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ANEXOS

Anexo Solicitante

Nombre: The University of British Columbia (CA/CA/)
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#603, 1305 West 12th Avenue, Vancouver, British Columbia
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British Columbia, Canad4.

PUENTE, José, L. (MX/MX).
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CAMPO DE LA INVENCION

La invencibn se relaciona a agentes patdgenos bacteriancs. Mas
especificamente, la invenciébn se relaciona, en parte, a proteinas de secrecion de
agentes patégenos bacterianos y a métodos para su uso.

INVENCION

Escherichia coli es un organismo extremadamente versdtil. Ademés de ser un
miembro de la fiora intestinal normal, cierias cepas de E. coli también provocan
infecciones de ia vesicula, meningitis y diaimea. Las E. coli diameagénicas incluyen al
menos cinco tipos de E. coli, ias cuales causan varios sintomas que van desde la
diarrea de tipo colérica hasta la coliis extrema. Cada uno de los tipos de E. coli
diarreagénica posee un conjunto particular de factores de vindencia que incluyen
adhesinas, invasinas y/o toxinas, las cuales son responsables de provocar un tipo
especifico de diamrea.

La E. coli enteropatogénica (EPEC) es causa pradominante de diarrea infantil en
tod e mundo. El mal de EPEC se caracteriza por una diamea acu&a de severidad
variable, con wimitos y fiebre a menudo acompafiando la pérdida de fluido. Ademés de
brotes aislados en salas de cuidados diumos y en guarderias infantiles de paises
desaroliados, la EPEC plantea una imporiante amenaza endémica para la salud de
nifios pequefios (menores de 8 meses) en paises en desamolio. En todo el mundo, la
EPEC es la principal causa de diarrea mediada por bacterias en nifios pequefios, y se
ha estimado que la EPEC mata a varios cientoe de miles de nifios por afo.

La E. coli enterchemorrégica (EHEC), también llamada E. col productora de
toxina Shiga (STEC), o E. coli productora de toxina Vero (VTEC), provoca una diarrea
més severa que la EPEC (colitis entérica) y en aproxdimadamente 10% de los casos esta
enfermedad progresa hacia una enfermedad renal a menudo fatal, el sindrome urémico
hemolitico (HUS). La EHEC O157:H7 es el serotipo més comin en Canadé y en los
Estados Unidos, y esth asociada al envenenamiento de los alimentos y el agua (3).
Otros serotipos de la EHEC también provocan significativos problemas en Asia, Europa,



América del Sur y, en menor grado, en América del Norte. La EHEC coloniza el ganado
y causa lesiones AJE, 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 olras diarreas causadas por E. coli, tal como
la E. coli enterotoxigénica, la diarmea 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 lesion histolégica
caracteristica conocida como lesién de adherencia y destruccién (A/E) (8). Las lesiones
AJE se destacan por la disolucién de la superficie del "ribete en cepillo” intestinal y la
pérdida (desfruccién) de microvellosidades epiteliales en los sitios de adherencia de las
bacterias. Una vez adheridas, las baclerias residen sobre proyecciones en forma de
copa o pedestales. Por debajo de este pedestal, en ia célula epitelial hay varios
componentes citoesqueléticos, tales como actina y proteinas citoesqueléticas asociadas
a la actina. La formacién de lesiones A/E y de pedestales ricos en actina por debajo de
las bacterias adheridas son el sallo distintivo de los agentes patégenos A/E (1, 2). Esta
patologia puede ser recapitulada en células cultivadas in vitro, y la formacién de
pedestales puede observarse mediant2 una técnica de tincion fluorescente de la actina
(2, 11). La formacién de la lesién A/E puede ser responsable de la destruccion del ribete
en cepillo y de las microvellosidades, de la secrecion de fluido y de la diarrea.

EPEC y EHEC pertonecen a una familia de agentes patégenos A/E que incluye
varios agentes patdgenos del tipo EPEC de animales, que provocan la enfermedad en
conejos (REPEC), cerdos (PEPEC) y ratones (Citrobacter rodentium). Estos agentes
patégenos 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 estéin
agrupados en una Gnica isla cromosdmica de patogenicidad conocida como locus de
destruccion de enterocitos (LEE), el cual incluye elementos reguledores, un sistema de
secrecion del tipo lll (TTSS), proteinas efectoras secretadas, y acompafiantes afines.(4-
8).



El LEE contiene 41 genes, lo cual lo hace uno de los PAis més complejos. La
funcién principal del TTSS del LEE es liberar efeciores dentro de la céiula hospedadora,
donde subvierten las funciones de la célula hospedadora @ interceden en ia enfermedad
(9, 10, 34). Se han identificado cinco efectores codificados por el LEE (Tir, EspG, EspF,
Map y EspH) (35, 40). El Tir (receptor de la intimina translocada) es transiocado dentro
de las células hospedadoras, donde se adhiere a proteinas citoesqueléticas y de
sefializaciéon, y da inicio a la polimerizacion de la actina en el sitio de adhesién
bacteriana (31, 44), dando como resultado la formacion de estucturas de aclina del
pedestal por debajo de las bacterias adheridas, las cuales interactian directamente con
el circuito extracelular del Tir a través de la proteina infimina de la membrana bacteriana
externa. El CesT juega un rol de acompafiante para la estabilidad y secrecion del Tir
(18, 18).

Se han caracterizado otros cuafro efectores translocados por el TTSS y
codificados por el LEE en agenies patdgenos A/E: el EspH promueve el alargamiento
de los pedestaléa de actina (40); el EspF juega un rol en el desarmado de los ajustados
empaimes entre las células del epitelio intestinal (38); el EspG estd relacionado al
efector VirA de unidbn a microtibulos Shigella (36, 55); y el Map se localiza en
mitocondrias (37) pero también tiene un rol en la dindmica de ia actina (48). El Ler
(regulador codificado por el LEE) es el (nico regulador codificado por el LEE que ha
sido identificado.

RESUMEN DE LA INVENCION

Esta invencién se basa, parciaimente, en la identificacion de diversas nuevas
proteinas de secrecién comunes en agentes patdégencs A/E.

La invencién provee, en un aspecto, composiciones que incluyen un polipéptido o
un fragmento o variante del mismo, o un sobrenadante de cultivo celular que incluye tal
polipéptido, donde el polipéptido sustanciaimente puro incluye una secuencia de
aminoécidos sustancialmente idéntica a la secuencia de cualquiera o cualesquiera de
las SEQ ID Nos: 22-43, 59 6 73-84, 0 a fragmentos o variantes de las mismas. La
invencién 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: 2243, o a fragmentos de las mismas. Las composiciones pueden ademas incluir
un portador fisiolégicamente aceptable, o pueden ademas incluir un adyuvante. Las
compoasiciones 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 sustanciaimente puras.

La invencibn también provee, en aspectos altemnativos, una bacteria o una
preparacién de la misma, donde la bacteria incluye una mutacién en un gen tal como
nleA, nieB, nieC, nieD, nieE, nieF, nleG, nieH, o un homélogo de los mismos, o incluye
una muiacibn en el genoma bacteriano en una secuencia nucleotidica que es
sustanciaimente idéntica a las SEQ ID Nos: 1-21 6 60-72. En algunas realizaciones, la
bacteria puede ser un agente patégeno A/E, tal como la E. coli enterohemorrigica
(EHEC; e.g., EHEC 0O157:H7 6 EHEC O157:NM), la E. coli enteropatogénica (EPEC;
e.9..EPEC 0O127:HB), o Citrobater rodentium. En algunas realizaciones, la mutacién
puede atenuar la virulencia, 0 puede estar presente en una secuencia nucieotidica en el
genoma del agente patdgeno A/E 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 composicién, en combinacién con un adyuvante.
En algunas realizaciones, la bacteria puede estar viva. En algunas realizaciones, la
bacteria puede estar muerta. El modo de administracién puede ser oral o parenteral.

La invencién también provee, en aspectos altemnativos, un método para detectar
la presencia de un agente patégeno A/E en una muestra, mediante la provisién de una
muestra; y para detectar la presencia de una secuencia nucleotidica sustancialmente
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 secuendia nuclectidica codificadora de una
secuencia polipeptidica sustanciaimente 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
aminodcidos sustanciaimente idéntica a una secuencia seleccionada a partir de las
SEQ ID NOs: 22-43, 59 6 73-84, 6 un fragmento o variante de las mismas, donde la
presencia de la secuencia nucleotidica o la secuencia de aminodcidos indica la



presencia de un agente patégeno A/E en una muesira (e.g., huevo, heces, sangre o
intestino). La deteccién puede incluir contactar la secuencia nucelotidica con una sonda
o primer sustanciaimente idéntico a una secuencia seleccionada a partir del grupo
compuesto por ias SEQ ID NOs: 1-21 6 60-72, o una secuencia nuclectidica que
codifique para una secuencia polipeptidica sustanciaimente idénticea a la secuencia
seleccionada a partir del grupo compuesto por las SEQ ID NOs: 2243, 58 6 7384, 0
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 del
grupo compuesto por las SEQ ID NOs: 22-43, 59 6 73-84, 6 un fragmento o variante de

La invencién también provee, en aspectos alternativos, métodos para producir
una respuesta inmune conira un agente patégeno A/E o0 un componente del mismo, ©
para reducir la colonizacién o la difusién de un agente patbgeno A/E en un animal (e.g.,
un humano, un rumiants, tal como ovejas —sujeto ovino-, cabras, vacas -sujeto bovino-,
etc.; o cualquier otro animal, e.g., cerdos, conejos, aves de corral -e.g., patos, pollos,
pavos-, etc.), mediante la identificacion de un animal infectado con -0 en riesgo de ser
infectado por- un agente patdgeno A/E; y para administrar al animal una cantidad
efectiva de una composicion gue comprenda un polipéptido que incluya una secuencia
de aminoécidos sustanciaimente idéntica a la secuencia de cualquiera o cualesquiera
de las SEQ ID NOs: 2243, 58 & 73-8443; una secuencia nucieotidica que codifigue
para una secuencia polipeptidica sustanciaimente idéntica a una secuencia
seleccionada a parlir de las SEQ ID NOs: 2243, 59 6 73-84; una molécula de &cido
nucleico que incluya una secuencia nucleotidica sustanciaimente idéntica a la
secuencia de cualquiera o cualesquiers de las SEQ ID NOs: 1-21 6 60-72; o un
sobrenadante de cuitivo celular que incluya tales polipéptidos, por ende produciendo
una respuesta inmune, o reduciendo la colonizacién o la difusién del agente patbgeno

A/E en el animal.

