestos blanco yfo confirmar aquéllos identificados. Pueden usarse
proteinas marcadas con FLAG, HA y/o His para que tales columnas de afinidad
extraigan los factores de ias células hospedadoras a partir de los extractos celulares, y
cualesquiera de los aciertos pueden ser validados por ensayos regulares de enlace,
curvas de saturacion, y otros métodos como los que se describen aqui 0 son conocidos

para aquétlos diestros en et arte.

En algunas realizaciones, puede usarse un sistema bacteriano de dos hibridos
para estudiar las interacciones proteina-proteina. Las secuencias de acido nucleico aqui
descritas, o [as secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, pueden clonarse en
el plasmido cebo pBT del sistema de dos hibridos, y puede usarse una biblioteca de
bazo de mdrido, con 5 x 10° clones independientes y disponible comercialmente, como
biblioteca blanco para los cebos. Los aciertos potenciales pueden caracterizarse
adicionatmente recuperando los plasmidos y retransformandolos para reducir los falsos
positivos que resultan de las variantes det cebo clonal y clones blanco de ta biblicteca
que activan a los genes reportadores independientes del cebo clonado. Los aciertos

reproducibles pueden estudiarse mas en profundidad como se describe agui.

En algunas realizaciones, una cepa de patégeno A/E que expresa GriA, por
ejemplo una cepa EHEC 0157 que expresa un GrlA clonado, puede usarse para el

analisis protedmico de los proteomas A/E de tipo Il secretados, mediante, por ejemplo,
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el andlisis en gel 2D de los sobrenadantes. Ademas, se pueden usar agentes
patbgenos A/E completos (e.g., series de EHEC) para definir cudles genes son
regulados por GrlA. La virulencia puede ser comprobada segun lo descrito aqui 0 segtin

ia forma conocida por aquéllos diestros en el arte.

Una vez que las secuencias codificadoras han sido identificadas, éstas pueden
aislarse mediante técnicas regulares de clonacién, e insertarse en cualquier vector o
replicon apropiado para, por ejemplo, la produccién de polipéptidos. Tales vectores y
replicones incluyen, sin limitacion: bacteriéfago X (E. cofi), pBR322 (E. cofi), pACYC177
(E. coli), pKT230 (bacterias gram-negativas), pGV1 106 (bacterias gram-negativas),
pLAFR! (bactertas gram-negativas), pME280 (bacterias gram-negativas no-E. coli),
pHV14 (E. coli y Bacillus subtilis), pBDS (Bacillus), plJ61 (Streptomyces), pUCH
(Streptomyces), Yip5 (Saccharomyces), YCpl9 (Saccharomyces) o virus del papiloma

bovino {células de mamifero).

En general, los polipéptidos de la invencion pueden producirse en cuaiquier
celula hospedadora transformada o transfectada con un vector apropiado (69). El
metodo de transformacion o fransfeccién y la eleccidn del vehiculo de expresion
dependera de! sistema hospedador seleccionado. Puede usarse una gran variedad de
sistemas de expresién, y la célula hospedadora exacta a ser usada no es critica para la
invencién, Por ejemplo, un polipéptido de acuerdo a la invencion puede producirse en
un hospedador procarittico (e.g., E. col) o en un hospedador eucaribtico {e.g.,
Saccharomyces cerevisiae, células de insecto, e.g., céluas Sf21, o célutas de mamifero,
e.g., células NIH 3T3, HeLa o COS). Tales células pueden conseguirse de una amplia
vafiedad de origenes {e.g., la American Type Culture Collection, Manassus, VA). Los
sistemas bacterianos de expresién para la produccién de polipéptidos incluyen al
sistema de expresion pET de E. coli (Novagen, Inc., Madison, Wis.) y al sistema de
expresion pGEX (Pharmacia).

Ensayos

Los compuestos candidatos, incluyendo polipéptidds, moléculas de 3&cido

nucleico y pequefias moléculas, pueden ser seleccionados y sometidos a prueba
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mediante una variedad de técnicas descritas aqui ¢ conocidas para aquéllos diestres en
el arte. Un compuesto que reduce el nivel de expresién de cualquiera de los
polipéptidos 0 moléculas de acido nucleico de la invencion puede ser Util, por ejemplo,

como un terapeutico contra una infeccion patogénica A/E. -

Los ensayos de seleccidn pueden realizarse, por ejemplo, midiendo la expresion
génica por analisis Western Blot, usando cualquier fragmento apropiado de acido
nucleico de acuerdo a la invencién como una sonda de hibridacién, donde el nivel de
expresion génica en presencia de! compuesto candidato es comparado con el nive! de
expresidbn génica en ausencia del compuesto candidato. Alternativamente, o
adicionalmente, el efecto de un compuesto candidato puede determinarse por el nivei
de expresion o secrecion del polipéptido, usando por ejemplo inmunoprecipitacion o

Western Blot.
Otros ensayos pueden ser realizados de la siguiente manera:

Confirmacién de_ Secrecidon_de Tipo Hll y Translocacidén hacia Células

Hospedadocras

Para determinar cudles de los compuestos candidatos requieren el TTSS para
secrecion, cada gen o porcion de los mismos puede fusionarse a una FLAG por su
extremo C, y los sobrenadantes pueden colectarse a partir de (os WT y de los mutantes
TTSS, por ejemplo la EHEC WT y el mutante isogénico EscN tipo 1ll, tal como se
decribe aqui 0 como es conocido para el arte. Métodos alternativos para determinar
secrecion incluyen el examen de sobrenadantes por pérdida de producto secretado en
la cepa mutante, o el desarrotio de anticuerpos para la proteina y el uso de anélisis
Western para los sobrenadantes de WT y de tipo th. Para confirmar que ninguna de las
proteinas de interés es un componente TT1S8S, los sobrenadantes de cada uno de los
compuestos candidatos, cultivados en condicionas de induceidn de tipe W, pueden ser
examinados en busca de secrecidén de tipo Ill. El TTSS LEE secreta dos clases de
proteinas: ¢l translocdn {(RspA, B y D), el cual esta montado sobre la superficie de la
célula bacteriana, y los efectores, que son translocados directamente dentro de la célula

hsopedadora. Los compuestos candidatos pueden ser sometidos a prueba para
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determinar si son efectores o translocadores. Por ejemplo, los efectores putativos
marcados con FLAG en EHEC o en otros patdégenos A/E pueden usarse para infectar
células epitelialles Hela cultivadas, y examinarse por microscopia de
inmunofiuorescencia luego de colorear con anticuerpos anti-FLAG. Tai visualizacion
usualmente demuestra la emisidn bacteriana dentro de la célula hospedadora, y a
menudo indica a cual organela esta dirigido el efector (e.g., Tir a membrana, NleA a
Golgi). Pueden usarse anticuerpos a varios compartimientos celulares para confirmar la
localizacion. Para complementar la visualizacion, las células Hela infectadas pueden
fraccionarse en fracciones citosol, insoluble y membrana, usando métodos conocidos
de fraccionamiento (30), y analisis Western realizado con anticuerpos anti-FLAG para
definir 2 cual de las fracciones celulares estd dirigido el efector_. Como control, las
celulas pueden ser infectadas con el efector marcado expresado en una cepa T1SS
defectuosa Si esta dirigido a la fraccion de memhrana, puede usarse un tratamiento
con alto nivel de sales o pH alcalino para determinar si es una proteina integral de
membrana. Si el compuesto candidato se expresa a un nivel bajo, y la deteccién de
translocaciones por inmunoflucrescencia es diﬁcultosé, se pueden hacer fusiones
geneticas a la adenilato ciclasa, una enzima que requiere un cofactor citoplasmatico de

mamifero {calmodulina) para su actividad (87).

Efectos sobre la formacion del pedestal y la captacion

Dado que la condensacién de actina y la formacién del pedestal son sellos
distintivos de fos agentes patégenos A/E, los compuestos candidatos pueden ser
examinados en cuanto a acumulacién de actina y formacién de pedestales en, por

ejempio, células epiteliales Hel a cultivadas.

La invasion de EPEC y EHEC es otro fenotipo de cultivo celular que se mide
faciimente y brinda una indicacién de interacciones con células epiteliales cultivadas y
de la capacidad para alterar el citoesqueleto del hospedador (los mutantes del tipo ill no
invaden, como tampoco lo hacen las cepas sin Tir ni intimina). Los niveles de invasion
varios compuestos candidatos pueden ser comparados en patbgenos AJE wt y de tipo
saivaje , por ejemplo, EHEC WT y mutantes TTSS en células Hela, usando un ensayo

de proteccion de gentamicina.
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Ademas, la capacidad de un compuesto candidato para bloquear la fagocitosis
de macréfagos cultivados puede someterse a prueba, ya que EPEC y EHEC inhiben la
fagocitosis en macréfagos cultivados por inhibicidn de la actividad de la Pi-3 kinasa en
el hospedador de una manera tipo lil-dependiente (Celli, J., M. Olivier y B. B. Finiay,
2001, Enteropathogenic Escherichia coli mediates antiphagocytosis through the
irthibition of Pi 3-kinase-dependent pathways. Embo. J., 20: 1245-58). Si cualesquiera
compuestos candidates son incapaces de inhibir la fagocitosis, puede reatizarse un

Segundo ensayo de inhibicién de la P1-3 kinasa.

Efectos sobre monocapas epiteliales polarizadas

La integridad de los empalmes entre células juega un rol preponderante en la
diarrea. Ademas de la formacion de pedestales, 10s agentes patégenos A/E causan
otros efectos LEE de tipo Il sobre células epiteliales polarizadas, incluyendo pérdida de
microvellosidades (destruccion de microvellosidades) y pérdida de resistencia eléctrica
transmonocapa, una medida de firmes empalmes. Usando monocapas intestinales
humanas poiaﬁzadas de células Caco-2, puede realizarse microscopia electronica de
barrido de alta resolucién sobre monocapas infectadas con patdégenos A/E WT (e.g.,
EREC WT), mutantes TTSS de patégenos A/E, e.g, EHEC escN, vy cada unoc de los
compuestos candidatos. Las monocapas pueden ser infectadas por diversos tiempos,
lavadas y procesadas para SEM usande técnicas regulares {66) y examinadas en busca

de pérdida de resistencia eléctrica luego de infectar células Caco-2 polarizadas.

Efectos sobre la inmunidad innata vy la inflamacién

Un tema que crece rapidamente con respecto a los agentes patdgenos es la
capacidad para inhibir la inmunidad innata y las respuestas inflamatorias. Tales efectos
han sido reportados para patégenos A/E tales como EHEC y EPEC, y estos ensayos
pueden usarse para examinar a los compuestos candidatos en cepas de patégenos A/E
WT y mutantes TTSS. Por ejemplo, EHEC provoca ia inhibicidn de NFx3, resultando en
la supresion de varias citoquinas tales como 1i-8, I-6 e ll-1a. en células Hel a (80), y este

proceso requiere del TTSS LEE. Los compuestos candidatos pueden ser sometidos a
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ensayos de la inhibicibn de estos factores seguidos de, por ejemplo, infeccién de
células Hel.a, usando métodos regulares tales como RT-PCR (PCR en tiempo real), y

ensayos de ELISA disponibles comercialmente.

Estudios funcionales basados en informacién de localizacién

Ademas de ensayos fenotipicos, los compuestos candidatos pueden ser
sometidos a prueba segun su localizacidon en una célula hospedadora. Por ejemplo, si
un compuesto candidato se localiza en el Golgi, puede ser ensayado para determinar si
afecta la funcién del Golgi, incluyendo estudios bioquimicos para examinar ta
glicosilacién, y ensayos funcionales det Golgi en levaduras que expresan al compuesto
candidato. Si el compuesto candidato se localiza en mitocondria, pueden utiiizarse
ensayos sobre apoptosis y otras funciones mitocondriales. Si el compuesto candidato
tiens como blanco al reticulo endoplasmatico, pueden diserfiarse ensayos de sintesis y
secrecion de proteinas. Si et blanco es el ntiicleo, pueden Yevarse a cabo estudios

transcripcionales.

Rol en la virulencia

Los indices competitivos (Cl) se han usado extensivamente para determiner el ro
de factores de virulencia menores, y si dos factores de virulencia pertenecen al mismo
“curso” de virulencia (63). En sintesis, dos cepas caracterizadas por diferentes
resistencias a antibioticos, son coinfectadas en un animal y luege de un tiempo de
incubacidn apropiado las bacterias son cosechadas y se determina la proporcidn entre
las dos cepas. Un valor de 1 indica igual virulencia. Si los compuestos identificados
tienen un efecto sobre la virulencia, pueden determinarse su Cl en comparacion a WT.
También pueden usarse et Ct para determinar a cudles cursos de virutencia pertenecs
el compuesto candidato. Por gjemplo, los Cl pueden determinarse comparando cada
uno contra WT. Cuando se comparan los mutantes simples y contra un mutante doble,
una proporcion Cl de 1 indica que éstos pertenecen al mismo curso general de
virulencia, muentras que cualquier valor distinto de 1 indica que estan en diferentes

“cursos” de virulencia.
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Estudios de microscopia

Para caracterizar enfermedades causadas por agentes patdégenos A/E pueden
usarse técnicas de microscopia, incluidas microscopia electrénica de transmisién (TEM)
y microscopia electrénica de barrido (SEM), para examinar folicuios linfoides en placas
de Peyer ileales distales de conejos infectados con REPEC para confirmar la formacion
de lesiones A/E (63), microscopia confocal para mostrar la emision hacia vellosidades

muridas, y analisis histolégico del proceso de la enfermedad en ratones infectados.

Estas técnicas pueden emplearse para examinar compuestos candidatos en
modelos animales apropiados, por ejemplo, ratones infectados con varias cepas de
Citrobacter portadoras de mutaciones en las secuencias candidatas. Para cada
compuesto candidato puede emprenderse un estudio detallado para seguir la
progresion (o la falta de progresion) de la enfermedad en este sistema. Ademas, puede
determinarse el nivel de colonizacion de estos mutantes en las superficies del intestino.
Pueden usarse cepas marcadas con antibidticos para infectar animales, seguido de la
cosecha de! tejido imestinal. El tejido puede homogeneizarse y las bacterias

cuantificadas por recuento en placas selectivas.

Una de las principales caracteristicas de la infeccion por agentes patégenos A/E,
e.g., infeccién por Citrobacter, es una extensa inflamacion. Los eventos celulares de la
inflamacién pueden seguirse por microscopia confocal para varios mutantes en
compuestos candidatos. Etiquetando tejidos con anticuerpos o lectinas, seguido por
microscopia confocal, las células inflamatorias que reclutadas hacia el lugar de la
infeccidon por los mutantes pueden ser definidas en comparacion con la cepa parental.
Existen anticuerpos para varios factores innatos de respuesta que también pueden
usarse para analizar los fenotipos mutantes dutante la infeccion, examinando factores
innatos de respuesta y céhias tales como macrdfagos, neutrdfitos, la produccién de

iINOS, células dendriticas, etc.

Estudios histoldgicos
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Pueden realizarse estudios histoldgicos de tejido coloreado. Por ejemplo, pueden
estudiarse secciones ileales de conejo infectado con REPEC y coloreadas con
hematoxilina y eos‘ma,- y cepas con deleciones en compuestos candidatos para
comparar la inflamacion y el dafio tisular, y caracterizar las infecciones por patdgenos
AJE (58). Una coloracién similar puede realizarse con cepas de Citrobacter carentes de
compuestos candidatos en ratones. Existen varias otras coloraciones histolégicas que
pueden definir mas ampliamente la inflamacion asociada con Citrobacter y mutantes
isogenicos, incluyendo Giemsa y Azul de Toluidina O (para morfologia general), Acido
Schiff Periddico (cotorea hidratos de carbono, permitiendo el examen de la capa de
mucus intestinal y células en copa), coloracion Gram, esterasa de cloracetato (una
coloracidn de células inflamatorias), y un ensayo de caspasa {para apoptosis). La
inmunohistoquimica permite la utilizacion de anticuerpos dirigidos contra antigenos de

celulas bacterianas y de mamifercs.

Anticuenpos

Los compuestos de la invencion pueden usarse para preparar anticuerpos para
los polipéptidos de la invencion, mediante técnicas regulares de preparacion (45) o

conocidas para aquéllos diestros en el arte.

Por ejemplo, una secuencia codificadora de un polipéptido de la invencidén puede
purificarse hasta el grado necesario para la inmunizacion de conejos. Para intentar
minimizar los prdblemas potenciales de baja afinidad o especificidad de los antisueros,
pueden generarse dos o tres contrucciones de polipéptidos para cada proteina, y cada
construccidon se inyecta en por 1o menos dos conejos. Los antisueros pueden culfivarse
por inyecciones en serie, preferentemente incluyendo al menos tres inyecciones de
refuerzo. tas inmunizaciones primarias pueden llevarse a cabo con &l adyuvarte
completo de Freund, y fas inmunizaciones subsiguientes con el adyuvante incompleto
de Freund. Las titutaciones de anticuerpos pueden ser monitoreadas por anatisis de
Western Blot e inmunoprecipitacion, usando la proteina purificada. Los sueros inmunes
pueden purificarse por afinidad mediante la Proteina Acoplada a CNBr-Sefarosa. La
especificidad del antisuero puede determinarse mediante un panel de proteinas no

retacionadas. Alternativamente o adicionalmente, los péptidos correspondiertes a
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regiones inmunogénicas relativamente unicas de un polipéptido de la invencion pueden
generarse y acoplarse a la hemocianina cerradura de lapa (KLH) a través de una lisina
C-terminal introducida. El antisuero para cada uno de estos péptidos puede purificarse
por afinidad sobre péptidos conjugados a BSA, y ia especificidad puede ser examinada
por ELISA y Western Blot usando conjugados de péptidos, y por Western Blot e

inmunoprecipitacion.

Alternativamente, se preparan anticuerpos monoclonales que se unen
especificamente a cuaiquiera de [os polipéptidos de fa invencién, de acuerdo 3 la
tecnologia regular de hibridomas (91, 90, 89, 78). Una vez producidos, los anticuerpos
monoclonales tambien pueden ser analizados en cuanto a su reconocimiento especifico
por Western Biot o inmunoprecipitacion. Los anticuerpos que se unen especificamente
al polipéptido de la invencion son considerados como (tiles; tales anticuerpos pueden
emplearse, e.g., en un inmunoensayo. Alternativamente, los anticuerpos monocionales
pueden prepararse usande el polipéptido de la invencién descrito mas arriba y una

biblioteta de exposicidn de fagos (112).

En algunas realizaciones, los anticuerpos pueden prodtjcirse usando fragmentos
de polipéptidos que parecen ser inmunogénicos, por criterios tales como alta frecuencia
de residucs cargados. Los anticuerpos pueden ser adaptados para minimizar una
respuesta inmune adversa por parte del hospedador mediante, por ejemplo, el uso de
anticuerpos quiméricos que contienen un dominio de unidn al antigeno de una especie,
y 1a porcidn Fc de otra especie, o mediante el uso de anticuerpos hechos a partir de

hibridomas de la especie apropiada.
En algunas realizaciones, los anticuerpos contra cualquiera de los polipéptidos
aqui descritos pueden emplearse para tratar o prevenir la infeccidbn por un agente

patégeno AJE.

Modelos Animales

Los compuestos pueden ser facilmente examinados en varios modelos animales

de infeccién patdégena A/E.
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Ei modelo de infeccion murida por Citrobacter es un modelo de una enfermedad
natural, y ef modelo de propagacion de EHEC en bovinos adultos es un modelo de
transporte de una no-enfermedad natural (las vacas no estan enfermas, sin embargo
EHEC no es parte de ia flora normal). Para el modelo de Cifrobacler, ios mutantes
pueden ser examinados en cuanto a su virulencia en ratones, tal como se describe mas
arriba. Pueden usarse ratones Knock out (KO) para estudiar el rol de las secuencias
candidatas en la infeccién. Se han desamroilado varias lineas de ratones KO, inciuso
definiendo el rol de INOS (20), céiutas T y C (108), Tir-4 y estableciendo un intervalo de

variacion de la susceptibilidad del hospedador {54}, tanto como Nck.

Para &l modeio bovino, 1os mutantes EHEC pueden investigarse en vacas afales
(ver, por ejemplo, ia publicacién PCT No. WO 02/053181). En breve, se administran 10°
CFU de mutante o WT Q157 a las vacas via intubacién oral-gastrica. 14 dias post-
inoculacion se monitorea ia propagacion feéa! mediante el cultivo selectivo en placas, y
tas colonias se verifican por PCR multiplex, niveles de propagacién y analisis histoldgico
y microscopico de la region pertanat donde se concentra EHEC (97). Otro modelo es el
modelo de asa intestinal de bovino, en el cual las asas intestinales son inyectadas con
EHEC y examinadas histoldgicamente y microscopicarmente en distintos momentos, v

también se cuantifican las bacterias adherentes mediante cultivo en placas.

Un modelo de infeccidn natural en conejos con RDEC-1 puede realizarse de ia
siguiente manera: Se colectan por centrifugacién los cultivos bacterianos desarroliados
durante una noche, y se resuspenden en un ml de solucidn salina con buffer de fosfato.
Se someten a ayuno conejos biancos de Nueva Zelanda (peso: 1,0 a 1,6 kg) y luego se
les inoculan dentro del estdbmago, mediante tubos orogastricos, cinco ml de bicarbonato
de sodio estéril al 2,5% y un ml de RDEC-1 6 cepas mutantes de secuencias candidatas
(2:-5x1010). La misma dosificacion de bacterias se inocula en cada conejo al dia
siguiente. Cada conejo es pesado diariamente y se colecta el contenido fecal de
bacterias con hisopos rectales y a partir de peliels fecales. Los hisopos rectales se
hacen rodar en mitad de la superficie de placas MacConkey con acido nalidixico. Cinco
pelets fecales o la misma cantidad de deposiciones liquidas se colectan de cada conejo

y se resuspenden en tres ml de solucién salina con buffer de fosfato y 0,1 ml de cada
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suspension fecal se cultiva en placa MacConkey con acido nalidixico. El crecimiento de
colonias nalidixico-resistentes se clasifica de la siguiente manera: 0, sin crecimiento; 1,
colonias ampliémente espaciadas; 2, colonias estrechamente espaciadas; 3,
crecimiento confluente de colonias. Los tejidos se extirpan inmediatamente después dei
sacrificio por inyeccion intravenosa de ketamina y sobredosificando con fenobarbital de
sodio. La proporcion de la colonizacion bacteriana en tejidos intestinales se verifica de
la siguiente manera: los segmentos intestinales (10 cm), a excepcidn del ciego, son
doblemente ligados en sus extremos proximal y distal, y disecados entre las paries
doblemente hgadas, luego lavados con 10 m! de solucidn salina con buffer de fosfato
helada. Se agrega un gramo del contenido viscoso del ciego a 8 ml de solucién salina
con buffer de fosfato. Las suspensiones de solucidn salina con buffer de fosfato
resultantes se diluyen y se cultivan en placas MacConkey con acido nalidixico. Las
muestras de tejido se extitpan con un sacabocados de 9 mm de didmetra, se lavan tres
veces con solucion salina con buffer de fosfato, se agregan a dos ml de solucién sailina
con buffer de fosfato helada, y se homogeneizan con un homogeneizador, luego las
muestras seriales diluidas se cultivan en placas MacConkey. El nimero de bacterias

adheridas a cada tejido por centimetro cuadrado se calcula de ia siguiente manera:

CFU/cmZ=el nimero de bacterias/placa x factor de dilucion x 2 mi/-0,452.

Terapéutica y Diagnostico

Los polipéptidos y moléculas de 4cido nucleico descritas aqui pueden usarse
como ferapéuticos, por ejemplo, para la preparacién de vacunas o composiciones
terapéuticas, o la construccion de patdgenos A/E que estan atenuados en su virulencia.
Tales patégenos A/E pueden construirse como se describe aqui, por ejemplo,
designando primers basados en las secuencias de acido nucleico aqui descritas, y
usando una técnica de intercambio alélico basada en el gen sac-B (29). Los
potipéptidos y moléculas de acido nucleico pueden usarse sotas o combinadas ertre
éllas o con ofras moléculas apropiadas, tales como EspA, EspB, EspD, EspP, Tir, toxina

Shiga 1, toxina Shiga 2, & motécutas de intimina.

En algunas realizaciones, las molécutas de acido nucleico aqui descritas pueden

usarse en técnicas antisentido. Por “antisentido”, tal como se usa aqui en referencia a
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acidos nucleicos, se quiere significar una secuencia de acido nucleico que es
complementaria a la hebra codificadora de una molécula de acido nucleico, por ejemplo,
un gen, tal como los genes nleA, nleB, nleC, nleD, nieE o nie, o que es complementario
a una secuencia de nucieodtidos sustancialmente idéntica a la secuencia de cuaiquiera
de las SEQ 1D NO: 1-21 6 60-72 6 un fragmento o variante de las mismas. En algunas
realizaciones, una molécula de acido nucleico antisentido es una con la capacidad de
disminuir el nivel del polipéptido codificado por el gen complementario cuando ambos
estan expresados en una célula. En algunas realizaciones, el nivel del polipéptido es
disminuido en cualquier numero desde al menos 10% a por o menos 25%, o en
cualguier numero desde al menos 25% a por 1o menos 50%, 0 en cualquier numero
desde al menos 50% a por lo menos 75%, o en cualquier nimero desde al menos 75%
a 100%, cuando se lo compara al nivel del polipéptido en una célula que expresa solo el

gen, y no la molecula de acido nucleico antisentida complementaria.

En algunas realizaciones, la expresién de un gen o regién codificadora o no
codificadora de interés puede estar inhibida 0 anulada mediante tecnologia basada en
ARN de interferencia (ARNi), un tipo de silenciamiento génico post-transcripcional. E!
ARNi puede usarse para crear un “knockout” funcional, i.e., un sistema en el cual la
expresién de un gen o regidén codificadora o no codificadora de interés esta reducida,
resultando en una reduccion general del producto codificado. Como tal, el ARNi puede
realizarse apuntando a un acido nucleico de interés o fragmento o variante del mismo,
para, a cambio, reducir su expresion y el nivel de actividad del producto que codifica.
Tal sistema puede usarse para estudios funcionales det producto, tanto como para
tratar infecciones por patdgenos A/E. EI ARNi esta descrito, por ejemplo, en las
solicitudes de patentes US publicadas No. 20020173478 (Gewirtz, publicada el 21 de
noviembre de 2002) y No. 20020132788 (Lewis et al.; publicada el 7 de noviembre de
2002). (79, 67). Los reactivos y los kits para realizar ARNi pueden conseguirse.
comercialmente de, por ejemplo, Ambion Inc. (Austin, TX, EEUU) y New England
Biolabs Inc. (Beverly, MA, EEUU).

El agente inicial para ARNi en algunos sistemas parece ser la molécula ARNds
correspondiente a un acido nucleico “blanco”. Se cree que el ARNds es luego clivado en

breves ARN de interferencia (ARNsi) con una longitud de 21-23 nucleotidos (duplex de
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19-21bp, cada uno con dos proyecciones nucleotidicas 3°). La enzima que parece
afectar este primer paso de clivaje a sido llamada “Cortadora” y es categorizada como
miembro de la familia ARNasa Ill de ribonucleasas ARNds-especificas.
Aiternativamente, el ARNi puede ser realizado mediante la introduccion directa dentro
de ia celula -o la generacion dentro de la célula mediante la introduccion dentro de la
céiuia- de un precursor apropiado {e.g., un vector, etc.) de tal ARNsi o molécula similar
a un ARNs!. Un ARNSsi puede estar asociado con otros componentes intracelutares para
formar un complejo sitenciador inducido por ARN (RISC). El RIST asi formado puede
subsecuentemente transformar en “blanco” a una transcripcidn de interés a través de
las interacciones de apareamiento de bases entre su componente ARNsi y la
transcripeion “blanco” por virtud de la homologia, resultando en el clivaje de la
transcripcion “blanco” aproximadamente a los 12 nucleédtidos a partir del extremo 3°del
ARNsi. Luego el ARNm “blanca” es clivado vy se reduce el nivel del praducto proteico.

que éste codifica.

El ARNi puede ser realizado mediante la introduccién en las células de
apropiados ARNSsi -0 moléculas similares a ARNSsi- sintetizados in vitro. El ARNi puede
ser realizado, por ejemplo, usando ARN sintetizado quimicamente (64), para lo cual las
moléculas apropiadas de ARN pueden sintetizarse quimicamente mediante métodos
conocidos. Alternativamente, pueden usarse vectores de expresién apropiados para
transcribir tal ARN in vitro o bien in vivo. La transcripcion in vitro de hebras antisentido
{codificadas por secuencias que estan presentes en el mismo vector o en vectores
separados) puede realizarse usando por ejemplto ta ARN polimerasa T7, en cuyo caso
el vector puede comprender una secuencia de codificacion apropiada ligada
operativamente a un prometor T7. En algunas realizaciones, e ARN transcripto in vivo
puede ser procesado (e.g., usando ARNasa Il de E. cof) in vitro. hasta un tamafio
conductivo para ARNI. Las transcripciones. con sentido y antisentide combinadas. para
formar un duplex de ARN que es introducido en una célula “blanco” de interés. Pueden
usarse ofros vectores que expresan pequefios ARN en horguilla (ARNsh) que pueden
procesarse en moléculas similares a ARNsi. Se conocen para el arte varios métodos
basados en vectores (65, 93, 95, 98, 99, 105, 109). Se conocen para el arte varios
métodos para introducir tales vectores dentro de células, ya sea in vitro o in vivo (e.g.,

terapia génica).
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Por lo tanto, en una realizacién, la expresién de un polipéptide con una
secuencia de aminoacidos sustancialmente idéntica a la secuencia de cualquiera de las
SEQ 1D NO: 22 a 43 puede ser inhibida por la introduccién o !a generacién dentro de
una célula de un ARNsi o molécula similar al ARNsi correspondiente a una molécula de
acido nucleico codificadora de! polipéptido o fragmento del mismo, 0 a un homélogo de
acido nucleico del mismo. En varias realizaciones, tal método puede implicar la
administracion directa del ARNSsi o molécula similar al ARNsi dentro de 1a célula, o el
uso de los métodos basados en vectores arriba descritos. En una realizacién, el ARNsi
o molécuia similar al ARNsi tiene una longitud menor a aproximadamente 30

nucleétidos. En otra realizacién, los ARNsi o moléculas similares al ARNsi tienen una

longitud de aproximadamente 21-23 nucledtidos. En una realizacidn, los ARNsi o

moléculas similares al ARNsi comprenden una porcidn duplex de 19-21 bp, y cada

hebra tiene una proyeccian 3'de dos nucledtidos. En algunas realizaciones. et ARNsi o

molécula similar al ARNsi es sustancialmente idéntica a un 4cido nucleico codificador
del polipéptido o un fragmento o variante (o un fragmento de una variante) del mismo.
Tal variante es capaz de codificar una proteina que tiene la actividad de un polipéptido
codificada por las SEQ ID NO: 22-43. En algunas realizaciones, ia hebra con sentido dei
ARNSsi 0 molécula similar al ARNsi es sustancialmente idéntica alas SEQ ID NO: 1-21 o
a un fragmento de las mismas (el ARN teniendo residuos U en lugar de T de la

secuencia del ADN}.

En algunas realizaciones, los anticuerpos desarrollados contra los polipéptidos

de la invencion pueden usarse como terapia contra ia infeccién por agentes patégenos
AE.

En algunas realizaciones, las moléculas polipetidicas y de acido nucleico de la
invencion pueden usarse para detectar la presencia de un agente patégeno A/E en una
muestra. Las moléculas de acido nucleico pueden usarse para disefar sondas o
primers que podrian, por ejemplo, hibridizarse al ADN de un patdgeno A/E en una
muestra, o podrian usarse para amplificar el ADN de un patégeno A/E en una muestra
mediante, por ejemplo, técnicas de reaccidn en cadena para polimerasas. Los

polipéptidos podrian usarse por ejemplo para desamollar anticuerpos que se unan

-
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especificamente a un potipéptido expresado por un agente patdgeno A/E. Tales sondas
o primers o anticuerpos pueden ser etiquetados en forma detectable. Se entiende por
“etiquetados en forma detectable” cualesquiera medios para marcar e identificar la
presencia de una molécula, e.g., una sonda o primer oiigonucieotidico, un gen o
fragmento del mismo, o una molécula de ADNc. Los métodos para etiquetar en forma
detectable una molécula son bien conocidos para el arte e incluyen, sin limitacién, el
etiquetamiento radiactivo (e.g., con un isdtopo tat como %P & 38) y etiquetamiento no
radiactivo tal como el etiquetamiento enzimatico (por ejemplo, usando peroxidasa de
réabano o fosfatasa alcalina), stiquetamiento gquimicluminiscente, etiquetamisento
flucrescente (por ejemplo, usando fluoresceina), etiguetamiento bioluminiscente, o
deteccion por anticuerpos de un ligando adherido 2 una sonda. Se incluye también en
esta definicidn a una molécula que es efiquetada en forma detectable por medios
indirectas, par ejerplo, una malécula que estd unida con una primera porcian (tal cama
biotina) que estd, a su vez, unida a una segunda porcién que puede ser obssrvada o
sometida a ensayo (tal como la estreptavidina etiquetada con fluoresceina). Las

etiquetas incluyen también a la digoxigenina, luciferasas, y a la acuorina.

Composiciones, Dosificaciones y Administracién _de Uso Farmacéutico y

Veterinario

Los compuestos incluyen las moléculas polipeptidicas y de acido nucleico
descritas aqui, asi como compuestos identificados segun los métodos de la invencion.
Los compuestos de acuerdoe a la invencion pueden proveerse solos 0 en combinacion
con otros compuestos (por ejemplo, moléculas de &cido nucleico, pquefias moléculas,
polipéptidos, péptidos o andlogos de péptidos), en presencia de un liposoma, un
adyuvante, o cualquier portador farmacéuticamente aceptable, en una forma apropiada
para ser administrados a mamiferos, por ejemplo, humanos, vacas, ovejas, etc. 5i se
desea, e tratamiento con un compuesto de acuerdo a ta invencién puede combinarse

con mas terapias tradicionales y existentes para una infeccién por patdgenos AJE.

Puede emplearse la practica farmacéutica convencional para proveer
formulaciones © composiciones apropiadas para administrar los compuestos a sujetos

infectados por un agente patdgeno A/E. Puede emplearse cualquier ruta de
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administracion adecuada, por ejemplo, parenteral, intravenosa, subcuténea
inframuscular, intracraneal, intraorbital, oftdlmica, intraventricular, intracapsutar,
intraespinal, intracisternal, intraperitoneal, intranasal, aerosol o administracion oral. Las
formulaciones pueden ser en forma de suspensiones o soluciones iiquidas; tabletas o

capsulas; polvos, gotas nasales o aerosoles.

Los métodos para hacer formulaciones son bien conocidos para el arte (57). Las
formulaciones para administracion parenteral pueden, por ejemplo, contener
excipientes, agua estéril, o solucion salina, polialquilen-glicoles tales como polietilen-
glicol, aceites de origen vegetal, o naftalenos hidrogenados. Para controlar Ia liberacién
de los compuestos pueden usarse polimeros de lactido, copolimeros de iactido/glicolidoe,
o copolimeros de polioxietilenc-polioxipropileno biocompatibles y biodegradables. Diros
sistemas de administracién partenteral potencialmente Utiles incluyen a las particulas de
copotimeros de etilen-vinil-acetato, bombas osmoéticas, sistemas de infusién
implantables, y liposomas. Las formulaciones para inhalacion pueden contener
excipientes, por ejemplo lactosa, o pueden ser soluciones acuosas gue contengan, por
gjemplo, eter de polioxietilen-9-laurilo, glicolato y deoxicolato, o pueden ser soluciones
aceitosas para administracidn en la forma de gotas nasales, o como un gel. Para
compaosiciones terapéuticas o profilacticas, los compuestos se administran a un
individuc en cantidades suficientes para detener o reducir una infeccion por agentes

patégenos AJE.

“Cantidades suficientes” de un compuesto de acuerdo a la invencién implican
. cantidades terapéuticamente efectivas o cantidades profilacticamente efectivas. Las
‘cantidades terapéuticamente efectivas® se refieren a cantidades efectivas, a
dosificaciones y por periodos de tiempo necesarios, como para lograr el resultado
terapéutico deseado, tal como }a reduccién de )a colonizacion o la diseminacion de un
patégeno AJE. Una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto puede variar
seguln factores tales como el estado de la enfermedad, la edad, el sexo y &l peso del
sujeto, y ta capacidad det compuesto para producir la respuesta deseada er et sujeto.
Los regimenes de dosificacion pueden ajustarse para proveer la Optima respuesta
terapéutica. Una cantidad terapéuticamente efectiva también es una en la cual los

efectos terapéuticamente benseficiosos pesan mas que cualquier efecto téxico o
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perjudicial del compuesto. Una “cantidad profilacticamente efectiva” se refiere a una
cantidad efectiva, a dosificaciones y por periodos de tiempo necesarios, para lograr el
resultado profilactico deseado, tal como la prevencion de la colonizacién por un agente
patogeno A/E. Tipicamente, una dosis profilactica se usa en sujetos antes —o durante
un estadio temprano de- la entermedad, de manera que una cantidad profilacticamente
efectiva puede ser menor que una cantidad terapéuticamente efectiva. Un valor
apropiado para cantidades terapéuticamente u profiacticamente efectivas de un
compuesto puede ser cualguier numero entre 0,1 "M ~0,1M; 0,1 nM - 0,05'M; 0,05 nM
- 15 uM; 60,01 nM - 10 pM.

Debe advertirse que los valores de dosificacion pueden variar segiin la severidad
de la condicion a ser aliviada. Para cualquier sujeto en particular, pueden ajustarse
regimenes de dosificacion especificos a lo largo del tiempo de acuerdo con los
requerimientos individuales y el juicio profesional de la persona que administra o
supervisa la administracion de las composiciones. Los intervalos de dosificacion aqui
expuestos son sdlo a modo de ejempio y no limitan los intervalos de dosificacion que
pueden seleccionarse por profesionales de la medicina. La cantidad de compuesto
activo en ta composicion puede variar de acuerdo a factores tales como et estado de la
enfermedad, la edad, el sexc y el peso del individuo. Los regimenes de dosificacion
pueden ajustarse para proveer la Optima respuesta terapéutica. Por ejemero puede-
administrarse un unico bolo, varias dosis divididas pueden administrarse a lo largo del
tiempo o 1a dosis puede ser proporcionalmente reducida 0 aumentada segin lo indicado
por las exigencias de la situacién terapéutica. Puede resultar ventajoso formular
compaosiciones parenterales en la forma de unidades de dosificacion para facilitar ia

administracion y la uniformidad de las dosis.