La invencién también proves, en aspecios alternativos, un método para atenuar
la virulencia de un agente patgeno A/E mediante la provisién de un agente patégeno
AJE; y para mutar un gen tal como nieA, nieB, nieC, nieD, nieE, nieF, nieG o nleH, o un
homdlogo de los mismos en el agente patégeno A/E, 0 mutar una o mas secuencias



nuclectidicas en el genoma del agente patégeno A/E, donde la secuencia nucleotidica
es seleccionada a partir de las SEQ ID NOs: 1-21 6 60-72, de tal modo atenuando la

virulencia.

La invencién también provee, en aspecios alternativos, un método de seleccion
para un compuestio que ateniia la virulencia de un agente patégeno A/E mediante la
provisién de un sistema (e.g., una célula, tal como una célula de EHEC, EPEC o C.
rodentium, un modelo animal, o un sistema in vifro) que incluye: un polipéptido que
comprende una secuencia de aminodcidos sustanciaimente idéntica a la secuencia de
cualquiera o cualesquiera de las éEQ ID NOs: 22-43, 59 6 73-84, o un fragmento o
varianie de las mismas; una secuencia nucleotidica que codifica para una secuencia
polipeptidica susiancialmente idéntica @ una secuencia seleccionada a partir de las
SEQ ID NOs: 2243, 59 6 73-84, o un fragmento o variante de las mismas; o una
molécula de Acido nucleico que incluye una secuencia nucleotidica sustanciaimente
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; la provisién de un compuesto de prueba; y la
determinacién de si el compuesto de prueba modula la expresion, secrecién o actividad
bioldgica del polipéptido o de la molécula de édcido nucleico, donde un cambio, e.g., la
disminucién de la expresion, secrecibn o aclividad biolégica del polipéptido o la
molécula de écido nucleico, indica un compuesto que atentia la virulencia de un agente
patégeno AJE.

La invencién también provee, en aspectos alternativos, un método para la
produccién de un factor de virulencia de un agente patégeno A/E mediante la provisitn
de una céiula recombinante que inciuye una secuencia de amino&cidos sustanciaimente
idéntica a la secuencia de cualquiera de las SEQ ID NOs: 2243, 59 6 73-84, o un
fragmento o variante de las mismas; una secuencia nucleotidica que codifica para una
secuencia polipeptidica sustanciaiments idéntica a una secuencia seleccionada a partir
del grupo compuesto por las SEQ ID NOs: 22-43, 59 6 73-84, o un fragmento o variante
de las mismas; o una molécula de écido nucleico que incluye una secuencia
nucleotidica sustanciaimente 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 del polipéptido, y

//



opcionalmente, aislar el polipéptido. En algunas realizaciones, e! polipéptido puede ser
secretado a partir de la célula.

La invencion también provee, en aspectos aliernativos, un método para tratar o
prevenir la infeccion por un agente patégeno 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 cantided efectiva de un compuesto que atente la
virulencia de un agente patégeno A/E, donde el compuesto inhibe la expresion o
secrecién de un polipéptido que incluya una secuencia de aminoécidos sustanciaimente
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 molécula de acido nucieico antisentido que es complementaria de una secuencia
nucleotidica sustanciaimente idéntica a la secuencia de cualquiera de las SEQ ID NOs:
1- 21 6 60-72, o un fragmento o variante de las mismas, 0 puede ser un ARNsi.

La invencibn también provee, en aspectos alternativos, un polipéptido
recombinante que incluye una secuencia de aminoacidos sustanciaimente idéntica a la
secuencia de las SEQ ID NOs: 22-43, 59 6 73-84, o una molécula aislada de acido
nucleico que incluye una secuencia nuclectidica sustanciaimente idéntica a la
secuencia de las SEQ ID NOs: 1-21 6 80-72; 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 enterohemorrégica —EHEC-, la E. coli enteropatogénica —EPEC- o Cilrobacfer
rodentium, incluidos tales vectores). El vector puede ser capaz o incapaz de integrarse
dentro del genoma de un agente patégeno AJE.

En aspectos alternativos, la invencién también provee usos de las
composiciones, bacterias, polipéptidos o las moléculas de acido nucleico de acuerdo a
la invencién, para la preparacion de un medicamento para la produccién de una
respuesta inmune contra un agente patdgeno A/E o componentes del mismo, o para la
reduccién de la propagacion o colonizacién de un agente patogeno A/E en un animal.

En aspectos allemativos, la invencién también provee kifs que incluyen un
reactivo para la deteccién de un agente patdgeno en una muestra, y un prospecto con
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instrucciones para la deteccion del agente patégeno A/E en la muestra. El reactivo
puede incluir una sonda o una sonda iniciadora o un primer sustanciaimente idéntico a:
una secuencia nuclectidica seleccionada a partir del grupo que comprende una 0 més
de las SEQ ID NOs: 1-21 6 60-72, o un fragmento o variante de las mismas, o una
secuencia nucleotidica codificadora de un polipéptido sustancialmente idéntico a una o
més de las SEQ ID NOs: 2243, 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 més de las SEQ ID NOs: 2243, 59, 73-84, 6 un fragmento

o variante de las mismas.

Un “agente patSgeno A/E" es un agente patdgeno, 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., 0
una especie de ave, e.g., polios, patos, pavos, etc., y causar una lesion histolégica
caracteristica llamada lesién de adherencia y destruccion (A/E) (8). En general, una
infeccion patogénica A/JE puede dar como resultado diamea, colitis entérica, una
enfermedad renal (tal como el sindrome urémico hemolitico). Sin embargo, una
infeccién con un agente patdgeno A/E no necesariaments se manifiesta como sintomas
de enfermedad; un mamifero hospedador infectado con un agente patdgeno A/E puede
ser un portador del agente patdgeno y permanecer sano Y libre de enfermedad. De esta
manera, los mamiferos infectados con -0 en riesgo de infeccion por- un agente
patégeno A/E incluyen animales, e.g., animales de granja, tales como aves de comal,
e.g., pollos, pavos, paios, 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 susceptiblea a enfermedades entéricas severas
como resultado de una infeccién patogénica A/E.

Agentes patdgenos 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
Eﬂﬁg 0157 (e.9., EHEC O157:H7, cuya secuencia gendémica se describe en ios
- Acgesos No. AE005584, AE005585, AP002568, AE 005174, NC_002695 ¢
"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, 01486, 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 015:H-); cerdos; ovejas; perros; y otros mamiferos. Muchas cepas de agentes
patbgenos A/E estén disponibles comerciaimente, por ejemplo, a través de la American
Type Culture Collection (ATCC), Manassus, VA, EEUU. Los agentes patigenos A/E
también pueden ser aisiados a pariir de individuos infectados, por ejemplo, mediante
cultivo 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 “polipépiido” es cualquier cadena de dos o mds
aminoécidos, comprendiendo aminodcidos o andlogos de aminoécidos naturaies o no
naturales, sin tener en cuenta modificaciones post-traduccionales (e.g., glicosilacién o
fosforilacién). Una “secuencia de aminodcidos”, un “polipéplido”, un “péptido” o una
“proteina” de la invencidn 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 estdn dentro del
alcance de la invencién. B tdrmino "grupo modificador” pretende incluir a estructuras
que estén directamente acopladas a la estructura peptidica (e.g., por acoplamiento
covalente) y a aquéllas que estdn acopladas indirectamente a la estructura peptidica
(e.g., mediante una asociacién no covalente estable o por acoplamientro covalente a
residuos aminoacidicos adicionales, 0 a miméticos, andiogos o derivados de los
mismos, que puedan flanquear la estructura peptidica central). Por ejemplo, el grupo
modificador puede estar acopiado al extremo amino o al axiremo carboxilo de una
estructura peptidica, o a una regién 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, o & una regitn peptidica o péptido-mimética que se encuentre flanqueando el
dominio central (e.g., a través del grupo epsilon amino de uno o més residuos lisilo, a
través del grupo carboxilo de uno o més residuos de acido aspértico o uno o mds
residuos de acido glutdmico, a través de un grupo hidroxi de uno o més residuos tirosilo,
unc o més residuos de serina, o uno 0 mée 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 covalents a la estructura peptidica pueden ser adosados mediante
el uso de métodos bien conocidos en el arte para ligar estructuras quimicas, incluyendo
por ejemplo los enlaces amida, alquilamino, carbamato o urea.

Los tdrminos “acido nucleico® o “molécula de dcido nucleico” comprenden tanto al
ARN (hebras positiva y negativa) como al ADN, incluidos el ADNc, el ADN gendmico, y
el ADN sintético {(e.g., sintetizado quimicamente). El écido nucleico puede ser de hebra
doble o hebra (nica. Si es de hebra Gnica, el dcido nudeico puede ser la hebra con
sentido o la hebra antisentido. Una molécula de acido nucleico puede ser cualquier
cadena de dos o més nuclediidos ligados en forma covalente, incluidos los nuclettidos
naturales o no naturales, o andlogos o derivados de nucledtidos. Por "ARN" se entiende
una secuencia de dos 0 més ribonudledlidos naturales o modificados, ligados en forma
covalente. Un ejemplo de ARN modificado incluido dentro de este término es el ARN
fosforotioato. Por “ADN" se entende una secuencia de dos © més
desoxirribonucledtidos naturales o modificados, ligados en forma covalente. Por “ADNc”
se entiende el ADN copia o complementario producido a pariir de una piantilila 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
namero suficiente de nucledtidos capaces de formar pares de bases Watson-Crick para
producir una regién de hebra doble entre los dos &cidos 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 uraciio en una hebra complementaria y
opuesia de ARN. Se comprenderd que cada nucleStido en una molécula de &cido
nucleico no necesita formar un par comrespondiente de bases Watson-Crick con un
nucleétido en una hebra complementaria y opuesta para formar un duplex. Una
molécula de écido nucieico es "“complementiaria” de otra molécula de acido nucieico si
se hibridiza, en condiciones muy estrictas, con la segunda molécula de 4cido nucleico.