En el caso de formulaciones para vacunas, una cantidad efectiva de un
compuesto de la invencion puede proveerse sola o en combinacidon con otros
compuestos, y con uno o mas adyuvantes inmunoidgicos para inducir una respuesta
inmune. Los adyuvantes de acuerdo a la invencidon pueden ‘inc‘lﬁir emulsificadores,
dipéptidos de muramilo, avridina, adyuvantes acuosos tales come hidroxido de aluminio,
adyuvantes basados en quitosano, saponinas, aceites, Amphigen®, 1PS, extractos de

paredes celulares bacterianas, ADN bacteriano, complejos bacterianos, oligonutiettidos



56
ChLgol

sintéticos y combinaciones de los mismos (100). El adyuvante puede incluir un extracto
de paredes celuiares de Mycobacterium phlei (M. phlei, MCWE) (Patente US No.
4.744.984), un complejo de paredes celulares de ADN de M. phlei (M-DNA) o de
micobacterias (MCC). Los emulsionantes incluyen agentes emuisificadores naturailes o
sintéticos. Los agentes emulsificadores sintéticos incluyen agentes idnicos (e.g., sales
de potasio, sodio y amonio de acido laurico y oleico, las sales de calcio, magnesio y
aluminio de acidos grasos, t.e., jabohes de metaies, y suifonatos organicos tates como
el sulfato de lauril sodio), agentes catiénicos {e.g., bromuro de cetiltrimetilamonio), y
agentes no ibnicos {e.g., ésteres de glicero! tales como el monoestearato de glicero!,
ésteres y éteres de polioxietilenglicol, y los ésteres de acidos grasos de sorbitano tales
como e/ monopaimitato de sorbitano y sus derivados de polioxietileno, e.g.,
monopalmitato de sorbitan polioxietifeno). Los agentes emulsificantes naturaies incluyen
incluyen: acacia, getating, lecitina y calesteral. Otras adyuvantes adecuados incluyen un
aceite que puede ser un aceite simple, una mezcla de aceites, una emulsién de aceite
en agua (e.g, EMULSIGEN™, EMULSIGEN PLUS™ o VSA3), o una emulsién no-aceite
en agua (e.g., una emulsion de aceite, una emulsién de agua en aceite, o una emulsion
de agua-en aceite-en agua). El aceite puede ser un aceite mineral, un aceite vegetal o
un aceite animal. Los aceites animales adecuados incluyen, por ejemplo, aceite de
higado de bacalao, aceite de hipogloso, aceite de lacha, aceite de “reioj anaranjado®, ¢
aceite de higado de tiburdn, todos los cuales estan disponibles comerciaimente. Los
aceites vegetales adecuados incluyen, sin limitacion, aceite de canola, aceite de
almendra, aceite de semilla de algodén, aceite de maiz, aceite de oliva, aceite de mant,
aceite de cértamo, aceite de sésamo o aceite de soja. Alternativamente, pueden usarse
varias bases nitrogenadas alifaticas como adyuvantes con las formulaciones de
vacunas. Por ejemplo, los adyuvantes inmunolégicos conocidos incluyen aminas,
campuestos de amaonic cuatecnarios, guanidinas, benzamidinas y tiouroniums (75). Los
compuestos adyuvantes especificos inciuyen el bromuro dimetildioctadeci-amonio
(DDA) (Patente US No. 5.951.988) (88, 59, 85, 68, 84, 82, 83) y el N, N-dioactadecil-N,
N-bis {2-hidroxietil) propanodiamina (“avridina’) (Patente US No. 4.310.550, Patente US
No. 5.151.267) (62). Un adyuvante de acuerdo a la invencién puede inciuir por ejempio

un aceite mineral y bromuro dimetildioctadecil-amonio.
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Las composiciones de vacunas pueden prepararse usando técnicas corrientes
que incluyen -aunque no estan limitadas a- mezcla, sonicacién y microfiuidificacion. El
adyuvante puede comprender aproximadamente 10 a 50% (viv) de la vacuna, ©
aproximadamente 20 a 40% (v/v) o aproximadamente 20 a 30% 6 35% (v/v), o cualquier
valor dentro de estos intervalos. El compuesto puede también estar ligado a una
molécula portadora, tal como albimina de suero bovino o hemocianina cerradura de

lapa para aumentar la inmunogentcidad.

En general, los compuestos de la invencidon deberian usarse sin causar una
sustancial toxicidad. La toxicidad de los compuestos de la invencidn puede
determinarse usando técnicas corrientes, por ejemplo, mediante pruebas en tejidos
celulares 0 en animales experimentales y determinando el indice terapéuiico, e, la
relacion entre el LDS0 (la dosis letal para el 50% de ia poblacién) y el LD100 {la dosis
letal para el 100% de ia poblacién). En algunas circunstancias, sin embargo, tal como
en severas condiciones de enfermedad, puede ser necesario admihistrar sustanciales

excesos de tas composiciones.

Los siguientas ejemplos pretenden ilustrar realizaciones de la invencion, y no

debieran ser considerados como limitaciones de! alcance de la invencion.

EJEMPLO 1

Generacion de mutantes

Las cepas de bacterias usadas son las siguientes: EHEC 0157:H7 cepa 86//24
(32), EHEC EDLS933 (producto de aislamiento O127:H7 de E. coli de tipo salvaje; 3);
EHEC escN- (47), EPEC E2348/69 de tipo salvaje (producto de aislamiento 0127-H6 de
E. coli de tipo salvaje; 50), DBS100 de C. rodentium (ATCC 51459; 53), REPEC
0103:K-;H2 85/150 (52), E. coliHB101.

Los plasmidos usados fueron los siguientes:

{ Pissmido | Descripcidn y Fenotipo Relevante l Referencia
pREIB Vector svicida basado en sacB para intercambio atético, 4
Kan'
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pKD46 Recombinasa A roja de expresion del plasmido, AMPY 5
PACYC184 Vector de clonacién, ChMr Telr NEB
pCR2.1-TOPO Vector de clonacion de PCR, Amp’ Kan' Invitrogen
pTOPO-2ZHA Cassette de expresion basado en pCR2.1-TOPQ y dirigido

por Plac para la marcaci6n dei 2HA C-terminal, Amp’ Kan'
pCRespG-2HA/Bghl | Cassette de expresién basado en pACYC184 y dirigido por

el promotor espG de Citrobacter para el 2HA Clerminal

que marca a Cm'
pCRiar C. rodsntium ler en pCR2.1-TOPO

_pCRorf11 C. redentium orf 1/gria en pCR2.1-TOPQ

pEHorf11 EHEC orf11/griA en pCR2.1-TOPQ
pEPorf11 EPEC orff1/griA en pCR2.1-TOPQ
pHK232-8 Derivado de pBR322 que contiene un gen cat sin promotor | Pharmacia
pLEE1-CAT Derivado de pKK232-8 que porta la fusidn transcripcional

LEET

{Ler)-cat de C. rodentium desde los nucleétide -162 al

+216.
PLEES-CAT Derivado de pKK232-8 que porta la fusién transcripcional

LEES

{Tir}-cat de C. rodentium desde los nucledtido 262 al

+201.

Para PCR y PCR inversa, se usé como rutina el sistema de lectura de pruebas
ELONGASA Amplification System (GIBCO BRL/Life Technologies) para minimizar la
tasa de error del PCR. Los productos de PCR fueron clonados utilizando el kit de
clonacion Topo TA de Invitrogen con pCR2 | TOPO o pCR Il TOPO. La Sec_uencia del
DNA se determiné mediante el método terminador Taq Dye y un secuenciador
automatizado de DNA 373A (Applied Biosystems). Para ia clonacién, transformacién e
infecciones de rutina, las bacterias se cuitivaron en agar Luria-bertani (LB) o en caldo
LB suplementados con los antibidticos apropiados a 37°C. Se utilizaronm varios
antibidticos con ias siguientes concentraciones: Ampicilina 100 pg/ml, carbenicilina 100
pgiml, kanamicina 50 pgiml y cloranfenicol 30 pgiml. El crecimiento en el Medio de
Eagle modificado por Dullbecco (MEMD) se usd para la induccién de la expresion

génica del LEE y la secrecidn de 13 proteina de tipa 1l

Para generar los mutantes se usaron el intercambio alélico basado en genes
sacB (14) y el sistema de recombinasa Rojo lambda (17). En general, se eliminbd el 75%
0 mas de la porcién interna de cada gen para asegurar la interrupcién de la funcién del
gen. El primer gen se mutd mediante el método de la recombinasa rojo lambda y los
genes ler, orf11/griA, y cesT se mutaron mediante el método de intercambio alélico

basado en genes sacB. El mutante doble de lerforf11 se generd también utilizando el
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método sacB. La generacién de los mutantes tir y escD fue descrita en otras partes
{20,56). Los mutantes eran mutantes de delecion “en marco”, con la introduccion de un
sitio de enzima de restriccion (tanto Nhe 1, Bam Hl como Sal 1) en el lugar de la

delecidn, como se indica a continuacion:

Nombre del Longitud de la Coddn eliminado Elementos Métodos de !
mutante LEE proteina {aa) tde#a®) introducidos ene} deiecion ;
sitio de la delecion. empleados
Aler 129 23-97 6 8122 Casselte Nhel o SacB o Rojo Lambda
aphT
Aorft1/griA 135 23-115 Nhel SacB
AcesT 158 25147 Nhel SacB
Estos mutantes se verificaron con mditiples reacciones PCR. La

complementacién se sometid a prueba para los mutantes Alir, Aler y Aorfi11
suministrando los genes respectivos en un plasmido. Todos estos mutantes pueden ser
compiementados, confirmando que las mutaciones generadas por ambos métodos de
intercambio alélico no afectaron la funcién de los genes corriente abajo y son por lo

tanto no-polares.

Para hacer EHEC-pNieA-HA, la regién codificadora de nfeA fue amplificada
mediante el sistema de prueba de lectura ELONGASE Amplification System (Invitrogen)
y los siguientes primers: Z6024F:

S5'AGATCTGAAGGAGATATTATGAACATTCAACCGACCATAC (SEQ ID NO: 44y,
Z6024R: 5'CTCGAGGACTCTTGTTTCTTCGATTATATCAAAG (SEQ ID NO: 45). Los
productos PCR fueron clonados utilizando el kit de clonado TOPO TA (Invitrogen) y la
secuencia de DNA se verificd usando ef método det terminador Taq Dye y un
secuenciador automatizado de DNA 373A (Applied Biosystems). El producto fue luego
subclonado en pCRespG-2HA/BgH, un plasmido derivado de pACYC desarroitado para
conducir una expresion proteinica desde un promotor EspG de C. rodentium y para
agregar dos hemaglutininas de influenza (HA) al extremo C de la proteina expresada.
Las construcciones de plasmidos se introdujeron luego en EHEC y EHEC escN de tipo

salvaje electroparacion,
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Se creo un mutante de delecion en nleA en una cepa de EHEC resistente al
gcido nalidixico mediante un intercambio alélico basado en el gen sacB (29). Dos

fragmentos de DNA que flanquean al nleA fueron amplificados usando DNA

cromosomico de EHEC como plantilla.

El fragmento A fue amplificado por PCR usando el pnmer NT10
- YCCGGTACCTCTAACCATTGACGCACTCG (SEQ ID NO:46) y un primer NT11
S'AACCTGCAGAACTAGGTATCTCTAATGCC (SEQ ID NO:47) para generar un
producto de 1,3 Kb.

El fragmento B fue amplificado usando el primer NT12
SAACCTGCAGCTGACTATCCTCGTATATGG (SEQ ID NO:48) y un primer NT13
SCCGAGCTCAGGTAATGAGACTGTCAGC (SEQ ID NO:49) para generar un producto
de 1,3Kb

Los fragmentos A y B fueron luego digeridos con Pstl por 1 hora y luego la
enzima fue inactivada por calor durante 20 minutos a 65°C. Aproximadamente 50 ng de
cada fragmento digerido se ligd con ligasa ADN T4 por 1 hora a tenﬁperatura ambiente.
La reaccion de ligamiento se diluy6 1/10 y 1pi fue agregado a un PCR utilizando primers
NT10y NT13. El producto PCR de 2.3 Kb resultante fue luego digerido con Sacl y Kpnl,
ligado a los lugares correspondientes de pRE112 (14) y transformados en DHSaApir
para generar pNT225. B} pNT225 fue transformado en ta cepa conjugativa SM10Apir
que funciond como cepa donante en una conjugacion con el EHEC de tipe salvaje. Se
seleccionaron acidos natidixicos y exoconjugantes resistentes al cloranfenicol en agar
LB. Los exoconjugantes se sembraron luego en agar LB con sacarosa al 5% {wiv) y sin
NaCl. Las colonias resultantes fueron luego examinadas en cuanto a su sensibilidad al
cloranfenicol, seguido de PCR para identificar productos de aislamiento con la delecion
nieA y con pérdida de secuencias de plasmidos. Un mutante de delecion nieA fue luega
aislado y usado para trabajo ulterior. Se generd un mutante nfeA de . rodentium
usando PCR para crear, en pRE118 (14), un vector suicida con una delecién interna de

nleA.
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Se usaron los siguientes primers. dellF: 5'GGTACCACCACACAGMTMTC
(SEQ ID NO:50); del1R: 5'CGCTAGCCTATATACTGCTGTTGGTT (SEQ ID NO:51);
del2F:

5GCTAGCTGACAGGCAACTCTTGGACTGG (SEQ ID NO:52);, del?R:
SGAGCTCAACATAATTTGATGGATTATGAT (SEQ ID NQO:53). El plasmido resultante
fue introducido en C. rodentium por electroporacion para crear una cepa merodiploide
resistente a los antibidticos. La pérdida.de secuencias dei piasmido a través de un
segundo evento de recombinacion seleccionada como se describid mas arriba. Se
examinaron por PCR las colonias resistentes a la sacarosa y sensibles a los antibidticos
en busca del evento de recombinacion apropiado, utifizando primers flanqueando 1a
rogion eliminada. La ausencia de NleA se verificd aplicando Western Blot a los lisados

de células enteras con antisuero policional anti-NieA.

Evaluacidén de proteinas totales y secretadas / protetmica

Las proteinas secretadas fueron preparadas como se describid mas arriba (51).

Las cepas de C. rodentium se cultivaron durante una noche en un agitador en 4
mi de caido Luria (LB) a 37°C. Los cultivos fueron subcultivados 1 a 50 en 4 mi de
medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), el cual fue pre-incubado en un
incubador de cuitivos de tejido (con 5% de CO;) durante una noche, y cultivados
durante & horas en el mismo incubador para inducir 1a expresidn génica del LEE Los
cultivos fueron centrifugados dos veces a 13.000 rpm durante 10 min. para extraer las
bacterias, y el sobrenadante fue precipitado con 4cido trictoroacético (TCA) para
concentrar las proteinas secretadas en ef medic de cultivo. El pellet bacteriano se
disoivid en buffer 2X SDS-PAGE y fue designado como proteinas bacierianas totales.
Las proteinas secretadas precipitadas del sobrenadante también fueron disueltas en
buffer 2X SDS-PAGE y el TCA residual fue neutralizado con 1 p! de Tris saturado. Los
volumenes de buffer usados para re-suspender el pellet bacteriano y las proteinas
secretadas fueron normalizadas al QDEQ0 del cultivo para asegurar la igual carga de tas
muestras, Las proteinas secretadas fueron analizadas en SDSPAGE al 12% 6 17%, v
coloreadas con Azul Coomassie G250 al 0,1%. Para el anilisis Western Blot, las

proteinas totales o secretadas fueron separadas en SDSPAGE al 10%, y transferidas a
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membrana de celulosa (Bio-Rad). Los anticuerpos usados fueron anticuanpos
policlonales de rata confra Tir de Cifrobacter marcado con His, y anticuerpo monoclonal
de ratén contra EspB de EPEC. Se siguieron los protocolos regulares de Western Blot

ECL (Amersham Life Science).

EHEC de tipo salvaje y EHEC CVD451 se cultivaron durante {a noche en medio
LB. Los cultivos luego se disolvieron 1:100 en medio minimo M-8 suplementadc con
NaHCO3 44 mM, MgS04 8 mM, glucosa 0,4% y casaminoacidos 0.1%, v se cultivaron a
37°C en 5% de CO; hasta un QD600 de 0,6 a 0,8.

Las proteinas secretadas se cosecharon centrifugando los cultivos a 8000g
durante 30 minutos, luego separando los sobrenadantes de los pellets. Los
sobrenadantes se filtraron a través de filtros de 0,45 micrones y se determind la
concentracion de proteina mediante el ensayo de BCA (Sigma). Las proteinas se
prepararon para electroforesis mediante precipitacion con 1/9 del volumen de TCA frio
al 100%, sobre hielo durante 45 a 120 min, seguido por centrifugacién a 17600g
durante 30 min. Los peilets se enjuagaron en acetona fria al 100% y solubitizada en
buffer laemmii 1X (para geles SDS-PAGE unidimensionales) o buffer de muestra 2D
para getes 2D {urea 8M, tiourea 2M, CHAPS al 4%, Tris 20 mM, azul bromofeno! al
0,002%). Para los geles 2D, se agregoé DTT hasta 6 mg/mi, y buffer IPG {pH 3-10:
Amersham Biosciences) hasta 0,5% antes de la carga. Se rehidrataron tiras sacas
immobiline (Immobiline Dry Strips) de 18 cm (pH 3-10. Amersham) en la muestra
durante ta noche a 20°C. Luego las muestras fueran enfocadas a 15°C par 65.000 Vh.
Luego de ser enfocadas, las tiras se equilibraron en EB + 10 mg/ml de DTT durante 15
minutos, y luego EB + 25 mg/mi de iodoacetamida durante 15 minutos (EB es Tris 50
mM, urea BM, glicerol al 30%, SDS al 2%, pH 8,8). Las tiras equilibradas se sellaron a ia
parte superior geles SDS-PAGE de gran formato (acrilamida al 12% & 14%) usando
agarosa al 0,5% en buffer de corrida SDS-PAGE + azul bromofenol al 0,002%, y los

geles se corrieron hasta que el frente de la coloracién corriera fuera del gel.

Los geles se colorearon con Sypro Ruby siguiendo las instrucciones de los
fabricantes (BioRad) y se visualizaron en un iluminador UV o por MS/MS en un

espectrometro de masa LCQ Deca lon Trap (Thermo Finnigan) equipado con un
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sistema de cromatografia liquida Nanoflow (LC Packings—Dionex). En geles
visualizados con un iluminador UV, las manchas de interés se extrajeron manualmente.
La digestion intra-gel de las proteinas fue realizada en el Investigator ProGest Robot
(Genomic Solutions, Ann Arbor, Mi), tal como es descritc (23). Las muestras con
elevada abundancia de proteinas se analizaron mediante un sistema LT-MS
consistente en un sistema de cromatografia liquida Nanoftow equipado con un
automuestreader FAMOS (LC Packings —Dionex, San Francisco, CA), y un

espectrometro de masa LCQ Deca lon Trap (Thermo Finnigan, San Jose, CA){24).

Se usaron columnas PicoFrit de fase invertida PFC7515-PP18-5 (New Obiective,
Woburn, MA, EEUU) para la separacién de péptidos, y el efluente de la columna fue
rociado directamente dentro del espectrbmetro de masa. Se usé un flujo de 200 nL/min,

y el tiempo total de adquisicién fue igual a 45 min. por muestra.

Las muestra con bajas concentraciones de proteina se analizaron en un
espectrometro de masa APl QSTAR Pulsar Hybrid MS/MS (Applied Biosystems/MDS
SCIEX, Concord, Canada) (12) equipado con una fuente de iones Nanospray {Proxeon,
Odense, Denmark). Previo al analisis, las muestra se purificaron y concentraron en
ZipTips (Millipore, Billerica, MA). E! AP QSTAR Pulsar también se us6 para la

secuenciacion peptidica de novo.

Los espectros se analizaron contra la base de datos NCBI (Bethesda, MD) con

los buscadores Mascot (Matrixscience) o Sonar (Proteometrics Canada Ltd.).

Construccion de las fusiones transcripcionales cat v el ensayo CAT

Los fragmentos PCR que portaban los promotores y todos los elementos
reguladores corriente-arriba del ler (LEET) y el tir (LEE5) de Citrobacter fueron digeridos
con Bam HI y Hind Ili, y clonados en el plasmido pKK232-8, el cual contiene un gen cat
carente de promotor. Las posiciones ocupadas por los fragmentos clonados son como
se indican aqui. La actividad de CAT dirigida por estas fusiones en diterentes cepas de

Citrobacter fue determinada como se describié previamente (21, 22). Las muestras se
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colectaron en diferentes puntos de tiempo a partir de cultivos bacterianos desarrollados

en DMEM como se describié mas arriba.

Analisis de secuencias y herramientas bioinformaticas

El andlisis de secuencias y la busqueda de homologias del ADN vy las proteinas
con BLASTN, TBLASTN y BLASTP se llevaron a cabo usando programas disponibles
en el sitio web de NCBI (http://www.ncbi.nih.org/). Las bases de datos usadas incluyen
las del sitio de NCBI, el Centro de Genoma Sanger
(http:/iwww.sanger.ac.uk/Projects/Microbes), y el SwissProt
{hitp:/www.expasy.org/sprot/). Las posiciones dei LEE PAI asi como los profagos en el
genoma de EHEC fueron oblenidas a partir de datos generados por el programa
islandPath (http:/mww. pathiogencmics. sfu. cafistandpathy) (13).

Analisis Southern Blot

Las muestras de ADN gendmico para el andlisis Southern Biot se prepararon
usando el DNeasy Tissue kit (Qiagen). La sonda se preparé mediante digestion del
pNleA-HA con las enzimas Sall y Bghil para obtener un fragmento de 500 bp que fue

etiquetado con el kif de etiquetado no isotdpico BrightStar Psoralen-Biotin (Ambion).

Se digirieron completamente cinco microorganismos de cada muestra de ADN
gendmico con 25 unidades de BamHI, EcoRl y Pstf durante una noche. Las muestras
se resolvieron por electroforesis en gel de agarosa al 1%, y se transfirieron durante una
noche a una membrana de nylon BrightStar-Plus (Ambion) mediante levigacién pasiva Y
levemente alcalina. El ADN fue ligado en forma cruzada a la membrana exponiendo a

ésta ditima a luz UV durante 2 min, seguido por 30 min de calentamiento a 80°C.

La membréna fue prehibridizada lavandola en 10 ml de buffer de hibridacion
ultrasensible ULTRAhyb (Ambion) a 42°C durante 30 min. Diez microlitros de la sonda
preparada fueron luego agregados a la membrana prehibridizada en buffer y la sonda
fie hibridizada a {a membrana durante una noche a 42°C. La membrana se lavé dos

veces 5 min en buffer de favado de baja exactitud (Ambion) y 2 veces 15 min en buffer
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de lavado de alta exactitud (Ambion) a temperatura ambiente. La sonda hibridizada fue
detectada con el kit de deteccion no isotépica BrightStar BioDetect (Ambion), seguido

por exposicion a una pelicula Kodak.

(Generacion de antisuero anti-NleA

La porcion codificadora de nleA fue amplificada a partir del ADN gendmico de
EHEC y clonada en un vector de expresién marcado con his (pET28a, Novagen)
usando los siguientes primers: STTCCATATGAACATTCAACCGACC (SEQ ID NO: 54)
y SGGAATTCAATAATAGCTGCCATCC (SEQ ID NO: 55). Este piasmido fue
introducido en BL21 (ADE3), desarrollado hasta una densidad 6ptica (A600) de 0,8 e
inducido con IPTG 0.5 mM durante 16 horas a 20°C. La proteina marcada con his fue
purificada en una columna Ni-NTA siguiendo ias instrucciones de fabricante {Qiagen).
Las fracciones con NleA fueron agrupadas y se agregé trombina (500:1), y ia proteina
se dializb durante la noche contra tris 20 mM pH 8,2; NaC! 50 mM. Al dia siguiente ta
proteina fue cargada en una columna monoQ de FPLC y la columna fue desarrollada
con un gradiente ineal de NaCl desde 50 2 500 mM. Las fracciones con NieA fueron
agrupadas. Después de este paso, la protelna fue >90% pura. La proteina purificada se
usé para inmunizar dos. catas mache Sprague Dawley, 300 ug de prateinaltata, usando
el adyuvante completo de Freund (Sigma), y el antisuero resultante fue purificada en su
afinidad usando el soporte activado de inmunoafinidad Affi-Gel 15 seguin las
instrucciones del fabricante (BioRad). Para los experimentos de inmunofluorescencia, el
antisuero fue ulteriormente purificado por absorcién contra polvos de acetona
preparados a partir de células HelLa y a partir de EHEC. NieA tal como se describe en
(45). La especificidad del antisuero fue confirnada mediante et anélisis Wastern Blot de

extractos celulares de EHEC de tipo salvaje y NieA de EHEC.

Analisis inmunoblot

Las muestras para andlisis Western Blot fueron resueltas por SDS-PAGE (9% a
12% de poliacrilamida). Las proteinas se transfirieron a nitrocelulosa y los inmunoblots
se bloguearon en leche seca no grasa (NFDM) al 5% en TBS con pH 7,2, y con Tween

20 (TBST) al 0,1%, durante la noche a 4°C, y luego incubadas con anticuerpo primario
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en TBST NFDM al 1% durante 1 hora a temperatura ambiente (RT). Las membranas se
lavaron 6 veces en TBST y luego se incubaron con una dilucién 1:5000 de peroxidasa
de rébano - anticuerpo anti-ratdn de cabra (H+L) {(Jackson ImmunoResearch
Laboratories inc.) durante una hora a RT. Las membranas luego fueron lavadas como
se describiera mas arriba. Los complejos antigeno-anticuerpo se visualizaron con et kit
mejorado de deteccién por quimioluminiscencia (Amersham), seguido por exposicion a
pelicuta Kodak (Perkin Eimer). ‘Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: ariti-
HA.11 (Covance), anti-DnaK (Stressgen), anti-EHEC Tir, anti-NleA (este estudio), anti-
Calnexina (Stressgeny), anti-Calreticutina {Affinity Bioreagents), anti-tubuling {Sigma).

Inmunofluorescencia

Las ceélulas Hela se cuitivaron sobre cubreobjetos de vidrio en placas para
cultivo de tejidos de 24 pocillos e infectadas durante 6 horas con 1 uf (EHEC) de cultivo .
del dia anterior de OD~0,4. A las 6 horas postinfeccién las células se lavaron 3 veces
en PBS con Ca2+ y Mg2+, y fijadas en paraformaldehido af 2,5% en PNS durante 15
minutos a temperatura ambiente. Las células fueron permeabilizadas en saponina al
0,1% en PBS, bloqueadas en suero de cabra al 5% 6 BSA al 5% en PBS + saponina al
0,1%, e incubadas con los siguientes anticuerpos primarios diluidos en sotucion
bloqueante durante 1 hora a temperatura ambiente: anti-EHEC Tir, 1:1000; anti-E. coli
0157 (Difco), 1:200; anti-NleA policlonat de rata purificado en su afinidad {este estudio),
1:100; anti-manosidasa |l {gentiimente provista por la Dra. Marilyn Farquhar, UCSD),
1:1000. Luego de 2 lavados en PBS/saponina, las calulas se incubaron en anticuerpos
secundarios (Anti-ratén, conejo, rata conjugado con Alexa-488 & -568 [Molecuiar
Prabes], 1:400), durante 30 minutos a temperatura ambiente. lavadas 3 veces en
PBS/saponina y una vez en PBS, y montadas en portacbjetos de vidrio usande mawiol
+ DABCO. Para la visualizacién de la actina polimerizada, se incluyé faloidina
conjugada con Alexa-488 (Molecular Probes) con los anticuerpos secundarios a una
dilucion 1:100. Donde asi se lo indica, las células se incubaron con pg/mi de
brefeldina A (Boehringer Mannheim) durante 30 minutos antes de la fijacién. Las
imagenes se detectaron con un microscopio 2eiss Axioskop, se capturaron con una

camara digital Empix DVC1300, y analizadas con el software para tratamiento de



67

000068

imagenes Northern Eclipse, o en un microscopio confocal BioRad Radiance Plus

usando el software. Lasersharp.

Fraccionamiento de células hospedadoras infectadas

Para cada muestra, dos cépsulas confluentes de 100 mm de células HelLa se
infectaron con EHEC-pNleA-HA de tipo salvaje o EHECescN~pNIeA-HA usando una
MOl inicial de 1:10. A las 6 horas postinfeccion, fas células se lavaron tres veces con
PBS helado y se sometieron a fraccionamiento bioquimico como se describiera
previamente (30, 49). En breve, las céiulas se resuspendieron en 300 pL de butter de
homogeneizacidon (imidazola 3 mM, sacarosa 250 mM, EDTA 0,5 mM, pH 7.4)
suplementado con el cocktail inhibidor de proteasa COMPLETE (Roche) y
desintegradas mecaricamertg mediante el pasaje a través de una aguja de tamaio 22.
El homogenato fue centrifugado a baja velocidad (3000g) durante 15 minutos a 4°C
hasta transformar en pellets las células no desintegrtadas, las bacterias, los nicleos y
los componentes citoesqueléticos (pellet de baja velocidad). E! sobrenadante fue
sometido a ultracentrifugacion de alta velocidad (41.000g) durante 20 minutas a 4°C en
un rotor TLS55 en una centrifuga TL100 (Beckman) para separar las membranas de las
céldas hospedadoras (pellet) del citoplasma (sobrenadante). Los peliets fueron
resuspendidos en 300 ul. de buffer laemmii 1X, y el sobrenadante se llevd a buffer
faemmli 1X usando un stock 5X. Iguales volimenes de todas las fracciones se
resolvieron por SDS-PAGE (9% de poliacrilamida) y se transfirieron a nitrocelulosa y se

analizaron por Western Biot.

Para jos estudios de extraccion del NieA asociado a la membrana, se
fraccionaron dos cépsulas de 100 mm de células Hela infectadas como se describiera
mas arriba para cada una de las condiciones de extraccion. Los pellets de alta
velocidad (fa fraccion de membrana hospedadora) fueron resuspendidos en 300 gL de
uno de los siguientes buffers de extraccion: (i) Tris 10 mM, MgCi, 5 mM, pH 7,4: (i) Tris
10 mM, MgCt, 5 mM, NaCt 1 M, pH 7,4; (jii) NaHCO; 0.2 M, MgCl, 5 mM. pH 11,3; {iv)
Tris 10 mM, MgCl. 5 mM, 1% Triton X-100 pH 7,4. La extraccion se realizd sobre Hislo
pipeteando las muestras arriba y abajo cada 5 minutos durante 30 minutos, y las

muestras fueron recentrifugadas a 100.000g durante 30 mimusos. E} peltet {fraccién
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insoluble) fue resuspendido en 300 pL de buffer laemmii 1X; el sobrenadante {fraccién
soluble) fue precipitado en acido tricloroacético al 10% scbre hielo durante 30 minutos,
lavado en acetona al 100% y resuspendido en 300 pL de buffer laemmli 1X. Iguales
volumenes fueron resueitos por SDS-PAGE (9% de poliacrilamida) y transferidos a

nitrocelulosa y analizados por Western Blot.

Andlisis de infeccion de C. rodentium en ratones

En el servicio animal de la Universidad de British Columbia se alojaron ratones
C3H/Hed (Jackson Laboratory) y ratones NIH Swiss (Harlan Sprague-Dawiey) de 5
semanas de edad, directamente de acuerdo con las normas esbozadas por el Comité
de Cuidado Animal de la Universidad de British Columbia y el Consejo Canadiense
sobre el Uso de Animales de Laboratorio. C. rodentium de fipo salvaje y el mutante de
delecidn nleA se cuitivaron en caldo LB durante una noche en un agitador a 200 rpm, y
100 ui det cuttivo fueron usados para infectar a los ratones por cebadura orat. Et indcuto
fue titulado por dilucidén serial y cultivo en placa, y se hallo que era 4 x 108 cfulraton
para ambos grupos. Para la infeccion de los ratones C3H/Hed altamente susceptibles
por C. rodentium, la supervivencia de los ratones infectados fue evaluada diariamente
en e cuwrso de la infeccion. Cuando un ratdn se tomaba meribundo, éste era
inmediatamente sacrificado. Para los ensayos sobre virulencia bacteriana usando
ratones NIH Swiss, 08 animales fueran sacrificados al dia 10 post-infeccion, Para
cuantificar la hiperplasia coldnica, se colectaron y pesaron los primeros 4 ¢m del colon
distal medidos a partir del borde anal, .luego de retirar cualquier pellet fecal. Para
evaluar la colonizacién bacteriana, los tejidos coldnicos més los pellets fecales fueron
homogeneizados en PBS usando un Homogeneizador de Tejido Polytron, y fueron
diluidos seriaimente antes de culfivarios en agar MacConkey (Difco Laboratories). Ef
tejido coldnico y los pellets fecales se combinaron para determinar ia carga bacteriana
total en et coton del ratdn al momento de sacrificarto. Ef agar MacConkey es selectivo
para las bacterias Gram negativas, sobre el cual C. rodentium forma colonias con una
morfotogia altamente distintiva & identificable, no tipica de £ cofi (26). Para et andlisis
histolégico se fijaron los Ultimos 0,5 cm del colon de ratones infectados en formalina con
buffer neutro al 10%, se procesaren, se cortaron en secciones de 3 pm y se colorearon

con hematoxilina y eosina. El andlisis histolégico fue hecho por el Laboratorio de
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Servicios Morfologicos del Departamento de Patoiogia y Medicina de Laboratoric de {a

Universidad de British Columbia.

EJEMPLO 2
Anélisis de la Regulacion de la Expresién Génica del LEE

Para determinar cudles genes en el LEE son los que regulan la expresion génica
del LEE en C. rodentium, analizamos mutantes LEE en busca de la expresién de EspB
y Tir, las cuales estan codificadas por los operones LEE4 y L EES, respectivamente. Los
lisatos celulares totales de bacterias desarroliadas en DMEM se analizaron por Western
Biot con sueros anti-Tir y anti-EspB. Nuestros resultados confirmaron el rol esencial del
Ler en la expresion del LEE, ya que no se produjeron Tir ni EspB en aAler. Tal como se
esperaba, Atir y AespB no produjeron Tir y EspB, respectivamente. No se obssrvd Tir en
AcesT, lo cual es consistente con el rol de los CesT como acompafante para la
estabitidad y secrecion de Fir (18, 19). Llamativamente, otra proteina codificada por st
LEE, Orf11, tambien era requerida para Ia expresion de Tir y EspB. La expresion de Tir
y EspB en Aorf11 fue complementada por un plésmido que portaba solo el orf11 de
Citrobacter (Fig. 8). El gen orf17 es altamente conservado entre patégenos A/E, y tanto
el orf11 de EHEC como de EPEC complementaban al Aarf11 de Citrabacter {Fig. 8),
indicando que Orf11 és funcionalmente equivalente en la regulacion positiva de ia

expresion génica del LEE en patégenos A/E.

El andlisis secuencial indicé que Orf11/GrlA muestra 23% de identidad respecio
de CaiF, un activador transcripcional de los operones cai y fix de las Enterobacteriaceae
(15), y 37% de identidad respecto de la secuencia de aminoacidos deducida de un
producto no caracterizado de Sa/monelfla codificado por un gen localizado corriente
debajo del operdn fimbrial std {16) (Fig. 7). Este homdlogo de Salmonelfa esta indicado
como SGH (Homdlogo GriA de Saimonella) en la figura. Estas tres proteinas contienen
una estructura hélice-giro-hélice esperada que es caracteristica de tas proteinas de

enlace del ADN.,

- Para determinar la jerarquia de Orfi1 y Ler en la regulacion de la expresion

génica del LEE, nosofros creamos un mutante doble de /er y orf11 en C. rodentium. Si



7

0
000071

bien ia expresion de Tir y EspB en Aler Aorf11 puede restaurarse mediante la expresion
de Ler in trans, el Orf11 similarmente expresado no tenia este efecto (Fig. 8), sugiriendo
que Orf11 actua corriente arriba respecto de Ler en la cascada regulatoria. El andlisis
de extension de primers confirmd esta jerarquia regulatoria mostrando que el promotor
ler de Citrobacter es similar al ler de EPEC y su expresion fue reducida en Aorf11.

El rol de Orf11 en la regulacibn de la expresién de ler fue ulteriormente
demostrada mediante el monitoreo de las actividades de las fusiones transcripcionales
entre las regiones regulatorias de los operones LEET (Ler) (pLEE1-CAT) o LEES (Tir)
(PLEES-CAT) y el gen reportador cat en cepas WT, Aler y Aorft1 de Citrobacter
desarrolladas en Medio Esencial Modificado de Dulbecco (DMEM) durante 6 horas. La
actividad de la fusion LEE7-cat fue disminuida en Aorf11, y la de las fusiones LEES-cat
fue drasticamente reducida tanto en Aler como en Aorf11. Estos resultados indican que
Orf11 es un nuevo regulador positivo de {a expresion de Ler, gue subsecuentemente
facilita la expresioén de otros operones LEE. Dado que Orf11 actia comiente amiba de

Ler en la cascada regulatoria, fue denominado GHA (regulador globa! del activador de
LEE).

EJEMPLO 3
Identificacion de efectores secretados por TTSS codificado por LEE

Los agentes patoégenos A/E secretan varias proteinas hacia los cultivos de tejidos
o medios minimos, pero las proteinas secretadas son, predominantemente, los
translocadores EspA, EspB y EspD. Las proteinas secretadas fueron concentradas por
precipitacion con TCA a partir de sobrenadantes de cultivos celulares desarrollados en
DMEM y analizados por SDS-PAGE 12% seguido de coloracién con Azul Coomassie.
Las C. rodentium que portaban un plasmido con orf11/griA secretaban por lo menos
300% mas EspA, EspB y EspD que las cepas WT.

Para definir los efectores codificados por el LEE de Citrobactfer, marcamos varias
proteinas, codificadas por LEE que no estdn involucradas en TTS y en ia adhesion a la
célula hospedadora, con un epitope doble de hemaglutinina (2HA) en el extremo
carboxi, y analizamos su secrecion en C. rodentium WT y mutantes. Solamente Tir,
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EspG, EspF, EspH y Map fueron secretados por el TTSS codificado por LEE en C.
rodentium, sugiriendo que el LEE codifica sblo para 5 efectores. Una proteina de 54
kDa no reconocida previamente (p54) fue facilmente detectada por coloracién de
Coomassie en un mutante que también tenia una muy elevada secrecion de Tir,
sugiriendo que representa un nuevo efector putativo codificado fuera de! LEE.

Para identificar a p54 y para determinar si hay otros factores que se codifiquen
fuera del LEE en C. rodentium, aprovechamos la capacidad de GrlA para aumentar la
expresion génica del LEE y/o la secrecidn de tipo i, e introdujimos el ptasmido grlA en
los mutantes que secretaban efectores pero no transiocadores. La sobre-expresion de
GriA aumentd en gran medida (mas del 400%) la secrecion de Tir en estos mutantes,
sin que se secrefaran transiocadores. Se observaron por lo menos 6 otras proteinas
secretadas, indicando que el TTSS codificado por LEE secreta varias otras proteinas no
codificadas por LEE.

Para identificar estas proteinas, las proteinas secteradas fueron analizadas por
geles 2-D. Dado que algunos de los efectores codificados por LEE (EspF, EspH y Map)
tenian valores basicos de pl esperados, con EspF presentando un pl exiremo de 11,00,
las proteinas secretadas fueron en primer lugar enfocadas en Tiras Secas Immobitine
con gradientes tanto acidos (pH 3-10) como bésicos (pH 6-11), y luego resueltas en
SDS-PAGE 12% y 14%, respectivamente. Los geles fueron coloreados con Sypro Ruby,
y las manchas de proteina seleccionadas fueron extraidas manuaimente y analizadas
por espectrometria de masa y por secuenciamiento peptidico de novo.

Este analisis confirmé que la secrecion de Tir, EspF, EspG, EspH y Map
codificados por el LEE era de tipo Il (Tabla 2).

Tabla 2. Efectores y efectores putativos secretados por el TTSS codificado por el LEE

en C rodentrum
I LR - I LN SR M. r LA ] — H . Y e Tla L Mmmm— PR . l
iUy FaAnLd e TR H Zre FEE P -y T R Taomrelels s L
|_deserie | propuesto | estimado | estmado | delgen | _patégenos J
B3] Tir o6 5.0 LEE Tir. conzeryaco en indos ins petAsannc A
EspG, conservado en todos los patégenos
14 EsnG 44 7.3 LEE AE
C1aC2 Map 23 9.0 LEE Map, conservade en todos los patégenos AJE

C3 EspF N 11,0 LEE EspF, conservado en todos los patdgenos AJE
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EspH. conservado en todos los patoaenos

CHaC6 EspH 21 8.7 LEE AJE
EREC 7616 enisla- 71 corca del orgfano
7 NleA 54 58 Noen LEE CP-933P

EHEL 24325 en isia-U 122, Rorit de REFEC
asociado a LEE, y STMF1 de S. typhimurium.
Tambien jene homoloaia con 20834 deista O

12 NleB 39 5% NoenLEE 36
EHeC £0G88 enista O 38 ceres det orofaao
13 NleC 40 4,6 NoenlEE CP-933K

EHEC 20390 enisia U 35 eniamismaisia Q
que Z0985 y Z0986. También tiene simfitudes
can & eledtar HootloH de P. svringag ov.
14 NieD 28 7.1 No en LEE tomate
EHEC 24325 en ia miama isla G 122 gue
Z4328, RorfE de REPEC asociado a LEE, y
17 Niek b 6.3 NosnLEE CORF1224de S. figxnan
EHEC Z6020, en las mismaisla O 71 que
Z&Uz4. Algunas simifitudes oon proieinas
hipotéticas en Yersinia pestis y Helicobacter
13 NieF 24 4.7 NoenbtEE ovion
Secuencia peptidica identificada;
GHITMNAPSSHAMITR,. Mo se natiaron

20 NleG 26 58 Noen LEE homdlogos en base de datos

Ademas de los cinco efeclores codificados por LEE, nosotros identificamos siete
proteinas secretadas no codificadas por LEE que probablemente sean efectores. Estas
proteinas secretadas codificadas fuera del LEE fueron por lo tanto designadas NleA
(p54), NieB, NieC, NieD, NieE, NieF y NleG (QQENAPSS{ILYQTR; SEQ ID NO: 59)
(significando: efectores no codificados por LEE) para distinguilas de las proteinas
secretadas o efectores codificados por LEE (Esp) (Tabla 2). Entre fas siete proteinas
identificadas, sdlo NleG resultd dnica para C. rodentium, y las otras 6 proteinas tienen
homélogos altamente conservados en EHEC 0157 (Tabla 2). Los homdlogos de EHEC
estan codificados por genes agrupados en tres regiones discretas del genoma, y cada
region codifica al menos para dos proteinas que muestran homologia con las proteinas
secretadas de C. rodentium (Tabla 2). Los genes Z6024 y Z6020 que codifican para los
homélogos de NieA y NieF estan localizados en fa isla O 71 de EHEC associados al
profago CP-933P. En forma similar, los genes Z4328 y 74329 que codifican los
homologos NieB y NleE estan localizados en la isla O 122, y aquéllas que codifican
para los homdélogos NieC y NieD (Z0986 y Z0990) estan en la isla O 36 (Tabla 2, Fig. 9).
Mas aun, 24328 (isla O 122) tiene una fuerte homologia con Z0985, un gen localizado
cerca de Z0986 en la isla O 36.
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Los homologos de los seis huevos genes efectores de EHEC estan presentes
también, y organizados similarmente, en EPEC, cuyo genoma esta siendo secuenciado
(http:/iwww_sanger.ac.uk/Projects/Microbes/). Salvo Z6024, que mostré un 89% de
identidad nucleotidica con un gen de EPEC, los otros 5 genes de EHEC mostraron una
identidad superior al 95% respecto de sus homdlogos en EPEC. Mas alin, algunos de
estos efectores también son aftamente conservados en otras bacterias patogénicas.
NieD/Z0990 tiene similitud con el efector tipo 1il HopPtoH de P. syringae pv. Tomate
(41, 42). NieA/Z4329 tiene una homologia significativa con e RorfD de EPEC de conejo
(REPEC) y el Orf212 de S. flexneri (8, 33), mientras que NileB/Z4328 tiene una fuerte
similitud con RorfE de REPEC y dos proteinas hipotéticas de S. typhimurium. Los genes
para Z4328 y Z4329 estan localizados en forma adyacente en EHEC, similarmente a la
disposicion de genes de rorfD y rorfE en REPEC (8). Sin embargo, rorfD y rorfE estén
localizados junto al LEE en REPEC, méentras que sus contrapartes en EHEC residen en
una region (isla O 122) distante del LEE. La isla O 122 de EHEC que porta a 74328 y
24329 también contiene genes que codifican para dos citotoxinas y para un homélogo
de PagC, un importante factor de virulencia regutado por PhoP/PhoQ en S. enterica (3,
43). Las tres islas O de EHEC que codifican para los nuevos efectores tienen un sesgo
dinucieotidico y bajo contenido de GC%, sellos disintivos de fos PAls (9). Ademds,
estin asociadas con un profage o bien flanqueadas por secuencias de inserciéon
méviles, y no estén presentes en el genoma de E. coli no patogénicas (3), sugiriendo la
transferencia horizontal de estos genes. Colectivamente, esto sugiere ia importancia de
estas islas y de los efectores de EHEC y Citrobacter recientemente identificados en
cuanto a la virulencia. También indica que, al diferir entre si, los agentes patogenos
relacionados mantienen un conjunto sorprendentemente conservado de PAls, a pesar
de las diversas ubicaciones de los PAls en ef cromosoma bacteriano.

EJEMPLO 4
{dentificacion de NleA

Si bien la secrecion de tipo i es considerada generaimente como contacto-
dependiente (46), las condiciones de cuttivo definidas in vitro pueden inducir a EHEC a
secretar efectores de tipo il en ef medio extracelutar durante el crecimiento en cultive
liquido (28, 51). Los sobrenadantes de cultivo se prepararon a partir de EHEC de tipo
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salvaje (wt) y un mutante de secrecion tipo HI (escN-), cultivado en condiciones
inductoras de secrecion de tipo Il. Ei andlisis de las proteinas secretadas por SDS-
PAGE revel6 una abundante proteina de alto pedo molecular, comin a las proteinas
secretadas de las muestras tanto de tipo salvaje como escN-, y varias otras abundantes
proteinas exclusivas de fa muesira de tipo salvaje (Figura 10A). Las porteinas
secretadas fueron separadas por eleciroforesis en gel bidimensional y las abundantes
manchas separadas de proteinas fueron extraidas del gel y analizadas por
espectroscopia de masa (Figura 10B, Tabla I).

Tabla |
T T | I T T T Y ]
[T T PTUT e IR ) epeinenal || o eperment
! LenHo0s (U !
1 EspP §,60E-4 4 105 a5 5.9 6.5
Za bir 2.50k-39 14 54 s3] 5 5
0 T 1 2,70E29 W0} 58 65 5 48
3 NieA 7,70E-11 48 50
4a CspD | 8.60C-55 (] 33 35 5.4 5,2
4 EspB | 2,00E-06 2 33 38 5,1 1
5 EspA | 1,30E-37 16 21 18 48 5

La mancha #1, que estuve presente en los sobrenadantes tanto de los cultivos
del tipo salvaje como en los de escN-, fue identificado como EspP, una proteina de
EHEC codificada por un plasmido, que es secretada por un mecanismo
autotransportador que es independiente de fa secrecion de tipo i (25). Cuatro manchas
principales (#2, 3, 4, 5) fueron exclusivas de los sobrenadamtes del tipo salvaje. Tres de
estas manchas se identificaron como proteinas secretadas de tipo il ya conocidas,
codificadas dentro del LEE: Ti (mancha #2), EspB (mancha #4) y EspA (mancha #5)
(Figura 10B, Tabla I). La mancha #3 fue identificada como una proteina con un peso
molecular esperado de 48 kDa, codificada por una marco de lectura abierto, dentro del
genoma de EHEC pevo fuera del LEE (Figura 10C). Hemos denominado a esta proteina
NieA (efector A no codificado por LEE).

EJEMPLO 5
Caracterizacion del locus que contiene a nieA
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El gen nleA esta codificado en una isia O: una region det genoma de EHEC que
esta ausente en el genoma de la cepa no patogénica K-12 (3) de E. coli. La regitn entre
el dlimo gen conservado en {a espina dorsal de E. coli K12 (YciE) y los genes que
codifican las proteinas estructurales de fago comenia varios fragmentos putativos de
transposasa y un fragmento putativo sitio-especifico de recombinasa (Figura 11A). E|
analisis de esta regiéon con islandpath, un programa disefiado para identificar PAls (13),
revelé que todos los ORFs dentro de esta region tienen un sesgo dinudeotidico y un
contenido de GC divergenie respecto de la media de! genoma de EHEC. 10 ORFs
dentro de la remdén tienen un contenido de GC al menos 1 desviacién estdndar por
debajo de la media de! genoma de EHEC, mientras que 2 de los 6 ORFs tienen un
contenido de GC al menos 1 desviacidn estandar mas alto que la media del genoma de
EHEC. En conjunto, estos resuitados sugieren que nfeA ests localizado en un PAI que
tienen caracteristicas que sugieren roles en la virulendia, incluyendo un acompafiante
putativo (Z2585) y dos proteias. con similitud a las protreinas secretadas de tipo il de
otros agentes patégenos (26021, 26020),

Para investigar mas en profundidad [a naturaleza y distribucion del gen nleA, se
prapard una sonda nleA y se realizd un andlisis Westermn Blot sobre un panel de ADN
gendmico de otros patégenos A/E y de ofra cepa de E. coff no patogénica. Como se
muestra en [a Figura 11B, el gen nleA estuvo presente en todos los patégenocs A/E
examinados, pero ausente en £ coli no patogénicas. Bl andlisis de la secuencia
gendmica “en progresc” de EPEC reveld que nleA esta presente en forma muy préxima
a un sitio de insercion de fago en el genoma de EPEC. nfeA también esta presente
dentro de un profago de una cepa intimina-positiva no-Q157 de EHEC, OB4:H4, pero
ausente en cepas no patogénicas de E. coli, E. coli uropatogénica, la cual no contiene
el LEE. nleA también esta ausente en otros patdgenos que contienen TTSS, tales como
especies de Salmonelfa y Shigeifa. Por lo tanto, nieA parece haber sido
especificamente adquirido o retenido en los agentes patéogenos A/E. El alineamiento
secuencial maltiple de las secuencias del gen nieA de C. rodentium, EPEC, EHEC ¥y
084:H4 revela un alto grado de conservacion de secuencias en estos cuetro patégenos

AVE (Figura 11C).
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EJEMPLO 6
NieA es secretada por el sistema de secrecion de $ipo Hi codificado por el LEE

Los efectores del TTSS codificado por LEE en EHEC y EPEC descritos hasta
hoy estéin codificados dentro del LEE, en forma muy proxima a los genes que codifican
para of propio aparato de secrecion. Para determinar si {a secrecion de NleA era
dependiente del TTSS codificado por LEE, una version de NieA marcada con un
epitope fue expresada a partir de un piadsmido en EHEC de tipo salvaje y una cepa
escN-, la cual es deficiente para la secrecion de tipo Il (47). Como se muestra en la
Figura 12A, si bien la NleA marcada con HA fue expresada a niveles similares en EHEC
de tipo salvaje y escN-, la proteina sblo fue secretada hacia el medio extracslular por
las bacterias de tipo saivaje transformadas para NleA y HA. DnaK, una proteina
bacteriana no secretada, fue usada como control para la ausencia de proteinas no
secretadas en las muestras de proteina secretada (Figura 12B). Tir fue secrelada en las
cepas de tipo salvaje no transformadas y transformadas para NisA-HA, pero no fue
secretada por las cepas escN- (Figura 12C), verificando los fenotipos TTSS esperados.
Similares resultados se obtuvieron para la expresion de la NleA marcada con epltope en
EPEC de tipo salvaje y varios mutantes de EPEC para ia secrecién de tipo lii, indicando

que la NieA también puede ser secretada por el TRSS de EPEC.

EJEMPLO 7
NieA es transalocada hacia las células hospedadoras

Cuando se cultiva EHEC en condiciones inductoras de secrecion de tipo Ili, son
secretados dos tipos de proteinas hacia el medio extracelular. Para determinar si NieA
era un efactor translocador o translocado, investigamos ia translocacién y la secrecion
de tipo ill en ausencia de NleA mediante la generacién de una cepa mutante por
delecion. Se analizaron los perfiles de proteinas secretadas de EHEC de tipo salvaje y
mutantes AnleA. Las muestras del tipo salvaje contenian una abundante proteina de
aproximadamente 50 kDa que estaba ausente en las proteinas secretadas por AnleA
(Figura 13A). El analisis Western Blot con antisueros dirigidos contra NleA demostrd
que NieA de 50 kDa estaba presente en las proteinas secretadas por i tipo salvaje, y

ausente en la muestra de An/eA (Figura 13B). Sin embargo, ademas de la presencia o
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ausencia de NieA, los perfiles de las proteinas secretadas de las cepas de tipo saivaje y
AnjeA eran idénticos (Figura 13A). Por lo tanto, NleA no es necesaria para la secrecion
de otros efectores secretados de tipo HI, Para determinar si NieA es necesarta para la
translocacion de otros efectores de tipo il hacia la célula hospedadora, se infectaron
célutas Hela con EHEC de tipo salvaje y EHEC AnfeA, y se monitored {a translocacion
y la funcién de Tir mediante la coloracién inmunofluorescente de las celulas infectadas.
Se examind la formacién de pedestal por EMEC de tipo salvaje y mutantes AnfeA
sometiendo las células infectadas a inmunoflucrescencia con anticuerpos anti-EHEC y
anti-Tir, y visualizando (a actina filamentosa con faloidina. Los resultados indicaron que
la EHEC AnleA se adheria a las células HeLa a niveles similares que la EHEC de tipo
salvaje. La coloracion inmunofluorescente reveld que Tir era translocado hacia las
células hospedadoras y enfocado bajo las bacterias infectantes tanto en las cepas
EHEC de tipo salvaje como en las AnfeA. Para confirmar la transiocacion funcional de
Tir, las células infectadas fueron coloreadas con faloidina fluorescente para visualizar la
actina polimerizada involtjcrada en i3 formacion del pedestat debajo de {as bacterias
adheridas. Los pedestales de actina eran evidentes en células infectadas tanto con
EHEC de tipo salvaje como AnleA, indicando que la translocacion y funcién de otros
efactores de tipo Il pueden operar en ausencia de NleA. Estos resultados {ambién

indican que NieA no es necesaria para la formacion del pedesta.

Dado que NleA no parecla jugar un rof en la secrecion o translocacion de otros
afectores, investigamos si la propia NleA era transiocada. Se infectaron células Hela
durante & horas con FHEC de tipo salvaje o ascN- que expresara NleA marcada con HA
y se comatieron a fraccionamiento subselular y analisis Western Blot con un anticuerpo
anti-HA. Como se indica en la Figura 14A, NleA es translocada hacia las céluas
hospadadoras donde se asocia con {a fraccion de membrana de 1a célula hospedadora. |
No se observa transiocacion de NleA durante la infoccion de células con un mutante de
sasracion do tino 1 que expresa NieA marcado con HA, indicando que la translocacion
de NleA y la asociacién a la membrana del hospedador es TTSS-dependiente. Fl
analisis Western Blot da las fracciones con anticuerpos para proteinas especificas a
cada fraccion conformd la asuscncia de contaminacidn cruzada de las fraccioncs. La
calnexing, una proteina integral de la membrana de ia célula hospedadora, estaba

ausente en la fraccion citoplasmatica del hospedador, y la tubulina, una proteina
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citoplasmatica de la célula hospedadora, estaba ausente en la fraccion de membrana
del hospedador. DnaK, una proteina bactariana no secretada, estaba presente s6io en
el peliet de baja velocidad, demostrando ia ausencia de contaminacion bacteriana de la
membrana y fracciones citosolicas del hospedador. NieA y DnaK estaban ausentes en
el pellet de baja velocidad de las células infectadas con mutante de tipo lli debido a la
dependencia de tipo Il de la adherencia de EHEC. Para descartar que la ausencia de
NieA en las muestras infectadas por el mutante de tipo Il pudiera deberse a un
artefacto debido a la depencencia de tipo Iii de la adherencia de EHEC, también
llevamos a cabo experimentos similares expresando y liberando NieA-HA por EPEC de
tipo salvaje y mutante de tipo Hl, ya que la adherencia de EPEC a las células Hela es
independiente de la secrecibn de tipo HI. NieA estaba presente en la fraccion de
membrana de las células infectadas con cepas de EPEC de tipo.salvaje, pero no con
mutantes de tipo Ill. Tanto NleA como DnaK estaban presentes en las fracciones de
pellets de baja velocidad tanto en las células infectadas con EPEC de tipo salvaje como
en aquéllas infectadas por EPEC mutantes de tipo Il

Para investigar {a naturaleza de la asociacién de NieA con las membranas de las
células hospedadoras, las fracciones de membranas de células hospedadoras
infectadas que contienen NieA marcada con HA fueron exiraidas sobre hielo en
diversas condiciones y recentrifugadas para obtener fracciones de membrana solubles
e insolubles (Figura 14B). Estas fracciones fueron sometidas a un andlisis Western Blot
con anticuerpo anti-HA para detectar NieA marcado con HA. El tratamiento con alta
salinidad (NaCl 1M) o pH alcalino (Na,CO; 0,2M, pH 11.4) elimina las proteinas que
estan asociadas periféricamente con membranas a través de interacciones
electrostaticas o hidrofilicas, respectivamente. La asociacion de NleA con las
membranas de céluias hospedadoras resistieron la disrupcion con estos tratamientos
(Figura 14B, panel superior), tal como lo hizo la calnexina, una proteina integral de
membrana (Figura 14B, panet medio). En contraste con esto, una proporcion
significativa de calreticulina, una proteina periférica de membrana, fue extraida de la
fraccion de mebrana tanto durante el tratamiento con alta safinidad como con pH
alcalino (Figura 14B, panel inferior). El tratamiento de las fraccicnes de membrana con
el detergente no-ibnico Triton X-100, el cual solubiliza las proteinas integrales de

membrana tales como la calnexina (Figura 14B, panel medio), NieA casi completamente
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solubilizado, dando como resuitado un desplazamiento de la proteina NleA marcada
con HA desde la fraccién insoluble hacia la soluble (Figura 14B, panet superior). Estos
resultados indican que NleA es translocada hacia las células hospedadoras, donde se
compoita como una proteina integral de membrana. Efectivamente, el analisis
secuencial de la proteina NleA mediante varios programas predictivos para dominios de
transmembrana predice uno 0 dos dominios putativos de transmembrana dentro de la

secuencia (Figura 11C).

EJEMPLO 8
NleA se localiza en el aparato de Golgi del hospedador

A continuacion se determiné la localizacion subcelutar de NieA dentro de la
célula hospedadora. Las células Hela fueron infectadas con EHEC de tipo salvaje o
EHEC AnleA, y sometidas a inmunofiuorescencia con anticuerpos dirigidos contra NieA
y manosidasa ll. Algunas muestras fueron tratadas con brefeldina A durante 30 minutos
antes de la fijacién. Se aplicaron dos capas de color a las tinciones de NieA y
manosidasa H. Las células Hela fueron transfectadas con una construccion de
expresion que codifica para una proteina de fusibn GFP-NleA, y sometidas a

inmunofiuorescencia con un anticuerpo dirigido contra la manosidasa I,

La coloracion inmunofiuorescente de las células Hel a infectadas con EHEC de
tipo salvaje, usando un anticuerpo anti-NleA, dio como resultado un patrén de
coloracién pefinuclear que estaba ausente en células infectadas con EHEC AnfeA, o
células no infectadas. Este patron no recordaba a la coloracion obtenida con
marcadores para endosomas tardios, lisosomas, RE, miticondrias o nideo. Sin
embargo, se observo un patrén de coloracién muy similar cuando las células fueron co-
coloreadas con anti-NieA y anticuerpos a los marcadores del aparato de Golgi,
incluyendo a la manosidasa I, donde las dos proteinas se colocalizaban
extensivamente. Para confirmar la localizacion de la NieA en Golgi, fas oélulas
infectadas se incubaron con brefeldina A, un metabolito fiingico que destruye la
estructura del Golgi (27), antes de la fijacién y la inmunoflucrescencia. El tratamiento
con brefeldina A provoct la difusion de la coloracion de la manosidasa Hl y la NieA,
como se espefaba para proteinas localizadas en Golgi. La colocalizacion de NieA se
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observd con varios otros marcadores del aparato de Golgi, y también se observo 1a
localizacién de Golgi en experimentos para examinar NieA marcada con epitope y
coloreada con anticuerpos anti-marca, utilizando tanto marcas epitopicas para HA como.
para FLAG. Para determinar si fa locafizacion de NieA en Golgi requeria otros factores
bacterianos o si era una propiedad inherente de NleA, lascélulas fueron transfectadas
con una construccion de expresion que codificaba una proteina de fusién GFP-NleA. La
NiteA GFP transfectada también se localizé en el Golgi, donde se superponia con la

coloracion de la manosidasa il

Por lo tanto, nuestros resultados indican que NleA se localiza en el Golgi. La
observacidn de que una proteina de fusion NleA-GFP transfectada se localiza en el
Golgi sugiere que la proteina NieA contiene informacion que (a direcciona a Golgi, y que
no requiere otros factores bacterianos para llegar a este destino. La NieA fiberada por

bacterias también se localiza en Golgi.

EJEMPLO 9

NleA es necesario para ia virulencia

El alto nivel de conservacion de secuencia de NleA en agentes patégenos AE
(Figura 11C) sugiere que NieA cumple un papet similar en la infeccién. C. Rodentium es
un agente patogeno natural de ratones (53), y ha sido usado como un sistema modelo
para estudiar la patogénesis A/E. En cepas susceptibles, la infeccién por C. Rodentium
es fatal y tipicamente provoca fa muerte de los ratones infectados entre los dias 6-10
de infeccion (54). Las cepas de raton mds resistentes no mueren a causa de la
infeccion por C. Rodentium, pero son colonizadas y desarrolian inflamacion intestinal e
hiperplasia colénica (54).

Para probar el rol de NieA en la virulencia, hemos creado una cepa de C.
Rodentium con delecion en nleA y verificado la ausencia de NieA mediante analisis
Western blot det total de los extractos bactenanos con el anfisuero NieA (Figura 16A),
Los ratones fueron infectadas con igual cantidad de bacterias de tipo salvaje 6 AnjeA
por sonda oral. En ratones C3H-HeJ susceptibles a C. Rodenfium, NieA fue
absolutamente necesarno para la virulencia. Todos los ratones C3H-Hed infectados con
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C. Rodentium de tipo salvaje murieron entre los dias 6-10 de la infeccion {n=9),
mientras que todos los ratones infectados con AnleA (n=13) demostraron algunos
sintomas de enfermedad leve tal como heces blandas, pero igualmente subieron de
peso y estuvieron activos durante ia infeccion y sobrevivieron indefinidamente (Figura
16B). Ademds, los ratones infectados con AnjeA fueron resistentes a sometimientos
posteriores a C. Rodentium salvaje (n=5, figura 16B). Por lo tanto, mientras ia cepa
4nieA no es patogénica en los ratones susceptibles, interactiia en forma suficiente con
el hospedador para estimular la inmuniiad protectora.

En oposicién a los ratones C3H/MHel, la infeccion por C. Rodentium no es letal
para los ratones NIH Swiss de cruza. En estos ratones, la colonizacién. del intesting
grueso por C. rodentisn produce inflamacion intestinal, hiperplasia coldnica y leves
sintomas de diarrea. Los ratones NiH Swiss fueron infectados con C. Rodentium salvaje
o la cepa AnleA y sacrificados ef dia 10 después de ia infeccién. Los ratones infectados
con la cepa dnleA tuvieron, en promedio, una titulacion de C. Rodentium 20 veces
menor en el colon en el dia 10 (figura 16C).

E! analisis histoidgico del colon de los ratones NIH infectados se realizt
infectando ratones con C. Rodentium salvaje o la cepa AnjeA y sacrificandolos el dia 10
despues de la infeccion. Los dlimos 0,5 cm del colan de los ratones infectados fue
filado en formalina con buffer neutral al 10%, procesado, cortado en sacciones de 3 pm
y tefiido con hematoxilina y eosina. Las secciones de tejido fueron observadas y
fotografiadas usando objetivos de 5X y 63X. Los resultados indicaron que, en los
andlisis histologicos de las biopsias tomadas del borde anal de los ratones infectados,
se encontraron numerosas bacterias en el tejido infectado con el tipo salvaje, pero las
bacterias eran pocas en las muestras infectadas con 4n/eA. Todos los animales
infectados con C. rodentium de tipo salvaje demostraron signos patoidgicos de
hiperplasia col6énica, mientras que todos los ratones infectados con AnfeA no tenian
signos de hiperplasia. Las muestras infectadas con el tipo salvaje mostraron inflamacion
severa e hiperplasia hasta el punto en que el lumen intestinal ya no era evidente y la
capa de musculo exterior estaba visiblemente distendida para acomodar el gran
volumen de epitelio. Opuestamente, las muestras infectadas con AnfeA mostraron

histologia relativamente normal. El grado relativo de inflamacién e hiperplasia intestinal
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también fue evidente en la diferencia en e peso del colon al momento del sacrificio en
los dos grupos de ratones (Figura 16D). Los ratones infectados con el tipo salvaje
también tenian bazos méas grandes que los ratones infectados con AnfeA tal como se
refleja en los pesos esplénicos (Figura 16D).

Por lo tanto, hemos demostrado un efecto Namativo de NleA sobre la virdencia
en un modelo de enfermedad en ratones. En el ratén susceptible, Ia presencia de NieA
funcional en C. Rodentium produce una infeccion fetal en 10 dias. Los ratones
infectados con una cepa sin NleA tuvieron pocos sintomas y sobrevivieron a la
infeccion. En una cepa de ratones mas resistentes, en los que la nfeccién por C.
Rodentium no es letal, NieA es necesario para el desarrollo de la hiperplasia colonica, y
a los 10 dias de infeccién, se hallan menos bacterias mutantes de NleA presentes en el
intestino hospedador. Estos estudios indican un efecto claro de NleA en la virulencia de
C. Rodentium. Nusstros resultados de la infeccion por EHEC de células Hela
demuestran que /in vitro, NleA no afectara la adherencia de las bacterias a las células
hospedadoras o franslocacion de otros efectores, lo que sugiere que NleA puede actuar
al nivel de resistir la evacuacion por el hospedador en lugar de mejorar la adherencia
bactariana. Ademas, |a resistencia de los ratones infectados con dnleA a posteriores
infecciones por C. Rodentium de tipo salvaje brovee evidencia de que una cepa
mutante de nle coloniza e interactia con ol hospedador en forma suficiente para
estimular la inmunidad del hospedador. Fsto esta en oposicién a mutantes tipo 1)l de C.
Rodentium que no colonizan el hospedador y no proveen proteceidn para futuras
infecciones. Por lo tanto, las cepas mutantes de NleA pueden ser usadas como una

cepa de vacuna atenuada.
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REIVINDICACIONES

Una composicién caracterizada porque comprende un polipéptido
gue comprende una secuencia de aminocacidos sustancialmente
idéntica a la secuencia de las SEQ ID Nos 22 43, 49 o 73-84;
o un fragmento o variante de ellos, en combinaciédn con un
portador fisiclégicamente aceptable.

Una composicidén caracterizada porque comprende una molécula
de A&cido nucleico codificadora de un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos sustancialmente
idéntica a la secuencia de las SEQ ID Nos 22 43, 5% o 73-84,
o0 un fragmento o variante de ellos, en combinacidén con un
portader fisicldgicamente aceptable.

Una composicidén caracterizada porque comprende una molécula
de &acido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica
sustancialmente idéntica a la secuencia de las SEQ ID Nos 1-
21 o 60-72 o un fragmento ¢ variante de ellos, en combinacidn
con un portador fisioldgicamente aceptable.

Una composicidén caracterizada porque comprende un
sobrenadante de cultivo celular que comprende un polipéptido
que comprende una secuencia de aminoadcidos sustancialmente
idéntica a la secuencia de las SEQ ID Nos 22-43,59 o 73-84, o
un fragmento o variante de ellos, en combilnacién con un
portador fisioldégicamente aceptable.

La compeosicidén tal y como se reivindica en la reivindicacidn
4, caracterizada por que el polipéptido comprende 20% de 1la
proteina celular presente en la composicidn.

La composicidén tal y como se reivindica en cualgquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 caracterizada ademas porque comprende
EspA, EspB, EspD, EspP, Tir, toxina Shiga 1, Toxina Shiga 2 o
polipéptido de intimina.

La composicion de cualquiera de las reivindicaciéon 1 a 6
caracterizada ademas porgue comprende un adyuvante.

Una bacteria o una preparacién de la misma, caracterizada
porgque la bacteria comprende una mutacién en el genoma
bacteriano en una secuencia nucleotidica que es
sustancialmente idéntica a las SEQ ID Nos 1-21 o 60-72.

Una bacteria o una preparacidén de la misma, caracterizada
porgque la bacteria comprende una mutacién en un Gen
sustancialmente idénticc nloA, nloB, nloC, nloD, nloE, nloF,
nloG, nlcH ¢ un homclogo de los mismos.

La bacteria de las reivindicacicnes 8 o 8 caracterizada
porque la bacteria es un agente patdgeno A/E.
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La bacteria de cualguiera de las reivindicacicnes 8 a 10
caracterizada porque la bacteria es E coli enterohemorragica
(EHEC) , E coli enteropatogenica {EPEC) o} citrobacter
rodentium.

La bacteria tal y como se reivindica en la reivindicacién 11,
caracterizada porque la EHEC es EHEC 0157:H7 o EHECQ1l57:NM

La bacteria tal v como se reivindica en la reivindicacién 11,
caracterizada porque la EPEC es EPEC0157:H6.

La bacteria de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13
caracterizada porque la mutacidédn atenua la virulencia.

Una composicidén caracterizada porgue comprende la bacteria de
cualquiera de las reivindicaciones 8 a 14, en combinacién con
un portador fisioldgicamente aceptable.

La composicidén tal y come se reivindica en la reivindicacidén
15 caracterizada porque la bacteria esta viva.

La composicién tal y como se reivindica en la reivindicacién
16 caracterizada porgque la bacteria es administrada por via
oral.

La composicidon tal y comoc se reivindica en la reivindicacidn
15, caracterizada porque la bacteria esta muerta.

La composicidén tal y como se reivindica en la reivindicacidn
18 caracterizada porque la bacteriaz es administrada por via
parenteral.

La composicién tal y come se reivindica en cualquiera de las
reivindicacicnes 15 a 19 caracterizada ademds por que
comprende un adyuvante.

La composicidén tal Y como se reivindica en las
rejivindicaciones 7 o 20 caracterizada porque el adyuvante es
una emulsiédn de aceite o una emulsidén de no aceite en agua.

La composicidén tal y como se reivindica en las
reivindicacicnes 7 © 20 caracterizada porque el adyuvante
comprende un aceite mineral y bromurc de
dimetildicocladecilamonio.

La composicidn tal y como se reivindica en las
reivindicaciones 7 o 20 caracterizada porque el adyuvante
comprende uno o© mas agentes seleccionadeos del grupo gue
consiste en un agente emulsionante, un dipéptide de muranilo,
un agente acuoso, un agente a base de quilcsano, un saponino,
un aceite, un lipopelisacarido un extracto de pared de célula
bacteriana, un ADN bacteriano, un complejo bacteriano, un
oligenuclectide sintético y una base nitrogenosa alifatica.

La composicién de 1la reivindicacidén 23 caracterizada porque
el agente emulsionante es seleccionado del grupc que consiste
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en uno © mas de un agente emulsionante natural, un agente
emulsionante sintético, un agente emulsionante anidénico, un
agente emulsionante catiénico y un agente nc idnico.

La composicidén de la reivindicacién 24, caracterizada porque
el agente emulsionante natural es seleccionado del grupc que
consisten une o mas de acacia, gelatina, lecitina v
colesterol.

La composicidn de la reivindicacién 24, caracterizada por que
el agente emulsionante aniénico es seleccionado de uno o mas
del grupo gque consiste en una sal de potasio de A4cido
laurico, una sal de potasio de &cido oleico, una sal de sodio
de &cido laurico, una sal de sodio de acido oleico, una sal
de amonio de Aacido 1laurico, una sal de amonio de 4&cido
oleico, una sal de calcic de un A&cido graso, un jabdn
metalico y un sulfonato orgénico.

La composicidén de la reivindicacidén 26, caracterizada porque
el sulfonato organico es sulfato lauritoc de sodio.

La composicién de la reivindicacién 24 caracterizada porque
el agente emulsionante catidnico es bromuro
cetiltrimetilamonio.

La composicién de la reivindicacidén 24 caracterizada porgue
el agente emulsionante sintético es seleccionado del grupo
que consiste en uno o mas de éter de glicerilo, éter de
polioxietilénglicol, éter de polioxietilénglicol y éter de
acido graso de sorbitan.

La composicién de 1la reivindicacidédn 28 caracterizada porque
el ester de glicerilo es monoestearato de glicerino.

La composicidén de la reivindicacién 28 caracterizada porque
el ester de acido graso de sorbitan es seleccionado de uno o
mas el grupo que consiste en monopalmitato de sorbitan y un
derivado de polioxietileno del mismo.

La composicién de la reivindicacién 30 caracterizada porque
el derivado de polioxietileno es monopalmitato de sorbitan
polioxitilenado.

La composicién de la reivindicacidén 23 caracterizada porque
el agente acuoso es hidrdoxido de aluminio.

La composicidén de la reivindicacidn 23 caracterizada porque
el acelte es seleccionado del grupo gque consiste en uno o mas
de un aceite mineral, un aceite vegetal o un aceite animal

La composicién de la reivindicacién 33 caracterizada porque
el aceite vegetal es seleccionado del grupc gue consiste en
une ¢ mas de aceite de cancla, aceite de almendra, aceite de
semilla de algoddn, aceite de maiz, aceite de oliva, aceite
de mani, aceite de cartamo, aceite de sésamo y aceite de
soja.
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.La composicién de la reivindicacidédn 33 caracterizada porque

el aceite animal es seleccionado del grupo que consiste en
uno © mas de aceite de higado de bacalao, aceite de
hipoglosc, aceite de lacha, aceite de “reloj anaranjado” vy
aceite de higado de tiburén.

La composicién de las reivindicaciones 7 o 20 caracterizada
porque el adyuvante comprende un componente de aceite.

La composicidén de la reivindicacidn 36 caracterizada porque
el componente de aceite es selecciconado del dgrupo que
consiste en uno o mas de un aceite UGnico y una mezcla de
aceites,

La composicidtn de la reivindicacidén 21, caracterizada porgue
la emulsién sin aceite en agua es seleccionada del grupoc que
consiste en uno o0 mas de una emulsién.

La composiciétn de la reivindicacidén 21 caracterizada porgue
la emulsidén de aceite en agua es EMULSIGEN™ o EMULSIGEN
PLUS™,

.La composicidn de la reivindicacién 24 caracterizada porque

el aceite es Bmphigen®.

La composicidén de la reivindicacidn 7 o 20 caracterizada
porque el adyuvante comprende un extracto de pared celular
mico bacteriana.

La ccmposicién de la reivindicacidén 7 o 20 caracterizada
porgue el adyuvante comprende un ADN mico bacteriano.

La ceomposicién de la reivindicacidn 7 o 20 caracterizada
porque el adyuvante comprende un complejo de pared de célula
mico bacteriana.

.La composicidén de la reivindicacién 23 caracterizada porgue

la base nitrogenada alifatica se seleccicna del dgrupo que
consiste en uno o mas 0l27:H6.s de una amina, un compuesto de
amonio cuaternario, una guanidina, una benzadinina y un
tiouronio.

La composicién de la reivindicacidn 23 caracterizada porgue
la base nitrogenada alifatica es N, N dioctadecil N, N bis
{hidroxiotil) propancdiamina.

.La composicién de la reivindicacidn 7 o 20 caracterizada

porgque el adyuvante comprende bromuro de dimethyl
dioctadecitamonio.

.La composicidén de cualgquiera de las reivindicaciones 21 a 46

caracterizada porque el adyuvante esta presente en una
composicién de entre 20% y 40% (v/v).

~
0
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49.Un método para detectar la presencia de un agente patdgeno
A/E en una muestra, caracterizada porque el método comprende:

a) Proporcionar una muestra; vy

b) Detectar la presencia de una molécula de &acido nucleico gue
comprende una secuencia nucleotidica sustancialmente idéntica
a una secuencia seleccionada de uno o mas del grupo gque
consiste en las SEQ ID Nos 1-21° 60-72 o un fragmento o una
variante de las mismas.

c) Detectar la presencia de una molécula de &acido nucleico que
codifica para un polipéptido sustancialmente idéntico a una
secuencia seleccionada de uno o mas del grupo que consiste en
las SEQ ID Nos 22-43,59,73-84 o un fragmento de una variante
de las mismas;

d) Detectar la presencia de un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos sustancialmente idéntica a una
secuencia seleccionada de unoc o mas del grupo gue consiste en
las SEQ ID Nos 22-43,59,73-84 o un fragmento de una variante
de las mismas;

en donde la presencia de una molécula de Acido nucleico o el
peclipéptido indica la presencia de un agente patégeno A/E en
la muestra.

50.E1 método de la reivindicacidén 48 caracterizado porque la
muestra es materia fecal o sangre.

51.E1 métodc de la reivindicacién 48 o 49 caracterizado porgue
el paso de detectar comprende poner en contacto la secuencia
nucleotidica con una sonda o iniciador sustancialmente
idénticos a:

a} Una secuencia nucleotidica del grupo que consiste en uno o
mas de las SEQ ID Nos 1-21 o 60-72 o un fragmento de una
variante de las mismas, ©

b) Una secuencia nucleotidica codificadora de un polipéptido
sustancialmente idénticec a una o mas de las SEQ ID Nos 22-43,
59,73-84 o un fragmento de una variante de las mismas.

52.E]1] método de las reivindicaciones 48 o 49, caracterizado
porgue la deteccidn comprende poner en contacto la secuencia
de aminoacido con un anticuerpo dque une especificamente una
secuencia seleccionada del grupo gque consiste en una o mas de
las SEQ ID Nos 22-43,59,73-84 o un fragmento o una variante
de las mismas.

53.Un método para atenuar la virulencia de un agente patdgeno
A/E, caracterizado porque el método comprende mutar uno o mas
de un gen seleccionado del grupo que consiste en nloA, nloB,
nloC, nloD, nlcE, nloF, nloG y nlecH, © un homologo de 1los
mismos en el agente patdgeno A/E, o mutar una o mas de una
secuencia nucleotidica en el genoma del agente patdgeno A/E,
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en donde la secuencia nuclecotidica es seleccionada de las SEQ
ID Nos 1-21 o 60-72, atenuando asi la virulencia.

54.Un método para seleccionar un compuesto gque atenua la
virulencia del agente patdgeno A/E, caracterizado porque el
método comprende:

a) Proporcionar un sistema que comprende:

(i) Un molécula de acido nucleico que comprende una secuencia
nucleotidica sustancialmente idéntica a las SEQ ID Nos 1-21 o
60-72 o un fragmento ¢ una variante de las mismas; o

(ii) Una molécula de &cido nucleico codificadora de un polipéptido
gue comprende una secuencia de aminoacido sustancialmente
idéntica a las SEQ ID Nos 22-43,59 ,73-84 o un fragmento o
una variante de las mismas; o

(iii) Un polipéptido gque comprende una secuencia de aminoacidos
sustancialmente idéntica a las SEQ ID Nos 22-43,592 ,73-84 o
un fragmento o una variante de las mismas.

. b) Proporcionar un compuesto de prueba; y

¢) Determinar se el compuesto de prueba modula la expresidn,
secrecidn o actividad bioclégica del polipéptido o la molécula
de Acido nucleico, en donde un cambioc en la expresién,
secrecidén ¢ actividad bioldgica del polipéptido a la molécula
de acido nucleico indica wun compuesto que atenta la
virulencia de un agente patdgeno A/E.

55.E1 método de la reivindicacidén 53, caracterizado porque el
sistema es una célula.

56.EL método de la reivindicacién 53 o 54, caracterizado porque
la célula es E <coli enterohemorragica (EHEC}, E Coli
enteropatogenica (EPEC} o citrcbactor rodentium.

. 57.E1 método de la reivindicacidén 53, caracterizado porgque el
sistema es un sistema in Vitro.

58.Un método para producir un polipéptido de agente patdgeno A/E
caracterizado porque comprende:

a) Proporcionar una célula recombinante que comprende:

i) Una molécula de &cido nucleico Jque comprende una secuencia
nucleotidica sustancialmente idéntica a las SEQ ID Nos 1-21 o
60-72; o

ii) Una molécula de acido nucleico codificadora de un polipéptido
que comprende una secuencia de aminoacido sustancialmente
idéntica a las SEQ ID Nos 22-43, 59 o 73-84; vy

b) Cultivar la célula recombinante en condiciones que permitan
la expresidén del polipéptido.
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.El método de la reivindicacidén 58 caracterizado ademas porque

comprende cultivar la célula recombinante en condiciones gue
permitan la secrecidén del polipéptido.

.El método de la reivindicacidén 58 o 59 caracterizado porgque

el polipéptido se secreta desde la célula.

.E1l método de cualquiera de las reivindicaciones 58 a 60

caracterizado ademas porque comprende aislar el polipéptido.

.E1l método de cualquiera de las reivindicaciones 48 a 60

caracterizado porque el agente patdégeno A/E es E coli
enterohemorragica (EHEC}), E Coli enteropatogenica (EPEC) o
citrobactor rodentium.

.El método de la reivindicacidén 61, caracterizado la EHEC es

EHECO157:H7 o EHECO157:NM.

.El método de la reivindicacidn 61 caracterizado porque 1la

EPEC es EPEC 0127:H6.

Un polipéptido recombinante caracterizado porque comprende
una secuencilia de amincéacido sustancialmente idéntica a la
secuencia de las SEQ ID Nos 22-43, 59 o 73-84.

.Una molécula de acido nucleico aislada caracterizada porque

comprende una secuencia nucleotidica sustancialmente idéntica
a la secuencia de las SEQ ID Nos 1-12 o 60-72.