Un “sobrenadante de culivo celular”, tal como se usa aqul, se refiere
generaiments a un sobrenadante derivado del cultivo de una bacteria u otro organismo

/&



12

(e.g., levadura) o célula ( .g., célula de insecto) con la capacidad de secretar uno o mas
polipéptidos con una secuencia de aminoécidos sustanciaimente idéntica a la secuencia
de cualquiera de las SEQ ID NOs: 2243, 59, 73-84, 6 a un fragmento o variante de las
mismas, 0 a una porcion inmunogénica de las mismas, en el medio de cultivo celular.
En algunas realizaciones, el sobrenadante de cultivo celular es sustancialmente puro,
i.e., sustanciaimente hibre de calulas bacterianas o del lisato de tales células. En
algunas realizaciones, el sobrenadante de cultivo celular también puede contener uno o
més de los polipéplidos 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 patbégeno A/E, por ejempio EHEC, EPEC o
Citrobacter rodentium que, en algunas realizaciones, puede ser modificado 0 mutado
para expresar o0 secieiar preferenciaimente las proteinas descritas aqul, o puede ser
alguna olra 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
més proteinas descritas aqul, por ejempio un polipéptido que comprenda una secuencia
de amincécidos sustancialmente idéntica a la secuencia de cualquiera de las SEQ ID
NOs: 22-43, 58, 73-84, 6 a un fragmento o variante de lags mismas, 0 @ una porcion
inmunogénica de ias mismas, en el medio de cultivo celular. En aigunas realizaciones,
la bacteria no es EHEC o EPEC. En algunas realizaciones, donde la bacteria es un
agente patbgeno A/E, ésta también puede portar una modificacion adicional gque
perjudica su capacidad de expresar o secretar un polipéptido (por elemplo, EspA, EspB,
EspD, Tir, intimina, toxina Shiga 1 6 2, 6 EspP) que normalmente secretaria en
ausencia de tal modificacion. En aigunas realizaciones, el ofro organismo (e.g.,
levadura) o céiula {e.g., célula de insecto) ha sido modificado o mutado, por ejemplo por
técnica recombinante u otra, de manera tal que secreta una o més de las proteinas aqul
descritas, por ejemplo un polipéptido gue comprenda una secuencia de aminodcidos
sustanciaimente idéntica a la secuencia de cualquiera de las SEQ ID NOs: 22 a 43,0 a
una porcién inmunogénica de las mismas, en el medio de cultivo celular.

Un compuesto es “sustanciaimente puro® o "aislado’ cuando éste es separado de
los componentes que lo acompafian naturaimente. Tipicamente, un compuesto es
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sustanciaimente puro cuando es al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50% 6 80%, o mas
generaimente al menos 70%, 75%, B0%, 85%, 80%, 95% 6 98% en peso, del material
total en una muestra. De esta manera, por ejemplo, un polipéplido que es sintetizado o
producido quimicamente mediante tecnologia recombinanis, generaimente estard
sustancialmente libre de sus componentes asociados naturales. Un polipéptido también
generalmente serd sustanciaimente puro si es separado de sus componentes asociados
naturales mediante técnicas fisicas, tales como centrifugacién, precipitacion,
cromatografia en columna, electroforesis en gel, HPLC, elc.

Una molécula de éAcido nucieico 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 nhormalments contigua en el genoma
natural del organismo a pariir del cual fue derivado el ADN de la invencion. Por io tanto,
un gen o molécula de dcido nudleico “aislado” pretende significar un gen o molécula de
écido nucleico que no estd flanqueado por las moléculas de dcido nucleico que
normalmente (en la naturaleza) flanquean al gen o a la molécula de acido nucleico (tal
como en secuencias genémicas) y/o ha sido completa o parciaimente purificado a partir
de otms secuencias transcriptas (como en una biblioteca de ADNc o ARN). Por
ejemplo, un écido nucleico aislado de la invencién puede ser sustanciaimente aislado
con respecto al complejo ambienie celular en el cual naturaimente se presenta. En
algunas ocasiones, el material aislado formard parte de una composicion (por ejemplo,
un extracto crudo que contiene otras sustancias), un sistema buffer u una mezcla de
reactivos. En otras circunstancias, el material puede ser purificado hasta Ia
homogeneidad esencial, por ejemplo como la determinada por PAGE o cromatografla
en columna tal como HPLC. El término por lo tanto incluye, e.g., un écido nucleico
recombinante incorporado en un vector, tal como un plésmido o virus replicante en
forma autbnoma; o en ADN gendmico de un procariota o eucariota, o el cuai existe
como una molécula separada (e.g., un ADNc o un fragmento de ADN genémico
producido por PCR o por tratamiento con endonucleasas de restriccion), independiente
de ofras secuencias. También incluye un dcido nucleico recombinante que es parte de
un gen hibrido que codifica para secuencias polipeptidicas adicionales.
Preferentemente, un 4cido nucleico aislado comprende al menos aproximadamente
50%, 80% 6 80% (sobra una base molar) de todas las especies macromoleculares
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presentes. De esta manera, un gen o molécula de acido nucleico aislado puede incluir
un gen o molécula de acido nucleico que es sintetizado quimicaments o por medios
recombinantes. Los ADN recombinantes contenidos en un vector estén incluidos en la
definicibn de “aislados” tal como se ia usa aqui. Ademds, las moléculas de écido
nucleico aisladas incluyen moléculas recombinantes de ADN en células hospedadoras
heterélogas, asi como moléculas de ADN parcial o sustanciaimente purificadas en
solucion. Las moléculas de &cido nucleico “aisladas” también comprenden a las
transcripciones de ARN in vivo e in vilro de las moléculas de ADN de la presents
invencion. Tales moléculas de acido nucleico aisladas son (tiles para la fabricacién del
polipéptido codificado, como sondas para aislar secuencias homélogas (e.g., a partir de
otras especies de mamiferos), para el mapeo de genes (e.g., por hibridacién in situ con
cromosomas), o para detectar la expresion del gen en tejidos (e.g., tejido humano, tal
como sangre periférica), tal como mediante andlisis Northem Blot.

Un compuesto sustanciaimente puro puede obtenerse, por ejemplo, por
extraccion a partir de una fuente natural; por expresion de una molécula recombinante
de acido nucleico que codifique para un compuestio polipeptidico; o por sintesis
quimica. La pureza puede medirse usando cualquier método apropiado, tal como
cromatografia en columna, electroforesis en gel, HPLC, etc. Una preparacién
sustancialmente pura de una célula, por ejemplo una célula bacteriana, es una
preparacién de células en la cual las células contaminantes que no tienen el genclipo
mutante deseado o que no expresan o secretan el polipéptido deseado en cantidades
suficientes, constituye menos del 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% 6 90%
del nimero total de células en la preparacion.

Varios genes y secuencias de dcido nucleico de la invencion pueden ser
secuencias recombinantes. El tdmino “recombinante® significa que algo ha sido
recombinado, de manera que cuando se lo aplica en referencia a una construccién de
acido nucleico, el término se refiere a una molécula que estd compuesta por secuencias
de écido 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 molécula polipeptidica que se expresa
usando una contruccién de acido nucisico recombinante creada mediante técnicas de
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biologia molecular. 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 patemos. Las construcciones
recombinantes de dcido nucleico pueden incluir una secuencia nucleotidica ligada a —o
manipulada para ser ligada a- una secuencia de acido nucleico a la cual no se
encuentra ligada en la naturaleza, o a la cual estd ligada en un sitio diferente en la
naturaleza. Referirse a una consiruccidn de acido nucleico como "recombinante® indica
por lo tanto que !a molécula de écido nucleico ha sido manipuiada por medio de

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

Las construcciones recombinantes de dcido nucleico pueden por ejemplo ser
infroducidas en una célula hospedadora mediante transformacién. 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 reinfroducidas en céiulas de la especie
hospedadora. Las secuencias de las construcciones recombinantes de acido nucleico
pueden ser integradas al genoma de la célula hospedadora, ya sea como resultado de
la transformacién original de la célula hospedadora, o como el resultado de la
subsiguiente recombinacién y/o eventos de reparacién.

Tal como se emplea aqui, “heterblogo” en referencia a un 4cido nucleico o
proteina es una molécula que ha sido manipulada con intervencién humana de manera
que esta localizada en un iugar distinto del lugar en el cual se encuentra naturaimente.
Por ejemplo, una secuencia de dcido nucleico de una especie puede ser introducida en
el genoma de otra especie , 0 una secuencia de acido nucleico de un locus genémico
puede ser desplazada a otro locus genémico o extracromosémico en la misma especie.
Una proteina heterdioga incluye, por ejemplo, una proteina expresada a partir de una
secuencia codificadora heterdioga, o una proteina expresada a partir de un gen
recombinante en una célula que naturaimente no expresaria la proteina.

Una secuencia "sustancialmente idéntica” es una secuencia de aminoécidos o
nucledtidos que difiere de una secuencia de referencia s6lo por una o mas sustituciones
conservativas, tal como se discute aqul, o por una o mds sustituciones, deleciones o
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inaer&ones no conservativas localizadas en posiciones de la secuencia que no
destruyen la funcién biolégica del aminoédcido o de la molécula de écido nucieico. Tal
secuencia puede ser cualquier nimero entero entre 10% y 98%, o més generaimente al
menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50, 55% 6 60%, 6 al menos 85%, 75%, 80%, 85%, 80% 6
95%, 6 tanto como 86%, 97%, 88% 6 98% idéntica, al nivel de aminoécidos o
nucledtidos, a la secuencia usada para comparacion, usando por ejempio el programa
Align (96) o FASTA. Para polipéptidos, la longitud de las secuencias de comparacion
puede ser al menos de 2, 5, 10 6 15 aminoécidos, o al menos de 20, 25 6 30
aminoécidos. En realizaciones alternativas, la longitud de las secuencias de
comparacion puede ser al menos de 35, 40 6 50 aminodcidos, o superior a 60, 80 6 100
aminoacidos. Para moléculas de acido nucleico, la longitud de las secuencias de
comparacién puede ser al menos de 5, 10, 15, 20 6 25 nuclediidos, o al menos de 30,
40 6 50 nucledtidos. En realizaciones alternativas, la longitud de las secuencias de
comparacién puede ser al menos de 80, 70, 80 ¢ 90 nucledtidos, o superior a 100, 200
6 500 nucledtidos. La identidad de la secuencia puede ser facilmente medida usando
softiware de andlisis de secuencias disponible al piblico (e.g., Sequence Analysis
Software Package del Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology
Center, 1710 University Avenue, Madison, Wis. 53705, o el sofiware BLAST de la
National Library of Medicine, o como se describe aquf). Los ejemplos de software (il
incluyen los programas Pile-up y PrettyBox. Tal sofiware establece comespondencias
entre secuencias similares mediante la asignacion de grados de homologia a varias
sustituciones, deleciones y otras modificaciones.