.Un vector caracterizado porque comprende la secuencia

nucleotidica de la reivindicacidn 65.

.E1l vector de la reivindicacién 66 caracterizado porgque el

vector es capaz de integrarse al genoma del grupo patdgeno
A/E.

El vector de la reivindicacién 66 caracterizado porque el
vector es capaz de integrarse al genoma del agente patégeno
A/E.

.Una célula hospedadora caracterizada porgque comprende el

vector de cualquiera de las reivindicaciones 66 a 68.

La célula hospedadora de la reivindicacidédn 69, caracterizada
porque la célula hospedadora es un agente patdgeno A/E.

.La célula hospedadora de la reivindicacidén 70 caracterizada

porque el agente patdgeno A/E es E coli enterohemorrégica
(EHEC), E coli enteropatogenica (EPEC) 0o citrobacter
redentium.
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Citrobacter rodentium NleA DNA Seguence

ATGAACATTCAACCGAACATACATTCCGGAATCACCACACAGAATAATCAACARCATCATCACGCAGAA
CAAGTGCCTGTCTCTAGCTCAATACCGCGATCAGATTTACCTCCAAATTGCGAAGCTGGATTTGTTGTG
CATATTCCAGAGGATATACAGCAACATGTACCGGAATGTGGTGAAACAACGGCTCTATTAAGCTTGATA
AAAGATGAAGGCCTGCTCTCAGGACTAGATAAATATCTTGCTCCTCACCTTGAAGAAGGCTCCCTTGGG
AAAAAAGCATTGGATACGTTTGGTTTATTCAATGTTACTCAAATGGCATTAGAGATACCCBGTTCCGTT
-CCAGGCATATCTGGTAAATATGGTGTTCAGATGRBCATTGTAAHACCAGACATACATCCAACAACCGGG
AACTATTTTTTACAGCTATTTCCTCTGCATGAGGAAATAGGTTTTAACTTCAAAGATCTTCCTGGCCCA
TTAAAAAATGCATTAACCAACAGCAGTATATCGGGTACTGCATCGACTGTAGCCCCCACACCAAACGBC
CCAATGCCATGGTTTGGATTAACTGCTCAAGTGGTTCGTAATCATGGTGTAGAACTTCCTATAGTCAAA
ACCGAAAATGGATGGAAGCTTGTAGGGGAAACACCTCTTACTCCAGATGGCCCCAAAGCCAATTATACG
GAAGAATGGGTTATCAGGCCGGGAGAAGCAGATTTTAAATATGGAACATCGCCATTACAGGCAACTCTT
GGACTGGAGTTTGGTGCGCATTTTAAGTGGGATTTAGATAATCCTAATACCAAATATGCCATCCTTACC
AATGCTGCCGCAAATGCTATTGGTGCTGCTGGAGGGTTTGCGGTATCCAAAGTCCCCGGCATAGATCCA
ATGCTGTCCCCTCATGTCGGTGCAATGCTTGGGCAAGCAGCGGGGCATGCCGTACAATGTAATACCCCC
GGATTAAAGCCAGACACTATTTTATGGTGGGCAGGCGCGACATTTGGAGCTGCTGATTTAAATAAAGCC
GAATTTGATAAAGTGCGGTTCACTGACTACCCTCGTATATGGTTCCATGCACGGGAAGGAGCTTTATTC
CCAAATAAGCAAGACATTGCCCGTGTAACAGGCGCAGACATAAAAGCTATGGAAGAAGGCGTACCCGTT
GGACATCAACATCCARBACCGGAGGATGTGGTCATCGATATCGARGGTGGCAATTCACCACATCATAAT
CCATCAAATTATGTTGACACCTTTGARATAATCCAAGAAACARGGGTCTARA (SEQ ID NO:1)

FIG. 1A

Citrobacter rodentium NleA Protein Sequence

MNIQPNIHSGITTQNNQQHHHAEQVPVSSSIPRSDLPPNCEAGFVVHIPEDIQQHVPECGETTALLSLI
KDEGLLSGLDKYLAPHLEEGSLGKKALDTFGLFNVTOMALEIPSSVPGISGKYGVQMNIVKPDIHPTTG
NYFLOLFPLHDEIGEFNFKDLPGPLKNALTNSSISATASTVAPTPNDPMPWEGLTAQVVRNHGVELPIVK
TENGWKLVGET PLTPDGPKANYTEEWVIRPGEADFKYGTSPLOATL.GLEFGAHFKWDLDNPNTKYAILT
NAAANAIGAAGGFAVSKVPGIDPMLSPHVGAMLGQRAGHAVQCNT PGLKPDTILWWAGAT FGRADLNKA
EFDKVRFTDY PRIWFHAREGALFPNKQDIARVTGADIKAMEEGVEPVGHQUPKPEDVVIDIEGGNSFHHN
PSNYVDTFEIIQETRV (SEQ IP NO:22)

FI1G. 1B

000101
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Entaropathogenic E. coli NleA DNA Sequence

atgaacattcaaccgatcgtaacatccggaatcaccacacaaaacaatcgacatcatcacgcagaacaa
acgtcccctacacaaataccgcaatccgaattacctaatqgatgcgaaacgggatttgttgttcatatc
ccagaggatatgcagcgacatgcaccggaatgcggtgaaacaacagctctactgagcttgataaaagat
gaaggtctgctctctgggctggataaatatcttgcacctcatcttgaagaaggctctgcaggaaaaaaa
gcattggatatgtttggtttattcaatgtctctcagatgqcattagaaatacccagcaccgttccgggt
atctctggtaaatatggtgtccagctaaacattgtaaaaccagatattcatcctacatcaggtaattat
tttttacagatattccctttgcatgatgaaataggtattaattttaaagaccttcctggtccattaaaa
aatgcattaagcaacagcaatataccaaccactgtatcgactgctgcatccactattgcatcagccact
acttcgacggtaaccaccgcgtcaaaagacccaataccatggtttggattaacagctcaagtagttcgt
aatcatggtgtggaacttcctatagtcaaaactgaaaatggatggaagcttgttggagaaactcctctt
actcctgatggccccaaagcaaattatactgaagagtgggtgatcaqaccgggaqaaqcagattttaaa
tatggtgcatctccactacaggcaactctagggctggagtttggcgcacatttcaagtgggatttagat
aaccctaatactaaatatgccgttcttaccaatgctgccgcaaatgcgcttggtgctgtagggggattt
gcagtatccagatttactggtacagatccaatgttaagtcctcatatcggtgcaatggttgggcaagca
gcgqggcatgccatacagtataatacccccggattaaagccagacactattttatggtgggcaggtact
actcttggactggctgatttaaacaaggccgagtttggagaggccagattcactgactatcctcgtata
tggtggcatgcaagagaaggtgccattttcccaaataaagcagatattgaacatgccacaggggctgat
atacgcgcaatggaagaaggtgtatctgttggacaacggcatccaaatccagaggatgtggtcatcaat
atcgaaagcaataactcaccacatcataacccatcaaattatgttgataccgttgatataatccaagaa
acaagagtctaa {SEQ ID NO:2)

FIG. 1C

Enteropathogenic E. coli NleA Protein Sequence

MNIQPIVTSGITTONNRHHHAEQTSPTQIPQSELPNGCETGFVVHIPEDMORHAPECGETTALLSLIKD
EGLLSGLDKYLAPHLEEGSAGKKALDMFPGLENVSQMALEI PSTVPGISGKYGVOLNIVKPDIHPTSGNY
FLQIFPLHDEIGINFKDLPGPLKNALSNSNIPTTVSTAASTIASATTSTVTTASKDPIPWFGLTAQVVR
NHGVELPIVKTENGWKLVGETPLTPDGPKANYTEEWVIRFGEADFKYGASPLORTLGLEFGAHFKWDLD
NPNTKYAVLTNAAANALGAVGGFAVSRITGT DPMLSPHIGAMVGQAAGHAIQYNTPGLEKPDTILWWAGT
TLGLADLNKAEFGEARFTDYPRIWWHAREGAIFPNKADIEHATGADIRAMEEGVSVGQRHPNPEDVVIN
IESNNSPHHNPSNYVDTVDIIQETRV (SEQ 1D NO:23)

FIG. 1D
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Enterchemorrhagic E. coli NleA DNA Sequence

ATGAACATTCAACCGACCATACRATCTGGAATCACCTCACAAARCAATCAACATCATCAAACAGAACAA
ATACCCTCTACACAAATACCGCAATCCGAATTACCTCTAGGATGCCAAGCTGGATTTGTTGTTAATATT
CCAGATGATATACAGCAACATGCACCGGAATGCGGTGAAACAACAGCTCTACTGAGCTTGATAAAAGAT
AAAGGTCTGCTCTCAGGGCTAGACGAATATATAGCTCCTCACCTTGAAGAAGGATCCATAGGAAAAAAA
ACATTGGATATGTTTGGTTTATTCAATGTTACCCAARTGGCATTAGAGATACCTAGTTCCGTTTCAGGC
ATCTCTGGTAAATATGGTGTCCAGCTAAACATTGTAAAACCRGATATTCATCCTACATCAGGTAATTAT
TTTTTACAGATATTCCCTCTGCATGATGAAATAGGTTTTAATTTTAAAGACCTTCCTGGCCCGTTAAAA
AATGCATTAAGCAACAGTAATATATCAACCACTGCAGTGTCGACTATTGCATCGACTGGAACATCAGCC
ACTACTTCGACGGTAACCACCGAGCCARARGACCCAATACCATGGTTTGGATTAACAGCTCARGTGGTT
CGTAATCATGGTGTAGAACTTCCTATAGTCAAARACTGAARATGGATGGAAGCT TGTTGGAGARACACCA
CTTACTCCTGATGGGCCCAARGCARATTACACGGAGGAGT GGGT TATCAGACCGGGAGRAGCAGATTTT
AAATATGGTGCATCTCCATTACAGGCAACTCTAGGGCTGGAGTTTGGCGCBCATTTCAAGTGGGATTTA
GATAACCCTAATACTAAATATGCCGTTCTTACCBATGCTGCCGCAAATGCGCTTGGTGCTTTAGGGGGA
TTTGCAGTATCCAGATTTGCTAGTACAGATCCAATGTTAAGTCCTCATATCGGTGCAATGGTTGGGCAA
GCAGCAGGGCATGCCATACAGTATAATACCCCTGGATTARAGCCAGACACTATTTTATGGTGGGCTGGT
GCGACACTGGGGGCTGCCGATTTARACAAGGCCGAGT TTGAAGTAGCTAGAT TCACTGACTATCCTCGT
ATATGGTGGCACGCARGAGRAGGAGCTATTTTCCCCAATAAAGCAGATATTGRACATGCCACAGGTGCT
GATATACGCGCAATGGAAGAAGGTATCCCTGTTGGACAGCGGCATCCAAATCCAGAGGATGTGGTAATC
GATATCGARAGCAATGGCTTACCACATCATAATCCATCARATCATGTTGATATCTTTGATATAATCCAA
GARACARAGBGTCTAR (SEQ ID NO:3)

FIG. 1E

Enterchemorrhagic E. coli NleA Protein Sequence

mnigptigsgitsqnnghhgteqipstqipgselplgeqagfvvnipddigghapecgettallslikd
kgllsgldeyiaphleegsigkktldmfglfnvtqmaleipssvsgisgkyqulnivkpdihptsgny
flgifplhdeigfnfkdlpgplknalsnsnisttavstiastgtsattstvttepkdpipwfgltaqvv
rnhgvelpivktengwklvgetpltpdgpkanyteewvirpgeadfkygasplgatlglefgahfkwdl
dnpntkyavltnaaanalgalggfavsrfastdpmlsphigamvgqaaghaiQyntpglkpdtilwwag
atlgaadlnkaefevarftdypriwwharegaifpnkadiehatgadirameegipvggrhpnpedvvi
diesnglphhnpsnhvdifdiigetrvy (SEQ ID NO:24)

FIG. 1F

000103
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Citrobacter rodentium NleB DHA Sequences

tattctttttcagtggtttgaagcAAGGCCAGAGCGATACGGAAAAGGTGAAGTACCGATATTGAATAC
CBARGAGCATCCGTATTTGAGCAATATTATAARTGCTGCARRARTAGAPAATGAGCGCGTAATaGGAGT
ACTGGTAGACGGAGACTTTACTTATGAGCARAGAAAAGAATT TCTCAGTCTTGARGATGAACATCAARA
TATAAAGATAATATATCGGGARRATCTTGATTTCAGTATGTATGATAAARARCTGTCTGATATTTATCT
TGAAAATATTCATGAACAAGAATCATATCCAGCGAGTGAGAGAGATAATTATCTGTTaGGcTTaTTAAG
AGAAGAGTTAAARRATATTCCATACGGARAGGACTCTTTGAT TGAATCATATGCAGAARAAAGAGGTCA
PACTTGGTTTGATTTTTTTAGAARCTTGGCGGTATTGAAGGGGEGGGGGTTGTTTACAGAGACGGGTAR
ARCTGGATGCCATARCATATCTCCATGTGGGGGATGTATATATCTTGATGCAGATATGATTATTACTGA
TARATTAGGTGTCCTGTATGCTCCTGRTGGTATcgetgt gcatgtagattgtaatgatgaga (SEQ

ID ND:4)
FIG. 2A

AAGGCCAGAGCGATACGGAAAAGGTGAAGTACCGATATTGAATACCARAGAGCATCCGTATTTGAGCAA
TATTATAAARTGCTGCAAAAATAGARRATGAGCGTARTGGAGTACTGGTAGACGGAGACTTTACTTATGA
GCARMGAARAGRATTTCTCAGTCTTGRAGATGAARCATCRARATATARAGATAATATATCGGGARAATGT
TGATTTCAGTATGTATGATAAARAACTGTCTGATATTTATCTTGARARTATTCATGAACARGAATCATA
TCCAGCGAGTGAGAGAEGATAATTATCTGTTGGTTTTAAGAGARGAGT TARAAAATATTCCATACGGRAR
GGACTCTTTGATTGAATCATATGCAGAAARRAGAGGTCATACTTGGTTTGATTTTTTTAGRAACTTGGL
GGTATTGAAGGGGGGGGGGTTGTTTACAGAGACGGGTARAACTGGATGCCATARCATATCTCCATGTGG
GGGATGTATATATCTTGATGCAGATATGATTATTACTGATARATTAGGTGTCCTGTATGCTCCTGATGE

TAT (SEQ ID NO:5)

FIG. 2B

Citrobacter rodentium NleB Protein Zequences

ILFONFEARPERYGKGEVPILNTKEAPYLSNIINAAKIENERVIGVLVDGDFTYEQRKEFLSLEDEHON
IKIIYRENVDFSMYDKKLSDIYLENIHEQESYPASERDNYLLGLLREELKNI PYGKDSLIESYAEKRGH
TWFDFFRNLAVLKGGGLFTETGKTGCRNISPCGGCI YLDADMIITDKLGVLYAPDG IAVHVDONDE

{(SEQ ID NO:25)

FIG. 2C

RPERYGKGEVPILNTKEHPYLSNIINAAKIENERVIGVLVDGDFTYEQRKEFLSLEDEHONIKIIYREN
VDFSMYDKKLSDIYLENIKEQESYPASERDNYLLGLLREELKNIPYGKDSLIESYAEKRGHTWEFDEFRN
LAVLKGGGLFTETGKTGCHNISPCGGCIYLDADMIITDKLGVLYAPDG (SEQ ID NO:2Z6)

FIG. 2D
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Enterppathogenic E. coli NleB DNA Sequence

atgttatcttcattaaatgtccttcaatccagcttcagaggaaagacagctttatcaaatagtacactt
ctccagaaagtttcttttgctggaaaagaatattctctggaacctattgatgaaagaacccctattctt
tttcagtggtttgaagcaaggccagachatacgaaaaaggagaagtaccaatattgaataccaaagaa
catccgtatttgagcaatattataaatgctgcaaaaatagaaaatgagcgtataatcggtgtgctqgta
gatggaaattttacttatgaacaaaaaaaggaatttctcaatcttgaaaatgaacatcaaaatataaaa
ataatctaccgagcagatgtggatttcagcatgtatgataaaaaactatctgatatttaccttgaaaat
atccataaacaagaatcataccctgccagtgagagggataattatctgttaggcttattaagagaagag
ttaaaaaatatcccagaaggtaaggactctttgattgagtcatatgcagaaaaaagagaacatacttqq
tttgattttttcaggaatttggccatattgaaggctggaagtttgtttacagagacgggaaaaactgga
tgccataacatatcgccctgtagcggatgtatatatcttgatgccgacatgattattaccgataaatta
ggagtcctgtatqctcctgatggtatcgctgtgcatgtagattgtaatgatgaqataaaaagtcttgaa
aatggtgcgatagttgtcaatcgtagtaatcatccagcattacttgcaggcctcgatattatgaagagt
aaagttgacgctcatccatattatgatggtctaggaaagggtatcaagcggcattttaactattcatcg
ttacacaattataatgctttttgtgattttattgaatttaagcatgaaaatattataccgaataccaqt
atgtataccagcagttcatggtaa (SEQ ID NO:6)

FIG. 2E

Enteropathogenic E. coli NleB Protein Sequence

MLSSLNVLQSSFRGKTALSNSTLLQKVSFAGKEYSLEPIDERTPILFQWFEARPERYEKGEVPILNTKE
HPYLSNIINAAKIENERIIGVLVDGNFTYEQKKEFLNLENEHONIKITYRADVDFSMYDKKLSDIYLEN
IHKOESYPASERDNYLLGLLREELKNI PEGKDSLIESYAEKREHTWFDFFRNLAILKAGSLETETGKTG
CHNISPCSGCIYLDADMI ITDKLGVLYAPDGIAVHVDCNDEIKSLENGAIVVNRSNHPALLAGLDIMKS
KVDAHPYYDGLGKGIKREFNYSSLHNYNAFCDFIEFKHENTIPNTSMYTSSSW (SEQ ID NG:27)

FIG. 2F

Enterchemorrhagic E. coli NleB DNA Sequence

ATGTTATCTTCATTARATGTCCTTCAATCCAGCTTCAGAGGAAAGACAGCTT TATCRAATAGTACACTT
CTCCAGARAGTITCTTTTIGCTGGAAAAGAATATCCTCTGGAACCTATTGATGRARARACCCCTATTCTT
TTTCAGTGGTTTGAAGCAAGGCCAGAGCGATACGARARARGGAGAAGTACCAATATTGAATACCRARGAA
CATCCGTATTTGAGCAATATTATAAATGCTGCAARAATAGARAATGAGCGTATAATCGETGTGCTGGTA
GRTGGAAATT TTACTTATGAACAAAAAARGGAAT TTCTCAGTCTTGAARATGRATATCAAAATATAAAR
ATAATCTACCGAGCAGATGTGGATTTCAGCATGTATGATARAAAACTATCTGATATTTACCT TGAARAT
ATCCATAAACRAGRATCATACCCTGCCAGTGAGAGGGATAATTATCTGTTAGGCTTATTARGAGARAGAG
TTAARABATATCCCAGRAAGGTAAGGACTCTTTGAT TGAGTCATATGCAGARARANGAGARACATACTTGG
TTTGATTTTTTCAGGAATTTGGCCATGTTGARGGCTGGAAGTTTGT TTACAGRGACGGGAAARACTGLA
TGCCATAACATATCGCCCTGTAGCGGATGTATATATCTTGATGCCGACATGAT TATTACCGATARATTA
GGAGTCCTGTATCCTCCTGATGGTATCGC TG TGCATGTAGATTGTAATGATGAGATARAAAGTCTTGAA
AATGGTGCGATAGT TGTCAATCGTAGTAATCATCCAGCATTACTTGCAGGCCTCGATATTATGAAGAGT
AAAGTTGACGCTCATCCATATTATGATGGTCTAGGARARGGGTATCAAGCGGCATTTTARCTATTCATCE
TTACACGATTATAATGCTTTTTGTGATTTTATTGARATT TAAGCATGAARATATTATACCGAATRCCAGT
ATGTATACCTGCAGTTCATGGTAA (SEQ ID NO:7)

FIG. 2G
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Enterohemorrhéqic E. coli NleB Protein Sequences

000106

mlsslnvlqssfrgktalsnstllqusfagkeyplepidektpilqufearperyekgevpilﬂtke
hpylsniinaakieneriigvlvdgnftyeqkkeflsIeneyqnikiiyradvdfsmydkklsdiylen
ihkqesypaserdnyllgllreelknipegkdsliesyaekrehtwfdffrnlamlkagslftetgktg
chnispcsgciyldadmiitdklgvlyapdgiavhvdcndeiks1engaivvnrsnhpallagldimks
xvdahpyydglgkgikrhfnysslhdynafcdfiefkheniipntsmytcssw (SEQ ID NO:28)

FIG.2H

MLSPIRTTFHNSVNIVQSSPCQTVSFAGKEYELKVIDEKTPILFOQWFEPNPERYKKDEVPIVNTKQHPY
LDNVTNAARIESDRMIGIFVDGDFSVNQKTAFSKLERDFENVMIIYREDVDFSMYDRKLSDIYRDIICE
QRLRTEDKRDEYLLNLLEKELREISKAQDSLISMYAKKRNHAWFDFFRNLALLKAGEIFRCTYNTKNHG
1SFGEGCIYLDMDMILTGKLGTI YAPDGI SMHVDRRNDSVNIENSAT IVNRSNHPALLEGLSFMESKVD
AHPYYDGLGKGVKKYENFTPLENYNHFCDFIEFNHPNIIMNTSQYTCSSW (SEQ ID NO:29)

atgctttcac
tgtcaaacgg
cctattettt
atagttaata
agtgatcgta
ttttcaaaat
ttcagtatgt
ttacgaactg
gaaatttcaa
tggtttgatt
tataatacaa
atgatactta
gatcgtegta
catcctgete
tatgatggtt
aatcattttt
tatacatgea

Enterchemorrhagic E.

FIG. 21

coli NleB DNA Sequence

¢cgataaggac
tttettetge
ttcagtggtt
¢taagcagca
tgataggtat
tggaacgaga
atgacagaaa
aagacaaaag
aggcgcagga
tctticagaaa
agaatcacgg
caggtaagct
atgatagtgt
tacttgaggg
tggggaaagg
gtgactttat
gttcatggta

aactttccat
aggaaaggeaa
tgaacctaat
tccetattta
ttttgttgat
tittgaaaat
actatcagat
agatgaatac
ttectttgatt
tttagccetta
tatttecatte
tggtacaata
aaatattgaa
actttctttt
agttaagaaa
tgagtttaac

aactcagtaa
tatgagttaa
cctgaacgat
gataatgtca
ggcgattttt
gtaatgataa
atttatcatg
ttgttgaatc
tctatgtatg
ttaaaagcag
ggggaggggt
tatgctectyg
aatagtgcaa
atgcatagta
tattttaatt
caccctaata

a (SEQ ID NO:60)

FI1G. 2J

atatagtgca
aggtcattga
ataagaaaga
caaatgecgge
cagtcaacca
tctatcggga
atattatatg
tgttagagaa
caaagaaaagqg
gagagatatt
gtatctatct
atggaattte
taattgttaa
aagtagatgc
ttacaccatt
taatcatgaa

gagttcacec

‘tgaaaaaacy

tgaggttcea
aaggatagag
aaagactget
agatgttgac
tgaacaaagg
agagctgaqq
aaatcatgca
caggtgcaca
tgatatggat
aatgcatgtg
ccgtagtaat
tcatccatat
acataattat
cacaagtcag
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Citrobacter rodentium NleC DNA Sequence

ATGAARATTCCCTCACTCCAGCCCAGCTTCAACTTTTTCGCCCCAGCAGGATACTCTGCTGCCATIGET
CCCAATCGTTCGGACAATGCCTATGCTGATTACGTAT TGGATATAGGCAAGCGAATAC CACTTTCCGCE
GRAGATTTAGGCAACCTATATGARRATGTCATTCGCGCCGTTCGTGACAGCCGTAGCAAGCTCATAGAT
CAGCATACGGTCGATATGATTGGTAACACTATACTTGATGCT TTGAGCCGATCACRAACCTTTCGTGAT
GCCGTAAGCTATGGCATTCATAATAAGGAGGTACACATTGGT TGCATTAARTACAGARACGAATACGAG
CTCAACGGAGAATCCCCCGTCAAAGT TGATGATATTCAATCACTAACCTGTACCGAAT TATATGAATAC
GATCTCGGGCAAGAACCAATTTTACCCATTTGCGAGGCAGGAGAAAACGATAACGRAGAGCCTTATGTC
ACTTTTAGTGTTGCGCCAGATACTGACTCTTATGAGATGCCATCGTGGCAGGRAGGGC TGATTCACGAS
ATTATTCATCATGTGACTGGAGCTAGCGATCCGTCTGGAGATAGTRATATAGAGCTAGGACCCACGGAG
ATTCTCGCACGTCGTGTCGCTCARGAGCTGGGATGGACTGTCCCCGACT TCATAGGAT ATGCAGAGCCA
GATCGTGAAGCTCATCT TAGGGGACGTAACCTGAATGCCCTTCGACAGGCGGCCATGCGACATGAAGAT
AATGAGAGGRCTTTCTTCGAAAGGCTGGGTATGATCAGTGATCGATATGAGGCGAGTCCTGATTTCAC&
GAGTATTCCGCTGTGTCTAACATAGAATATGGATTTATCCAGCAACATGATTTTCCCGGGTTGGCTATC
GACGATAATTTACAGGATGCAAATCAGATCCAACTCTATCATGGAGCACCTTATATCT TTACATTCGRE
GATGTGGACAAACACAATCAGCGCTGA (SEQ ID NO:B)

FIG. 3A

Citrobacter rodentium NieC Protein Sequence

MKIPSLOPSFNFFAPAGYSAAVAPNRSDNAYADYVLDIGKRIPLSAEDLGNLYENVIRAVRDSRSKLID
QHTVDMIGNTILDALSRSQTFRDAVSYGIHNKEVHIGCIKYRNEYELNGESPVKVDDIQSLTCTELYEY

DVGQEPILPICEAGENDNEEPYVSFSVAPDTDSYEMPSWOEGLIHETIIHHVTGASDPS GDENIELGPTE

ILARRVAQELGWTVPDFIGYAEFPDREAHLRGRNLNALROAAMRHEDNERTFFERLGMI SDRYEASPDET
EYSAVSNIEYGFIQQHDFPGLAIDDNLQDANQIQLYHGAPYIFTFGDVDKHNQR (SEQ 1D NQ:30)

FIG.3B

000107
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Enteropathogenic E. coli NleC DNA Sequenge

atgaaaattccctcattacagtccaacttcaacttttccgccccggcaggatactctgctcccattgtt
cctaatcgtgctgaaaatgcctatgcggattacgttttggatataggtaagcgaataccactttccgca
gcagatttaagcaacgtatacgaaagtgtaatacgcgccgtccatgacagccgtaqcaggcttatcgat
cagcatacagtcgatatgatcggcaacactgtacttgatgctttgagccgatcacagacatttcgtqat
gccgtaagctatggcattcataatgagaaggtacacattggttgcattaaatacagaaacgaatacgag
cttaacgaagaatcttctgtcaaaattgatgatattcaatcactaacctgtaacgaattatatgaatat
gatqtcgggcaagagccaattttccccatttgcgaagcaggagaaaacgataacgaagagccttatgtc
agttttagtgttgcgccagatactgactcttatgagatgccatcgtggcaggaaggactgattcacgag
attattcatcatgttactggatctagegatccatctggagatagtaatatagagttaggacccaccgag
attctcgcacgtcgtgtcgctcaagaactgggatggagtgttcccgacttcaaaggatatgcagagcca
gaacgtgaagctcatcttaggttacgtaacctgaatgcccttcgacaggctgccatgaggcatgaagag
aatgagagggctttcttcgaaaggctgggtacgatcagtgaccgatatgaggcgagtcctgatttcaca
gagtattccgctgtgtctaacataggatacggatttatccagcaacatgattttcctggattqgctatt
aacgataatttacaggatgcaaatcagatccaactgtatcatggcgccccttatatttttacatttggg
gatgtggacaaacacaatcagcgatga (SEQ ID NO:#)

F1G. 3C

Entercpathogenic E. coli NleC Protein Sequence

MKIPSLOSNFNFSAPAGY SAPIAPNRAENAYADYVLDIGKRIPLSAADLSNVYESVIRAVHADSRSRIID
CHTVDMIGNTVLDALSRSQTFRDAVSYGIHNEKVHIGCIKYRNEYELNEESSVKIDDIQSLTCNELYEY
DVGQEPIFPICEAGENDNEEPYVSFSVAPDTDSYEMPSWOEGLIHEIIHRVTGSSDPSGDSNIELGPTE
ILARRVAQELGWSVPDFKGYAEPEREAHLRLRNLNALRQAAMRHEENERAFFERLGT ISDRYEASPRFT
EYSAVSNIGYGFIQQHDFPGLAINDNLQDANQIQLYHGAPYIFTFGDVDKHNQR (SEQ ID NOs:31)

FIG. 3D
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atgttaccaacaagtqgttCttCAGCAAATCTTTACTCATGGHTGTATATCTCAGGAAAAGAGAATCCT
TCGACTCCGGAATCAGTAAGTGAACTTAATCATARTCATTTTCTTTCTCCTGAATTACAGGAGARACTG
GATGTTATGTTCGCCATATATTCATGTGCCAGAARCAATGATGAGCGTGAGARTATTTACCCGGAGCTA
AGGCATTTTGTAAGTAGCCTAATGGATARGAGAARCAATGTGTTTGAGGTGATAAATGAAGATACTGAT
GAGCTGACCGGAGCTCTGAGAGCGGGARTGACGATAGAGGACAGGGATAGT TRTATCAGGGATCTTTTT
TTTCTGCATTCATTGARAGTARRARTTGAGGAARGCAGACARGATAARGAGGATTGGAARTGTAAAGTT
TATGATCTGCTATGTCCGCATCATTCTTCAGAGCTATATGGGGATCTACGGGCAATCARATGCCTCGTT
GAAGGATGCAGTGATGATTTTAGTCCTTTTGATACTAT TRAAGGTGCCGGATCTTACTTACaacaaayyga

tetttacaatgtggatga (SEQ ID NO;18)

Citrobacter redentium NleF DNA Segquencos

FIG. 6A

AGCAAATCTTTACTCATGGATGTATATCTCAGGAARRGAGARTCCTTCGACTCCGGAATCAGTAAGTGA
ACTTARTCATAATCATTTTCTTTCTCCTGAATTACAGGAGARACTGGATGT TATGTTCGCCATATATTC
ATGTGCCAGAAACAATGATGAGCGTGAGAATATTTACCCGGAGCTAAGGGATTTTGTAAGTAGCCTAAT
GGATAAGAGARACAATGTGT TTGAGGTGATARATGARGATACTGATGAGGTGACCGGAGCTCTGAGAGE
GGGAATGACGATAGAGGACAGGGATAGTTATATCAGGGATCTTTTTTTTCTGCATTCATTGAAAGTAAA
ARTTGAGGAAAGCAGACARGATAARGAGGATTGGAAATGTARAGTTTATGATCTGCTATGTCCGCATCA
TTCTTCRAGAGCTATATGGGGATCTACGGGCRAATCARRTGCCTCGTTGAAGGATGCAGTGATGATTTTAG
TCOTTTTGATACTATTAAGGTGCCGGATCTTACTTA (SEQ ID NO:18)

F1G. 6B

Citrobacter rodentium NleF Protein Sequences

MLEPTSGSSBNLYSWMYISGKENPSTPESVSELNHNAFLSPELQEKLDVMFALY SCARNNDERENIYPEL
RDFVSSLMDKRNNVFEVINEDTDEVTGALRAGMTIEDRDSYIRDLFFLASLKVKIEESRQDKEDWKCKV
YDLLCPHHSSELYGDLRAIKCLVEGCSDDFSPFDTIKVPDLTYNKGSLOC (SEQ ID NQ:4Q)

FIG. 6C

ANLYSWMYISGKENPSTPESVSELNHNHFLSPELQEKLDVMFAIYSCARNNDERENTYPELRDEFVSS LM
DKRNRVFEVINEDTDEVTGALRAGMT IEDRDSYIRDLFFLHSLKVKIEESRQDKEDWKCKVYDLLCPHR
S3ELYGDLRAIKCLVEGCSDDFSPFDTIKVPDL (SEQ ID NO:4l)

FIG. 6D
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Enterohemorrbagic E. coli NleE DNA Sequence

ATGATTAATCCTGTTACTAATACTCAGGGCGTGTCCCCTATARATACTAARTATGCTGAACATGTGETE
AAARATATTTACCCGGAAATTAARACATGATTACTTTAATGAATCACCCARTATATATGATARGARGTAT
ATATCCGGTATARCCAGAGGAGTAGCTGAACTAARACAGGAARGARTTTGTTAACGAGARAGCCAGACGG
TTTTCTTATATGAAGACTATGTAT TCTGTATGTCCAGAAGCGTTTGARCCTATTTCCAGRARTGRRGCC
AGTACACCGGAAGGARGCTGGCTARCAGTTATATCCGGAARACGCCCAATGGGGCAGT TTTCTGTAGAT
AGTTTATACARATCCTGATTTACATGCATTATGTGAGCT TCCGGACATTTGT TGTAAGATCTTCCCTAAR
GARAATAATGATTTTTTATACATAGTTGTTGTGTACAGARATGACAGCCCTCTAGGAGAACARCGGGCA
AATAGATTTATAGAATTATATAATATAARAAAGAGATATCATGCAGGAAT TARATTATGAGT TACCAGAG
TTAAAGGCAGTARAATCTGARATGATTATCGCACGTGAAATGGGAGARATCTTTAGCTACATGCCTGEE
GAAMATAGACAGTTATATGAAATACATAAATAATAAACTTTCTARRATTGAGTAG (SEQ ID NO:1?)

FIG. 5G

Enterchemorrhaqic E. coli NleE Protein Sequence

minpvtntggvspintkyaehvvkniypeikhdyfnespniydkkyisgitrgvaelkgeefvnekarr
ﬁsymktmysvcpeafepisrneastpegswltvi5gkrpmgqfsvdslynpdlhalcelpdiccKifpk
enndflyivvvyrndsplgegranrfielynikrdimgelnyelpelkavksemiiaremgeifsympg
eidsymkyinnklskie ({SEQ ID NOQ:38}

FIG. SH
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Enterchemcorrhagic E. coli NleC DNA Segquence

ATGAAAATTCCCTCATTACAGTCCRACTTCAACTTTTCCGCCCCGGCAGGATACTCTGCTCCCAT?ECT
CCTAATCGTGCTGAAAATGCCTATGCGGATTACGTTTTGGATATAGGTAAGCGAATACCACTTTCCGCA
GCAGATTTAAGCAACGTATACGAAAGTGTAATACGCGCCGTCCATGACAGCCGTAGCAGGCTTATCGAT
CAGCATACAGTCGATATGATCGGCARCACTGTACTTGATGCTTIGAGCCGATCACAGACATTTCGTGAT
GCCGTAAGCTATGGCATTCATAATGAGARGGTACACATTGGTTGCATTARATACAGAAACGAATACGAG
CTTAACGAAGAATCTTCTGTCAARATTGATGATATTCAATCACTAACCTGTAACGAATTATATGAATAT
GATGTCGGGCAAGAGCCARTTTTCCCCATTTGCGRAGCAGGAGRARRCGATAACGAAGAGCCTTATGTC
AGTTTTAGTGTTGCGCCAGATACTGACTCTTATGAGATGCCATCGTGGCAGGARGGACTGATTCACGAR
ATTATTCATCATGTTACTGGATCTAGCGATCCATCTGGAGATAGTAATATAGAGTTAGGACCCACCGAG
ATTCTCGCACGTCGTGTCGCTCARGAACTGGGATGGAGTGT TCCCGACTTCAARGGATATGCAGAGECA
GAACGTGAAGCTCATCTTAGGCTACGTAACCTGAATGCCCT TCGACAGGCTGCCATGAGGCATGAAGAG
AATGAGAGGGCTTTCT TCGAAAGGCTGGGTACGATCAGTGACCGATATGAGGCGAGTCCTGATTTCACA
GAGTATTCCGCTGTGTCTAACATAGGATACGGATTTATCCAGCARCATGATTTTCCTGGATTGGCTATC
AACGATAATTTACAGGATGCAARRTCAGATCCAACTGTATCATGGCGCCCCTTATATTTTTACATITLHGG
GATGTGGACAAACACAATCAGCAATGA (SEQ ID NO:10)

FIG. 3E

Enterohemorrhagic E. coli NleC Protein Segquence

mkipslqsnfnfsapagysapiapnraenayadyvldigkriplsaadlsnvyesviravhdsrsrlid
qhtvdmigntvldalsrsqtErdavsygihnekvhigcikyrneyelneessvkiddiqsltcnelyey
dvgqepifpiceagendneepyvsfsvapdtdsyempswqegliheiihhvtgssdpsgdsnielgpte
ilarrvaqe1gwsvpdfkgyaepereahlr1rn1nalrqaamrheenerafferlgtisdryeaspdft
eysavsnigygfigghdfpglaindnlqdangiqlyhgapyiftfgdvdkhngg (SEQ ID NO: 32}

FIG. 3F
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Citrobacter rodentium NleD DNA Sequence UDD

ATGCGCCCTACATCCCTTAACCTGACATTACCTTCGTTACCTCTACCCTCATCTTCARATTCAATTTCA
GCCACAGACATTCAATCTCTTGTAAAAATGTCGGGTGTGCGCTGGGTGAAAAACAACCAACAACTCTGT
TTCCACGGGACTGACCTTAARRATC TACCAGCATCT TGARGCTGCCCTCGATARGATCGAATCCACAGAC
ACTGGACGTACTCTTTTGAACTGTATTGART TARCATCCCGACTCAAATCAGAAAARCTGGCAATACAT
CTCGATTCTGCTGAGTTAGGGGTGATAGCACACTGCAATGCGGATGCTGAARACTCCCGAGGAACTGGE
TCCGACTTTCACTGTAATCTGAATGCAGT TGAATATCCCTGCGEGCARGGRATTAGCCTGGTAGACTTT
CATGCATGCATTGTTTTCCATGAACTTCTCCACGTTTTCCACAATTTAAATGGAGAGCGCCTGAAAGTT
GAGAGTTCTCAACCAGAATTACRAACACACTCCCCACTTTTACTCGAAGAAGCCAGGACTGTTGGGTTE
GGTGCTTTTTCTGAAGAAGTTCTTTCAGAARATAAATTTCGTGAAGAGATTGGGATGCCCCGCAGAACA
TTCTACCCGCACGATTCATCTCTCATTCATGATGACAATACAGTGACTCAGAGAT TCCAGCGGAARARA

CTGCATCCGTTACTTTAG (SEQ ID NO:il)

FIG. 4A

Citrobacter rodentium NleD Protein Sequence

MRPTSLNLTLPSLPLPSSSNSISATDIQSLVKMSGVRWVKNNQRLCFHGTDLKIYQHLEAALDKIESTD
TGRTLLNCIELTSRLKSEKLAIHLOSAELGVIARCNADAENSRGTGSDFHCNLNAVEY PCGOGISLVDE
HACIVFHELLHVFHNLNGERLKVESSQPELQTHSPLLLEEARTVGLGAFSEEVLSENKFREEIGMPRRT
FYPHDSSLIHDDNTVTQRFQRKKLHPLL (SEQ ID NO:33)

FIG. 4B

Enteropathogenic £. coll NleD DNA Sequence

atgcgecctacgtcecteaacttggtattacatcagtecatcaacgticgagetcaatgtcagatacagat
atcgagtctcttgtaaaagecatcgagegttcaatggataaaaaataatccgecaacttegttteccaggyg
actgatcataatatatatcagcagattgaagcagcactcgataagattggctcetacagagacagggegt
gtactcctgaatgotattgaatcaatatceccgacttaaatcagaaacagtggtaatacacctcaactot
tccagactaggagttatggecacatagagatatagatgctgagaaccategggggactggttcogatttt
cactgtaatctgaatgcagttgaatatecectgtyggggagygggattagegtggtggactttcatygegact
attgtttttcatgagttgetccatgttttccacaatttaaatggggagegtttgaaagttgagagttee
cgaccagaatcacaaaaatactctecacttttactcgaagaagecaggactgttgggttgggggettte
tcagaggaggtgetttcagaaaataaattocgegaagagattgggatgececgtagaaccteetaceeq
cacgactcagetettattcatgatgacaatacagtgagtetgggattccaacaggtaagactgeateea
ttgetttag (SEQ ID NO:12)

FIG. 4C
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Enteropathogenic E. cell NleD Protein Seguence

MRPTSLNLVLHQSSTSSSMSDTDIESLVKASSVQWIKNNPQLRFQGTDHNIYQQIEAALDKIGSTETGR
VLLNAIESISRLKSETVVIHLNSSRLGVMAHRDIDAENHRGTGSDFHCNLNAVEY PCGEGISVVDFHAT
IVFHELLHVFHNLNGERLKVES SRPESQKYSPLLLEEARTVGLGAFSEEVLSENKFREELGMPRRTSYP

HDSALIHDDNTVSLGFQQVRLHPLL (SEQ ID NO:34)

FIG. 4D

Enterohemorrhagic E. coli NleD DNA Sequence

ATGCGCCCTACGTCCCTCARCTTGGTATTACATCAGTCATCAAGGTCGAGCTCARTGTCAGATACAGAT
ATCGAGTCTCTTGTAARAGCATCGAGCGTTCAATGGATAAARRATAATCCGCAACTTCGTTTCCAGGGG
ACTGATCATARTATATATCAGCAGATTGAAGCAGCACTCGATAAGATTGGCTCTACRGAGRCAGGGEGT
GTACTCCTGARTGCTATTGAATCAATATCCCGACTTARATCAGARACAGTGGTAATACACCTCAARCTCT
TCCAGACTAGGAGTTATGGCACATAGAGATATAGATGCTGAGARCCATCGEGGGACTGGTTCCGATTTT
CACTGTAATCTGAATGCAGTTCAATATCCCTGTGGGGAGGGGATTAGCGTGGTGGACTTTCATGCGRACT
ATTGTTITTCATGAGTTGCTCCATGTTTTCCACAATTTAAATGGGGAGCGTTTGAAAGTTGAGAGTTCC
CGAGCAGAATCACAARAATACTCTCCACTTTTACTCGAAGAAGCCAGGACTGTTGGETTGGGGGCTTTT
TCAGAGGAGGTGCTTTCAGARAATARATTCCACGAAGAGATTGGGATGCCCCGTAGAACCTCCTACCCG
CRCGACTCAGCTCTTATTCATGATGACAATACAGTGAGTCTGGGATTCCARCAGGTAAGACTGCATCCR

TTGCTTTAG (SEQ ID NO:13)

FIG. 4E

Enterohemorrhagic £. coli NleD Protein Segquence

mrptslnlvlhgssrsssmsdtdieslvkassvgwiknnpglrfggtdhniygqieaaldkigstergr
vllnaiesisrlksetvvihlnasrlgvmahrdidaanbrgtgsdthenlnaveypegegisvvdthat
ivfhellhvfhnlngerlkvessraesgkyspllleeartvglgafseevlisenkfheeigmprrtsyp
xdsalihddntvslgfggvrihpll (SEQ ID NQ:35)

FIG. 4F
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tactttaatgaatCacCCAATGTATATGATAAGAAGTATATATCTGGCGTAACTAGAGGAGTAGC?GAA
CTAARACAGGAAGGAT TTATTAACGAGAAAGCCAGGCGACT TGCTTATATGCAAGCAATGTATTCTGTA
TGTCCGCAAGAGTTTARACCTATTTCCAGARACGAAGCTAGTACACCGGAAGGCAGCTGGCTARCAGTT
ATATCCGGAARACGCCCAATGGGACAGT TTTCTGTAGRTAGCTTATATCATCCTGACTTACATGCATTS
TGTGAGCTTCCGGATATTTGTTGCAAGATCTTCCCTARAGRAAACAATGATTTTTTGTATATAGTGATT
GTGTACAGAAATGACAGCCCTCTGGGAGRACARCGAGCARRTCGAT TTATAGRATTATATAATATARAR
BAGAGACATCATGCAGGAATTAAATTATGAATCTCCAGAGTTARAGGCTGTGAARTCTGAAARTGATTATT

geacgtgaaatgggagaaatctt (SEQ ID NO3 14}

Citrobacter rodentium NleE DNA Sequences

FIG. 5A

CAATGTATATGATAAGAAGTATATATCTGGCGTAACTAGAGGAGTAGCTGARCTARAACAGGRAGGATT
TATTAACGAGAARGCCAGGCGACTTGCTTATATGCAAGCAATGTATTCTGTATGTCCGGRAGAGTTTAR
ACCTATTTCCAGAAACGAAGCTAGTACACCGGAAGGCAGCTGGCTAACAGTTATATCCGGARARCGCCC
AATGGGACAGTTTTCTGTAGATAGCTTATATCATCCTGACTTACATGCAT TGTGTGAGCTTCCGGATAT
TTGTTGCARGATCTTCCCTAAAGARAACAATGATTTTTTGTATATAGTGATTGTGTACAGAAATGACRG
CCCTCTGGGAGAACAACGAGCAAATCGATTTATAGAATTATATAATATAAARAGAGACATCATGCAGGA
ATTARATTATGAATCTCCAGAGT TAAAGGCTGTGARATCTGAAATGATTATT (SEQ ID NO:15)

FIG. 5B

Citrobacter rodentium NleE Protein Seguences

YENESPNVYDKKYISGVTRGVAELKQEGFINEKARRLAYMOAMYSVCPEEFKPISRNEAST PEGSWLTV
ISGKRPMGOFSVDSLYHPDLHALCELPPICCKIFPKENNDFLY IVIVYRNDSPLGEQRANRFIELYNIK
RDIMQELNYESPELKAVKSEMIJAREMGEI (SEQ ID NO;:38§)

FIG. 5C

NVYDKKYISGVTRGVAELKQEGFINEKARRLAYMOAMY SVCPEEFKPISRNEASTPEGSWLTVISGKRE
MGQFSVDSLYHPDLHALCELPDICCKIFPKENNDEFLYIVIVYRNDSPLGEQRANRFIELYNIKRDIMOE

LNYESPELKAVKSEMI (SEQ ID NO:37) .

FIG. 5D
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Enteropathogenic E. coli NleE DNA Sequence

atgattaatcctgttactaatactcagggcgtgtcccctataaatactaaatatgctgaacatgtggtg
aaaaatatttacccgaaaattaaacatgattactttaatgaatcacceaatatatatgataagaagtat
atatccggtataaccagaggagtagctgaactaaaacaggaagaatttgttaacgagaaagccagacgy
ttttcttatatgaagactatgtattctgtatgtccagaagcgtttgaacctatttccagaaatgaagcc
agtacaccqgaaggaagctggctaacagttatatccggaaaacgcccaatggggcagttttctgtagat
agtttatacaatcctgatttacatgcattatgtgagcttccggacatttgttgtaagatcttccctaae
gaaaataatgattttttatacatagttgttgtgtacagaaatgacagccctctaggagaacaacgggca
aatagatttatagaattatataatataaaaagagatatcatgcaggaattaaattatgagttaccagag
ttaaaggcagtaaaatctgaaatgattatcgcacgtgaaatgggagaaatctttagctacatgcctggg
gaaatagacagttatatgaaatacataaataataaactttctaasattgagtag (SEQ ID NG:16)

FIG. 5E

Enteropathogenic E. coli NleE Protein Sequence

MINPVTNTQGVSPINTKYAEHVVKNIYPKIKEDYFNESPNIYDKKYISGITRGVAELKQEEFVNEKARR
FSYMKTMYSVCPEAFEPISRNEASTPEGSWLTVISGKRPMGOFSVDSLYNPDLHALCELPDICCKIFPK
ENNDFLYIVVVYRNDSPLGEQRANRFIELYNIKRDIMOELNYELPELKAVKSEMI IAREMGETFSYMPG

EIDSYMKYINNKLSKIE (SEQ ID NQ:38)

FIG. SF
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Entercpathogenic E. coli NleF DNA Sequence

atgttaccaacaagtggttcttcagcaaatctttattcatggatgtatgtatcaggaagaggtaaccct
tcgactccgqaatcagtaagtqagcttaatcataatcactttctttctcctgaattacaagataaactt
gatgttatggtctctatatattcatgtgccagaaataataatgagcttgaggaaatttttcaagagcta'
agtgcttttgtaagtgggctgatggataagagaaatagtgtatttgaggtgagaaatgaaaatactgat
gaggttgtcggagcgctgagggcgggaatgacgatagaggatagggatagttatatcaggqatcttttt
tttctgcattcattgaaagtaaaaattgaggaaagtagacaaggcaaagaagattcgaaatgtaaagtt
tataatctgctatgtecgcatcactcttcagagetatatggtgatetacgagcaatgaaatgectegtg
gaaggatgcagtgatgattttaatcettttgatattattagggtaccagatcttacitacaacaaagga
tctttacaatgtggatga {SEQ ID NO:20)

FIG. 6E

Enteropathogenic E. coli NleF Protein Sequence

MLPTSGSSANLYSWMYVSGRGNESTPESVSELNHNHFLSPELQDKLDVMVSIYSCARNNNELEEIFQEL
SAFVSGLMDKRNSVFEVRNENTDEVVGALRAGMT IEDRDSYIRDLFFLHSLKVKIEESRQGKEDSKCGKV
YNLLCPHHSSELYGDLRAMKCLVEGCSDDFNPFDIIRVPDLTYNKGSLOCG (SEQ ID NO:42)

FIG. 6F

Enterohemorrhagic E. coli HleF DNA Sequence

ATGTTACCAACAAGTGGTTCT TCAGCARATCTTTATTCATGGATGTATGTATCAGECAAGAGGTAACCCT
TCGACTCCGGAATCAGTAAGTGAGCTTAATCATAATCACTTTCTT TCTCCTGAATTACAAGATAAACTT
GATGTTATGGTCTCTATATATTCATGTGCCAGAAATAATAATGAGCTTGAGGAARTTTTTCARGAGCTA
AGTGCTTTTGTARGTGGGCTGATGGATARGAGAAATAGTGTAT T TGAGGTGAGARATGAAARTACTGAT
GAGGTTGTCGGAGCGCTGRGEGCGGGAATGACGATAGAGGACAGGGATAGTTATATCAGGGATCTTTTT
TTPCTGCATTCATTGAAAGTAARAATTGAGGARAGTAGACARGGCAMAGARGATTCGARATGTARAGTT
TATAATCTGCTATGTCCGCATCACTCTTCAGAGCTATATGGTGATCTACGAGCAARTGARATGCCTCETG
GAAGGATGCACTCATGATTTTAATCCTTTTGATAT TATTAGGG TACCAGATCTTACTTACAACARAGGA

TCTTTACAATGTGGATGA (SEQ ID NO:21)

: FIG. 6G

Enterohemorrhagic E. coli NleF Protein Sequence

mlptsgssanlyswunyvsgrgnpstpesvselnhnhflspelqgdkldvmvsiyscarnaneleeifqel
safvsglmdkrnsvievrnentdevvgalragmtiedrdsyirdlfflhslkvkieesrggkedskeky
ynllcphhsselygdlramkclvegesddfnpfdiirvpditynkgslgeg (SEQ ID NO:43)

FIG. 6H



CaiF
CriA

CaifF
Grla

SGN
caiF
Gria

S5GN
CaifF
Gria

SGN
CaiF
Grlh

17/37

*

MCPDNTHAKKQYLTPGRDIBY?GQTHKDBCFIFVSVﬂQYl

HCEG-——.-- e e . o e o e S e e -——--—ébh-—--w

O ESKNSDYVIPDSVKNYN

B s T L LA o
Y

GEPLYT IVAHNCLLOQNWVORNQIAEAFHITARRASYLIA |
VIAREISIHFDIEHSKAVNTLT

BKPLYLLIAENHH3£NRWV I
GEPLYILVSLWCKLQEKWISRNDIAEAFGINLRRASFIIT
Helix~-turn-helix motif

*4 + + + + + 4 &

YLRSKTSRVVSICREQTLPN-RARRYEIY-VIRVLDSPTP
YILSEVTEISCEVKHIP-HKLEGRGCQCQRLVKVVDIDBQ
YISRRKEKISFRVRYVSYGNLﬁYKRLEIF—IYNVNLE&RP

+ + " e+
STRREKAGPP——~—-. LVSERRVGNGDRSM~-ANELWNRIC

IYaRLRNNSREKLVGVRKTPRIPAVPLTELNREQK“QHH-
PESHVSTGPR~—==—- REKTLRVGNGIVG---0QSS IWNEN-

+4+5 4+ +
SNRNAGKILKKKEDEDDGT (170 88}

' —-——LSKSMRR {131 aa)

------- IMRRKKE----8 (135 aa)

FIG. 7

000117



18/37

000118
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000126

Enterohemorrhagic £. coli NleG homolog Nucleotide Sequence

ATGAATGTCCTTCGAGCCTCAARGTAGCATCTAGCGGTCGAGGGGAGTTTACATTAGGTAAT
GAGACTGTCAGCATTGTATTTAATGARACCGATGGGCGTTTTCTATCCAGCGGCAGTAGT
GGGGGATTGCTTACTGAGTTATTCCTTTATGGGT TTAATAACGGCCCTGAAGCTCTTCGC
GATAGGATGCTCAGTATGCTTTCGGACTCAGGTGAAGCACAATCGCARGAGAGTATTCAG
GACAAAATATCTCAATGTAAGTTTCCTGTTAGTTCAGGAAAT TTCCAGTGCCCGCCAGAG
TCTATTCAGTGTCCARATTACACTAGAGAGACCCGAAGRAGGAGTGTTTGTCARAAATTCA
GATAGTTCGGCAGTATGCTGCTTAT TTGATTTTGATGCATTTTCTCGTTTAGCTAGTGAA
GGCTCATATCATCCACTGACCCGAGARCCAATARACCGCATCAATGATTATAAGTCCTGAT
AAATGTGTTTATGATCCTATCAAGGGARACTTCATTATAARAGATAGTTARA

(SEQ ID NO: 61)

FIG. 16A

Enterohemorrhagic E. coli NleG homolog Protein Sequence

MNVLRAQVASSGRGEFTLGNETVSIVFNETDGRFLSSGSSGGLLTELFLYGENNGPEALRDRMLSMLSD
SGERQSOES IQDKISQCKFPVSSGNFQCPPESIQCPITLERPEEGVFVKNSDSSAVCCLFDFDAFSRLA
. SEGSYHPLTREPTITASMIISPDKCVYDPIKGNFIIKDS (SEQ ID NO: 73)

FIG. 16B
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Enterchemorrhagic £. coli NleHl Nucleotide Seqguence

ATGTTATCGCCCTCTTCTATARATTTGGGATGTTCATGGAATTCTTTAACCAGARACCTG
ACTTCGCCTGATAATCGTGTTTTATCCTCTGTAAGGGATGCTGCTGTTCACTCTGATAGC
GGGACGCAAGTAACGGTTGGCAACAGAACATATCGTGTTGTGGTCACTGATAATARGTTT
TGCGTTACAAGAGARRGTCATAGTGGTTGTTT TACTRATCTGTTGCACAGGT TGGGATGG
CCTAAGGGAGAGATTAGCAGAAAAATTGAGGCTATGCTGAATACATCGCCAGTGAGCACG
ACTATAGAARGAGGCTCTGTTCATTCGAACAGACCTGATTTACCTCCRAGTGGATTATGCG
CAGCCGGAGTTACCTCCAGCGGATTATACTCAATCAGAGTTGCCGAGGGTTAGCAACAAT
ARATCACCCGTGCCAGETAATGTTATTGGTAARGGTGGTARTGCTGTCGTGTATGAAGAT
ATGGRAAGATACAACARAAGTGTTGAAGATGTTTACTATATCTCAAAGCCATGAAGAGETG
ACAAGCGARGTTCGTTGTTTCARTCAGTAT TATGGTTCCGGGAGTGCAGAGARARTATAT
AATGATAATGGAAATGTTATTGGTATTAGAATGAATAARATARATGGGGAATCTCTTTTG
GATATTCCATCATTACCAGCACARGCTGAACAGGCTATTTACGATATGTTTGACAGARCTC
GAGARAARAGGAATTCTTTTTGTTGATACAACAGARARCARATGTTTTATATGATCGTATG
AGAARTGAATTTAATCCAATAGATATATCATCTTATAATGTTTCTGATATT TCATGGAGT
GAACATCAAGTCATGCAATCTTATCACGGAGGAAAGCTGGATCTTATTAGTGTAGTATTA
AGTAARGATATARA
{SEQ ID RO: 62)

FIG. 17A

Enterchemorrhagic E. coll NleH]l Protein Sequence

MLSPSSINLGCSWNSLTRNLTSPDNRVLSSVRDAAVHSDSGTQVTVGNRTYRVVVTDNKE

CVTRESHSGCFTNLLERLGWPKGETI SRKIEAMLNT SPVSTTIERGSVHSNRPDLFPVDYA
QPELPPADYTQSELPRVSNNKSPVPGNVIGKGGNAVVYEDMEDTTKVLKMFTISQSHEEV
TSEVRCFNQYYGSGSAEKI YNDNGNVIGIRMNKINGESLLDIPSLPAQAEQATYDMFDRL
EKKGILFVDTTETNVLYDRMRNEFNPIDISSYNVSDISWSEHQVMOSYHGGKLDLISVVL
5KI (SEQ ID NO: 74}

FIG. 17B

000127



28737

Enterchemorrhagic E. coli NleH2 Nucleotide Sequence

ATGTTATCGCCATAT TCTGTAAATTTGGGATGT TCATGGARATTCTTTARCCAGAARCCTG
ACTTCGCCTGATRATCGTGTTTTATCCTCTGTAAGGGATGCTGCCGTTCAT TCTGATAAT
GGGGCGCARGTARAGGTTGGCAACAGAACATATCGTGTTGTTGCCACCGATARTAAGTTT
TGCGTTACAAGAGAAAGTCATAGTGGTTGTTTTACTARTCTGT TGCACAGCCTGGGAT GG
CCTAAGGGGGAGATTAGCAGGARRATTGAGGTCATGCTGARTGCATCACCAGTGAGCGCT
GCTATGGARAGAGGCATTGTTCATTCGAACAGACCTGAT TTACCTCCTGTTGATTATGCA
CCGCCAGRGTTACCGAGTGTGGACTATARCAGGT TGTCAGTACCTGGTAATGTTATTGGC
AAAGGGGGGAACGCTGTAGTATATGAAGATGCTGAGGATGCAACARAAGTCCTGAAGATG
TTTACTACATCTCAAAGCAATGAAGAGGTGACARGCGAAGTTCGTTGCTTCAACCARTAT
TAPGGTGCCEEEAGTGCAGRARABATATATGGCAATAATGGTGATATTATTGGTATTAGA
ATGGATARRATAAATGGAGAATCGCTTTTAAATATTTCGTCCTTGCCAGCACAGGCTGAG
CATGCTATTTACGATATGTTTGATAGACTGGAGCARARAGGAATTCTTTTTGTCGATACA
ACAGAGACAAATGTCTTATATGACCGCGCGRRGAATGAGTTTAATCCARTAGATATATCA
TCTTATAATGTTTCCGACCGTTCATGGAGTGARAGTCARATARTGCAATCTTATCATGGE
GGARAGCARGATCTTATTAGTGTGGTATTAAGTAARATTTAG (SEQ ID NO:63)

FIG. 18A

Enterohemorrhagic E. coll NleH2 Protein Seguence

MLSPYSVNLGCSWNSLTRNLTSPDNRVLSSVRDAAVHSDNGAQVKVGNRT YRVVATDONKE
CVTRESHSGCFTNLLHRLGWPKGEISRKIEVMLNASPVSARMERGIVHSNRPDLPPVDYA
PPELPSVDYNRLSVPGNV IGKGGNAVVYEDAEDATKVLKMETTSQSNEEVTSEVRCFNQY
YGAGSAEKI YGNNGDIIGIRMDKINGESLILNISSLPAQARHAT YDMFDRLEQKGI LFVDT

TETNVLYDRAKNEFNPIDISSYNVSDRSWSESQIMQSYHGGKQDLISVVLSKI (SEQ ID NO: 73)

FIG. 18B
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Enterohemorrhagic E. coli 22076 Nucleotide Sequence

ATGGTARTGCCTGGATTAGTATCATATATATCATCGACT TCATTCGCGAATGAGATGGCG
GAGATGCGTCAGCAGGTAATCGAAGGGCAGAT TGGTGGAT TTCTCCTGGGAGEGGAGAGA
GTTAGAGTTTCTTATTTATTTCAATTGCATTAA (SEQ ID NO: 64)

FIG. 19A

Enterohemorrhagic E. cold Z2076 Protein Sequence

MVMPGLVSYISSTSFANEMAEMROQVMEGOIGGFLLGGERVRVSYLFQLA
(SEQ ID NO: 78) ‘

FIG. 19B

000129
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Enterohemorrhagic E. coli Z214% Nucleotide Sequence ) 00013&

ATGCCATTAACCTCAGATATTAGATCACATTCATTTAATCTTGGGGTGGAGGTTGTTCGT
GCCCGAATTGTAGCCAATGGGCGCGGAGATATTACAGTCGGTGGTGAAACTGTCAGTATT
GTGTATGATTCTACTAATGGGCGCTTTTCATCCAGTGGCGGTAATGGCGGATTGCTTTCT
GBGTTATTGCTTTTGGGATTTAATAGTGGTCCTCGBGCCCTTGGTGAGAGAATGCTAAGT
ATGCTTTCGGACTCAGGTGAAGCACAATCGCAAGAGAGTATTCAGAACAAAATATCTCAA
TGTAAGTTTTCTGTTTGTCCAGAGAGACTTCAGTGCCCGCTTGAGGCTATTCAGTGTCCA
ATTACACTGGAGCAGCCTGAAAAAGGTATTTTTGTGAAGAATTCAGATGGTTCAGATGTA
TGTACTTTATTTGATGCCGCTGCATTTTCTCGTTTGGTTGGTGAAGGCTTACCCCACCCA
CTGBCCCGGGAACCAATAACGGCATCAATAATTGTAAAACATGAAGAATGCATTTATGAC
GATACCAGAGGAAACTTCATTATABAGGGTARATTGA (SEQ ID NO: 65)

FIG. 20A

Enterchemorrhagic E. coli 22149 Protein Sequence

MPLTSDIRSHSFNLGVEVVRARIVANGRGDITVGGETVSIVYDSTNGRFSSSGGNGGLLS
ELLLLGFNSGPRALGERMLSMLSDSGEAQSQESIQNKISQCKFSVCPERLQCPLEAIQCP
ITLEQPEKGIFVKNSDGSDVCTLFDAAAFSRLVGEGLPHPLTREPITASIIVKHEECIYD
DTRGNFIIKGN (SEQ ID NO: 717)

'FIG. 20B



-<110>
<120>
<130>

<140>
<l4i>

<150>
<151>

<160> 84

<170>

<210> 1
<211>
<212>
<213>

<400> 1

atgaacattc
cacgcagaac
gaagctggat
gaaacaacgg
tatcttgete
ttattcaatg
aaatatggtg
tttttacage
ccattaaaaa
acaccaaacyg
gtagaacttc
actccagatg
gattttaaat
tttaagtggg
aatgctattg
ctgtccectce
acccceeggat
gatttaaata
catgcacggyg
gacataaaag
gtggtcatcg
acctttgaaa

<210> 2
<211>
<212>
<213>

DNA

<400> 2

atgaacattc
gcagaacaaa
ggatttgttg
acagetctac
gcacctcatc
aatgtctcte
ggtgtecage
cagatattcc
aaaaatgcat
gecatcageca
ttaacagctc
ggatggaagc
gaagagtggy
gcaactctag
aaatatgccg
gtatccagat
caagcagcgg

1283
DNA
Citrobacter rodentium

1323

80021-735

Us 60/515,703
2003-10-31

aaccgaacat
aagtgcctgt
ttgttgtgceca
ctctattaag
ctcaccttga
ttactcaaat
ttcagatgaa
tatttectct
atgcattaac
acccaatgcce
ctatagtcaa
gccccaaagc
atggaacatc
atttagataa
gtgctgctgg
atgtcggtge
taaagccaga
aagccgaatt
aaggagcttt
ctatggaaga
atatcgaagg
taatccaaga

Enteropatheogenic E.

aaccgatcgt
cgtcecctac
ttcatatece
tgagcttgat
ttgaagaagg
agatggcatt
taaacattgt

ctttgcatga

taagcaacag
ctacttcgac
aagtagttcy
ttgttggaga
tgatcagacc
ggctggagtt
ttcttaccaa
ttactggtac
ggcatgccat

SEQUENCE LISTING

NOT YET ASSIGNED
2004-10-29

PatentIn version 3.3

acattccgga
ctctagetcea
tattccagag
cttgataaaa
agaaggctcc
ggcattagag
cattgtaaaa
gcatgacgaa
caacagcagt
atggtttgga
aaccgaaaat
caattatacg
gccattacag
tecectaatace
agggtttgcg
aatgcttggg
cactatttta
tgataaagtyg
attcccaaat
aggcgtaccc
tggcaattca
aacaagggtc

coli

aacatccgga
acaaataccg
agaggatatyg
aaaagatgaa
ctctgeagga
agaaataccc
daaaccagat
tgaaataggt
caatatacca
ggtaaccacc
taatcatggt
aactecctett
gggagaagca
tggcgecacat
tgctgeccgea
agatccaatg
acagtataat

atcaccacac
ataccgegat
gatatacagc
gatgaaggcc
cttgggaaaa
atacccagtt
ccagacatac
ataggtttta
atatcggcta
ttaactgcte
ggatggaagc
gaagaatgqgg
gcaactcttg
aaatatgccea
gtatccaaag
caagcagcgyg
tggtgggcag
cggttecactg
aagcaagaca
gttggacatc
ccacatcata
taa

atcaccacac
caatccgaat
cagcgacatg
ggtctgctct
aaaaaagcat
agcaccgttc
attcatccta
attaatttta
accactgtat
gcgtcaaaag
gtggaacttc
actcctgaty
gattttaaat
ttcaagtggg
aatgcgcttg
ttaagtccte
acccccggat

THE UNIVERSITY OF BRITISH COLUMBIA, et al.

BACTERIAL VIRULENCE FACTORS AND USES THEREOF

agaataatca
cagatttacc
aacatgtacc
tgctctcagg
aagcattgga
cegttccagg
atccaacaac
acttcaaaga
ctgcatcgac
aagtggttcg
ttgtagggga
ttatcaggec
gactggagtt
tccttaccaa
tcececggeat
ggcatgccgt
gcgegacatt
actacccteg
ttgcecgtgt
aacatccaaa
atccatcaaa

aaaacaatcyg
tacctaatgg
caccggaatg
ctgggctgga
tggatatgtt
cgggtatctc
catcaggtaa
aagaccttec
cgactgctge
acccaatacc
ctatagtcaa
gccccaaagce
atggtgcatc
atttagataa
gtgctgtagg
atatcggtgc
taaagccaga

acaacatcat
tcecaaattge
ggaatgtggt
actagataaa
tacgtttggt
catatctggt
cgggaactat
tcttectgge
tgtagcecece
taatcatggt
aacacctctt
gdgagaagca
tggtgcgeat
tgctgeoegea
agatccaatg
acaatgtaat
tggagctgct
tatatggttc
aacaggcgca
accggaggat
ttatgttgac

acatcatcac
atgcgaaacg
cggtgaaaca
taaatatctt
tggtttatte
tggtaaatat
ttatttttta
tggtccatta
atccactatt
atggtttgga
aactgaaaat
aaattatact
tccactacag
ccctaatact
gggatttgca

aatggttggg
cactatttta

* 000131

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

1020
1080
1140
1200
1260
1293

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

1020
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Enterohemorrhagic E. ceoli Z2150 Nucleotide Sequence

atgcctgtta
tctttgcagg
tattctgttce
ttactggata
aggcaattaa
atggcagaac
tgtgtatttyg
ataacdctgyg
tgctetctat
ctgagtcegag
gcaaaaagayq

ccaccttaag
atgcagcecag
actatgtcca
ggctattggg
atggaggtgt
acagagaaaa
gaacggattc
agacacectna
atgataagga
aacctataac
aagettiteg

{SEQ ID NO: 66)

Enterchemorrhagic E.

tatcccaagt
acttgaaagt
actactggat
gcgtgageat
cgatttttta
taaaacaqgt
taatcacttt
gactggagtg
tgcgttagtg
agaatcaatg
ttgtaagtga

atatctcaat
ggaataagaa
ggattttcag
cgaatggata
agtagtgtta
aataaaatat
tcttgeecegg
ttcatgagaa
caacttgttyg
attatgagaa

FIG. 21A

tatctecetge
tatccattgg
ttgaaccggt
gaagggctgt
ataactattt
taatggaaaa
agtcattttt
actcacgagqg
aaactggtgg
aagacgaatg

aagagtacag
tagtggccaa
gagaggaggc
ggctctggaa
tcagagtgtce
aataaattct
gacatgcccg
tgctgagata
aactcatcct
tcactttgat

coll 22150 Protein Sequence

MPVTTLSIPSISQLSPARVQSLODAARLESGIRISIGSGRYSVHYVQLLDGESVEPVRGGLLDRLLGRE
HRMDRRAVALERQLNGGVDFLSSVNNY FOSVMAEHRENKTGNKILMEKINSCVEGTDSNHFSCPESFLT
CPITLDTPXTGVFMRNSRGAEICSLYDKDALVQLVETGGTHPLSREPI TESMIMRKDECHFDAKREAFC

CK (SEQ ID

NO:78)

FIG. 21B
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Enterohemorrhagic E. coli 22151 Nucleotide Seguence

ATGCCTGTAGATTTAACGCCTTATATTTTACCTGGGGTTAGTTTTTTGTCTGACATTCCT
CRAGAAACCTTGTCTGAGATACGTAATCAGACTAT TCGTGGAGAAGCTCAAGTAAGACTG
GGTGAGTTGATGGTGTCAATACGACCTATGCAGGTARATGGATATTTTATGGGARGTCTT
AACCAGGATGGTTTATCGAATGATARCATCCAGATTGGCCTTCAATATATAGRACATATT
GARCGTACACTTAATCATGGTAGTTTGACAAGCCGTGAAGT TACAGTACTGCGTGARATT
GAGATGCTCGAAAATATGGAATTGCTTTCTAACTACCAGTTAGAGGAGT TGTTAGATAAR
ATTGBAGTATGTGCATTTAATGTGGAGCATGCACAATTGCAAGTGCCAGAGAGCTTACGA
ACATGCCCTGTTACATTATGTGARCCAGAAGATGGGGTATT TATGAGGAATTCAATGAAT
TCABATGTTTGTATGTTGTATGATAAAATGTCATTAATATATCTTGTTAARACAAGGGCG
GCTCATCCTTTGAGCAGGGAATCAATCGCAGT T TCAATGATTGTAGGARGAGATAATTGT
GCTTTTGACTCTGACAGAGGTAACTTCGTTTTAARAAATTAR (SEQ ID NO: 67)

FIG. 22A

Enterohemorrhagic E. coli 22151 Protein Seguence

MPVDLTPYILPGVSFLSDIPQETLSEIRNQT IRGEAQVRLGELMVSIRPMOVNGYFMGSL
NODGLSNDNIQIGLOYIEHIERTLNHGSLTSREVTVLREIEMLENMELLSNYQLEELLDK
IEVCAFNVEHAQLOVPESLRTCPVTLCEPEDGVFMRNSMNSNVCMLYDKMSLIYLVKTRA
AHPLSRESIAVSMIVGRDNCAFDSDRGNEVLKN (SEQ 1D NO: 79)

FIG. 22B
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Enterchemorrhagic E. cold 22337 Nucleotide Sequence

ATGCCTGTAGATTTAACGCCTTATATTTTACCTGGGGTTAGTTTTTTGTCTGACATTCCT
CARGARAACCTTCTCTGAGATACGTAATCAGACTATTCGTGGAGARAGCTCARATARGACTG
GGTGAGTTGATGGTGTCAATACGACCTATGCAGGTAAATGGATAT TTTATGGGAAGTCTT
ARCCAGGATGGTTTATCGRATGATAATATCCAGATTGGCCTTCARTATATAGRACATATT
GAACGTACACTTAATCATGGTAGTTTGACAAGCCGTGAAGTTACAGTACTGCGTGAAATT
GAGATGCTCGAAAATATGGATTTGCTTTCTRACTACCAGT TAGAGGAGTTGTTAGATARA
ATTGAAGTATGTGCATTTAATGTGGAGCATGCACAATTGCAAGTGCCAGAGAGCTTACGA
ACATGCCCTGTTACATTATGTGAACCAGARGATGGGGTATTTATGAGGAATTCAATGAAT
TCAAATGTTTGTATGTTGTATGATAARATGGCATTAATACATCTTGT TRRRACARGGGCG
GCTCATCCTTTGAGCAGGGAATCAATCGCAGT TTCAATGATTGTAGGAAGAGATAATTGT
GCTTTTGRCCCTGACAGAGGTAACTTCGTTTTAAARAATTAR (SEQ ID NO: 68)

FIG. 23A

Entercohemorrhagic E. c¢coli 22337 Protein Sequence

MPVDLTPYILPGVSFLSDIPQETLSEIRNQTIRGEAQIRLGELMVSIRPMOVNGYFMGSL
NQODGLSNDNIQIGLOYIEHIERTLNHGSLTSREVTVLREIEMLENMDLLSNYQLEELLDK
IEVCAFNVEHAQLOVPESLRTCPVTLCEPEDGVFMRNSMNSNVCMLY DKMALIHLVKTRA
AHPLSRESIAVSMIVGRDNCAFDEDRGNFVLKN (SEQ ID NO: BO)

FIG. 23B
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Enterohemorrhagic E. coli 22338 Nuclieotide Sequence

ATGCCTGTTACCACCTTAAGTATCCCAAGTATATCTCAATTATCTCCTGCAGGAGTACAG
TCTTTGCAGGATGCTGCCAGACTTGARAGTGGAATAAGAATATCCATTGGTAGTGGCCAA
TATTCTGTTCACTATGTCCAGCTRCTGGATGGATTTTCAGTTGARCCGGTGAGAGGAGGC
TTACTGGATAGGCTATTGGGGCGTGAGCATCGAATGGAGAGAAGGGCTGTGGCTCTGGAA
AGGCAATTARATGGAGCTGTCGATTTTTTAAGTAGTGTTAATAACTATTTTCAGAGTGTC
ATGGCAGAACACAGAGAAAATAARACARGTAATARAATAT TARTGGAARARATARATTCT
TGTTTATTTAGACCTGATTCTAATCACTTTTCTTGCCCGGAGTCATTTTTGACATGCCCG
BTAACGCTGGACACACCTGRGACTGGGGTGTTCATGAGAAACTCACGAGGTGCTGAGATA
TGCTCTCTATATGATAAGGACGCGT TAGTGCARCT TGTTGARACTGGTGGAGCTCATCCT
CTGAGTCGAGAACCTATAACAGAAT CARTGAT TATGAGAAARGATGAATGTCACTTTGAT
ACARAAAGAGAAGCTTTTTGTTGTAAGTGA (SEQ ID NO:69)

FI1G. 24A

Enterohemorrhagic E. coli Z2338 Protein Seguence

MPVTTLSIPSISQLSPAGVOSLODAARLESGIRISIGSGQYSVHYVQLLDGFSVEPVRGG
LLDRLLGREHRMERRAVALERQLNGGVDFLSSVNNY FOSVMAEHRENKTSNKILMEKINS
CLFRPDSNHFSCPESFLTCPITLDTPETGVFMRNSRGAEICSLYDKDALVOLVETGGAHE
LSREPITESMIMRKDECHFDTKREARFCCK (SEQ 1D NO: 81)

FIG. 24B

000135
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Enterchemorrhagic E. coli 22339 Nucleotide Seguence 000166

ATGCCATTARCCTCRGATATTAGATCACATTCATTTAATCTTGGGGTGGRGETTGTTCGT
GCCCGAATTGTAGCCAATGGGCGCGGAGATATTACAGTCGGTGGTGRARCTGTCAGTATT
GTGTATGATTCTACTAATGGGCGCTTTTCATCCAGTGGCGGTAATGGCGGATTGCTTTCT
GAGTTATTGCTTTTGGGATTTAATAGTGGTCCTCGAGCCCTTGGTGAGARGAATGCTAAGT
BTGCTTTCGGACTCAGGTGAAGCACAATCGCAAGAGAGTATTCAGARCARAATATCTCAR
TGTAAGTTTTCTGTTTGTCCAGAGAGACT TCAGTGCCCGCTTGAGGCTATTCARTGTCCA
ATTACACTGGAGCAGCCTGAAARAAGGTATTTTTGTGAAGART TCAGATGGTTCAGATGTA
TGTACTTTATTTGATGCCGCTGCATTTTCTCOTT TGGTTGGTGARAGGCTTACCCCACCCA
CTGACCCGGGAACCAATAACGGCATCAATAAT TGTARAARCATGARGAATGCATTTATGAC
GATACCAGAGGAAACTTCGTTATRAAGGGTAATTGR (SEQ ID NO: 70)

FIG. 25A

Enterohemorrhagic E. c¢oli Z2339 Protein Sequence

MPLTSDIRSHSFNLGVEVVRARIVANGRGDITVGGETVSIVYDSTNGRFSSSGGNGGLLS
ELLLLGFNSGPRALGERMLSMLSDSGEAQSQES IQNKISQCKFSVCPERLOCPLEAIQCP

. ITLEQPEKGIFVKNSDGSDVCTLEDAAAFSRLVGEGLPHPLTREPITASIIVKHEECTIYD
DTRGNFVIKGH (SEQ ID NO: 82)

FIG. 25B
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Enterohemorrhagic E. coli 22560 Nucleotide Seguence

atggacgett
gaactagceqg
tcatttcttg
aatgataaca
attgaagaaa
caacgaggtg
atggetettt
acattatcaa

acggtgagga

ttattgtaga
atatcattag
atgtattcag
gaattgaatt
tgtcttacat
tttttttaag
ctcgtataat
tgettgtggc
gtgattgtta

tectgttceas
attggctgat
tacatatatg
gttacagcgg
agatgaagca
aaatgctgaa
taatgatyggg
cagagagcag

ggggaactat
tctgttgaaa
gggcaggtta
cgattacatt
ttacagtgcee
ggttccagag
atgcatcacce
tgtgagtttyg

attcgggttt
atcaattgaa
tttctgaatt
catgttcatt
cgattacgct
tatgtagttt
cactaagcag
attgcagtat

ttecagtgtag (SEQ ID NO: 71)

FIG. 26A

aagccataca
tggaggcaat
tatgcatagt
tttagttaat
ggcaattcct
atatgatgaa
agagccaata
cggtcacttt

Enterohemorrhagic E. cold 22560 Frotein Sequence

000131

MDAFIVDPVQGELYSGLSHTELADI IRLADSVENQLNGGNSFLDVFSTYMGQVISEFMHSNDNRIELLQ
RRLESCSFLVNIEEMSYIDEALQCPITLAI PQRGVFLRNAEGSRVCSLYDEMALSRI INDGMHHPLSRE
PITLSMLVAREQCEFDCSIGHFTVRSDCYSV (SEQ ID NO: 83)

FI1G. 26B
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00015

Enterohemorrhagic B. coli 22976 Nucleotide Sequence

ATGGCAGACCGCAAACAGCACCGCGCTATCGCGGAGCGTCGTCACATCCAGACTGAAATC
ARCCGCAGACTTTCCCGCGCATCACGCGTCGCGCARATCATGCACATCAATATGCTGCAT
GAGCGCAGCCACGCACTATCAAACATTTATTCCGCCTCTGTTTTCAGCTATCTGGCGGAT
GATCTGCACGAGTTTCAACAGCTCATCCAGCAGCARAACRAACTCCATTAA (SEQ ID NO:72)

FIG.27A

Enterohemorrhagic E. ceoli Z2976 Protein Sequence

MADRKQHRAIAERRHIQTEINRRLSRASRVAQIMHINMLHERSHALSNIYSASVESYLAD
PLHEFQDLICQONKLE (SEQ ID NO:84)