Alternativamente, o adicionalmente, dos secuencias de #cido 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 la hibridacién que ocurve 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 7,6; 1x
solucién de Denhardt, sulfato de dexirano ai 10% y SDS al 0,1%, a una temperatura de
42°C. (Estas son condiciones tipicas para hibridaciones Northem y Southern de elevada
exaclitud.) Las hibridaciones pueden lievarse 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, o
superior a 24 horas ¢ més. De la hibridaciéon en elevada exaclitud depende también el
éxito de numerosas técnicas ejecutadas en forma rutinaria por bidlogos moleculares,
tales como PCR de elevada exaciitud, secuenciacion de ADN, andlisis conformacional
de polimorfiamo de hebra Gnica, e hibridacién in sif. Contrariamente a las hibridaciones
Norhemn y Southern estas técnicas usualimente se realizan con sondas relativamente
cortas (e.g. usuaimente alrededor de 16 nucledtidos o0 més larga para PCR o
secuenciacion, y alrededor de 40 nucledlidos 0 més larga para hibridacibn in situ). Las
condiciones de elevada exactitud usadas en estas técnicas son bien conocidas para
aquéllos diestros en el arte de la biologla molecular (61).

Una secuencia sustanciaimente idéntica puede ser por ejemplo una secuencia de
aminodcidos que es sustanciaimente idéntica a la secuencia de cualquiera de las SEQ
1D NOa: 22-43, 59 6 73-84, o un fragmento o variante de las mismas, o una secuencia
nucleotidica sustanciaimente idéntica a la secuencia de cuaiquiera de las SEQ ID NOs:
1-21 6 80-72, o un fragmento o varianie de las mismas. En algunas realizaciones, una
secuencia sustanciaimente idéntica puede ser por ejempio una secuencia nuclectidica
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 sustanciaimente idéntica puede ser derivada a partir de un agente
patégeno AJE.

Una “sonda” o “primer” es una molécula 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 pardmetros tales como el grado de complementariedad entre la
sonda y la moiécula blanco, y el grado de exactitud de las condiciones de hibridacion. El
grado de exactitud de hibridacion es afectado por pardmetros tales como la
temperatura, la concentracién de sales, y la concentracion de moléculas orgénicas tales
como formamida, y se determina por métodos que son conocidos a aquélios diestros en
el arle. Las sondas o primers especificos para las secuencias de &cido nucleico
descritas aqui, o porciones de las mismas, pueden variar en longitud por cualquier
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ndmero entero desde al menos 8 nucledtidos hasta més d 500 nucledtidos, incluyendo
cualquier valor entre éstos, 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 nucledtidos de longitud, o puade tener al menos 30, 40, 50
6 60 nucledtidos de longitud, o puede tener méas de 100, 200, 500 6 1000 nucledtidos
de longitud. Las sondas o primers especificos para las moléculas de acido nucleico
descritas aqui pueden ser cualquier nimero entero desde 10% hasta 89%, o méas
generaimente al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 55% & 60%, o al menos 65%, 75%,
80%, 85%, 80% 6 95%, o tanto como 88%, 97%, 88% ¢ 99% idénticase a las secuencias
de acido nudeico descritas aqui usando por ejempio al programa Align (88).

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 o primers pueden usarse para métodos que
implican la hibridacién de écido nucleico, tales como la secuenciaciéon de écido nudeico,
amplificacién de écido nucleico por reaccién en cadena con polimerasa, andlisis de
polimorfismo conformacional de hebra (nica (SSCP), andlisis de polimorfismo de
fragmentos por restriccion (RFLP), hibridacién Southern, hibridacion Northemn,
hibridacién in situ, ensayo de desplazamiento por mobilidad electroforética (EMSA), y
otros métodos que son conocidos para aquéllos diestros en el arts. Las sondas o
primers pueden ser derivades a parlir de ADNc o ADN gendmico, por ejemplo por
amplificacién, o a partir de segmentos de ADN clonados, o pueden ser sintetizados
quimicamente.

Una “mutacién”™ incluye cualquier alteracién en la secuencia de ADN, i.e.,
genoma, de un organismo cuando se lo compara con la cepa parental. Las alteraciones
pueden surgir espontineamente o por exposicién del organismo a un estimulo
mutagénico tal como un compuesto quimico mutagénico, energla, radiacion, técnicas
recombinantes, apareamiento o cualquier otra técnica empleada para alterar ADN. Una
mutacién puede incluir una alteracién en cualquiera de las secuencias nucleoctidicas
aqul descritas, o puede incluir una alteracion en una secuencia nucleotidica que
codifique para cualquiera de los polipéplidos descritos aqul.
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Una mutacién puede “atenuar virulencia® si, como resultado de la mutacion, el
nivel de virulencia de la célula mutante disminuye al mencs 10%, 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80%, 90% ¢ 100% reapecio de la cepa parental. La disminuciéon de la
virulencia también puede medirse por una disminucion de al menos 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 80% O 100% en la expresion de un polipéptido, por
ejemplo un polipéptido que incluya una secuencia de aminodcidos sustancialmente
idéntica a la secuencia de cualquiera de las SEQ ID NOs: 22-43, 58 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 patdgeno A/E puede medirse segin se
describe aqui o tal como es conocido para el arte. Una disminucién de la viruencia
también puede medirse por un cambio de al menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 80%,
70%, 80%, 80% 6 100% en la actividad biolégica 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: 2243, 58 6 73-84, o un fragmento o

variante de l|as mismas.

“Modular® o "modula” significa cambiar, ya sea por aumento o disminucion. El
aumento o la disminucién puede ser un cambio de cualquier vaior 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 muesira o compuesto de referencia.

Un “compuesto de prueba® es cualquier compuesto quimico natural o derivado
artificiaimente. Los compuestos de prueba pueden incluir, sin limitacion, a péptidos,
polipéptidos, moléculas orgénicas sintetizadas, moléculas orgénicas naturales,
moléculas de acido nucleico. Un compuesto de prueba puede °“competir” con un
compuesto conocido tal como cualquiera de los polipéptidos o moléculas de écido
nucleico descritas aqui, por ejemplo, interfiriendo con la virulencia o interfiiendo con
cualquier respuesia biolGgica inducida por el compuesto conocido.

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



valor entero positivo o negativo entre 30% y 150% de modulacion, o al menos cualquier
valor entero positivo 0 negativo entre 60% y 100% de modulacién, o cualquier valoe
entero positivo o 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
aumentaré la modulacién relativa a un compuesto conocido.

Un “vector” es una molécula de ADN derivada, por ejemplo, de un piasmido,
bacteritfago, virus de mamifero o de insecto, 0 cromosoma ariificial, en la cual puede
insertarse una molécula de édcido nucieico, por ejemplo una secuencia nucleotidica
substanciaiments idéntica a la secuencia de cuaiquiera de las SEQ ID NOs; 1-21 6 60-
72 6 un fragmento o variante de las mismas. Un vector puede contener uno o mds sitios
tinicos de restriccion y puede ser capaz de replicacion autbnoma 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., cualquier
elemento auténomo capaz de dirigir la sintesis de un polipéptido recombinante, y puede
por lo tanto ser usado para expresar un polipéptido, por ejempio un polipéptido que
comprenda una secuencia de aminoécidos sustancialmente idéntica a la secuencia de
cualquiera de ias SEQ ID NOs: 22-43, 59 6 73-84, o un fragmento o variante de las
mismas, en una células hospedadora. Los veciores de expresién de ADN incluyen
plasmidos y fagos bacterianos y piésmidos y virus de mamiferos e insectos. Un vector
puede ser capaz de integrarse al genoma de la célula hospedadora, de manera tal que
cualquier modificacién introducida en el genoma de la célula hospedadora por el vector
deviene parie del genoma de la célula hospedadora. Un vector puede ser incapaz de
integrarse al genoma de la célula hospedadora, y por lo tanto permanecerd como una
unidad autbnomamente replicante, tal como un pldsmido.

Un anticuerpo se “une especificamente” a un antigeno cuando lo reconoce y se
une al antigeno, por ejempio, un polipéptido que incluya una secuencia de aminoécidos
sustanciaimente idéntica a la secuencia de cualquiera de las SEQ ID NOs: 2243, 58 6
73-84, o un fragmento o variante de las mismas, pero sustanciaimente no reconoce y no
§6 une a moléculas en una muesira. Tal anticuerpo tiene, por ejemplo, una afinided por
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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 muesira.

Una “muestra® puede ser cualquier érgano, tejido, célula o 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 més de los
polipéptidos o moléculas de é&cido nucleico de la invencién, o fragmentos
inmunogénicos de las mismas. Por ejemplo, una muestra puede incluir, sin limitacién,
tejido (e.9., 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 espécimen, 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 cuitivo celular por células
normales o transformadas (e.g., mediante ADN recombinante o tecnologia de
anticuerpos monocionales). 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 écido nudeico derivada de un agente patbgeno AJE, o para
detectar una mutacién en un gen derivado de un agente patdgeno A/E, para detectar
niveles de expresion de un gen o polipéptido derivado de un agente patégeno A/E, o
para determinar la funcién biolégica de un gen o polipéptido derivado de un agente
patbgeno A/E, usando métodos que son conocidos en el arte y/o descritos aqul. Por
ejemplo, métodos tales como secuenciacién, andlisis de polimorfismo conformacional
de hebra (mica (SSCP), o andlisis de restriccion del polimorfismo de la longjtud de
fragmentos (RFLP) de los productos de PCR derivados de una muestra pueden usarse
para detectar una mutacién en un gen; para medir los niveles de afinidad de los
polipéptidos o anticuerpos puede usarse ELISA o Western Biot; para medir los niveles
de ARNm puede usarse Northem Biot, o puede usarse PCR para medir e nivel de una
molécula de #cido nucleico.



Una “respuesta inmune” incluye, pero no estd limitada, a una o0 més de las
siguientes respuestas en un mamifero: induccién de anticuerpos, células B, células T
(incluidas células T ayudantes, células T supresoras, células T citotdxicas, células T y5)
dirigidos especificamente a elftos antigeno/s en una composiciéon o vacuna, seguido de
la administracién de la composicin o vacuna. Una respuesta inmune a una
composicién o vacuna, por lo tanto, generaimente implica el desamalio, en el mamifero
hospedador, de una respuesta celular y/o mediada por anticuerpos hacia la
composicién o vacuna de interés. En general, la respuesta inmune dard como resultado
la prevencion o la reduccion de la infeccién por un agente patbgeno A/E; la resistencia
del intestino a la colonizacién por un agents patdgeno AJ/E; o la reduccion de la difusion
del agente patdgeno A/E.