FIG.27B



tggtgggcag
agattcactg
aaagcagata
gttggacaac
ccacatcata
taa

210> 3
<211>
<212>
<213>

DNA

<400> 3

atgaacattc
acagaacaaa
ggatttgttg
acagctctac
gctecectcace
aatgttaccc
ggtgtccage
cagatattcc
aaaaatgcat
ggaacatcag
ggattaacag
aatggatgga
acggaggagt
caggcaactc
actaaatatg
gcagtatcca
gggcaagcag

ttatggtggy
gctagattca
aataaagcag
cctgttggac
ttaccacatc
gtctaa

<210> 4

<211> 614
<212>
<213>

<400> 4

tattettttt
attgaatacc
tgagecgegta
tctcagtcett
cagtatgtat
atatccagcg
tattccatac
gtttgatttt
taaaactgga
gattattact
ttgtaatgat

<210> 5

<211> 555
<212> DNA
<213>»

<400> b5

aaggccagag
tttgagcaat
cggagacttt
tataaagata
tatttatett
tctgttggtt
atcatatgca
gaaggggggyg
tgggggatgt

1326

DNA
Citrobacter rodentium

gtactactct
actatcctcg
ttgaacatgce
ggcatccaaa
acccatcaaa

Enterchemorrhagic E.

aaccgaccat
taccectctac
ttaatattec
tgagctigat
ttgaagaagg
aaatggcatt
taaacattgt
ctctgcecatga
taagcaacag
ccactacttc
ctcaagtggt
agettgttgg
gggttatcag
tagggctgga
ccgttcttac
gatttgctag
cagggcatge
ctggtgecgac
ctgactatcc
atattgaaca
agcggeatee
ataatccatc

cagtggtttig
aaagagcatc
ataggagtac
gaagatgaac

-gataaaaaac

agtgagagag
ggaaaggact
tttagaaact
tgccataaca
gataaattag

gaga

cgatacggaa
attataaatg
acttatgagce
atatatecggg
gaaaatatte
ttaagagaag
gaaaaaagag
gggttgttta
atatatcttyg

tggactggct
tatatggtgg
cacaggggct
tccagaggat
ttatgttgat

coli

acaatctgga
acaaataccg
agatgatata
aaaagataaa
atccatagga
agagatacct
aaaaccagat
tgaaataggt
taatatatca
gacggtaacc
tcgtaatcat
agaaacacca
accgggagaa
gtttgacgca
caatgctgcc
tacagatcca
catacagtat
actgggggct
tcgtatatgg
tgccacaggt
aaatccagaqg
aaatcatgtt

aagcaaggcc
cgtatttgag
tggtagacgy
atcaaaatat
tgtctgatat
ataattatct
ctttgattga
tggeggtatt
tatctceatg
gtgtcctgta

Citrokacter rodentium

aaggtgaagt
ctgcaaaaat
aaagaaaaga
aaaatgttga
atgaacaaga
agttaaaaaa
gtcatacttg
cagagacggg
atgcagatat

gatttaaaca
catgcaagag
gatatacgcg
gtggtcatca
accgttgata

atcacctecac
caatccgaat
cagcaacatg
ggtctgetcet
aaaaaaacat
agttcegttt
attcatccta
tttaatttta
accactgcag
accgagccaa
ggtgtagaac
cttactcetyg
gcagatttta
catttcaagt
gcaaatgecge
atgttaagtc
aatacccctg
geccgatttaa
tggcacgcaa
gctgatatac
gatgtggtaa
gatatctttg

agagcgatac
caatattata
agactttact
aaagataata
ttatcttgaa
gttaggctta
atcatatgca
gaagyyygdgy

tgggggatgt
tgctcctgat

accgatattg
agaaaatgag
atttctcagt
tttcagtatg
atcatatcca
tattccatac
gtttgatttt
taaaactgga
gattattact

aggccgagtt
aaggtgccat
caatggaaga
atatcgaaag
taatccaaga

aaaacaatca
tacctctagg
cacecggaatg
cagggctaga
tggatatgtt
caggecatcte
catcaggtaa
aagaccttcc
tgtcgactat
aagacccaat
ttecctatagt
atgggccgaa
aatatggtgce
gggatttaga
ttggtgecttt
ctcatatcygg
gattaaagcc
acaaggccga
gagaaggagdc
gcgcaatgga
tcgatatega
atataatcca

ggaaaaggtg
aatgctgcaa

tatgagcaaa
tatcgggaaa
aatattcatg
ttaagagaag
gaaaaaagadg
gggttgttta
atatatcttg
ggtatcgetg

aataccaaag
cgtaatggag
cttgaagatg
tatgataaaa
gcgagtgaga
ggaaaggact
tttagaaact
tgccataaca
gataaattag

tggagaggcc
tttcccaaat
aggtgtatct
caataactca
aacaagagtc

acatcatcaa
atgccaagct
cggtgaaaca
cgaatatata
tggtttattce
tggtaaatat
ttatttttta
tggccegtta
tgecatcgact
accatggttt
caaaactgaa
agcaaattac
atctccatta
taaccctaat
agggggattt
tgecaatggtt
agacactatt
gtttgaagta
tatttteeee
agaaggtatc
aagcaatggc
agaaacaaga

aagtaccgat
aaatagaaaa
gaaaagaatt
atgttgattt
aacaagaatc
agttaaaaaa
gtcatacttg
cagagacggg
atgcagatat
tgcatgtaga

agcatcegta
tactggtaga
aacatcaaaa
aactgtctga
gagataatta
ctttgattga
tggcggtatt
tatctccatg
gtgtcctgta

1080
1140
1200
12690
1320
1323

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

$ 720

780
840
900
360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1326

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
614

60
1290
180
240
300
360
420
480
540

O



tgctectgat

<210> 6

<211> 990
<212> DNA
<213>

<400> 6

atgttatcett
agtacacttc
gaaagaaccc
gaagtaccaa
aaaatagaaa
aaaaaggaat
gatgtggatt
aaacaagaat
gagttaaaaa
gaacatactt
acagagacgg
gatgccgaca
gtgcatgtag
cgtagtaatc
catccatatt
cacaattata
accagtatgt

<210> 7

<211> 990
<212> DNA
<213>

<400> 7

atgttatectt
agtacacttc
gaaaaaacce
gaagtaccaa
aaaatagaaa
aaaaaggaat
gatgtggatt
aaacaagaat
gagttaaaaa
gaacatactt
acagagacgg
gatgcecgaca
gtgcatgtag
cgtagtaatc
catccatatt
cacgattata
accagtatgt

<210> 8

<211> 993
<212> DNA
<213>

<400> 8

atgaaaattc
gecgttgete
cgaataccac
ngtgacagcc
cttgatgctt
aaggaggtac
cccgtcaaag
gggcaagaac
gtcagtttta
ctgattecacy
atagagctag
gtcccecgact
ctgaatgcce

aggctgggta

ggtat

cattaaatgt
tccagaaagt
ctattctttt
tattgaatac
atgagcgtat
ttctcaatct
tcagcatgta
cataccctge
atatcccaga
ggtttgattt
gaaaaactgqg
tgattattac
attgtaatga
atccagcatt
atgatggtct
atgctttttg
ataccagcag

Enterohemorrhagic E.

cattaaatgt
tccagaaagt
ctattetttt
tattgaatac
atgagcgtat
ttctcagtct
tcagcatgta
cataccctgc
atatcccaga
ggtttgattt
gaaaaactgg
tgattattac
attgtaatga
atccagcatt
atgatggtct
atgctttttg
atacctgcag

cctcactecca
ccaatcgtte
tttccgogga
gtagcaagct
tgagccgatc
acattggttg
ttgatgatat
caattttacc
gtgttgegec
agattattca
gacccacgga
tcataggata
ttcgacagge
tgatcagtga

Entercpathogenic E. coli

cctteaatec
ttettttget
tcagtggttt
caaagaacat
aatcggtgtyg
tgaaaatgaa
tgataaaaaa
cagtgagagg
aggtaaggac
tttcaggaat
atgccataac
cgataaatta
tgagataaaa
acttgcagge
aggaaagggt
tgattttatt
ttcatggtaa

coli

ccttecaatec
ttcttttygcet
tcagtggttt
caaagaacat
aatcggtgtyg
tgaaaatgaa
tgataaaaaa
cagtgagagg
aggtaaggac
tttcaggaat
atgccataac
cgataaatta
tgagataaaa
acttgcagge
aggaaagggt
tgattttatt
ttcatggtaa

Citrobacter rodentium

geccagette
ggacaatgcc
agatttaggce
catagatcaqg
acaaaccttt
cattaaatac
tcaatcacta
catttgcgag
agatactgac
tcatgtgact
gattctcgca
tgcagagcca
ggccatgcga
tcgatatgag

agcttcagag
ggaaaagaat
gaagcaaggc
ccgtatttga
ctggtagatg
catcaaaata
ctatctgata
gataattatc
tctttgattg
ttggccatat
atatcgcccet
ggagtcectgt
agtcttgaaa
ctcgatatta
atcaagcggc
gaatttaagc

agcttecagag
ggaaaagaat
gaagcaaggc
ccgtatttga
ctggtagatg
tatcaaaata
ctatctgata
gataattatc
tctttgattyg
ttggccatgt
atatcgceoct
ggagtcctgt
agtcttgaaa
ctcgatatta
atcaagcggce
gaatttaagc

aactttttcyg
tatgctgatt
aacctatatyg
catacggtcg
cgtgatgccg
agaaacgaat
acctgtaccyg
gcaggagaaa
tcttatgaga
ggagctagcg
cgtcgtgteg
gatcgtgaag
catgaagata
gcgagtcecty

gaaagacagc
attctectgga
cagagcgata
gcaatattat
gaaattttac
taaaaataat
tttaccttga
tgttaggctt
agtcatatgc
tgaaggctgg
gtagcggatyg
atgctcctga
atggtgcgat
tgaagagtaa
attttaacta
atgaaaatat

gaaagacagc
atcctetgga
cagagcgata
gcaatattat
gaaattttac
taaaaataat
tttaccttga
tgttaggctt
agtcatatge
tgaaggctgyg
gtagcggatg
atgctcctga
atggtgcecgat
tgaagagtaa
attttaacta
atgaaaatat

ccccagceagg
acgtattgga
aaaatgtcat
atatgattgg
taagctatgg
acgagctcaa
aattatatga
acgataacga
tgccategtg
atccgtcetgy
ctcaagagct
ctcatcttag
atgagaggac
atttcacaga

tttatcaaat
acctattgat
cgaaaaagga
aaatgctgca
ttatgaacaa
ctacegagea
aaatatccat
attaagagaa
agaaaaaaga
aagtttgttt
tatatatctt
tggtateget
agttgtcaat
agttgacgcet
ttcatcgtta
tataccgaat

tttatcaaat
acctattgat
cgaaaaagga
aaatgctgca
ttatgaacaa
ctaccgageca
aaatatcecat
attaagagaa
agaaaaaaga
aagtttgttt
tatatatett
tggtatcgct
agttgtcaat
agttgacgct
ttcatcgtta
tataccgaat

atactctgcet
tataggcaag
tegegecogtt
taacactata
cattcataat
cggagaatcc
atacgatgtce
agagccttat
gcaggaaggg
agatagtaat
gggatggact
gggacgtaac
tttcttcgaa
gtatteccgct

000148

555

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
990

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
990

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



gtgtctaaca tagaatatgg atttatccag
gataatttac aggatgcaaa tcagatccaa
ttcggggatg tggacaaaca caatcagcgce

<210> 9
<211>
<212>
<213>

DNA

<400> 9

atgaaaattc
cccattgete
cgaataccac
catgacagcc
cttgatgctt
gagaaggtac
tctgtcaaaa
gggcaagagc
gtcagtttta
ctgattcacg
atagagttag
gttcecgact
ctgaatgccc
aggctgggta
gtgtctaaca
gataatttac

tttggggatg

<210>
<211>
212>
<213>

10
993

<4060> 10
atgaaaattc
cccattgetc
cgaataccac
catgacagce
cttgatgcett
gagaaggtac
tctgtcaaaa
gggcaagagc
gtcagtttta
ctgattcacg
atagagttag
gttccegact
ctgaatgccc
aggctgggta
gtgtctaaca
gataatttac

tttggggatg

<210>
<Z1l>
<212>
<213>

11
708
DNA

<400> 11

atgcgceccta
tcaatttcag
aacaaccaac
gccctcgata
acatcccgac
atagcacact
aatctgaatg
tgcattgttt
gttgagagtt
actgttgggt
attgggatge
acagtgactc

993

Enteropathogenic E.

ccteattaca
ctaatcgtgce
tttccgcage
gtagcaggct
tgagecgate
acattggttg
ttgatgatat
caattttcece
gtgttgcgee
agattattca
gacccaccga
tcaaaggata
ttcgacaggc
cgatcagtga
taggatacgg
aggatgcaaa
tggacaaaca

DNA -
Enterohemorrhagic E.

cctcattaca
ctaategtge
tttcecgecage
gtagcaggct
tgagccgate
acattggttyg
ttgatgatat
caattttcece
gtgttgcgec
agattattca
gacccaccga
tcaaaggata
ttcgacagge
cgatecagtga
taggatacygyg
aggatgcaaa
tggacaaaca

catcccttaa
ccacagacat
aactctgttt
agatcgaatc
tcaaatcaga
gcaatgcgga
cagttgaata
tccatgaact
ctcaaccaga
tgggtgcttt
cccgcagaac
agagattcca

coli

gtccaacttc
tgaaaatgcce
agatttaagc
tatcgatcag
acagacattt
cattaaatac
tcaatcacta
catttgcgaa
agatactgac
tecatgttact
gattctcgea
tgcagagcca
tgccatgagg
ccgatatgag
atttatccaqg
tcagatccaa
caatcagcga

colil

gtccaacttc
tgaaaatgcc
agatttaagc
tatecgatcag
acagacattt
cattaaatac
tcaatcacta
catttgegaa
agatactgac
tcatgttact
gattctegea
tgcagagecca
tgccatgagg
ccgatatgag
atttatccag
tcagatccaa
caatcagcaa

Citrobacter rodentium

cctgacatta
tcaatctett
ccacgggact
cacagacact
aaaactggca
tgctgaaaac
tcecctgeggg
tctccacgtt
attacaaaca
ttctgaagaa
attctacccyg
gcggaaaaaa

caacatgatt ttcccgggtt ggctatcgac
ctctatcatg gagcacctta tatctttaca

tga

aactttteeg
tatgcggatt
aacgtatacg
catacagtecg
cgtgatgccg
agaaacgaat
acctgtaacg
gcaggagaaa
tcttatgaga
ggatctagcg
cgtegtgteg
gaacgtgaag
catgaagaga
gcgagtcctyg
caacatgatt
ctgtatcatyg
tga

aacttttccg
tatgcggatt
aacgtatacg
catacagteg
cgtgatgeeg
agaaacgaat
acctgtaacg
gcaggagaaa
tcttatgaga
ggatctagcg
cgtcgtgteg
gaacgtgaag
catgaagaga
gcgagtcctg
caacatgatt
ctgtatcatg
tga

ccttcgttac
gtaaaaatgt
gaccttaaaa
ggacgtactc
atacatctcg
tcccgaggaa
caaggaatta
ttccacaatt
cactcccecac
gttctttcag
cacgaticat
ctgcatcegt

ccccggcadyg
acgttttgga
aaagtgtaat
atatgatcgg
taagctatgg
acgagcttaa
aattatatga
acgataacga
tgccategty
atccatctgyg
ctcaagaact
ctcatcttag
atgagagggce
atttcacaga
ttcctggatt
gcgeccctta

ccccggcagg
acgttttgga

aaagtgtaat
atatgatcgg
taagctatgg
acgagcttaa
aattatatga
acgataacga
tgccatcgtg
atccatctgg
ctcaagaact
ctcatcttag
atgagagggc
atttcacaga
ttcctggatt
gcgcccctta

ctctaccctce
cgggtgtygey
tctaccagca
ttttgaactg
attctgctga
ctggcteecga
gcctggtaga
taaatggaga
ttttactega
aaaataaatt
ctctcattca
tactttag

atactctget
tataggtaag
acgegecgtce
caacactgta
cattcataat
cgaagaatct
atatgatgtc
agagccttat
gcaggaagga
agatagtaat
gggatggagt
gttacgtaac
tttcttcgaa
gtattccget
ggctatcaac
tatttttaca

atactctgct
tataggtaag
acgcgeccgtc
caacactgta
cattcataat
cgaagaatct
atatgatgtc
agagccttat
gcaggaagga
agatagtaat
gggatggagt
gctacgtaac
tttcttecgaa
gtattccget
ggctatcaac
tatttttaca

atcttcaaat
ctgggtgaaa
tcttgaagcet
tattgaatta
gttaggggtg
cttteactygt
ctttcatgca
gcgecctgaaa
agaagccagqg
tcgtgaagag
tgatgacaat

900
960
893

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
983

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
9983

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
708

000141



<210> 12

<211> 699
<212> DNA
<213>

<400> 12

atgcgcececcta
gatacagata
caacttcgtt
aagattggct
cttaaatcag
agagatatag
gcagttgaat
tttcatgagt
tcccgaccag
ttgggggcett
cceegtagaa
ctgggattce

<210> 13

<211> 699
<212> DNA
<213>

<400> 13

atgcgcccta
gatacagata
caacttegtt
aagattggct
cttaaatcag
agagatatag
gcagttgaat
tttcatgagt
tcecegageag
ttgggggett
ceccgtagaa
ctgggattcc

<210> 14

<211> 506
<212> DNA
<213>

<400> 14

tactttaatg
gtagctgaac
caagcaatgt
acaccggaag
gtagataget
aagatcttecc
agccctetgg
atcatgcagqg
attgcacgtg

<210> 15

<211> 466
<212> DNA
<213>

<400> 15

caatgtatat
ggaaggattt
atgtecggaa
gctaacagtt
tcetgactta
aaacaatgat
acgagcaaat
ttatgaatct

cgteccteaa
tcgagtectcet
tccaggggac
ctacagagac
aaacagtgygt
atgctgagaa
atccctgtgg
tgctccatgt
aatcacaaaa
tttcagagga
cctectacec
aacaggtaag

cgtccctecaa
tcgagtctet
tccagygggac
ctacagagac
aaacagtggt
atgctgagaa
atccectgtgg
tgctccatgt
aatcacaaaa
tttcagagga
cctectacce
aacaggtaag

aatcacccaa
taaaacagga
attctgtatg
gcagctggcet
tatatcatce
ctazaagaaaa
gagaacaacyqg
aattaaatta
aaatgggaga

gataagaagt
attaacgaga
gagtttaaac
atatccggaa
catgcattgt
tttttgtata
cgatttatag
ccagagttaa

Enteropathogenic E. coli

cttggtatta
tgtaaaagca
tgatcataat
agggcgtgta
aatacaccte
ccatcggggg

ggaggggatt
tttccacaat

atactctcca
ggtgctttca
gcacgactca
actgcatcca

Enterchemorrhagic E. coli

cttggtatta
tgtaaaagca
tgatcataat
agggcgtgta
aatacacctc
ccatcggggg

ggaggggatt
tttccacaat

atactctcea
ggtgctttca
geregactca
actgcatcca

Citrobacter rodentium

tgtatatgat
aggatttatt
tccggaégag
aacagttata
tgacttacat
caatgatttt
agcaaatcga
tgaatctcea
aatctt

Citrobacter rodentium

atatatctgg
aagccaggcg
ctatttccag
aacgcccaat
gtgagecttce
tagtgattgt
aattatataa
aggctgtgaa

catcagtcat
tegagegttce
atatatcagc
ctectgaatg
aactcttcca
actggttceg
agegtggtgg
ttaaatgggyg
cttttactcg
gaaaataaat
gctcttattc
ttgctttag

catcagtcat
tcgagcgttce
atatatcagc
ctcctgaatg
aactcttcea
actggttceg
agcegtggtygyg
ttaaatgggg
cttttacteg
gaaaataaat
gctcttatte
ttgctttag

aagaagtata
aacgagaaag
tttaaaccta
tccggaaaac
gcattgtgty
ttgtatatag
tttatagaat
gagttaaagg

cgtaactaga
acttgcttat
aaacgaagct
gggacagttt
ggatatttgt
grtacagaaat
tataaaaaga
atctgaaatg

caacgtcgag
aatggataaa
agattgaagc
ctattgaatc
gactaggagt
attttcactg
actttcatgc
agcgtttgaa
aagaagccadg
tcegegaaga
atgatgacaa

caaggtcgag
aatggataaa
agattgaagc
ctattgaate
gactaggagt
attttcacty
actttcatgce
agcgtttgaa
aagaagccag
tccacgaaga
atgatgacaa

tatctggegt
ccaggcgact
tttccagaaa
gcccaatggg
agcttecegga
tgattgtgta
tatataatat
ctgtgaaatce

ggagtagctg
atgcaagcaa
agtacaccgg
tctgtagata
tgcaagatct
gacagccecctce
gacatcatgc
attatt

ctcaatgtca
aaataatccg
agcactcgat
aatatcccga
tatggcacat
taatctgaat
gactattgtt
agttgagagt
gactgttggg
gattgggatg
tacagtgagt

ctcaatgtca
aaataatccyg
agcactcgat
aatatccega
tatggcacat
taatctgaat
gactattgtt
agttgagagt
gactgttggg

gattgggatg
tacagtgagt

aactagagga
tgcttatatg
cgaagctagt
acagttttcet
tatttgttgce
cagaaatgac
aaaaagagac
tgaaatgatt

aactaaaaca
tgtattctgt
aaggcagcetg
gcttatatca
tcectaaaga
tgggagaaca
aggaattaaa

000142

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
699

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
699

60
120
180
240
300
360
420
480
506

60
120
180
240
300
360
420
466



16
675
DNA

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

<400> 16

atgattaatc
catgtggtga
atatatgata
gaatttgtta
ccagaagegt
acagttatat
gatttacatg
aatgattttt
gcaaatagat
gagttaccag
atctttagct
tctaaaattyg

17
675
DNA

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

<400> 17

atgattaatc
catgtggtga
atatatgata
gaatttgtta
ccagaagcgt
acagttatat
gatttacatg
aatgattttt
gcaaatagat
gagttaccag
atctttagct
tctaaaattyg

<216>
<211>
<21i2>
<213>

i
370
DNA

<400> 18

atgttaccaa
gagaatcctt
gaattacagg
gagcgtgaga
aacaatgtgt
ggaatgacga
aaagtaaaaa
ctgctatgtc
gttgaaggat
tacaacaaag

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

19
519
DNA

<400> 19

agcaaatctt
agtaagtgaa
tatgttcgcc
gctaagggat
tgaagatact
tagttatate
acaagataaa
agagctatat
tagtcetttt

Enteropathogenic E.

ctgttactaa
aaaatattta
agaagtatat
acgagaaagc
ttgaacctat
ccggaaaacq
cattatgtga
tatacatagt
ttatagaatt
agttaaaggc
acatgcctgg
agtag

ctgttactaa
aaaatattta
agaagtatat
acgagaaagc
ttgaacctat
ccggaaaacyg
cattatgtga
tatacatagt
ttatagaatt
agttaaaggc
acatgectgg
agtag

caagtggtte
cgactccgga
agaaactgga
atatttacce
ttgaggtgat
tagaggacaqg
ttgaggaaag
cgcatcatte
gcagtgatga
gatctttaca

tactcatgga
cttaatcata
atatattcat
tttgtaagta
gatgaggtga
agggatcettt
gaggattgga
ggggatctac
gatactatta

coli

tactcagggce
cccgaaaatt
ateccggtata
cagacggttt
ttccagaaat
cccaatgggg
gcttecggac
tgttgtgtac
atataatata
agtaaaatct
ggaaatagac

Enterchemorrhagic E. coli

tactcagggc
cccgygaaatt
atccggtata
cagacggttt
ttccagaaat
cccaatgggg
gcttecggac
tgttgtgtac
atataatata
agtaaaatct
ggaaatagac

Citrobacter rodentium

ttecagcaaat
atcagtaagt
tgttatgttc
ggagctaagqg
aaatgaagat
ggatagttat
cagacaagat
ttcagagcta
ttttagtecct
atgtggatga

Citrobacter rodentium

tgtatatctc
atcattttcet
gtgccagaaa
gcctaatgga
ceggagetet
tttttctgca
aatgtaaagt
gggcaatcaa
aggtgccgga

gtgtccccta
aaacatgatt
accagaggag
tcttatatga
gaagccagta
cagttttetg
atttgttgta
agaaatgaca
aaaagagata
gaaatgatta
agttatatga

gtgtcccecta
aaacatgatt
accagaggag
tcttatatga
gaagccagta
cagttttctg
atttgttgta
agaaatgaca
aaaagagata
gaaatgatta
agttatatga

ctttactcat
gaacttaatc
gccatatatt
gattttgtaa
actgatgagg
atcagggate
aaagaggatt
tatggggate
tttgatacta

aggaaaagag
ttetectgaa
caatgatgag
taagagaaac
gagagcggga
ttcattgaaa
ttatgatctyg
atgcctcgtt
tcttactta

taaatactaa
actttaatga
tagctgaact
agactatgta
caccggaagg
tagatagttt
agatcttcce
gcecctctagy
tcatgcagga
tcgecacgtga
aatacataaa

taaatactaa
actttaatga
tagctgaact
agactatgta
caccggaagg
tagatagttt
agatcttccc
gccctcectagg
tcatgcagga
tcgcacgtga
aatacataaa

ggatgtatat
ataatcattt
catgtgccag
gtagcctaat
tgaccggagc
ttttttttct
ggaaatgtaa
tacgggcaat
ttaaggtagcc

aatccttcga
ttacaggaga
cgtgagaata
aatgtgtttg
atgacgatag
gtaaaaattg
ctatgtcegce
gaaggatgca

atatgctgaa
atcacccaat
aaaacaggaa
ttctgtatgt
aagctggcta
atacaatcct
taaagaaaat
agaacaacgg
attaaattat
aatgggagaa
taataaactt

atatgctgaa
atcacccaat
aaaacaggaa
ttctgtatgt
aagctggcta
atacaatcct
taaagaaaat
agaacaacgg
attaaattat
aatgggagaa
taataaactt

ctcaggaaaa
tetttetect
aaacaatgat
ggataagaga
tctgagageg
gcattecattyg
agtttatgat
caaatgceccte
ggatcttact

ctccggaatc
aactggatgt
tttaccecgga
agagtgataaa
aggacadggda
aggaaagcag
atcattcttc
gtgatgattt

000143

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
675

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
675

60
120
180
240
300
360
420
480
540
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60
1290
180
240
300
360
420
480
519



20
570
DNA

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

<400> 20

atgttaccaa
ggtaaccctt
gaattacaag
gagcttgagg
aatagtgtat
ggaatgacga
aaagtaaaaa
ctgctatgte
gtggaaggat
tacaacaaaqg

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

21
570
DNA

<400> 21

atgttaccaa
ggtaaccctt
gaattacaay
gagcttgagg
aatagtgtat
ggaatgacga
aaagtaaaaa
ctgectatgtc
gtggaaggat
tacaacaaag

22
430
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>
<400> 22

Met Asn Ile
1

Gln

Gln His

Arg Ser Asp

35

Glu
50

Pro Asp

Leu Leu Ser

65
Ala

Tyr Leu

Asp Thx Phe

Val
115

Ser Ser

Val Lys Pro

130

Enteropathogenic E.

caagtggttc
cgactccgga
ataaacttga
aaatttttca
ttgaggtgag
tagaggatag
ttgaggaaayg
cgcatcactce
gcagtgatga
gatctttaca

Enterohemorrhagic E.

caagtggtte
cgactccgga
ataaacttga
aaattttteca
ttgaggtgag
tagaggacag
ttgaggaaag
cgcatcactce
gcagtgatga
gatctttaca

Gln Pro

His

His
20

Leu Pre

Ile Gln
Ile

Leu

His
85

Pro

Gly Leu

100

Pro Gly

Asp Ile

Asn

Ala

Pro

Gln

Lys

70

Leu

Phe

Ile

His

coli

ttcagcaaat
atcagtaagt
tgttatggtc
agagctaagt
aaatgaaaat
ggatagttat
tagacaaggc
ttcagagcta
ttttaatcct
atgtggatga

coli

ttecagcaaat
atcagtaagt
tgttatggte
agagctaagt
aaatgaaaat
ggatagttat
tagacaaggc
ttcagagcta
ttttaatcct
atgtggatga

Citrobacter rodentium

Ile His

Glu Gln

Ser

Val

ctttattcat
gagcttaatc
tctatatatt
gettttgtaa
actgatgagg
atcagggatc
aaagaagatt
tatggtgatc
tttgatatta

ctttattcat
gagcttaatc
tctatatatt
gettttgtaa
actgatgagg
atcagggatc
aaagaagatt
tatggtgatc
tttgatatta

Gly Ile

Pro Val

25

Asn Cys

40
His Val
55

Asp Glu

Glu Glu

Asn Val

Glu

Pro

Gly

Gly

Thr

Ala Gly

Glu Cys

Leu
75

Leu

Ser Leu

9

Gln Met

105

Ser Gly

120
Pro Thr
135

Lys

Thr

Tyr Gly

Gly Asn

ggatgtatgt
ataatcactt
catgtgccag
gtgggctgat
ttgteggage
ttttttttet
cgaaatgtaa
tacgagecaat
ttagggtacc

ggatgtatgt
ataatcactt
catgtgccag
gtgggctgat
ttgtcggagc
ttttttttct
cgaaatgtaa
tacgagcaat
ttagggtacc

Thr' Thr Gln

Ser
30

Ser Ser

Val Val

45

Phe

Gly Glu Thr

60
Leu

Ser Gly

Gly Lys Lys

Glu
1i¢

Ala Leu

Val Gln

125

Met

Tyr Phe Leu

140

atcaggaaga
tctttetcet
aaataataat
ggataagaga
gctgagggceg
gcattcattg
agtttataat
gaaatgcctc
agatcttact

atcaggaaga
tctttctect
aaataataat
ggataagaga
gctgagggceg
gcattcattyg
agtttataat
gaaatgccte
agatcttact

Asn Asn

15

Ile Pro

His Ile

Thr Ala

Asp Lys

80

Ala
85

Leu

Ile

Pro

Iie

Gln Leu

- 000144

60
120
180
240
300
360
420
480
540
570

60
120
180
240
300
360
420
480
540
570



Phe

145

Fro

Thr

Ala

Glu

Pro

225

Asp

Phe

Ala

Phe

val

305

Thr

Phe

Thr

Pro

Met

385%

Val

Asn

Pro

Leu

Val

Gln

Asn

210

Lys

Phe

Gly

Ile

Ala
290

Gly

Pro

Gly

Asp

Asn

Leu

Lys

Ala

Val

195

Gly

Ala

Lys

Ala

Leu

275

Val

Ala

Gly

Ala

Tyr

355

Lys

370

Glu

Val

Tyr

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

<400>

Glu

Ile

Val

23

440
PRT
Enteropathogenic

23

His
Asn
Pro
180
Val
Trp
Asn
Tyr
His
260
Thr
Ser
Met
Leu
Ala
349
Fro
Gln
Gly

Asp

Asp
420

Asp
Ala
165

Thr

Lys

Tyr

Gly

245

FPhe

Asn

Lys

Leu

Lyse

325

Asp

Arg

Val

Ile
405

Thr

Glu

150

Leu

Pro

Asn

Leu

Thr

230

Thr

Lys

Ala

Val

Gly

310

Pro

Ile

Thr

ABn

His

Val
215

Gly

Asn

Asp

Gly

200

Gly

Glu Glu

Ser

Trp

Ala

Pro

295

Gln

Asp

Pro

Asp

Ala

280

Gly

Ala

Thx

Leu Asn Lys

Ile

Ile

Pro

3890

Glu

Phe

Met Asn Ile Gln Pro Ile

1

5

Arg His His His Ala Glu

20

Glu Leu Pro Asn Gly Cys

35

Trp
Ala
375
Val

Gly

Glu

E.

Val

Gln

Glu

Phe
360
Arg
Gly

Gly

Ile

coli

Thr

Thr

Thr
40

Phe Asn Phe
155

Ser Ser Ile
170G

Pro Met Pro
185

Val Glu Leu
Glu Thr Pro
Trp Val Ile

235

Leu Gln Ala
250

Leu Asp Asn
265

Asn Ala Ile
Ile Asp Pro
Ala Gly His

315

Ile Leu Trp
330

Ala Glu Phe
345

His Ala Arg
Val Thr Gly
His Gln His

385

Asn Ser Pro
410

Ile Gln Glu
425

Ser Gly Ile
10

Ser Pro Thr
25

Lys

Ser

Trp

Pro

Leu

220

Arg

Thr

Pro

Gly

Met

300

Ala

Trp

Asp

Glu

Ala

380

Pro

His

Thr

Thr

Gln

Gly Phe Val Val

Asp

Ala

Phe

Ile

205

Thr

Pro

Leu

Asn

Ala

285

Leu

Val

Ala

Lys

Gly

365

Asp

Lys

His

Arg

Thr

Ile

Leu Pro

Thr Ala
175

Gly Leu
190

Val Lys

Pro Asp

Gly Glu

Gly Leu
255

Thr Lys
270

Ala Gly

Ser Pro

Gln Cys

Gly Ala
335

Val Aryg
350

Ala Leu

Ile Lys

Pro Glu

Asn Pro

415

Val
430

Gly

160

Ser

Thr

Thr

Gly

Ala

240

Glu

Tyr

Gly

His

Asn

320

The

Phe

Phe

Ala

Asp

400

Ser

Gln Asn Asn

15

Pro Gln
30

Ser

His Ile Pro Glu

45

- 000145



Asp

Ser

65

Ala

Phe

Val

Pro

Leu

145

Lys

Ala

Lys

His

Val

225

Glu

Ser

Trp

Ala

Thr

305

Gln

Asp

Asn

Trp

Glu

385

Val

Met

50

Leu

Pro

Gly

Pro

Asp

130

His

Asn

Ser

Asp

Gly

210

Gly

Glu

Pro

Ala
290
Gly
Ala
Thx
Lys
Trp
370

His

Gly

Gln

Ile

His

Leu

Gly

115

Ile

Asp

Ala

Thr

Pro

195

Val

Glu

Trp

Leu

Leu

275

Asn

Thr

Ala

Ile

Ala

355

His

Ala

Gln

Arg

Lys

Leu

Phe

100

Ile

His

Glu

Leu

Ile

180

Ile

Glu

Thr

Val

Gln

260 .

Asp

Ala

Asp

Gly

Leu

340

Glu

Ala

Thr

Arg

His

Asp

Glu

85

Asn

Ser

Pro

Ile

Ser

165

Ala

Pro

Leu

Pro

Ile

245

Ala

Asn

Leu

Pro

His

325

Trp

Phe

Arg

Gly

His
405

Ala

Glu

70

Glu

Val

Gly

Thr

Gly

150

Asn

Ser

Trp

Pro

Leu

230

Thr

Pro

Gly

Met

310

Ala

Trp

Gly

Glu

Ala

390

Pro

Pro

55

Gly

Gly

Ser

Lys

Ser

135

Ile

Ser

Ala

Phe

Tle

215

Thr

Pro

Leu

Asn

Ala

295

Leu

Tle

Rla

Glu

Gly

375

Asp

Asn

Glu

Leu

Ser

Gln

Tyr

120

Gly

Asn

Asn

Thr

Gly

200

Val

Pro

Gly

Gly

Thr

280

Val

Ser

Gln

Gly

Ala

360

Ala

Ile

Pro

Cys

Leu

Ala

Met

105

Gly

Asn

Phe

Ile

Thr

185

Leu

Lys

Asp

Glu

Leu

265

Lys

Gly

Pro

Tyr

Thr

345

Arg

Ile

Arg

Glu

Gly

Ser

Gly

90

Ala

Val

Tyr

Lys

Pro

170

Ser

Thr

Thr

Gly

Ala

250

Glu

Tyr

Gly

His

Asn

330

Thr

Phe

Phe

Ala

Asp
410

Glu

Gly

75

Lys

Leu

Gln

Phe

Asp

155

Thr

Thr

Ala

Glu

BFro

235

Asp

Phe

Ala

Phe

Ile

315

Thr

Leu

Thr

Pro

Met

385

Val

Thr

60

Leu

Lys

Glu

Leu

Leu

149

Leu

Thr

val

Gln

Asn

220

Lys

Phe

Gly

Val

Ala

300

Gly

Pro

Gly

Asp

Asn

380

Glu

Val

Thr

Asp

Ala

Ile

Asn

125

Gln

Pro

Val

Thr

Val

205

Gly

Ala

Lys

Ala

Leu

285

Val

Ala

Gly

Leu

Tyr

365

Lys

Glu

Ile

Ala
Lys
Leu
Pro
110
Ile
Ile
Gly
Ser
Thr

150

val
Trp
Asn
Tyr
His
270

Thr

Ser

Met

Leu

Ala

Leu
Tyr
Asp
95

Ser
Val
Phe
Pro
Thr
175
Ala
Arg
Lys
Tyr
Gly
255
FPhe
Asn
Arg
Val
Lys

335

Asp

350

Pro

Ala

Gly

Asn

Arg

Asp

Val

Ile
415

Leu

Leu

80

Met

Thr

Lys

Pro

Leu

160

Ala

Ser

Asn

Leu

Thr

240

Ala

Lys

Ala

Phe

Gly

320

Pro

Leu

Ile

Ile

Ser

400

Glu

000146



Ser Asn Asn Ser Pro His His Asn Pro Ser Asn Tyr Val Asp Thr Val

420

Asp Ile Tle Gln Glu Thr Arg Val

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

<400>

Met Asn

1

Gln

Glu

Ser

65

Ala

Phe

Val

Pro

Leu

145

Lys

Ile

Pro

Asn

Leu

225

Thr

Ala

Lys

Ala

His

Leu

Ile

50

Leu

Pro

Gly

Ser

Asp

130

His

Asn

Ala

Lys

His

210

Val

Glu

Ser

Trp

Ala
290

435

24
441
PRT

Enterohemorrhagic E.