Un “fragmento inmunogénico™ de un polipéptido o de una molécula de &cido
nucleico se refiere a una secuencia de aminodcidos o de nucleétidos que produce una
respuesta inmune. Por lo tanto, un fragmento inmunogénico puede incluir, sin limitacién,
cualquier porciobn de cualquiera de las secuencias descritas aqul, o una secuencia
sustanciaiments idéntica a las mismas, que incluyan uno o més epitopes (el sitio
reconocido por una célula especifica del sisterna inmunitario, tal como una célula T o
una célula B). Por ejemplo, un fragmento inmunogénico puede incluir, sin limitacién,
péptidos con un nimero cualquiera entre 6 y 80, o superior a 80, de aminoacidos de
longitud, e.g., péptidos con un nimero cuaiquiera entre 10 y 20 aminodcidos de
longitud, o entre 20 y 40 aminodcidos de longitud, derivados de cualquiera o
cualesquiera de las secuencias descritas aqui. Tales fragmentos pueden identificarse
usando métodos commientes conocidos para aquélios diestros en el arte, tales como
técnicas de mapeo de epltopes 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 nucledtidos y aminodcidos 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 sacuencias de nuclettidos y aminoécidos del
NieB y NieB2 de C. rodentium, EPEC, y EHEC (SEQ ID NOs: 4-7 & 25-29 y 60).

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

Las Figuras 4A-F muesiran las secuencias de nucledtidos y aminodcidos 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 aminoécidos del
NleE de C. rodentium, EPEC, y EHEC (SEQ ID NOs: 14-17 y 36-39).

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

La Figura 7 muestra un alineamiento secuencial de aminodcidos de C. rodentium
Orf11/GriA (SEQ ID NO: 58) con un regulador tranacripcional positivo, CaiF (SEQ ID

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

La Figura 8 muestra la complementacién del Aorf11 de C. rodentium por el orf1 1
de C. rodentium (pCRorf11), EHEC (pEHorf11), o EPEC (pEPorfi1), y la
complementacién del mutante doble Aler -Aorf11 de C. rodertium por el jer o el orf11 de
C. rodentium.

La Figura 9 es un diagrama esquemditico que muestra las localizaciones
relativas de las islas con los 8 genes efectores recientemente identificados en el
genoma EHEC O157:H7. También se muestran las localizaciones de ios genes de la
toxina Shiga (six), el LEE, y el TTSS inv-spa. Adviértase la asociacion de muchos de
estos genes con profagos (CP-833 y BP-833).

Las Figuras 10A-B muestran el andlisis protedmico de las proteinas EHEC
secretadas. A. Gel SDS-PAGE unidimensional de proieinas secretadas totales de
EHEC de tipo salvaje (wt) y del mutante de secrecién del tipo i (EscN-). La migracién
de los marcadores de peso molecular (en kDa) esth indicada a la izquierda del gel. B.
Ge! bidimensional de proteinas secretadas totales de EHEC de tipo salvaje. La
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migracion de los marcadores de peso molecular (en kDa) esié indicada a la izquierda, y
los valores aproximados de pl se muestran amriba del gel. Las manchas de proteina
analizadas por espectroscopia de masa (ver Tabla I) estédn encerradas en circulos y
numeradas.

Las Figuras 11A-C muestran la organizacion genémica, distribucién vy
conservacion del NleA. A. Representacién grifica de la region alrededor de nleA en el
genoma EHEC. La direccién tranacripcional de cada ORF est4 indicada con una flecha.
La anotacién de los ORF esth modificada de (3). El NleA esti destacado en negrita. B.
Andlisis por Southemn Biot del ADN genémico de EPEC, EHEC, REPEC, Citrobacter
rodentium (Citro.), y la cepa no patogénica HB101 de E. coli. Cada una de las muesiras
de ADN genoémico fue digerida con BamHlI (lineas 1, 4, 7, 10,13), EcoRl (lineas 2, 5, 8,
11, 14), y Pstl (lineas 3, 6, 9, 12, 15). C. Alineamiento de secuencias de proteinas
miltiples de NieA de EHEC, el profago de una cepa EHEC intimina-poisitiva y no-0157
(O84:H4), EPEC y Citrobacter rodentium. Los residuos idénticos estén representados
por un punto (.), los aminoécidos ausentes en una secuencia en parlicular estan
representados con un guién (-). Dos tramos hidrofébicos que podrian ser dominios
putativos de fransmembrana estan destacados en negrita en la secuencia de EHEC.

La Figura 12 muesira un andlisis Western Blot de proteinas secretadas (lineas a
la izquierda) y peliets bacterianos (lineas a la derecha) de EHEC de tipo salvaje (wt) y el
mutante de sacrecién de tipo Ill (EscN-) que expresa pNieA-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 Il y translocacién en la EHEC
AnleA. A. Gel SDS-PAGE de las proteinas secretadas totales de la EHEC salvaje (wt) y
el mutante AnieA. La migracin de marcadores de peso molecular (en kDa) estd
indicada a la izquierda del gel. B. E! andlisis Westemn Biot de proteinas secretadas de la
EHEC de tipo salvaje (wt) y el mutante AnjeA con antisuero anti-NleA. La migracién de
loe marcadores de peso molecular (en kDa) esté 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 Hela fueron infectadas con EHEC de tipo
salvaje (wt) 0 escN- que expresan NieA marcado con HA y sometido a fraccionamiento
subcelular por centrifugacién diferencial. Las fracciones analizadas fueron: baclerias,
células y citoesqueletos sanos (pellet de baja velocidad), citosol de la células
hospedadora (citosol hospedador), y membranas de células hospedadoras (membrana
hospedadora). Las fracciones fueron analizadas por Westem Blot usando anticuerpos
ant-HA, anti-DnaK, ant-Calnexina, y antitubulina. B. Se aislaron fracciones de
membrana de células infectadas con EHEC de tipo salvaje que expresa NleA marcado
con HA. Las fracciones de membrana luego fueron exiraidas sobre hielo en condiciones
d alto nivel de sal (NaCl 1M), alto pH (pH 11,4), pH neutral y sal isoténica (control), o
pH neutral y sal isotdnica conteniendo 1% de friton x100 (Triton X100), y
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 16A-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) esté indicada a la izquierda del gel. B.
graficos de supervivencia para ratones C3H/HeJ infectados con C. rodentium de tipo
salvaje (cuadrados negros), C. rodentium AnjeA (circulos blancos), y ratones
previamente infectados con el mutante AnfeA y subsiguientemente expuestos a C.
rodentium de tipo saivaje (barras verticales). Los ratones fueron monitoreados
diariamente durante el curso de la infeccién 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. Trulaciones de C. rodentium del colon de
ratones suizos NIH infectados. Los raiones fueron infectados con C. rodentium de tipo
salvaje (clrculos negros) o la cepa AnleA (circulos blancos) y sacrificados al dia 10 post-
infeccién. El tejido del colon y los pellets fecales fueron homogeneizados y cultivados en
agar MacConkey para determinar la carga total de C. rodentium en el colon del ratén al
momento del sacrificio. Cada ratdn en el experimento estd repreaentado por un Gnico
punto. La media de cada grupo estd indicada en el grifico 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 fipo salvaje (cuadrados y triéingulos
negros) o la cepa AnleA (cuadrados y tridngulos blancos), y sacrificados al dia 10 post-
infeccion. Los cdiones (cuadrados) y bazos (triingulos) fueron disecados y pesados.
Cada ratdn en el experimento esté representado por un tnico punto. La media de cada
grupo estd indicada en el gréfico mediante barras horizontales.

Las Figuras 16A-B muestran las secuencias de nucledtidos y aminodcidos del
homdlogo de NieG de EHEC (SEQ ID NOs: 61 y 73).

Las Figuras 17A-B muestran las secuencias de nucledtidos y aminoécidos del
homoiogo de NieH1 de EHEC (SEQ ID NOs: 62 y 74).

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

Las Figuras 19A-B muesiran las secuencias de nucleétidos y aminodcidos del
22076 de EHEC (SEQ ID NOs: 64 y 76).

Las Figuras 20A-B muestran las secuencias de nucledtidos y aminoécidos del
Z2149 de EHEC (SEQ ID NOs: 65 y 77).

Las Figuras 21A-B muestran las secuencias de nucleétidos y aminoédcidos del
Z2150 de EHEC (SEQ ID NOs: 68 y 78).

Las Figuras 22A-B muestran las secuencias de nucledtidos y aminodcidos del
22151 de EHEC (SEQ ID NOs: 67 y 79).

Las Figuras 23A-B muestran las secuencias de nucleétidos y aminoacidos del
22337 de EHEC (SEQ ID NOs: 68 y 80).

Las Figuras 24A-B muestran las secuencias de nucledtidos y aminoécidos del
Z2338 de EHEC (SEQ ID NOs: 69 y 81).



Las Figuras 26A-B muestran las secuencias de nucledtidos y aminoécidos del
22339 de EHEC (SEQ ID NOs: 70 y 82).

Las Figuras 26A-B muestran las secuencias de nucledtidos y aminodcidos del
Z2560 de EHEC (SEQ ID NOs: 71 y 83).

Las Figuras 27A-B muestran las secuenciaa de nucleétidos y aminodcidos del
Z29768 de EHEC (SEQ ID NOs: 72y 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 GriA) las cuales pueden usarse para aumentar significativaments la
secracién, y nos ha permitido seleccionar funcionaimente las proteinas secretadas via el
TTSS codificado por LEE mediante un acercamiento basado en la proteémica. Estas
nuevas proteinas, llamadas Nie (efector no codificado por LEE) desde A hasta H, estan
presentes en agentes patbgenos que contienen LEE, y estdn ausentes en cepas no
patogénicas de E. coli y en agentes patdgenos que no son LEE; estdn codificadas fuera
del LEE por 3 PAls presentes en los agentes patdgenos A/E y han coevolucionado con
el LEE (3, 8). La identificacion de estas proteinas ha pemitido, en algunos casos, la
asignacion de funciones a los ORFs con funciones previamente desconocidas. Una
proteina que sirve de ejemplo, NieA (p54), es un efector del tipo Il en agentes
patdgenos AJE, 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
translocaciéon de la NleA hacia dentro de la célula hospedadora, donde se localiza al
aparato de Golgi. La NieA esta presente en agentes patSgenos con LEE, y estd ausents
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
dcido nucleico que codifican para estos polipéptidos, o porciones de las mismas,
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pueden ser (tiles como vacunas, terapéuticas, diagndsticos, o hemamientas para la
seleccién de drogas para infecciones por agentss patdgenos A/E, o como reaclivos.

Los compuestos de acuerdo a la invencién incluyen, sin limitacion, a los
polipéptidos y moléculas de acido nucleico descritas en, por ejemplo, las SEQ ID NOs:
1-56, 59-84, y a los fragmentos, andlogos y variantes de las mismas. Los compuestos
de acuerdo a la invencion también incluyen a los productos de los genes orff 1/griA,
nieA, nieB, nleB2, nieC, nileD, nieE, nieF, nleG, nieH (nle H1 y/o nle H2), o ios
homélogos de los mismos. Los compuestos de acuerdo a la invencién también incluyen
a los polipéptidos y moléculas de écido nucleico descritas en, por ejemplo, la secuencia
gendmica de EHEC (e.g., AE005174) como los niimeros Z0985 (NleB2), 20888 (NleC),
Z0980 (NieD), Z6020 (NieF), Z6024 (NiaA), Z4328 (NieB), Z4329 (NieE), Z8025 (NleG
homolog), Z8021 (NleH1), Z0989 (NleH2), Z2076, Z2149, 22150, Z2151, Z2337, Z2338,
22338, 22560, 22976, 6 L0043 (Orf11/GriA)Acceso No. AF071034), y a los fragmentos,

anédlogos y variantes de las mismas.

Los compuesios pueden prepararse, por ejemplo, remplazando, eliminando o
insertando un residuo aminoacidico en cualquier posicién de un polipéptido aqui
descrito, con ofros residuos aminoacidicos conservativos, i.e., residuos con similares
propiedades fisicas, biolégicas o quimicas, y seleccionando, por ejemplo, por la
capacikiad del compuesto para atenuar la virulencia. En algunas realizaciones de la
invencién, los compuestos de la invencién incluyen anticuerpos que se unen
especificamente a los polipéptidos aqul descritos, por ejemplo, ias 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 sustanciaiments la funcion
biolégica de ese péptido, para obtener un polipéptido biolégicamente equivalente. En un
aspecto de la invencion, los polipéptidos de |a presente invencion se extienden también
a péptidos o “variantes” bioldgicamente equivalentes que difieren de una porcién de la
secuencia de los polipéptidos de la presente invencién por sustituciones conservativas
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de aminodcidos, o difieren por sustituciones no conservativas que no afectan la funcidon
biolégica, e.g., la virulencia. Tal como se lo emplea aqui, el tdrmino “sustituciones
conservadas de aminoacidos” se refiere a la sustitucién de un aminoécido por otro en
una posicibn dada del péptido, donde la sustitucibn puede hacerse sin pérdida
sustancial de la funcién relevants. En la realizacion 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 demés, y tales sustituciones pueden ser sometidas a
ensayos respecto de su efecto sobre la funcién del péptido mediante pruebas de rutina.

Tal como se lo emplea aqui, el término "aminodcidos™ se refiere a aquellos L-
aminoacidos cominmente hallados en proteinas presentes en la naturaleza, D-
aminoécidos y tales aminoécidos cuando han sido modificados. De acuerdo a esto, los
aminodcidos de la invencidn pueden incluir, por ejemplo: Acido 2-Aminoadipico; Acido
3-Aminoadipico; beta-Alanina; Acido beta-Aminopropibnico; Acido 2-Aminobutirico;
Acido 4-Amincbutirico; Acido piperidinico; Acido 6-Aminocaproico; Acido 2-
Aminoheptanoico; Acido 2-Aminoisobutirico; Acido 3-Aminocisobutirico; Acido 2-
Aminopimélico; Acido 2,4 Diaminobutirico; Desmosina; Acido 2,2'-Diaminopimélico;
Acido 2,3-Diaminopropionico; N-Etilglicina; N-Etilasparagina; Hidroxdlisina; alo-
Hidroxilisina; 3-Hidroxiprolina; 4-Hidroxiprolina; Isodesmosina; alo-lsoleucina; N-
Metilglicina;, sarcosina; N-Mefilisoleucina; 6-N-metil-isina; N-Metilvalina; Norvalina;

Norleucina; y Omnitina.

En algunas realizaciones, las sustituciones conservadas de aminoédcidos pueden
hacerse donde un residuo aminoacidico es sustituido por otro con un similar valor de
hidrofilicidad (e.g., dentro de un valor de més o menos 2,0; o més 0 menos 1,5; o mds o
menos 1,0; o méas o menos 0,5), donde los siguientes, que pueden ser un aminodcido
con un indice hidropdtico de aproximadamente -1,8 tal como Tyr (-1,3) o Pro (-1,6), son
asignados a residuos aminoaclidicos (tal como se detalla en la Pat. US No. 4.554.101,
incorporada atiul 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); lle (-1,8); Tyr (-2,3); Phe (-2,5); y Trp (-3.4).
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En realizaciones altemativas, ias sustituciones conservativas de aminodcidos
pueden ser hechas donde un residuo aminoacidico es suslituido por otro con un similar
indice hidropético (e.g., dentro de un valor de méds 0 menos 2,0; o més o menos 1,5; o
mds o menos 1,0; o mds o menos 0,5). En tales realizaciones, a cada residuo
aminoacidico se le puede asignar un Indice hidropatico sobre la base de su
hidrofobicided y carga caracteristicas, tal como sigue: He (+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 (-1,8); His (-3,2); Glu (-3,5); Gin (-3,5); Asp (-3,5); Asn (-3,5); Lys (-3,8); ¥
Arg (-4,5).

En realizaciones alternativas, las sustituciones conservativas de aminoécidos
pueden ser hechas usando familias de matrices de similitud disponibles al publico (60,
70, 102, 103, 54, 104, 88). La matriz PAM estd basada sobre recuentos derivados de un
modelo evolutivo, mientras que la matriz Blosum emplea recuentos derivados de
bloques 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 aminoécidos.

En realizaciones alternativas, las sustituciones conservativas de aminoécidos
pueden ser realizadas donde un residuo aminoacidico es sustituido por otro de la
misma clase, donde los aminodcidos estan divididos en no polares, acidos, basicos y
neutros, de la siguient® manera: no polares: Ala, Val, Leu, lie, Phe, Trp, Pro, Met;
acidos: Asp, Glu; bédsicos: Lys, Arg, His; neutros: Gly, Ser, Thr, Cys, Asn, Gin, Tyr.

Los cambios conservativos de aminoécidos pueden incluir ia sustitucion de un L-
aminodacido por el correspondiente D-aminoécido, por un D-aminoédcido conservativo, o
por una forma natural de aminodcido codificada no genéticamente, asl como una
sustitucién conservativa de un L-aminoécido. Los aminoécidos naturales no
genéticamente codificados incluyen: beta-alanina, dcido 3-amino-propiénico, écido 2,3
diaminopropionico, acido alfa-aminoisobutirico, dcido 4-amino-butfrico, N-metilglicina
(sarcosina), hidroxiproline, omitina, citrulina, tbutilalanina, tbutilglicina, N-
metilisoleucina, fenilglicina, ciclohexilalanina, norleucina, norvalina, 2-naftilalanina,
piridilalanine, 3-benzotienil alanine, d4-clorofenilalanina, 2-fluorofenilalanina, 3-
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fluorofenilalanina, 4-fluorofenilalanine, penicilamina, d&cido 1,2,3,4-tetrahidro-
isoquinolina-3-carboxiiico, beta-2-tienilalanina, sulféxido de metionina, homoarginina, N-
acetil lisina, dcido 2-amino butirico, acido 2-amino butirico, dcido 2,4,-diamino butirico,
p-aminofenilalanina, N-metilvalina, homocisteina, homoserina, écido cisteico, #cido
epsilon-amino hexanoico, dcido delta-amino valérico, o dcido 2,3-diamincbutirico.

En realizaciones alternativas, los cambios conservativos de aminodcidos incluyen
cambios basados en consideraciones de hidrofilicidad o hidrofobicidad, tamafio o
volumen, o carga. Los aminodcidos pueden caraclerizarse generalmente como
hidrofébicos o hidrofilicos, dependiendo primariamente de las propiedades de la cadena
lateral del aminoécido. Un aminodcido hidrofbbico exhibe una hidrofobicidad superior a
cero, y un aminodcido hidrofilico exhibe una hidrofilicidad inferior a cero, basado en la
escala de hidrofobicidad consensuada nomalizada de Eisenberg ef al. (71). Los
aminoécidos hidrofbbicos genédticamente codificados incluyen: Gly, Ala, Phe, Val, Leu,
lle, Pro, Met y Trp, y los aminodcidos hidrofilicos genéticamente codificados incluyen:
Thr, His, Glu, GIn, Asp, Arg, Ser y Lys. Los aminodcidos hidrofébicos no genéticamente
codificados incluyen a Ia t-butilalanina, mientras que los aminoécidos hidrofilicos no
genéticamente codificados inciuyen a la citrulina y la homocistelna.

Los aminodcidos hidrofbicos o hidrofilicos pueden ademds subdividirse seg(n
las caracteristicas de sus cadenas laterales. Por ejemplo, un aminoécido aromdtico es
un amino#écido hidrofébico con una cadena lateral que contiene al menos un anillo
aromético o heteroaromdtico, el cual puede contener uno o mas sustituyentes tales
como -OH, -SH, -CN, -F, -Cl, -Br, -l,
-NO2, -NO, -NH2, -NHR, -NRR, -C(O)R, -C(O)OH, -C(O)OR, -C(O)NH2,
-C(O)NHR, -C(O)NRR, efc., donde R es independientemente (C1-C6) alkil,
(C1-C8) alkil sustituido, (C1-C6) alkenil, (C1-C8) alkeni! sustituido, (C1-C8) alkinil, (C1-
C8) alkinil sustituido, (C5-C20) aril, (C5-C20) aril sustituido,
(CB8-C26) alkaril, (C8-C286) alkaril sustituido, heteroaril de 5-20 miembros, heteroari! de
5-20 miembros sustituido, alkheteroarii de 68-26 miembros o alkheteroari de 6-26
miembros sustituido. Los aminoacidoa arométicos genéticamente codificados incluyen:
Phe, Tyr y Trp, mientras que los aminoédcidos arométicos no genéticamente codificados
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 aminoécido apolar es un aminoacido hidrofébico con una cadena latsral que
esta libre de carga a pH fisioldgico y la cual tiene uniones en las cuales un par de
electrones compartidos en comiin por dos 4tomos estd sostenido iguaimente por cada
uno de los &tomos (i.e., la cadena lateral no es polar). Los aminodcidos apolares
codificados genéticamente incluyen Gly, Leu, Val, lle, Ala y Met, mientras que los
aminoacidos apolares no gendticamente codificados incluyen a la ciclohexilalanina. Los
aminoacidos apolares pueden ademds ser subdivididos para incluir aminoacidos
aliféticos, los cuales son aminoécidos hidroftbicos con una cadena lateral de hidratos
de carbono alifiiticos. Los aminoacidos alifaticos genéticamente codificados incluyen
Ala, Leu, Val e lie, mientras que los aminoécidos alifdticos no gendticamente
codificados incluyen a la norleucina.

tUn aminoécido polar es un aminoacido hidrofilico con una cadena lateral que
esta libre de carga a pH fisiolégico, pero que tiene una unién en {a cual el par de
electrones compartidos en comin por dos atomos estd sostenido més pr&dimamente
por uno de los dtomos. Los aminodcidos polares codificados genéticamente incluyen
Ser, Thr, Asn y GIn, mientras que los aminoécidos polares no genéticamente
codificados incluyen citrulina, N-acetil lisina y sulféxido de metionina.