24

Ile
His
Prd
35

G1ln
Ile
His
Leu
Gly
115
Ile
Asp
Ala
Ser
Asp
195
Gly
Gly
Glu
Pro
Asp

275

Ala

Gln
Gln
20

Leu
Gln
Lys
Leu
Phe
100
Ile
His
Glu
Leu
Thr
180
Pro
Val
Glu
Trp
Leu
260

Leu

Asn

Fro

Thr

Gly

His

Asp

Glu

85

Asn

Ser

Pra

Ile

Ser

165

Gly

Ile

Glu

Thr

Val

245

Gln

Asp

Ala

Thr

Glu

Cys

Ala

Lys

70

Glu

val

Gly

Thr

Gly

150

Asn

Thr

Pro

Leu

Pro

230

Ile

Ala

Asn

Leu

Ile
Gln
Gln
Pro.
55
Gly
Gly
Thr
Lys
Ser
135
Phe
Ser
Ser
Trp
Pro
215
Leu
Arg
Thr

Pro

Gly
295

440

coli

Gln

Ile

Ala

40

Glu

Leu

Ser

Gln

Tyr

120

Gly

Asm

Asn

Ala

Phe

200

Ile

Thr

Pro

Leu

Asn
280

Ala

425

Ser

Pro

25

Gly

Cys

Leu

Ile

Met

105

Gly

Asn

Phe

Ile

Thr

185

Gly

Val

Pro

Gly

Gly

265

Thr

Leu

Gly
10

Ser
Phe
Gly
Ser
Gly
90

Ala
Val
Tyr
Lys
Ser
170
Thr
Leu
Lys
Asp
Glu
2560
Leu
Lys

Gly

Ile

Thr

Val

Glu

Gly

75

Lys

Leu

Gln

Phe

Asp

155

Thr

Ser

Thr

Thr

Gly

235

Ala

Glu

Tyr

Gly

Thr

Gln

Val

Thr

60

Leu

Lys

Glu

Leu

Leu

140

Leu

Thr

Thr

Ala

Gilu

220

Pro

Asp

Phe

Ala

Phe
300

Ser

Ile

Asn

45

Thr

Asp

Thr

Ile

Asn

125

Gln

Pro

Alaz

Val

Gln

205

Asn

Lys

Phe

Gly

Val

285

Ala

430

Gln

Fro

30

Ile

Ala

Glu

Leu

Pro

110

Ile

Ile

Gly

Val

Thr
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Trp
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Trp
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His
315
Asn
Thr
Phe
Phe
Ala
395

Asp
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Asp Gly Ile Ala Val His Val Asp Cys Asn Asp Glu

195 . 200
<210> 26
<211> 186
<212> PRT

<213>» Citrobacter rodentium

<400> 26

Arg Pro Glu Arg Tyr Gly Lys Gly Glu Val Pro Ile Leu Asn Thr Lys
1 5 10 15

Glu His Pro Tyr Leu Ser Asn Ile Ile Asn Ala Ala Lys Ile Glu Asn
20 25 30

Glu Arg Val Ile Gly Val Leu Val Asp Gly Asp Phe Thr Tyr Glu Gin
35 40 45

Arg Lys Glu Phe Leu Ser Leu Glu Asp Glu His Gln Asn Ile Lys Ile
50 55 60

Ile Tyr Arg Glu Asn Val Asp Phe Ser Met Tyr Asp Lys Lys Leu Ser
63 70 75 80

Asp Ile Tyr Leu Glu Asn Ile His Glu Gln Glu Ser Tyr Pro Ala Ser
85 S0 95

Glu Arg Asp Asn Tyr Leu Leu Gly Leu Leu Arg Glu Glu Leu Lys Asn
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Ile Pro Tyr Gly Lys Asp Ser Leu Ile Glu Ser Tyr Ala Glu Lys Arg
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130 135 140
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<210> 27
<211> 329
<212> PRT

<213> Entercopathogenic E. coli
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Trp Phe Glu Ala Arg Pro Glu Arg Tyr Glu Lys Gly Glu Val Pro Ile
50 55 60

Leu Asn Thr Lys Glu His Pro Tyr Leu Ser Asn Ile Tle Asn Ala Ala
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Lys Ile Glu Asn Glu Arg Ile Ile Gly Val Leu Val Asp Gly Asn Phe
85 90 95
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Ile

Arg

Lys

205

Asp

Asp

Glu

Ala

Asp

285

His

Tle

Arg

Phe
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Ile

Lys

Ala

305

Thr
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Ile

Val

Lys

Gln

45

Ile

Ala

Phe

Glu

110

Met

Gln

Leu

Glu
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Leu
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Ile

Ile

Val

140

Asn

Tyr

His

Gly

Ser

220

Leu

Glu

Arg

Ile

Asn

300

Pro

Phe

Glu

Leu

Val

60

Ile

Asp

Lys

Asp

125

Gly

Glu

Glu

Val

Pro

205

Val

Arg

Glu

Tyr

Gly

285

Asp

Tyr

Ser

Asn

Ser

45

His

Gly

Ala

Tyr
110
Asp
Gln
Glu
Met
Thr
190
Thr
Pro
Leu
Asn
Glu

270

Tyr

Ile

Ala
Ala
30

Ala
Asp

Asn

val

Arg

Ile

Glu

Pro

Preo

175

Gly

Glu

Asp

Arg

Glu

255

Ala

Gly

Leu

Phe

Pro

15

Tyr

Ala

Ser

Thr

Ser
95

Asn

Gln

Pro

Tyr

160

Ser

Ser

Ile

Phe

Asn

240

Arg

Ser

Phe

Gln

Thr
320

Ala

Ala

Asp

Arg

Val

g0

TYyr

000154



Gly

Glu

Ser

Ile

145

Val

Trp

Ser

Leu

Lys

225

Leu

Ala

Pro

Ile

Asp

305

Phe

Ile

Tyr

Leu

130

Phe

Ser

Gln

Asp

Ala

210

Gly

Asn

Phe

Gln
290

Ala

Gly

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

<400>

His

Glu

115

Thr

Pro

Phe

Glu

Pro

195

Arg

Tyr

Ala

Phe

Phe

275

Gln

Asn

Asp

33
235
PRT

Asn

100

Leu

Cys

Ile

Ser

Gly

180

Ser

Ala

Leu

Glu

260

Thx

His

Gln

Val

Glu

Asn

Asn

Cys

Val

165

Leu

Gly

Val

Glu

Arg

245

Arg

Glu

Asp

Ile

Asp
325

Lys

Glu

Glu

Glu

150

Ala

Ile

Asp

Ala

Pro
230

Gln

Leu

Tyx

Phe

Gln

310

Lys

Val

Glu

Leu

135

Ala

Fro

His

Ser

Gln

215

Glu

Ala

Gly

Ser

Pro
295

Leu

His

His

Ser

120

Tyr

Gly

Asp

Glu

Asn

200

Glu

Arg

Ala

Thr

Ala

280

Gly

Tyr

Asn

Citrobacter rodentium

33

Met Arg Pro

1

Ser

Met

Gly

Ile

65

Thr

Ser

Glu

Ser

Ser

Ser

Arg

Thr

Asn

20

Val

Leu

Thr

Leu

Ser

Ser

Arg

Lys

Asp

Lys
85

Leu

Tle

Trp

Ile

Thr

70

Ser

Asn

Ser

Val

Tyr

55

Gly

Glu

Leu

Ala

Lys

40

Gln

Arg

Lys

Ile

105

Ser

Glu

Glu

Thr

Ile

185

Ile

Leu

Glu

Met

Ile

265

Val

Leu

His

Gln

Thr

Thr

25

Asn

His

Thr

Leu

Gly

Val

Tyr

Asn

Asp

170

Ile

Glu

Gly

Ala

Arg

250

Ser

Ser

Ala

Gly

Gln
330

Leu

io

Asp

Asn

Leu

Leu

Ala
80

Cys

Lys

Asp

Asp

155

Ser

His

Leu

Trp

His

235

His

Asp

Asn

Ile

Ala
315

Pro

Ile

Gln

Glu

Leu

15

Ile

Ile

Ile

Val

140

Asn

Tvyr

His

Gly

Ser

220

Leu

Glu

Arg

Ile

Asn

300

Pro

Ser

Gin

Gln

Ala

60

Asn

His

Lys

Asp

125

Gly

Glu

Glu

Val

Pro

205

Val

Arg

Glu

Tyr

Gly

285

Asp

Tyr

Leu

Ser

Leu

45

Ala

Cys

Leu

Tyr

110

Asp

Gln

Glu

Met

Thr

150

Thr

Pro

Leu

Asn

Glu

270

Tyr

Asn

Ile

Pro

Leu

30

Cys

Leu

Ile

Asp

Arg

Ile

Glu

Pro

Pro

175

Gly

Glu

Asp

Arg

Glu

255

Ala

Gly

Leu

Phe

Leu

15

Val

Phe

Asp

Glu

Ser
95

Asn

Gln

Pro

Tyr

160

Ser

Ser

Ile

Phe

Asn

240

Arg

Ser

Phe

Gln

Thr
320

Pro

Lys

His

Lys

Leu

80

Ala

000155



Glu

Gly

Cys

His

145

Val

Glu

Ser

Tyr

Arg
225

Leu

Thr

Gly

130

Glu

Glu

Glu

Glu

Pro

210

Phe

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

<400>

Gly Val Ile Ala
100

Gly Ser Asp Phe
115

Gln Gly Ile Ser
Leu Leu His Val
150

Ser Ser Gln Pro
165

Ala Arg Thr Val
180

Asn Lys Phe Arg
195

His Asp Ser Ser
Gln Arg Lys Lys
230
34
232
FRT
Enteropathogenic
34

Met Arg Pro Thr Ser Leu

1

Ser

Val

His

Thr

65

Leu

Val

Ser

Gly

Leu

145

Ser

Ser

Gln

Asn

50

Glu

Lys

Met

Asp

Ile

130

His

Arg

Thr

Met Ser Asp Thr
20

Trp Ile Lys Asn
35

Ile Tyr Gln Gln
Thr Gly Arg Val
70

Ser Glu Thr Val
85

Ala His Arg Asp
100

Phe His Cys Asn
115

Ser Val val Asp
Val Phe His Asn
150

Pro Glu Ser Gln
165

Val Gly Leu Gly
180

His

His

Leu

135

Fhe

Glu

Gly

Glu

Leu

215

Leu

E.

Asn

Asp

Asn

Ile

55

Leu

Val

Ile

Leu

Phe

135

Leu

Lys

Ala

.Cys

Cys

12¢

Val

His

Leu

Leu

Glu

200

Ile

His

coli

Leu

Ile

Pro

40

Glu

Leu

Ile

Asp

Asn

1z0

His

Asn

Tyr

Fhe

Asn

105

Asn

Asp

Asn

Gln

Gly

185

Ile

His

Pro

Val

Glu

25

Gln

Ala

Asn

His

Ala

105

Ala

Ala

Gly

Ser

Ser
185

Ala
Leu
Phe
Leu
Thr
170
Ala
Gly

Asp

Leu

Leu
10

Ser
Leu
Ala
Ala
Leu
30

Glu
Val
Thr
Glu
Pro

170

Glu

Asp

Asn

His

Asn

155

His

Phe

Met

Asp

Leu
235

His

Leu

Arg

Leu

Ile

75

Asn

Asn

Glu

Ile

Arg

155

Leu

Glu

Ala

Ala

Ala

140

Gly

Ser

Ser

Pro

Asn
220

Gln

Val

Phe

Asp

60

Glu

3er

His

Tyr

val

140

Leu

Leu

Val

Glu

Vval

125

Cys

Glu

Pro

Glu

Arg

205

Thr

Ser

Lys

Gln

45

Lys

Ser

Ser

Arg

Pro

125

Phe

Lys

Leu

Leu

Asn
110
Glu
Ile
Arg
Leu
Glu
190

Arg

Val

Ser

Ala

30

Gly

Ile

Ile

Arg

Gly

110

Cys

His

Val

Glu

Ser
180

Ser
Tyr
Val
Leu
Leu
175
Val

Thr

Thr

Thr
15

Ser
Thr
Gly
Ser
Leu
95

Thr
Gly
Glu
Glu
Glu

175

Glu

Arg

Pro

Phe

Lys

160

Leu

Leu

Phe

Gln

Ser

Ser

Asp

Ser

Arg

80

Gly

Gly

Glu

Leu

Ser

160

Ala

Asn

000156



00015

Lys Phe Arg Glu Glu Ile Gly Met Pro Arg Arg Thr Ser Tyr Pro His
195 200 203

Asp Ser Ala Leu Ile His Asp Asp Asn Thr Val Ser Leu Gly Phe Gln
210 215 220

Gin Val Arg Leu His Pro Leu Leu

225 230
<210> 35

<211> 232

<212> PRT

<213> Enterchemorrhagic E. coli

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (208})..(208)
<223> Xaa = Arg or His

<400> 35

Met Arg Pro Thr Ser Leu Asn Leu Val Leu His Gln Ser Ser Arg Ser
1 5 10 15

Ser Ser Met Ser Asp Thr Asp Ile Glu Ser Leu Val Lys Ala Ser Ser
20 25 30

Val Gln Trp Ile Lys Asn Asn Pro Gln Leu Arg Phe Gln Gly Thr Asp
35 40 45

His Asn Ile Tyr Gln Gln Ile Glu Ala Ala Leu Asp Lys Ile Gly Ser
50 55 60

Thr Glu Thr Gly Arg Val Leu Leu Asn Ala Ile Glu Ser Ile Ser Arg
65 70 75 80

Leu Lys Ser Glu Thr Val Val Ile His Leu Asn Sexr Ser Arg Leu Gly
85 30 95

Val Met Ala His Arg Asp Ile Asp Ala Glu Asn His Arg Gly Thr Gly
100 105 110

Ser Asp Phe His Cys Asn Leu Asn Ala Val Glu Tyr Pro Cys Gly Glu
115 1290 125

Gly Ile Ser Val Val Asp Phe His Ala Thr Ile Val Phe His Glu Leu
130 135 1490

Leu His Val Phe His Asn Leu Asn Gly Glu Arg Leu Lys Val Glu Serx
145 150 155 160

Ser Arg Ala Glu Ser Gln Lys Tyr Ser Pro Leu Leu Leu Glu Glu Ala
165 170 175

Arg Thr Val Gly Leu Gly Ala Phe Ser Glu Glu Val Leu Ser Glu Asn
180 185 190

Lys Phe His Glu Glu Ile Gly Met Pro Arg Arg Thr Ser Tyr Pro Xaa
195 200 205

Asp Ser Ala Leu Ile His Asp Asp Asn Thr Val Ser Leu Gly Phe Gln
210 215 220

Gln Val Arg Leu His Pro Leu Leu
225 230

<210> 36
<211> 1e8
<212> PRT
<213> Citrobacter rodentium



000155

<400> 36

Tyr Phe Asn Glu Ser Pro Asn Val Tyr Asp Lys Lys Tyr Ile Ser Gly
1 5 10 15

Val Thr Arg Gly Val Ala Glu Leu Lys Gln Glu Gly Phe Ile Asn Glu
20 25 3qQ

Lys Ala Arg Arg Leu Ala Tyr Met Gln Ala Met Tyr Ser Val Cys Pro
‘35 40 45

Glu Glu Phe Lys Pro Ile Ser Arg Asn Glu Ala Ser Thr Pro Glu Gly
50 55 60

Ser Trp Leu Thr Val Ile Ser Gly Lys Arg Pro Met Gly Gln Phe 3er
65 70 75 80

Val Asp Ser Leu Tyr His Pro Asp Leu His Ala Leu Cys Glu Leu Pro
85 90 95

Asp Ile Cys Cys Lys Ile Phe Pro Lys Glu Asn Asn Asp Phe Leu Tyr
100 105 110

Ile Val Ile Val Tyr Arg Asn Asp Ser Pro Leu Gly Glu Gln Arg Ala
115 120 125

Asn Arg Phe Ile Glu lLeu Tyr Asn Ile Lys Arg Asp Ile Met Gln Glu

130 133 140
Leu Asn Tyr Glu Ser Pro Glu Leu Lys Ala Val Lys Ser Glu Met Ile
145 150 155 160
Ile Ala Arg Glu Met Gly Glu Ile

165

<210> 37
<211> 154
<212> PRT

<213> Citrobacter rodentium
<400> 37

Asn Val Tyr Asp Lys Lys Tyr Ile Ser Gly Val Thr Arg Gly Val Ala
1 5 10 15

Glu Leu Lys Gln Glu Gly Phe Ile Asn Glu Lys Ala Arg Arg Leu Ala
20 25 30

Tyr Met Gln Ala Met Tyr Ser Val Cys Pro Glu Glu Phe Lys Pro Ile
35 40 45

Ser Arg Asn Glu Ala Ser Thr Pro Glu Gly Ser Trp Leu Thr Val Tle
50 55 60

Ser Gly Lys Arg Pro Met Gly Gln Phe Ser Val Asp Ser Leu Tyr His
65 70 75 80

Pro Asp Leu His Ala Leu Cys Glu Leu Pro Asp Ile Cys Cys Lys Ile
85 Q90 95

Phe Pro Lys Glu Asn Asn Asp Phe Leu Tyr Ile Val Ile Val Tyr Arg
100 105 110

Asn Asp Ser Pro Leu Gly Glu Glr Arg Ala Asn Arg Phe Ile Glu Leu
115 120 125

Tyr Asn Ile Lys Arg Asp Ile Met Gln Glu Leu Asn Tyr Glu Ser Pro
130 135 140



Glu Leu Lys Ala Val Lys

145

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

<400>

38
224

" PRT

150

Entercpathogenic

38

Met Ile Asn

1

Lys Tyr

Asp Tyr

Gly Tle

50

Glu Lys

65

Pro Glu

Gly Ser

Ser Val

Pro Asp

130

Tyr Ile

145

Ala

Phe

35

Thr

Ala

Ala

Trp

Asp

11%

Ile

Val

Ala Asn Arg

Glu Leu

Ile Ile

Ile Asp
210

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

<400>

Asn

Ala
195

Ser

39

224
FRT

BPro
Glu
20

Asn

Arg

Phe

Leu

100

Ser

Cys

Val

Phe

Tyr

180

Arg

Tyr

Val

5

His

Glu

Gly

Arg

Glu

85

Thr

Leu

Cys

Val

Ile

165

Glu

Glu

Met

Thr

Val

Ser

Val

Phe

70

Pro

Val

Tyr

Lys

Tyr

150

Glu

Leu

Met

Lys

Ser Glu Met Ile

E.

Asn

Val

Pro

Ala

55

Ser

Ile

Ile

Asn

Ile

135

Arg

Leu

Pro

Gly

Tyr
215

Enterohemorrhagic E.

39

Met Ile Asn Pro Val Thr Asn

1

5

Lys Tyr Ala Glu His Val Val

20

Asp Tyr Phe Asn Glu Ser Pro

35

Gly Ile Thr Arg Gly Val Ala

50

55

coli

Thr
Lys
Asn
40

Glu
Tyr
Ser
Ser
Pro
120
Phe
Asn
Tyr
Glu
Glu

200

Ile

coli

Thr
Lys
Asn

40

Glu

Gln

Asn

25

Ile

Leu

Met

Arg

Gly

105

Asp

Pro

Asp

Asn

Leu

185

Ile

Asn

Gln

Asn

25

Ile

Leu

Gly

Ile

Tyr

Lys

Lys

Asn

90

Lys

Leu

Lys

Ser

Ile

170

Lys

Phe

Asn

Gly
10
Ile

Tyr

Lys

Val

Tyxr

Gln

Thr

75

Glu

Arg

His

Glu

Pro

155

Lys

Ala

Ser

Lys

Val

Tyr

Asp

Gln

Ser

Pro

Lys

Glu

60

Met

Ala

Pro

Ala

Asn

140

Leu

Arg

Val

Tyr

Leu
220

Ser

Pro

Lys

Glu
60

Pro

Lys

Lys

45

Glu

Tyr

Ser

Met

Leu

125

Asn

Gly

Asp

Lys

Met

205

Ser

Pro

Glu

Lys

45

Glu

Ile

Ile

30

Tyr

Phe

Ser

Thr

Gly

Asn

15

Lys

Ile

Val

Val

Pro

85

Gln

110

Cys

Asp

Glu

Ile

Ser

190

Pro

Lys

Ile
Ile
30

Tyr

Phe

Glu

Phe

Gln

Met

175

Glu

Gly

Ile

Asn

15

Lys

Ile

Val

Thr

His

Ser

Asn

Cys

80

Glu

Phe

Leu

Leu

Arg

160

Gln

Met

Glu

Glu

Thr

His

Ser

Asn

000159



Glu

65

Pro

Gly

Ser

Pro

Tyr

145

Ala

Glu

Ile

Ile

Lys

Glu

Ser

Val

Asp

130

Ile

Asn

Leu

Ile

Asp
210

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

<400> :
Met Leu Pro Thr Ser Gly Ser Ser

1

Ala

Ala

Trp

Asp

115

Ile

Val

Arg

Asn

Ala

195

Ser

40
188
PRT

Arg

Phe

Leu

100

Ser

Cys

val

Phe

Tyr

180

Arg

Tyr

Arg

Glu

85

Thr

Leu

Cys

Val

Ile

165

Glu

Glu

Met

Phe

70

Pro

Val

Tyr

Lys

Tyr

150

Glu

Leu

Met

Lys

Ser Tyr

Ile Ser

Ile Ser

Asn Pro
120

Ile Phe
135

Arg Asn

Leu Tyr

Pro Glu

Gly Glu

200

Tyr Ile
215

Citrobacter rodentium

40

Ile Ser Gly Lys

Asn

Met

Ile

65

Asn

Ala

Asp

Gln

His

145

Val

His

Phe

50

Tyr

Asn

Leu

Leu

Asp

130

His

Glu

Asn
35

Ala
Pro
val
Arg
FPhe
115
Lys

Ser

Cly

20
His

Ile

Glu

Phe

Ala

100

Phe

Glu

Ser

Cys

3

Glu

Phe

Tyr

Leu

Glu

85

Gly

Leu

Asp

Glu

Ser
165

Asn
Leu
Ser
Arg
70

Val
Met
His
Trp
Leu

150

Asp

Pro Ser

Ser Pro
40

Cys Ala
55

Asp Phe
Ile Asn
Thr Ile
Ser Leu

120

Lys Cys
135

Tyr Gly

Asp Phe

Met

Arg

Gly

105

Asp

Pro

Asp

Asn

Leu

185

Ile

Asn

Ala

Thr

25

Glu

Arg

Val

Glu

Glu

105

Lys

Lys

Asp

Ser

Lys

Asn

8Q

Lys

Leu

Lys

Ser

Ile

170

Lys

Phe

Asn

Asn

10

Pro

Leu

Asn

Ser

Asp

90

Asp

Val

Val

Leu

Pro
170

Thr
75

Glu

His

Glu

Pro

155

Lys

Ala

Ser

Lys

Leu

Glu

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Lys

Tyr

Arg

155

Phe

Met

Ala

Pro

Ala

Asn

140

Leu

Arg

Val

Tyr

Leu
220

Tyr

Ser

Glu

Asp

Leu

Asp

Asp

Ile

Asp

140

Ala

Asp

Tyr

Ser

Met

Leu

125

Asn

Gly

Asp

Lys

Met

205

Ser

Ser

Val

Lys

45

Glu

Met

Glu

Ser

Glu

125

Leu

Ile

Thr

Ser

Thr

Gly

110

Cys

Asp

Glu

Ile

Ser

190

Ero

Lys

Trp

Ser

30

Leu

Arg

Asp

Val

Tyr

110

Glu

Leu

Lys

Ile

Val

Pro

95

Gln

Glu

Phe

Gln

Met

175

Glu

Gly

Ile

Met

15

Glu

Asp

Glu

Lys

Thr

95

Ile

Ser

Cys

Cys

Lys

175

Cys
80

Glu
Phe
Leu
Leu
Arg
160
Gln
Met

Glu

Glu

Tyr

Leu

vVal

Asn

Arg

80

Gly

Arg

Arg

Pro

Leu

160

Vval

600160



Pro Asp Leu Thr Tyr Asn Lys Gly Ser Leu Gln Cys

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

<4Q0>

41
171
PRT

180

Citrobacter rodentium

41

Ala Asn Leu

1

Thr

Glu

Arg

Val

65

Glu

Glu

Lys

Lys

Asp

145

Ser

Pro

Leu

Asn

50

Ser

Asp

Asp

Val

Val

130

Leu

Pro

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

<400>

Glu
Gln
35

Asn
Ser
Thr
Arg
Lys
115
Tyr
Arg

Phe

42
189
PRT

Tyr

Ser

20

Glu

Asp

Leu

Asp

Asp

100

Ile

Asp

Ala

Asp

Ser

Val

Lys

Glu

Met

Glu

85

Ser

Glu

Leu

Ile

Thr
165

=
Ser
Leu
Arg
Asp
70

Val
Tyrx
Glu
Leu
Lys

150

Ile

Enteropathogenic

42

Met Leu Pro Thr

1

Val

Asn

Met

Ile

65

Asn

Ala

Ser

His

Val

50

Phe

Ser

Leu

Gly Arg

Asn

35

Ser

Gln

Val

20

His

Ile

Glu

Phe

Arg Ala

100

Ser

Gly

Phe

Tyr

Leu

Glu

85

Gly

Gly

Asn

Leu

Ser

Ser

70

val

Met

Met

Glu

Asp

Glu

55

Lys

Thr

Ile

Ser

Cys

135

Cys

Lys

E.

Ser

Pro

Ser

Cys

55

Ala

Thr

Tyr

Leu

Val

40

Asn

Arg

Gly

Arg

Arg

120

Fro

Leu

Val

coli

Ser

Ser

Pro

40

Ala

Phe

Asn

Ile

185

Ile

Asn

25

Met

Ile

Asn

Ala

Asp

105

Gln

His

Val

Pro

Ala

Thr

25

Glu

Arg

Val

Glu

Glu
105

Ser

10

His

Phe

Tyr

Asn

Leu

90

Leu

Asp

His

Glu

Asp
170

Asn
10
Pro

Leu

Asn

Ser

Asn
a0

Asp

Gly

Asn

Ala

Pro

Val

75

Arg

Phe

Lys

Ser

Gly

155

Leu

Leu

Glu

Gln

Asn

Gly

75

Thr

Arg

Lys

His

Ile

Glu

60

Phe

Ala

Phe

Glu

Ser

140

Cys

Tyr

Ser

Asp

Asn

60

Leu

Asp

Asp

Glu

Phe

Tyr

45

Leu

Glu

Gly

Leu

Asp

125

Glu

Ser

Ser

Val

Lys

45

Glu

Met

Glu

Ser

Asn
Leu
30

Ser

Val

Met

His

110

Trp

Leu

Asp

Trp

3er

30

Leu

Leu

Asp

Val

Tyr
110

Pro

15

Ser

Cys

Asp

Ile

Thr

95

Ser

Lys

Tyr

Asp

Met
15

Glu

Asp

Glu

Lys

Val
95

Ile

lSer

Pro
Ala
Phe
Asnh
80

Ile
Leu
Cys

Gly

Phe
160

Tyr
Leu
Val
Glu
Arg
80

Gly

Arg



Asp

Gln

His

145

val

Pro

Leu

Gly
130
His

Glu

Asp

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

<400>

Met

Val

Asn

Met

Ile

65

Asn

Ala

Gln

His

145

Val

Pro

Leu

Ser

His

Val

50

Phe

Ser

Leu

Leu

Gly

130

His

Glu

Asp

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>
agatctgaag gagatattat gaacattcaa ccgaccatac

Phe
115

Lys

Ser

Gly

Leu

43
189
PRT

Phe

Glu

Ser

Cys

Thr
180

Leu

Asp

His

Ser

Ser

Lys
135

Glu Leu Tyr

Ser
165

Tyr

150

Asp

Asn

Asp

Lys

Enterohemorrhagic E.

43

Pro

Gly

Asn

35

Ser

Gln

Val

Arg

Phe

115

Lys

Ser

Gly

Leu

44
40
DNA

44

Thr Ser Gly Ser

Arg

His

Ile

Glu

Phe

Ala

100

FPhe

Glu

Ser

Cys

Thr
180

Gly

Phe

Tyr

Leu

Glu

85

Gly

Leu

Asp

Glu

Ser

165

Tyr

Artificlal

Asn

Leu

Ser

Ser

70

Val

Met

His

Ser

Leu

150

Asp

Asn

primer Z6024F

Pro

Ser

Cys

55

Ala

Arg

Thr

Ser

Lys

135

Tyr

Asp

Lys

Leu
120
Cys
Gly

Fhe

Gly

Lys
Lys
Asp
Asn

Ser
185

coli

Ser

Ser

Pro

40

Ala

FPhe

Asn

Ile

Leu

120

Cys

Gly

Phe

Gly

Ala
Thr
25

Glu

Val
Glu
Glu
105
Lys
Lys
Asp

Asn

Ser
185

Val

Val

Leu

Pro

170

Leu

Asn

10

Pro

Leu

Asn

Ser

Asn

90

Asp

Val

Val

Leu

Pro

170

Leu

Lys
Tyxr
Arg
155

Phe

Gln

Leu
Glu
Gln
Asn
Gly
75

Thr
Arg
Lys
Tyr
Arg
155

Phe

Gln

Ile

Asn

140

Ala

Asp

Cys

Tyr

Ser

Asp

Asn

60

Leu

Asp

Asp

Ile

Asn

140

Ala

Asp

Cys

Glu
125
Leu
Met

Ile

Gly

Ser
Val
Lys
45

Glu
Met
Glu
Ser
Glu
125
Leu
Met

Ile

Gly

Glu

Leu

Lys

Ile

Trp

Ser

30

Leu

Leu

Asp

Val

Tyr

110

Glu

Leu

Lys

Ile

Ser

‘Cys

Cys

Arg
175

Met

15

Glu

Asp

Glu

Lys

Val

95

Ile

Ser

Cys

Cys

Arg
175

Arg

Fro

Leu

160

Val

Tyr

Leu

Vval

Glu

Arg

80

Gly

Arg

Arg

Pro

Leu

160

Val

000162



<210> 45
<211> 34
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer Z6024R

<400> 45
ctcgaggact cttgtttctt cgattatatc aaag

<210> 46
<211> 28
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer NT10

<400> 46
ccggtaccte taaccattga cgcacteg

<210> 47
<21l>» 29
<212> DNA

«<213> Artificial

<220>
<223> primer NTI11

<400> 47
aacctgcaga actaggtatc tctaatgce

<210> 48
<211> 29
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer NTI12

<400> 48
aacctgcagc tgactatcct cgtatatgg

<210> 49
<211> 27
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer NT13

<400> 49
ccgagctcag gtaatgagac tgtcage

<210> 50
<211> 22
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer dellF

<400> 50
ggtaccacca cacagaataa tc

<210> 51
<211> 26
<212> DNA

<213> Artificial

000163

34

28

29

29

27

22



<220>
<223> primer dellR

<400> 51
cgctagecta tatactgetg ttggtt

<210> 52
<211> 28
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer del2F

<400> 52
gctagctgac aggcaactet tggactgg

<210> 53
<211> 29
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer del2R

<400> 53
gagctcaaca taatttgatyg gattatgat

<210> 54
<211i> 24
<212> DNA

«<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 54

ttcecatatga acattecaacc gacc
<210> 55

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> primer

<400> 55

ggaattcaat aatagctgce atec
<210> 56

<211> 135

<212> PRT

<213> Salmonella
<400> 56

Met Glu Ser Lys Asn Ser Asp Tyr Val Ile Pro
1 5 10

Tyr Asn Gly Glu Pro Leu Tyr Ile Leu Val Ser
20 - 25

Gln Glu Lys Trp Ile Ser Arg Asn Asp Ile Ala
35 40

Asn Leu Arg Arg Ala Ser Phe Ile Ile Thr Tyr
50 55

Asp Ser Val Lys Asn
15

Leu Trp Cys Lys Leu
30

Glu Ala Phe Gly Ile
45

Ile Ser Arg Arg Lys
60

CO0CLib4

26

28

29

24

24



Glu

65

Tyr

Pro

val

Met

Lys

Lys

Thr

Gly

Arg
130

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

<400>

Ile

Arg

Glu

Asn
115

Arg

57
131
PRT

Ser
Leu
Ser
100

Gly

Lys

Phe Arg

70

Glu Ile

85

His Val

Ile Val

Lys Glu

Val Arg

Phe Ile

Ser Thr

Gly Gln

120

Ser
135

Enterobacteriaceae

57

Met Cys Glu

1

Trp

His

Leu

Lys

65

Lys

Thr

Met

Met

Phe

Ser

50

Leu

Ile

Leu

Glu

Arg
130

- <210>

<211>
<212>
<213>

<400>

Met Cys Pro Asp Asn

1

Asn Asp Ile His Tyr

Pro

Ala

Ala
65

Val Ser Val Arg

His Trp Cys Leu

50

Glu Ala Phe His

Met

Asp
35

Glu

Glu

Asp

Val

Leu
115

Arg

58
170
PRT

Gly Tyr Val Glu Lys

Ala Glu

20

Ile Glu

Val Thr

Gly Arg

Glu Gln

Gly val

100

Asn Arg

5

85

Asn

His

Glu

Gly

70

ITle

Arg

Glu

Arg Trp

Ser Lys
40

Ile Ser
55

Cys Gln
Tyr Ala

Lys Thr

Gin Lys
120

Citrobacter rodentium

58

35

20

5

Thr

Pro

Gln

Leu

Ile
70

His Ala

Gly Gln

Tyr Ala

40Q

Gln GLn
55

Thr Ala

Tyr

Tyr

Gly

105

Ser

Pro

val

25

Ala

Cys

Cys

Arg

Pro

105

Trp

Lys

Thr

25

Gly

Asn

Arg

Val
Asn
90

Pro

Ser

Leu

10

Ile

Val

Glu

Gln

Leu

90

Arg

Gln

Lys

10

Asn

Glu

Trp

Arg

Ser
73
Val

Lys

Ile

Tyr
Ala
Asn
Val
Arg
75

Arg

Ile

Met

Gln
His
Pr5
Val

Ala
75

Tyr

Asn

Arg

Trp

Leu

Arg

Thr

Lys

60

Leu

Asn

Pro

Met

Tyr

Asp

Leu

Gln

60

Ser

Gly

Leu

Lys

Asn
125

Leu

Glu

Leu

45

Met

Val

Asn

Ala

Leu
125

Leu
Ala
Tyr
45

Arg

Tyr

Asn

Glu

Thr

110

Glu

Ile

Ile

30

Thr

Ile

Lys

Ser

Val

110

Ser

Thr

Cys

30

Ile

Asn

Leu

Leu
Ala
95

Leu

Met

Ala
15

Ser
Tyr
Pro
Val
Arg
95

Pro

Lys

Pro
15

Phe
Ile

Gln

Ile

His
80
Ala

Arg

Ile

Glu

Ile

Ile

Asn

Val

80

Glu

Leu

Ser

Gly

Ile

Val

Tle

Ala
80

000165



Tyr Leu Arg
Thr Leu Pro
Leu Asp Ser
115
Leu Val Ser
130
Glu Leu Trp
145
Lys Lys Lys
<210> 59
<211> 12
<212> PRT
<213>
<220>
<221>
<222> (9).
<223> HXaa
<400> 58

Ser Lys

85

Asn

100

Lys

Thr

Pro

Lys

Asn Arg

Thr

Ala

Pro

Arg

Leu

Ser Arg

Arg Arg

Thr
120

Ser

val
135

Gly

Cys Ser

150

Glu Asp

165

MISC_FEATURE

. (9)

Glu

Asp Asp

Citrobacter rodentium

= Ile or Leu

Val

Tyr

Arg

Asn

Val
g0 -

Ser

Glu Ile

105

Arg Glu

Gly Asp

Asn
155

Arg

Thr
170

Gly

Ile Cys Arg

val Ile
110

Tyr

Lys Ala Gly

125
Arg Ser Met
140

Ala Gly Lys

Gln Gln Glu Asn Ala Pro Ser Ser Xaa Gln Thr Arg

1

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

60
981
DNA

<400> 60
atgctttcac
tgtcaaacgg
cctattettt
atagttaata
agtgatcgta
ttttcaaaat
ttcagtatgt
ttacgaactg
gaaatttcaa
tggtttgatt
tataatacaa
atgatactta
gatcgtcgta
catcctgcte
tatgatggtt
aatcattttt
tatacatgca

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

61
531
DNA

<400> 61

atgaatgtcc
gagactgtca
gggggattgce
gataggatgc
gacaaaatat
tctattecagt

5

Enterohemorrhagic E.

cgataaggac
tttettttge
ttecagtggtt
ctaagcagca
tgataggtat
tggaacgaga
atgacagaaa
aagacaaaag
aggcgcaggda
tcttcagaaa
agaatcacgg
caggtaagct
atgatagtgt
tacttgaggg
tggggaaagqg
gtgactttat
gttcatggta

ttcgagctca
gcattgtatt
ttactgagtt
tcagtatgcet
ctcaatgtaa
gtccaattac

coli

aactttecat
aggaaaggaa
tgaacctaat
tceetattta
ttttgttgat
ttttgaaaat
actatcagat
agatgaatac
ttctttgatt
tttagcctta
tatttcatte
tggtacaata
aaatattgaa
actttctttt
agttaagaaa
tgagtttaac
a

Enterohemorrhagic E. ceoli

agtagcatct
taatgaaacc
attcectttat
ttcggactca
gtttcctgtt
actagagaga

10

aactcagtaa
tatgagttaa
cctgaacgat
gataatgteca
ggcgattttt
gtaatgataa
atttatcatg
ttgttgaatc
tctatgtatg
ttaaaagcag
ggggaggggt
tatgctcctg
aatagtgcaa
atgcatagta
tattttaatt
caccctaata

agcggtcgag
gatgggcgtt
gggtttaata
ggtgaagcac
agttcaggaa
cccgaagaayg

atatagtgca
aggtcattga
ataagaaaga
caaatgcggce
cagtcaacca
tctatcggga
atattatatg
tgttagagaa
caaagaaaag
gagagatatt
gtatctatct
atggaatttc
taattgttaa
aagtagatgc
ttacaccatt
taatcatgaa

gggagtttac
ttctatccag
acggecctga
aatcgcaaga
atttccagtg
gagtgtttgt

His Gln

85

Arg Val

Pro Pro

Ala Asn

Ile Leu

160

gagttcacce
tgaaaaaacqg
tgaggttcca
aaggatagag
aaagactgct
agatgttgac
tgaacaaaqgg
agagctgagg
aaatcatgca
caggtgcaca
tgatatggat
aatgcatgtg
ccgtagtaat
tcatccatat
acataattat
cacaagtcag

attaggtaat
cggcagtagt
agctecttege
gagtattcag
cecgccagag
caaaaattca

SN

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780

840
900
2960
881

60
120

180
240
300

360



gatagttcgg cagtatgctg cttatttgat
ggctcatatc atccactgac ccgagaacca
aaatgtgttt atgatoctat caagggaaac

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

62
912
DNA

<400> 62

atgttatcge
acttcgectg
gggacgcaag
tgcattacaa
cctaagggag
actatagaaa
cagcecggagt
aaatcacccqg
atggaagata
acaagcgaag
aatgataatg
gatattccat
gagaaaaaaqg
agaaatgaat
gaacatcaag
agtaagatat

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

63
882
DNA

<400> &3

atgttatege
acttcgectg
ggggcgcaag
tgcgttacaa
cctaaggggg
gctatggaaa
cegecagagt
aaagggggga
tttactacat
tatggtgccg
atggataaaa
catgctattt
acagagacaa
tcttataatg
ggaaagcaag

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

64
153
DNA

<400> o4

Enterohemorrhagic E.

ccteottetat
ataatcgtgt
taacggttgg
gagaaagtca
agattagcag
gaggctectgt
tacctccage
tgccaggtaa
caacaaaagt
ttcgttgttt
gaaatgttat
cattaccagc
gaattctttt
ttaatccaat
tcatgcaatc
aa

Enterohemorrhagic E.

catattcetgt
ataatcgtgt
taaaggttgg
gagaaagtca
agattagcag
gaggcattgt
taccgagtgt
acgctgtagt
ctcaaagcaa
ggagtgcaga
taaatggaga
acgatatgtt
atgtcttata
ttteccgaceg
atcttattag

Enterohemorrhagic E.

coli

aaatttggga
tttatecctct
caacagaaca
tagtggttgt
aaaaattgag
tcattcgaac
ggattatact
tgttattggt
gttgaagatg
caatcagtat
tggtattaga
acaagctgaa
tgttgataca
agatatatca
ttatecacgga

coli

aaatttggga
tttatcctct
caacagaaca
tagtggttgt
gaaaattgaqg
tcattcgaac
ggactataac
atatgaagat
tgaagaggtg
aaaaatatat
atcgctttta
tgatagactg
tgaccgegeg
ttcatggagt
tgtggtatta

coli

atggtaatge ctggattagt atcatatata

gagatgcgte agcaggtaat ggaagggcag
gttagagttt cttatttatt tcaattgcat

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

65
376
DNA

<400> 65

atgcecattaa
gececcgaattyg
gtgtatgatt
gagttattge
atgctttegg

Enterohemorrhagic E.

cctcagatat
tagccaatgg
ctactaatgg
ttttgggatt
actcaggtga

coli

tagatcacat
gegeggagat
gcgcecttttca
taatagtggt
agcacaatcyg

tttgatgcat
ataacggcat
ttcattataa

tgttcatgga
gtaagggatg
tatcgtgttg
tttactaatc
gctatgctga
agacctgatt
caatcagagt
aaaggtagta
tttactatat
tatggtteccg
atgaataaaa
caggctattt
acagaaacaa
tcttataatg
ggaaagctgg

tgttcatgga
gtaagggatg
tatecgtgttg
tttactaatc
gtcatgctga
agacctgatt
aggttgtcag
gctgaggatg
acaagcgaaqg
ggcaataatg
aatatttegt
gagcaaaaag
aagaatgagt
gaaagtcaaa
agtaaaattt

tcatcgactt
attggtggat
taa

tcatttaatc
attacagtcg
tccagtggcey
cctecgagcecc
caagagagta

tttctecgttt
caatgattat
aagatagtta

attctttaac
ctgetgtteca
tggtcactga
tgttgcacag
atacatcgcc
tacctccagt
tgccgagggt
atgctgtcgt
ctcaaageca
ggagtgcaga
taaatgggga
acgatatgtt
atgttttata
tttctgatat
atcttattag

attctttaac
ctgcegttea
ttgccaccga
tgttgcacag
atgcatcacc
tacctcctgt
tacctggtaa
caacaaaagt
ttegttgett
gtgatattat
cettgecage
gaattctttt
ttaatccaat
taatgcaatc

ag

cattcgcecgaa

ttetecctggg aggggagaga -

ttggggtgga
gtggtgaaac
gtaatggecgg
ttggtgagag
ttcagaacaa

agctagtgaa
aagtcctgat
a

cagaaacctg
ctctgatagce
taataagttt
gttgggatgg
agtgagcacg
ggattatgcg
tagcaacaat
gtatgaagat
tgaagaggtyg
gaaaatatat
atctcttttg
tgacagactg
tgatcgtatg
ttcatggagt
tgtagtatta

cagaaacctg
ttctgataat
taataagttt
gctgggatgg
agtgagcgct
tgattatgca
tgttattggce
cctgaagatg
caaccaatat
tggtattaga
acaggctgag
tgtcgataca
agatatatca
ttatcatggce

tgagatggcyg

ggttgttecgt
tgtcagtatt
attgctttct
aatgctaagt
aatatctcaa

420
480
531

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
912

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

120

780
840
882

60
120
153

60
120
180
240
300

000!5}



tgtaagtttt
attacactgg
tgtactttat
ctgacccggg
gataccagag

66
630
DNA

<210>
<21i>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>» n =

<400> &6
atgcectgtta
tctttgcagg
tattctgttc
ttactggata
aggcaattaa
atggcagaac
tgtgtatttg
ataacgctgg
tgctctctat
ctgagtcgag
gcaaaaagagq