Un aminoéicido écido es un aminoacido hidrofilico con una cadena lateral con
una valor de pKa inferior a 7. Los aminodcidos 4cidos tipicamente tienen cadenas
laterales cargadas negativamente a pH fisioldgico a causa de la pérdida de un i6n
hidrégeno. Los aminoacidos acidos codificados genéticamente incluyen Asp y Glu. Un
aminoécido bésico es un aminodcido hidrofilico con una cadena lateral con un valor de
pKa superior a 7. Los aminodcidos basicos tipicamente tienen cadenas laterales
cargadas positivaments a pH fisiolégico debido a la asociacién con un ién hidronio. Los
aminodcidos bésicos codificados genéticamente incluyen Arg, Lys y His, mientras que
los aminoécidos basicos no genélicamente codificados incluyen los aminoécidos no
ciclicos omitina, &cido 2,3,-diaminopropiénico, dcido 2 4-diaminobutirico, y

homoarginina.
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Quien sea diestro en el arte apreciard que las clasificaciones de mas arriba no
son absolutas y que un aminoécido puede ser clasificado en més de una categoria.
Ademés, los aminodcidos pueden ser clasificados sobra la base de su comportamiento
conocido y/o sus propiedades quimicas, fisicas o biolégicas caracteristicas basadas en
ensayos especificos 0 en comparacién con aminoécidos previaments identificados. Los
aminodcidos también pueden incluir porciohes bifuncionales con cadenas laterales

similares a aminoécidos.

Los cambios conservativos también pueden incluir la sustitucién de una porcion
quimicamente derivatizada por un residuo no derivatizado, por ejemplo, por reaccién de
un grupo lateral funcional de un aminoécido. De esta manera, estas suslituciones
pueden incluir compuestos cuyos grupos amino libres han sido derivatizados a amino
hidrocloruros, grupos p-tolueno sulfonilo, grupos carbobenzoxi, grupos t-
butiloxicarbonilo, grupos cloroacetilo o grupos formilo. En forma similar, los grupos
carboxilo libres puaden ser derivatizados para formar sales, metil y etil ésieres u otros
tipos de ésteres o hidrazidas, y ias cadenas laterales pueden ser derivatizadas para
formar derivativos O-acilo u O-alkilo para grupos hidroxilo libres o N-im-bencilhistidina
para el niirégeno del imidazol de la histidina. Los anéiogos de péptidos también
incluyen aminodcidos que han sido quimicamente alterados, por ejemplo, por
mutilacion, por amidacion del aminoacido C-terminal por una alkilamina tal como la
etilamina, etanolamina o etilen diamina, o por acilacién o metilacibn de una cadena
lateral del amino4cido (tal como acilacion del grupo epsilon amino de la lisina). Los
andlogos 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-
C6) alkil, (C1-C8) alkenil, (C1-C6) alkinil, (C1-C8) aifil sustituido, (C1-C8) alkenil
sustitivido, o (C1-C6) alkinil sustituido) o un iséstero de un enlace amida (por ejemplo, -
CH2NH-, -CH2S, -CH2CH2-, -CH=CH- (cis y trans), -C(O)CH2, -CH(OH)CH2- 6 —
CH2S0-).

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

emplearse espaciadores y enlazadores, tipicamente compuestos por pequefias

33



34

moléculas neutras tales como aminodcidos que estan libres de carga en condiciones
fisiolégicas. 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 oxidacién controlada. Altermnativaments, pueden usarse
agentes heterobifuncionales tales como los agentes formadores de disulfuro/amida o los
agentes formadores de tioéter/amida. El compuesto también puede ligarse a otro
compuesto que puede, por ejemplo, modular una respuesta inmunogénica. El
compuesto también puede ser restringido, por ejemplo, por tener porciones cidlicas.

Los péptido o andlogos de péplidos pueden sintetizarse por técnicas quimicas
regulares, por ejemplo, por sintesis automstica mediante la metodologla 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 tecnologla 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 (0 semi-gintéticos) o bibliotecas quimicas seglin métodos conocidos
para el arte. Aquéllos diesiros en el campo del descubrimiento y desamolio de drogas
comprenderan que la fuente precisa de extractos o compuestos de prueba no es critica
para ellos método/s de la invencién. Por lo tanito, puede examinarse virtuaimente
cualquier nimero de exiractos o compuestos quimicos mediante los métodos
ejemplificados y descritos aqul. Los ejemplos de tales exiractos o compuestos incluyen
—pero no se limitan- a exiractos basados en plantas, hongos, procariontes o animales,
caldos de fermentacién, y compuestos sintéticos, asl 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 sacéridos, lipidos,
péptidos y é&cidos nudeicos. Se encuentran comarciaimente disponibles bibliotecas de
compuestos sintéticos. Altemativamente, se encuentran comercialmente disponibles
bibliotecas de compuestos naturales en forma de extractos bacterianos, fingicos,
vegetales y animales, a partir de varias fuentes, inciuyendo Biotics (Sussex, Reino
Unido), Xenova (Slough, Reino Unido), Harbor Branco Oceanographic Institute (Ft.
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Pierce, FL, EEUU) y PharmaMar, MA, EEUU. Ademis pueden generarse, si se desea,
bibliotecas de polipéptidos de agentes patdgenos A/E producidos sintéticamente segin
métodos conocidos para el arte, e.g., por métodos regulares de extraccion y
fraccionamiento. Mds aln, si se desea, cualquier biblioteca o compuesto puede
modificarse fécilmente mediante métodos quimicos, fisicos o biolégicos regulares.

Cuando se verifica que 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 tanio, &l objelivo del proceso de
extraccion, fraccionamiento y purificacibn es la cuidadosa caracterizacién e
identificacién de una entidad quimica dentro del extracto crudo, con propiedades
moduladoras de la virulencia. Los mismos ensayos descritos aqul para la deteccién de
actividades en mezclas de compuestos pueden emplearse para purificar el componente
activo y para someter a prueba sus derivados. Los métodos de fraccionamiento y
purificacién de tales extractos heterogéneos son conocidos para el arte. Si se desea, los
compuestos verificados como agentes Udliles para e tratamiento se modifican
quimicamente de acuerdo a métodos conocidos para el arte. Los compuestos
identificados como terapéuticos, profilacticos, diagnésticos, o con otro valor, pueden ser
subsecuentemente analizados mediante un modelo de Citrobacter o bovino para
infecciones patogénicas A/E, o cualquier otro modelo animal para infecciones
patogénicas A/E.

Vacunas

Una vacuna es una composicioh que incluye materiales que producen una
respuestia inmune deseada. Una vacuna puede seleccionar, activar o expandir céiulas B
y T de memoria del sistema inmune para, por ejemplo, permitir la eliminacion de
agentes infecciosoa tales como patégenos A/E 0 componentes de los mismos. En
algunas realizaciones, una vacuna incluye un portador adecuado, tel como un
adyuvante, que es un agente que act(ia de una manera no especifica para aumentar la
respuesta inmune a un antigeno especifico o a un grupo de antigenos, permitiendo la
reduccion de la cantidad de antigeno en cualquier dosis dada de vacuna, o la reduccién
de la frecuencia de ia dosificacibn requerida para gensrar la respuesta inmune
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deseada. Una respuesta inmune deseada puede incluir la proteccién total o parcial
contra la propagacidn (presencia en las heces de un animal infectado, e.g., un
mamifero) o la colonizacién (presencia en el intestino de un animal infectado, e.g., un
mamifero) por un agente patbgeno 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 colonizacién por un
agente patdgeno A/E en un animal vacunado, en comparacidn a un animal no

vacunado.

Las vacunas de acuerdo a la invencién pueden incluir a los polipéptidos y
moléculas de acido nucleico aqul descritas, o a fragmentos inmunogénicos de las
mismas, y pueden ser administradas mediante cualquier fooma de administracion
conocikla para el arte o descrita aqul. En algunas realizaciones de la invencién, la
vacuna puede incluir un agente patégeno A/E vivo, un agente patégeno A/E muerto, o
componentes de los mismos. Los agentes patbgenos vivos, que pueden ser
administrados en la forma de una vacuna oral, pueden contener alteraciones genéticas
no revertibles que afectan la virulencia del agente patdgeno A/E, pero no su induccion
de una respuesta inmune. Una vacuna viva puede ser capaz de colonizar el intestino de

un animal inoculado, e.g., un mamifero.

En algunas realizaciones, los polipéptidos y ias moléculas de acido nucleico aqul
descritas, o fragmentos inmunogénicos de los mismos, o las bacterias mutadas (e.g.,
bacterias atenuadas) descritas aqui pueden ser administradas a aves de comal, e.g.,
polios, patos, pavos, efc., de forma tal que produzcan una respuesta inmune, e.g.,
aumento de anticuerpos, en las aves de comal. Los huevos, o productos de los mismos,
obtenidos de tales aves de comal, que exhiban una respuesta inmune contra los
polipéptidos © moléculas de &cido nucleico descritas aqui, o contra fragmentos
inmunogénicos de las mismas, pueden ser administrados a un animal, e.g., humanos,
vacas, cabras, ovej'as. etc., para producir una respuesta inmune a los polipéptidos y
moléculas de dcido nucleico descritas aqul, 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 19888; Patente US 8.730.822 emitida a Ivarie ef al. el 4
de mayo de 2004; y las publicaciones 113-117 citadas aqui.