67
642
DNA

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

<400> &7

atgcctgtag
caagaaacct
ggtgagttga
aaccaggatg
gaacgtacac
gagatgctcg
attgaagtat
acatgccctg
tcaaatgttt
gctecatecctt
gettttgact

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

68
642
DNA

<400> 68

atgcctgtag
caagaaacct
ggtgagttga
aaccaggatg
gaacgtacac
gagatgcteg
attgaagtat
acatgccctyg
tcaaatgttt
gctecatcett
gcttttgacc

69
630
DNA

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

ctgtttgtcc
agcagcctga
ttgatgcegce
aaccaataac
gaaacttcat

Enterchemorrhagic E.

misc_feature
{439} ..(439)

agagagactt
aaaaggtatt
tgcatttict
ggcatcaata
tataaagggt

coli

any nucleotide

ccaccttaag
atgcagccag
actatgtcca
ggctattggg
atggaggtgt
acagagaaaa
gaacggatte
acacacctna
atgataagga
aacctataac
aagctttttyg

atttaacgcc
tgtctgagat
tggtgtcaat
gtttatcgaa
ttaatcatgg
aaaatatgga
gtgecatttaa
ttacattatg
gtatgttgta
tgagcaggga
ctgacagagg

atttaacgcc
tgtctgagat
tggtgtcaat
gtttatcgaa
ttaatcatgg
aaaatatgga
gtgcatttaa
ttacattatg
gtatgttgta
tgagcaggga
ctgacagagg

.Enterohemorrhagic E.

tatcccaagt
acttgaaagt
actactggat
gcgtgagcat
cgatttttta
taaaacaggt
taatcacttt
gactggagtg
tgegttagtyg
agaatcaatg
ttgtaagtga

Enterohemorrhagic E. coli

ttatatttta
acgtaatcaqg
acgacctatyg
tgataacatce
tagtttgaca
attgctttct
tgtggagcat
tgaaccagaa
tgataaaatyg
atcaatcgca
taacttegtt

Enterohemorrhagic E. coli

ttatatttta
acgtaatcag
acgacctatg
tgataatatc
tagtttgaca
tttgetttet
tgtggagcat
tgaaccagaa
tgataaaatg
atcaatcgea
taacttecgtt

coli

cagtgeccege
tttgtgaaqga
cgtttggttyg
attgtaaaac
aattga

atatctcaat
ggaataagaa
ggattttcag
cgaatggata
agtagtgtta
aataaaatat
tettgeccegg

ttcatgagaa.

caacttgttyg
attatgagaa

cctggggtta
actattegtg
caggtaaatg
cagattggcc
agccgtgaag
aactaccagt
gcacaattgc
gatggggtat
tcattaatat
gtttcaatga
ttaaaaaatt

cctggggtta
actattcgtg
caggtaaatqg
cagattggce
agccocgtgaag
aactaccagt
gcacaattgce
gatggggtat
gcattaatac
gtttcaatga
ttaaaaaatt

ttgaggctat
attcagatgg
gtgaaggctt
atgaagaatg

tatctcctgco
tatccattgg
ttgaaccggt
gaagggctgt
ataactattt
taatggaaaa
agtcattttt
actcacgagg
aaactggtgg
aagacgaatg

gttttttgtce
gagaagctca
gatattttat
ttcaatatat
ttacagtact
tagaggagtt
aagtgccaga
ttatgaggaa
atcttgttaa
ttgtaggaag
aa

gttttttgtc
gagaagctca
gatattttat
ttcaatatat
ttacagtact
tagaggagtt
aagtgccaga
ttatgaggaa
atcttgttaa
ttgtaggaag
aa

tcagtgteca
ttcagatgta
accccacceca
catttatgac

aagagtacag
tagtggccaa
gagaggagygc
ggctctggaa
tcagagtgtc
aataaattct
gacatgcecg
tgctgagata
aactcatcct
tcactttgat

tgacattcct
agtaagactg
gggaagtctt
agaacatatt
gcgtgaaatt
gttagataaa
gagcttacga
ttcaatgaat
aacaagggcyg
agataattgt

tgacattect
aataagactg
gggaagtctt
agaacatatt
gcgtgaaatt
gttagataaa
gagcttacga
ttcaatgaat

aacaagggcyg
agataattgt

360
420
480
540
576

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
630

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
642

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
642

000L6E



<400> 69

atgecctgtta
tetttgcagg
tattctgttc
ttactggata
aggcaattaa
atggcagaac
tgtttattta
ataacgctgg
tgctctctat
ctgagtcgag
acaaaaagag

70
576
DNA

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

<400> 70

atgccattaa
gcccgaattg
gtgtatgatt
gagttattgc
atgctttcgg
tgtaagtttt
attacactgg
tgtactttat
ctgacececggyg
gataccagag

<210> 71

<211> 510
<212> DNA
<213>

<400> 71
atggacgett
gaactagccg
tcatttettyg
aatgataaca
attgaagaaa
caacgaggtg
atggctcettt
acattatcaa

acggtgagga

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

72
231
DNA

<400> 72

atggcagacc
aaccgcagac
gagcgcagcc
gatctgcacg

<210> 73

<211> 176
<212> PRT
<213>

<400> 73

ccaccttaag
atgctgccag
actatgtcca
ggctattggg
atggaggtgt
acagagaaaa
gacctgattc
acacacctga
atgataagga
aacctataac
aagctttttg

cctcagatat
tagccaatgg
ctactaatgg
ttttgggatt
actcaggtga
ctgtttgtce
agcagcctga
ttgatgecegco
aaccaataac
gaaacttcgt

Enterchemorrhagic E.

ttattgtaga
atatcattag
atgtattcag
gaattgaatt
tgtcttacat
tttttttaag
ctcgtataat
tgettgtygge
gtgattgtta

Enterchemorrhagic E.

gcaaacagca
tttccegege
acgcactatc
agtttcaaca

Enterohemorrhagic E.

tatcccaagt
acttgaaagt
gctactggat
gcgtgagcat
cgatttttta
taaaacaagt
taatcacttt
gactggggtyg
cgecgttagtyg
agaatcaatg
ttgtaagtga

Enterchemorrhagic E. coli

tagatcacat
gcgcggagat
gcgcttttca
taatagtggt
agcacaatcg
agagagactt
aaaaggtatt
tgcattttct
ggcatcaata
tataaagggt

coli

teetgtteoaa
attggctgat
tacatatatg
gttacagcgyg
agatgaagca
aaatgctgaa
taatgatggy
cagagagcag
ttcagtgtag

coli

cegegetatce
atcacgcgtc
aaacatttat
gctcatccag

coli

atatctcaat
ggaataagaa
ggattttcayg
cgaatggaga
agtagtgtta
aataaaatat
tecttgececcgg
Ltcatgagaa
caacttgttg
attatgagaa

tcatttaatc
attacagteg
tccagtggcyg
cctegagecc
caagagagta
cagtgcccgc
tttgtgaaga
cgtttggttg
attgtaaaac
aattga

ggggaactat
tctgttgaaa
gggcaggtta
cgattacatt
ttacagtgcec
ggttccagag
atgcatcacc
tgtgagtttg

geggagegte
gcgcaaatca
tcecgectety
cagcaaaaca

tatctcctge
tatccattgg
ttgaaccggt
gaagggctgt
ataactattt
taatggaaaa
agtcattttt
actcacgagg
aaactggtgg
aagatgaatg

ttggggtgga
gtggtgaaac
gtaatggcgg
ttggtgagag
ttcagaacaa
ttgaggctat
attcagatgyg
gtgaaggctt
atgaagaatg

attcgggttt
atcaattgaa
tttctgaatt
catgttcatt
cgattacgct
tatgtagttt
cactaagcag
attgcagtat

gtcacatcca
tgcacatcaa
ttttcagcta
aactccatta

aggagtacag
tagtggccaa
gagaggaggc
ggctctggaa
tcagagtgte

aataaattet

gacatgcccqg
tgctgagata
agctcatcct
tcactttgat

ggttgttegt
tgtcagtatt
attgetttct
aatgctaagt
aatatctcaa
tcartgtcca
ttcagatgta
acccecaccca
catttatgac

aagccataca
tggaggcaat
tatgcatagt
tttagttaat
ggcaattcct
atatgatgaa
agagccaata
cggtcacttt

gactgaaatce
tatgctgecat
tctggeggat
a

Met Asn Val Leu Arg Ala Gln Val Ala Ser Ser Gly Arg Gly Glu Phe

1

5

10

15

Thr Leu Gly Asn Glu Thr Val Ser Ile Val Phe Asn Glu Thr Asp Gly

20

25

30

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600

630

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
576

€0
120
180
240
300
360
420
480
510

60
120
1840
231

000169



Arg

Leu

Ser

65

Asp

Cys

Glu

Phe

Pro

145

Lys

Fhe

Tyr

50

Met

Lys

Pro

Gly

Asp

130

Leu

Cys

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

<400>

Leu

35

Gly

Leu

Ile

Pro

Val

115

Phe

Thr

Val

T4
303
PRT

Ser

Phe

Ser

Ser

Glu

100

Phe

Asp

Arg

Tyr

Ser Gly

Asn Asn

Asp Ser
70

Gln Cys
85

Ser Ile

val Lys

Ala Phe

Glu Pro

150

Asp Pro
165

Ser

Gly

55

Gly

Lys

Gln

Asn

Ser

135

Ile

Ile

Enterohemorrhagic E.

74

Met Leu Ser

1

Thr

Asp

Arg

Glu

65

Pro

Pro

Asp

Tyr

Pro

145

Met

His

Arg

Ala

Thr

50

Ser

Lys

Val

Leu

Thr

130

Gly

Glu

Glu

Ash

Ala

35

Tyr

His

Gly

Ser

Pro

115

Gln

Asn

Asp

Glu

Pro

Leu

20

Val

Arg

Ser

Glu

Thr

100

Pro

Ser

Val

Thr

Val
180

Ser Ser

Thr Ser

His Ser

Val Val

Gly Cys
70

Ile Ser
85

Thr Ile

Val Asp

Glu Leu

Ile Gly
150.

Thr Lys
165

Thr Ser

Ile

Pro

Asp

Val

55

Phe

Arg

Glu

Tyr

Pro

135

Lys

val

Glu

Ser Gly
40

Pro Glu

Glu Ala

Phe Pro

Cys Pro
105

Ser Asp
120
Arg Leu

Thr Ala

Lys Gly

coli

Asn Leu

Asp Asn
25

Ser Gly
40

Thr Asp

Thr Asn

Lys Ile

Arg Gly

105

Ala Gln
120

Arg Vval
Gly Gly

Leu Lys

Val Arg
185

Gly

Ala

Gin

val

g0

Ile

Ser

Ala

Ser

Asn
170

Gly

10

Arg

Thr

Asn

Leu

Glu

90

Ser

Pro

Ser

Asn

Met

170

Cys

Leu

Leu

Ser

15

Ser

Thr

Ser

Ser

Met

155

Phe

Cys

Val

Gln

Lys

Leu

75

Ala

Val

Glu

Asn

Ala

155

Phe

Phe

Leu

Arg

60

Gln

Ser

Leu

Ala

Glu

140

Ile

Ile

Ser

Leu

Val

Phe

60

His

Met

His

Leu

Asn

140

Val

Thr

Asn

Thr

45

Asp

Glu

Gly

Glu

Val

125

Gly

Ile

Ile

Trp

Ser

Thr

45

Cys

Arg

Leu

Ser

Pro

125

Lys

Val

Ile

Gln

Glu

Arg

Ser

Asn

Arg

110

Cys

Ser

Ser

Lys

Ser

30

Val

Val

Leu

Asn

Asn

110

Pro

Ser

Tyr

Ser

Tyr
190

Leu

Met

Ile

Phe

85

Pro

Cys

Tyr

Pro

Asp
175

Ser

15

Val

Gly

Thr

Gly

Thr

95

Arg

Ala

Pro

Glu

Gln

175

Tyr

Phe

Leu

Gln

80

Gin

Glu

Leu

His

Asp

169

Ser

Leu

Arg

Asn

Arg

Trp

Ser

Pro

Asp

Val

Asp

160

Ser

Gly

0

| ¥

017



Ser

Ile

Leu

225

Glu

Tyr

Asn

His

Gly

Arg

210

Pro

Lys

Asp

Val

Gly
290

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

<4Q0>

Met
1
Thr
Asp
Arg
Glu
65
Pro
Pro
Asp
Tyr
Ala
145
Phe
Phe

Asn

Leu

Leu

Arg

Ala

Thr

50

Ser

Lys

Val

Leu

Asn

130

Val

Thr

Asn

Gly

Leu
210

Ser
195

Met

Ala

Lys

Arg

Ser

275

Gly

75
293
PRT

Ala

Asn

Gln

Gly

Met

260

Asp

Lys

Glu

Lys

Ala

Ile

245

Arg

Ile

Leu

Lys

Ile

Glu

230

Leu

Asn

Ser

Asp

Ile

Asn

215

Gln

Phe

Glu

Trp

Leu
295

Enterohemorrhagic E.

75

Ser

Asn

Ala

35

Tyr

His

Gly

Ser

Pro

115

Arg

Val

Thr

Gln

Asp

195

Asn

Preo
Leu
20

Val
Arg
Ser
Glu
Ala
100
Pro
Leu
Tyr
Ser
Tyr
180

ITle

Ile

Tyr

Thr

His

Val

Gly

ITle

85

Ala

Val

Ser

Glu

Gln

165

Tyr

Jle

Ser

Ser

Ser

Jer

Val

Cys

70

Ser

Met

Asp

Val

Asp

150

Ser

Gly

Gly

Ser

Val

Pro

Asp

Ala

S5

Fhe

Arg

Glu

Tyr

Pro

135

Ala

Asn

Ala

Ile

Leu
215

Tyr Asn
200

Gly Glu

Ala Ile

val Asp

Phe Asn
265

Ser Glu
280

Ile Ser

coli

Asn Leu

Asp Asn
25

Asn Gly
40

Thr Asp

Thr Asn

Lys Ile

Arg Gly
105

Ala Pro
120

Gly Asn

Glu Asp

Glu Glu

Gly Serx
185

Arg Met
200

Pro Ala

Asp

ser

Tyr

Thr

250

Pro

His

val

Gly

10

Arg

Ala

Asn

Leu

=1lu

80

Ile

Pro

Val

Ala

vVal

170

Ala

Asp

Gln

Asn

Leu

Asp

235

Thr

Ile

Gln

Val

Cys

Val

Gln

Lys

Leu

75

val

Val

Glu

Ile

Thr

155

Thr

Glu

Lys

Ala

Gly
Leu
220
Met
Glu
Asp

Val

Leu
300

Ser
Leu
Val
Phe
60

His
Met
His
Leu
Gly
140

Lys

Ser

Lys

Ile

Glu
220

Asn

205

Asp

Phe

Thr

Ile

Met
285

Ser

Trp

Ser

Val

Ile

Asp

Asn

Ser

270

Gln

Lys

Asn

Ser

" 30

Lys

45

Cys

Arg

Leu

Ser

Pro

125

Lys

Val

Glu

Ile

Asn

205

His

Val

Val

Leu

Asn

Asn

110

Ser

Gly

Leu

Val

Tyxr

190

Gly

Ala

Ile

Pro

Arg

Val

255

Ser

Ser

Ile

Ser

15

Val

Gly

Thr

Gly

Ala

95

Arg

Val

Gly

Lys

Arg

175

Gly

Glu

Ile

Gly

Ser

Leu

240

Leu

TV

Tyr

Leu

Arg

Asn

Arg

Trp

80

Ser

Pro

Asp

Asn

Met

160

Cys

Asn

Ser

Tyr

L)
[ gy

—



Asp Met Phe

225

Thr Glu Thr

Ile Asp Ile

Gln Ile Met

275
Val Leu Ser
299

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

76
50
PRT

<400> 76

Asp

Asn

Ser

260

Gln

Lys

Arg Leu Glu

230

Val Leu Tyr

245

Ser Tyr Asn

Ser Tyr His

Ile

Enterchemorrhagic E.

Met Val Met Pro Gly Leu Val

1

Asn Glu Met Ala Glu Met Arg

20

5

Gly Phe Leu Leu Gly Gly Giu

35

Leu His
50

17
191
PRT

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

<400> 17

Met Pro Leu

1

Glu Val Vval

Val Gly Gly

Phe Ser Ser

50
Leu Phe
65

Gly

Met Leu Ser

lys Ile Ser

Glu
115

Pro Leu

Ile
130

Gly Phe

Asp Ala Ala

145

Thr

Arg

20

Glu

Ser

Asn

Asp

Gln

100

Ala

Val

Ala

Ser

Ala

Thr

Gly

Ser

Ser

85

Cys

Ile

Lys

Phe

Asp

Arg

Val

Gly

Gly

70

cly

Lys

Gln

Asn

Ser
150

Enterohemorrhagic E.

Tle

Ile

Ser

Asn

55

Pre

Glu

Phe

Cys

Ser

135

Arg

Gln

Asp

Val

Gly
280

Lys

Arg

Ser

265

Gly

coli

Ser

Gln

Arg
40

Tyr

Gln
25

Val

coli

Arg

Val

Ile

40

Gly

Arg

Ala

Ser

Pro

120

Asp

Leu

Ser

Ala

25

Vval

Gly

Ala

Gln

Val

105

Tle

Gly

Val

Gly Ile Leu
235

Ala 1Lys Asn
250

Asp Arg Ser

Lys Gln Asp

Ile Ser Ser
10

Val Met Glu

Arg Val Ser

His Ser Phe

10

Asn Gly Arg

Tyr Asp Ser

Ser
60

Leu Leu

Leu Gly Glu

Ser Gln Glu

30
Glu

Cys Pro

Thr Leu Glu

Val
140

Ser Asp

Glu
155

Gly Gly

Phe

Glu

Trp

Leu
285

Thr

Gly

Tyr
45

Asn

Gly

Thr

45

Glu

Arg

Ser

Arg

Gln

125

Cys

Leu

val

Phe

Ser

270

Ile

Ser
Gln
30

Leu

Leu

Asp

30

Asn

Leu

Met

Ile

Leu

110

Pro

Thr

Pro

Asp
Asn
255

Glu

Ser

Phe
15
Ile

Phe

Gly

15

Ile

Gly

Leu

Leu

Gln

95

Gln

Glu

Leu

His

Thx
240
Pro

Ser

val

Ala

Gly

Gln

Val

Thr

Arg

Leu

Ser

80

Asn

Cys

Lys

Phe

Pro
160

L
e

==
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00Cii3

Leu Thr Arg Glu Pro Ile Thr Ala Ser Ile Ile Val Lys His Glu Glu

165 170 175
Cys Ile Tyr Asp Asp Thr Arg Gly Asn Phe Ile Ile Lys Gly Asn
180 185 190
<210> 178
<211> 209
<212> PRT

<213> Enterchemcrrhagic E. coli
<220>

<221> MISC FEATURE

<222> (147)..(147)

<223> Xaa = any amino acid

<400> 78

Met Pro Val Thr Thr Leu Ser Ile Pro Ser Ile Ser Gln Leu Ser Pro
1 5 10 15

Ala Arg Val Gln Ser Leu Gln Asp Ala Ala Arg Leu Glu Ser Gly Ile
20 25 30

Arg Ile Ser Ile Gly Ser Gly Gln Tyr Ser Val His Tyr Val Gln Leu
35 40 45

Leu Asp Gly Phe Ser Val Glu Pro Val Arg Gly Gly Leu Leu Asp Arg
50 55 60

Leu Leu Gly Arg Glu His Arg Met Asp Arg Arg Ala Val Ala Leu Glu
65 70 75 80

Arg Gln Leu Asn Gly Gly Val Asp Phe Leu Ser Ser Val Asn Asn Tyr
85 S0 95

Phe GLn Ser Val Met Ala Glu His Arg Glu Asn Lys Thr Gly Asn Lys
1060 105 110

Ile Leu Met Glu Lys Ile Asn Ser Cys Val Phe Gly Thr Asp Ser Asn
115 120 125

His Phe Ser Cys Pro Glu Ser Phe Leu Thr Cys Pro Ile Thr Leu Asp
130 135 140

Thr Pro Xaa Thr Gly Val Phe Met Arg Asn Ser Arg Gly Ala Glu Ile
145 150 155 160

Cys Ser Leu Tyr Asp Lys Asp Ala Leu Val Gln Leu Val Glu Thr Gly
165 170 175

Gly Thr His Pro Leu Ser Arg Glu Pro Ile Thr Glu Ser Met Ile-Met
180 185 190

Arg Lys Asp Glu Cys His Phe Asp Ala Lys Arg Glu Ala Phe Cys Cys

195 200 205
Lys
<210> 79
<211> 213
<212> PRT

<213> Enterchemorrhagic E. coli
<400> 79

Met Pro Val Asp Leu Thr Pro Tyr Ile Leu Pro Gly Val Ser Phe Leu
1 5 10 15



Ser

Arg

Pro

Leu

65

Glu

Leu

Gln

Glu

Thr

145

Ser

Lys

Met

Fhe

Asp

Gly

Met

50

ser

Arg

Arg

Leu

His

130

Leu

Asn

Thr

Ile

Val

1210

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

<400>
Met Pro Val Asp Leu

1

Ser

Arg

Pro

Leu

65

Glu

Leu

Gln

Asp

Gly

Met

50

Ser

Arg

Arg

Leu

Ile

Glu

35

Gln

Asn

Thr

Glu

Glu

115

Ala

Cys

Val

Arg

Vval

185

Leu

80
213
PRT

Pro
20

Ala
Val
Asp
Leu
Ile
100
Glu
Gln
Glu
Cys
Ala
180

Gly

Lys

Gln

Gln

Asn

Asn

Asn

85

Glu

Leu

Leu

Pro

Met

165

Ala

Arg

Asn

Glu

Val

Gly

Ile

70

His

Met

Leu

Glin

Glu

150

Leu

His

Asp

Thr

Arg

Tyx

55

Gln

Gly

Leu

Asp

Val

135

Asp

Tyr

Pro

Asn

Enterohemorrhagic E.

80

Ile

Glu

35

Gln

Asn

Thr

Glu

Glu
115

Pro

20

Ala

Val

Asp

Leu

Ile

io00

Glu

5

Gln

Gln

Asn

Asn

Asn

8BS

Glu

Leu

Thr

Glu

Ile

Gly

Ile

70

His

Met

Leu

Pro

Thr

Arg

Tyr

55

Gln

Gly

Leu

Asp

Leu Ser
25

Leu Gly
40

Phe Met
Ile Gly
Ser Leu

Glu Asn
105

Lys Ile
120

Pro Glu
Gly val
Asp Lys

Leu Ser
185

Cys Ala
200

coli
Tyr Ile

Leu Ser
25

Leu Gly
40

FPhe Met
Ile Gly
Ser Leu
Glu Asn

105

Lys Ile
120

Glu

Glu

Gly

Leu

Thr

90

Met

Glu

Ser

Phe

Met

170

Arg

Phe

Leu

10

Glu

Glu

Gly

Leu

Thr

=10

Met

Glu

Ile
Ley
Ser
Gln
75

Ser

Glu

Val

Leu

Met

155

Ser

Glu

Asp

Pro

Ile

Leu

Ser

Gln

15

Ser

Asp

Val

Arg

Met

Leu

60

Tyr

Arg

Leu

Cys

Arg

140

Arg

Leu

Ser

Ser

Gly

Arg

Met

Leu

60

Tyr

Arg

Leu

Cys

Asn

Val

45

Asn

Ile

Glu

Leu

Ala

125

Thr

Asn

Ile

Tle

Asp
205

Val

Asn

Val

45

Asn

Ile

Glu

Leu

Ala
125

Gln

30

Ser

Gln

Glu

Val

Ser

110

Phe

Cys

Ser

Tyr

Ala

130

Arg

Ser

Gln

30

Ser

Gln

Glu

Val

Ser

110

Phe

Thr
Ile
Asp
His
Thr
95

Asn
Asn
Pro
Met
Leu
175

Val

Gly

Phe
15

Thr
Ile
Asp
His
Thr
a5

Asn

Asn

Ile

Arg

Gly

Ile

80

Val

TYr

Val

Val

Asn

160

Val

Ser

Asn

Leu

Ile

Arg

Gly

Ile

80

Val

Tyr

Val

o
.

-



Glu

Thr

145

Ser

Lys

Met

Phe

His

130

Leu

Asn

Thr

Ile

Val
210

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

<400>

Ala

Cys

Val

Arg

Val
195

Leu
gl

209
PRT

Gln

Glu

Leu

Pro

Cys Met

165

Ala Ala

180

Gly Arg

Lys Asn

Gin

Glu

150

Leu

His

Asp

Val

135

Asp

Tyx

Pro

Asn

Enterohemorrhagic E.

81

Met Pro Val

1

Ala

Axg

Leu

Leu

65

Arg

Phe

Ile

His

Thr

145

Cys

Gly

Arg

Lys

Gly
Ile
Asp
50

Leu
Gln
Gln
Leu
FPhe
130
Pro
Ser

Ala

Lys

<210>
<211>
<212>

Val

Ser

35

Gly

Gly

Leu

Ser

Met

115

Ser

Glu

Leu

His

Asp

195

82
191
PRT

Thr

Gln

20

Ile

Phe

Arg

Asn

Val

100

Glu

Cys

Thr

Tyr

Pro

180

Glu

Thr

Ser

Gly

Ser

Glu

Gly

85

Met

Lys

Pro

Gly

Asp

165

Leu

Cys

Leu

Leu

Ser

Val

His

70

Gly

Ala

Tle

Glu

Val

150

Lys

Ser

His

Ser

Gln

Gly

Glu

55

Arg

Val

Glu

Asn

Ser

135

Phe

Asp

Arg

Phe

Pro Glu

Gly val

Asp Lys

Leu Ser
185

Cys Ala
200

coli

Ile Pro
Asp Ala
25

Gln Tyr
40

Pro Val

Met Glu

Asp Phe

His Arg
105

Ser Cys
120

FPhe Leu

Met Arg

Ala Leu

Glu Pro

185

Asp Thr
200

Ser

Phe

Met

170

Arg

Phe

Ser

i0

Ala

Ser

Arg

Arg

Leu

90

Glu

Leu

Thr

Asn

Val

170

ITle

Lys

Leu
Met
155
Ala

Glu

Asp

Ile

Arg

Val

Gly

Arg

Ser

Asn

Phe

Cys

Ser

155

Gln

Thr

Arg
140
Arg
Leu

Ser

Pro

Ser

Leu

His

Gly

60

Ala

Ser

Lys

Arg

Pro

140

Arg

Leu

Glu

Glu

Thr

Asn

Ile

Ile

Asp
205

Gln

Glu

Tyr

45

Leu

Val

Val

Thr

Pro

125

Ile

Gly

Val

Ser

Ala
205

Cys

Ser

His

Ala

190

Arg

Leu

Ser

30

Val

Leu

Ala

Asn

Ser

110

Asp

Thr

Ala

Glu

Met

150

Phe

Pro
Met
Leu
175

Val

Gly

Ser
15

Gly
Gln
Asp
Leu
Asn
95

Asn
Ser
Leu
Glu
Thr
175

Ile

Cys

Val

Asn

160

Val

Ser

Asn

Pro

Ile
Leu
Arg
Glu
80

Tyr
Lys
Asn
Asp
Ile
160
Gly
Met

cys

00017



000196

<213> Enterohemorrhagic E. coli

<400> 82

Met Pro Leu Thr Ser Asp Ile Arg Ser His Ser Phe Asn Leu Gly Val
1 5 10 15

Glu Val Val Arg Ala Arg Ile Val Ala Asn Gly Arg Gly Asp Ile Thr
20 : 25 30

val Gly Gly Glu Thr Val Ser Ile Val Tyr Asp Ser Thr Asn Gly Arg
35 40 45

Phe Ser Ser Ser Gly Gly Asn Gly Gly Leu Leu Ser Glu Leu Leu Leu
50 55 &0

Leu Gly Phe Asn Ser Gly Pro Arg Ala Leu Gly Glu Arg Met Leu Ser
65 70 75 80

Met Leu Ser Asp Ser Gly Glu Ala Gln Ser Gln Glu Ser Ile Gln Asn
85 90 95

Lys Ile Ser Gln Cys Lys Phe Ser Val Cys Pro Glu Arg Leu Gln Cys
100 105 110

Pro Leu Glu Ala Ile Gln Cys Pro Ile Thr Leu Glu Gln Pro Glu Lys
115 120 125

Gly Ile Phe Val Lys Asn Ser Asp Gly Ser Asp Val Cys Thr Leu Phe
130 ) 135 140

Asp Ala Ala Ala Phe Ser Arg Leu Val Gly Glu Gly Leu Pro His Pro

145 150 155 160
Leu Thr Arg Glu Pro Ile Thr Ala Ser Ile Ile Val Lys His Glu Glu
165 170 ' - 175
Cys Ile Tyr Asp Asp Thr Arg Gly Asn Phe Val Ile Lys Gly Asn
180 185 190
<210> 83
<211> 169
<212> PRT

<213> Enterchemorrhagic E. coli

<400> 83

Met Asp Ala Phe Ile Val Asp Pro Val Gln Gly Glu Leu Tyr Ser Gly

Leu Ser His Thr Glu Leu Ala Asp Ile Ile Arg Leu Ala Asp Ser Val
20 25 30

Glu Asn Gln Leu Asn Gly Gly Asn Ser Phe Leu Asp Val Phe Ser Thr
35 40 45

Tyr Met Gly Gln Val Ile Ser Glu Phe Met His Ser Asn Asp Asn Arg
50 55 60

Ile Glu Leu Leu Gln Arg Arg Leu His Ser Cys Ser Phe Leu Val Asn
65 70 75 80

Ile Glu Glu Met Ser Tyr Ile Asp Glu Ala Leu Gln Cys Pro Ile Thr
85 90 85

Leu Ala Ile Pro Gln Arg Gly Val Phe Leu Arg Asn Ala Glu Gly Ser
100 105 110

Arg Val Cys Ser Leu Tyr Asp Glu Met Ala Leu Ser Arg Ile Ile Asn
115 120 125



Asp Gly Met His His Pro Leu

130

135

Leu Val Ala Arg Glu Gln Cys

145

150

Thr Val Arg Ser Asp Cys Tyr

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

<400>

B4
76
PRT

165

Enterchemorrhagic E.

84

Met Ala Asp Arg Lys Gln

1

Gln Thr

Ile Met

Ile Tyr
50

Phe Gln
65

Glu

His

35

Ser

Gln

5

Ile Asn Arg
20

Ile Asn Met

Ala Ser Val

Leu Ile Gln
70

His

Arg

Leu

Phe

55

Gln

Ser Arg Glu Pro Ile Thr Leu Ser Met

140

Glu Phe Asp Cys Ser 1le Gly His Fhe

Ser Val

coli

Arg Ala

Leu Ser
25

His Glu
40

Ser Tyr

Gln Asn

155

Ile Ala

10

Arg Ala

Arg Ser

Leu Ala

Lys Leu
75

Glu Arg Arg His
15

Ser Arg Val Ala
30

His Ala Leu Ser
45

Asp Asp Leu His
60

His

160

Ile

Gln

Asn

Glu

00



000178

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO ‘

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comerci) TARJETA ARCHIVO TEMATICO ;
SUPERINTENDENCIA  PATENTEDEINVENCION _ PCT _X  MODELO DE UTILIDAD __ DISENO INDUSTRIAL ___
(21) N° de soficitud: (22) Fecha de solicitud:

(61) Clastficacidn internacional :

(71)Salicitante (s): The University of British Columbia y Universidad Nacioral Autonoma de México

(72) Inventor {es): Ver Anexo Inventores

{74) Apoderado. Monica Woll Wasserman

{30) Priotidad: Si (31) 60/515,703 32) 31.102003 (33) US

{85) Fecha limite inicio fase nacional: (87} Publicacion internacional:

(86) Datos refativos a la presentacion de fa PCT Fecha 12.05.2005
Fecha de presentacién de la solicitud: 29.10.2004 No. Publicacion; WO/2005/042746
No. de solicitud: PCT/CA2004/001891

{54) Titule: FACTORES DE VIRULENCIA BACTERIANA Y SUS USOS

{57} Resurnen:

La invencion se relaciona, en parte a proleinas de secrecion de agentes patogenos bacterianos y a métodos para su ufifizacién. Més
especificamente, la invencion provee en parte varias proteinas de secrecion comunes para agentes patdgenos de adherencia y destruccion
{agentes patogenos "A/E"). En algunas realizaciones de la invencitn, esto polipéptidos y las moléculas de acido nucleido que codifican para estas
polipéptidos, o porciones de as mismas, son Utiles como vacunas, como diagnésticos o como herramientas de seleccion de farmacos para
infecciones patoldgicas A/E o como reactivos.




000179

. ] EXTRACTO PARA PUBLICACION
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Patente de Invencion I:l Patente modeto de utilidad D PCT
{21} No. De solicitud: {51} int. Cl.
(22} Fecha de solicitud: {71) Soliciiante: (s} The University of British Columbia y
Universidad Nacional Auténoma de México
(30) Prionidad: Si (72) Interventor {es). Ver Anexo Inventores

{31) No. Prioridad: 60/515,703

{32) Fecha: 31.10.2003

(33) Pais: US (74) Apoderado (s); Manica Wolf Wasserman

{54) Titufo FACTORES DE VIRULENCIA BACTERIANA Y 5US USOS

Las casillas identificadas con 85, 86 y 87 sdlo aplican para PCT

{85) Fecha limite inicio Fase Nacional: 2 de enero de 2011
{86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud (87) Publicacion intemacional
PCT Fecha de presentacion de |a solicitud: Fecha 27.10.04{ Fecha: 1&.08 . K05 Fecha (dd/mm/aa)
No. de solicitud PCT: pCT/CA2004/001891 No. Publicacion: wWo/2005/042746
Resumen

La invencidn se relaciona, en parte a proteinas de secrecién de agentes patégenos bacterianos y a métodos
para su utilizacidn. Mas especificamente, la invencién provee en parte varias proteinas de secrecion
comunes para agentes patdgenos de adherencia y destruccion {agentes patdgenos “A/E”). En algunas
realizaciones de la invencidn, esto polipéptidos y las moléculas de 4cido nucleido que codifican para estos
polipéptidos, o porciones de las mismas, son (tiles como vacunas, como diagndsticos o como herramientas
de seleccidn de farmacos para infecciones patoldgicas A/E o como reactivos.

Pi02-F09 (2009-11-18)



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

PATENTE PCT

C
C..

.

1
X I MODELO DE UTILIDAD :' DISENO INDUSTRIAL +

SOLICTANTESS, RAZON SOCIAL O APELLIDOS Y NOMBRES 1) The University of British Columbia

~2) Universidad Nacignal Auténama de México

DOMICILIO 1) #103-6190 Agronomy Road, Vancouver, British Columbia VBT 123 (CA)

2) 9° Piso de la Torre De Rectoria, Ciudad Universitaria, Detegacién Coyoacan, C.P. 04510, México, D.F. México (MX)
APODERADO Ménica Wolf Wasserman
TITULO {FACTORES DE VIRULENCIA BACTERIANA Y SUS USOS

CLASIFICACION

EXPEDIENTE Ne. FECHA DE SOLICITUD ROLLO MICROFILM
CERTIFICADO No. FECHA DE CONCESION VIGENCIA DESDE HASTA
PRORROGA
TRASPASO A
INVENTOR (ES} [Ver Anexo Inventores
OTROS




ANEXO - SOLICITANTES

co01s1
:
TS Nombre: ) e University of British Columbia GERTIFICACION
SOLICITANTE 2) Universidad Nacional ce. [ ] NT [
(71) Auténoma de México
Direcclén: 1) #103-5180 Agronomy Road,
Vancouver, British Columbia V8T 1Z3 (CA)
2) 9° Piso de la Torre De Ractoria,
Cludad Universitaria, Delegacion Coyoacén cee [] omo [_]
C.P. 04510, México, D.F
Teléfono: 6235828 Fax:8170614
Teléfono: Nuimero
ANEXO - INVENTORES
FINLAY, Brett;
@ Nombre:
” Direccidn:
Nacionaiidad o Domicilio CA
Nombre: GRUENHEID, Samantha.
‘ Direccitn:
INVENTOR (ES)
{72) Nacionalldad o Domicilio CA
Nombre:  DENG, Wanyin
Direccidn:
Nacionalldad o Dami¢ilio CA
Nombre: VALLANCE, Bruce
Direccion:
[Nacionalidad ¢ Domicilio CA
Nombra:  PUENTE, Jose, L
Direccién:
iNacionaiidad o Demicitio MX
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

o182

-
4l
s RECIBO DE CAJA No. 11 - 00641059
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogotad D.C., Junio 23 de 2011 - 15:21:4%

RECIBIDO DE : WOLF MENDEZ ABOGADOS ASOCIADOS LTDA
*** Soporte del Pago ***

NI 830.029.907

TIPC PAGO B

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 418386835 23106/2011 4.867.000.00

** Conceptos Pagados ™

CANT. RENTISTICO CONCEPTQO VeEUNDITARIO Ve CONCEPRTO

1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 571.000.00 571.000.00

INVENCION $571.000.00

SON: **QUINIENTOS SETENTA Y UN MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable: Q&

A\

QLTI
No. 06-05 07.0000

2194. -000

Fecha: 2011-08-23 16:53:.30 Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 523 RESPUESTA Folios: 188

Seds Centro: Carrera 13 No, 27 - 00 Pieos 3,4,5 y 10 Bogoth, D.C .- Colombia

Wab: www.sic.gov.eo e-mai: info@slc.gov.ca Conmuladar: {571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linena: 018000310165 Call Conter: {571) 6513240
, Junto 23 de 2011 - 15:21:42
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

.-

P

N RECIBO DE CAJA No. 11 - 0061060
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bagota D.C., Junio 23 de 2011 - 15:24:41

RECIBIDO DE : WOLF MENDEZ ABOGADOQS ASQCIADOS LTDA
*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA No. PAGO _FECHA PAGQO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 418386835 23/06/2011 4.867.000.00

NI 830.029.907

*** Conceptos Pagados ™

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO. Ve CONCEPTO
1 50005-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD 99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 1.674.000.00 1.674.000.00

$1.674.000.00

SON: **UN MILL&OACUTE;N SEISCIENTOS SETENTA Y CUATRO MIL PESOS MONEDA CORRIENTE"™*

¥ Responsable:

\
Recibo de Caja Aplicado al Expediente No. SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

No. 06-052184- -00007-000

Fecha: 2011-06-23 16:53:30  Dep. 2020 DIR NUEVASCR
Tra. 11 PATENTELYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 523 RESPUESTA Folios: 188

Sada Centro; Carrera 13 Na. 2T - 00 Plsos 3,4,5 y 10 Bogota, 0.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co  o-mai: Info@sle.gov.co Conmutader: (571) SETON00 Fax: ($71) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240
. dunio 23 de 2071 - 15:21:42




Industria y Comercio i

SUPERINTENDENCIA

Delegatura de Propiedad Industrial
Division de Nuevas Creaciones

SOLICITUD

PATENTE DE INVENCION

21. EXPEDIENTE No.

" 54, TITULO Fxhes d Videria Badeiono g s Usas( Diucional)

51. CLASIFICACION INTERNACIONAL

71. SOLICITANTE

b IExes

DOMICILIO iancauer - Conats [ Hexica OF - Nexico

74. APODERADO Fldnicer Waly Wasseman

22. BOGOTA, D.C., 3 &, junicr o Zoll

(FORMA P-10)