Las vacunas de acuerdo a la invencibn pueden ser suplementadas
adicionaimente mediante al! agragado de antigenos recombinantes o purificados tales
como EspA, EspB, EapD, EspP, Tir, toxina Shiga 1 6 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 O157:H7 tales como EspA, Tir,
EspB e intimina (Publicacibn PCT No. WO 97/40083; Publicacion PCT No. WO
89/245786; 51). '

Cultivo celular

Los agentes patdgenos A/E pueden ser cultivados seglin cualesquiera de los
métodos conocidos para el arte o descritos aqul. Por ejempio, los agentes patdgenos
AJE 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 1:5y 1:25, o
aproximadamente 1:10, en medio minimo M-8 suplementado con NaHCO; 6 NaHCO»
20-100 mM, o aproximadamente 30-50 mM, o NaHCO; 6 NaHCO; aproximadamente 44
mM; MgSO, 4-20 mM, o aproximadamente 5-10 mM; o MgSQO, aproximadamente 0,8
mM a 8 mM, glucosa 0,1 a 1,5%, o aproximadamente 0,2 a 1%, o glucosa
aproximadamente al 0.4%, casaminoaciios aproximadamente entre 0,05 y 0,5%, o
aproximadamente entre 0,07 y 0,2%; o casaminoécidos aproximadamente al 0,1%. Los
cultivos generaimente se mantienen aproximadamente a 37 grados C, opcionaimente
en 2-10% de CO, u opcionalimente en alrededor de 5% de CO,, y cultivados hasta una
densidad 6ptica de aproximadamente 800 nm de 0,7 a 0,8. Luego se sacan las células
enteras mediante cuaiquier medio apropiado, e.g., microfiltracion o centrifugacién, y el
sobranadante puede concentrase, e.g., 10-1000 veces 0 més, por ejemplo 100 vecas,
usando didlisis, ultrafiltracion y métodos similares. La proteina total puede determinarse
facilmente mediante métodos bien conocidos para el arte.
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Los sobrenadantes de los cultivos celulares pueden ser producidos con cultivos
de cualquier agente patSgeno AJE, por ejemplo, EHEC, como se describe aqul o como
es conocido para aquélios diestros en el arte, incluso agentes patégenos A/E de tipo
salvaje 0 mutantes. Generaiments, el agente patdgeno A/E se cultiva en un medio
apropiado, en condiciones que favorecen la secrecion del antigeno de tipo HI (Patentes
US No. 8.136.554 y 6.165.743) (51, 74).

i j identificacid icionales

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

En algunas realizaciones, las secuencias de acido nucleico aqui descritas
pueden usarse para diseflar sondas o primers, incluso 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
genomicas o de ADNc en busca de genes de otros agenies patdgenos A/E, usando
técnicas regulares de amplificacién o hibridacién.

En algunas realizaciones, las secuencias de aminoécidos descritas aqul pueden
usarse para generar anticuerpos u otros reactivos que pueden usarse para seleccionar
polipéptidos de agentes patbgenos A/E que se unan a estos anticuerpos.

En algunas realizaciones, pueden identificarse socios de enlace mediante la
marcacion de los polipéptidos de la invencion (e.g., aquélios sustancialmente idénticos
a las SEQ 1D NOs; 2243, 59 6 73-84) con una secuencia eplitope (e.g., FLAG 6 2HA), y
la introduccién en células hospedadoras por transfeccién con un vector apropiado que
contiene una secuencia de #&cido nucleico codificadora de un polipéptido de la
invencién, o bien por emisién bacteriana endogena de tipo Ill, seguida de
inmunopreacipitacién e identificacion del socio de enlace. Las céluas Hela pueden
infectarse con cepas que expresan las fusiones FLAG o 2HA, seguido por lisis e

4z



39

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

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

En algunas realizaciones, puede usarse un sistema bacteriano de dos hibridos
para estudiar las interacciones proteina-proteina. Las secuencias de &cido nucleico aquf
descritas, o las secuencias sustanciaimente idénlicas a las mismas, pueden clonarse en
el plasmido cebo pBT del sistema de dos hibridos, y puede usarse una biblioteca de
bazo de marido, con 5 x 10° clones independientes y disponible comerciaimente, como
biblioteca blanco para los cebos. Los acierios potenciales pueden caraclerizarse
adicionaiments recuperando los piésmidos y retransforméndolos para reducir los falsos
positivos que resultan de las variantes del cebo clonal y clones blanco de la biblicteca
que activan a los genes reporiadores independientes del cebo clonado. Los acierios
reproducibles pueden estudiarse més en profundidad como se describe aqul.

En algunas realizaciones, una cepa de patdgeno A/E que expresa GiiA, por
ejemplo una cepa EHEC 0157 que expresa un GriA clonado, puede usarse para el
andlisis protedmico de los proteomas A/E de tipo lIl secretados, mediante, por ejemplo,
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el andlisis en gel 2D de los sobrenadantes. Ademds, 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 segtn lo deacrito aqul o segun
la forma conocida por aquélios diestros en el arte.

Una vez que las sacuencias codificadoras han sido identificadas, éstas pueden
aislarse mediante técnicas regulares de clonacion, 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. coli), pBR322 (E. coli), pACYC177
(E. col)), pKT230 (bacterias gram-negativas), pGV1 108 (bacterias gram-negativas),
pLAFR! (bacierias gram-negativas), pME290 (bacterias gram-negativas no-E. coli),
pHV14 (E. coli y Bacilus subtilis), pBD9 (Bacillus), plJ61 (Strepiomyces), pUCE
(Streptomyces), Yip5 (Saccharomyces), YCpl9 (Saccharomyces) o virus del papiloma
bovino (células de mamifero).

En general, los polipéptidos de la invencidn pueden producirse en cualguier
célula hospedadora transformada o transfectada con un vector apropiado (68). El
método de fransformacion o transfeccién y la eleccion del vehiculo de expresién
dependera del sistema hospedador seleccionado. Puede usarse una gran variedad de
sistemas de expresion, y la célula hospedadora exacia a ser usada no es critica para la
invencién. Por ejemplo, un polipéptido de acuerdo a la invencién puede producirse en
un hospedador procarittico (e.g.. E. col) o en un hospedador eucaridlico (eg.,
Saccharomyces cerevisiae, células de insecto, e.g., céluas Sf21, o células de mamifero,
e.g., células NIH 3T3, Hela o COS). Tales células pueden conseguirse de una amplia
variedad de origenes (e.g., la American Type Culture Collection, Manassus, VA.). Los
sistemas bacterianos de expresion para la produccion de polipéptidos incluyen al
sistema de expresion pET de E. coli (Novagen, Inc., Madison, Wis.) y al sistema de
expresién pGEX (Pharmacia).

Ensayos

Los compuestos candidatos, incluyendo polipéptidos, moléculas de é&cido
nucleico y pequefias moléculas, pueden ser seleccionados y sometidos a prueba
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mediante una variedad de técnicas descritas aqui o conocidas para aquéllos diestros en
el arte. Un compuesto que reduce el nivel de expresion de cualquiera de los
polipéptidos 0 moléculas de écido nudleico de la invencién puede ser (til, por ejemplo,
como un terapéutico contra una infeccién patogénica A/E.

Los ensayos de seleccion pueden realizarse, por ejsmplo, midiendo la expresion
génica por anilisis Westem 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 del compuesto candidato es comparado con el nivel de
expresion génica en ausencia del compuesto candidaio. Alternativamente, o
adicionalments, el efacto de un compuesto candidato puede determinarse por el nivel
d expresiéon o secrecién del polipéptido, usando por ejemplo inmunoprecipitacion o
Western Blot.

Otros ensayos pueden ser realizados de la siguiente manera:

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 los WT y de los mutantes
TTSS, por ejemplo la EHEC WT y el mutante isogénico EscN tipo HI, tal como se
decribe aqui o como es conocido para el arte. Métodos alternativos para determinar
sacrecion incluyen el examen de sobrenadantes por pérdida de producto secretado en
la cepa mutante, o el desarrolio de anticuerpos para la proteina y el uso de andlisis
Westemn para los sobrenadantes de WT y de tipo lil. Para confirmar que ninguna de las
proteinas de interéa es un componente TTSS, los scbrenadantes de cada uno de los
compuestos candidatos, cultivados en condiciones de induccién de tipo Ili, pueden ser
examinados en busca de secreciébn de tipo lll. B! TTSS LEE secreta dos clases de
proteinas: el transiocén (RepA, B y D), el cual estd montado aohre la superficie de la
célula bacteriana, y los efectores, que son trangiocados directamente dentro de la célula
hsopedadora. Los compuestos candidatos pueden ser sometidos a prueba para
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determinar si son efectores o transiocadores. Por ejempio, los efectores putativos
marcados con FLAG en EHEC o0 en otros patdgenos A/E pueden usarse para infectar
células epiteliales Hela cullivadas, y examinarse por microscopla de
inmunofliuorescencia luego de colorear con anticuerpos anti-FLAG. Tal visualizacion
usualmente demuestra la emisibn bacteriana dentro de la célula hospedadora, y a
menudo indica a cuédl organela esta dirigido el efector (e.g., Tir a membrana, NieA a
Golgi). Pueden usarse anticuerpos a varios compartimientos celulares para confirmar la
localizaciéon. Para complementar ia visuslizacién, las células HelLa infectadas pueden
fraccionarse en fracciones citosol, insoluble y membrana, usando métodos conocidos
de fraccionamiento (30), y andlisis Westem realizado con anticuerpos anti-FLAG para
definir a cudl de las fracciones celulares eatd dirigido el efector. Como control, las
células pueden ser infectadas con el efector marcado expresado en una cepa TTSS
defectuosa. Si estd dirigido a la fraccibn de membrana, puede usarse un tratamiento
con alio 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 deteccion de
translocaciones por inmunofiluorescencia dificultosa, se pueden hacer fusiones
genéticas a la adenilato ciclasa, una enzima que requiere un cofactor citoplasmético de
mamifero (calmodulina) para su actividad (87).

Dadoquelaeondansadﬂndeadinaylafomndﬂnddpodesln!aonsellos
distintivos de los agentes patSgenos A/E, los compuestos candidatos pueden ser
examinados en cuanto a acumulacién de actina y formacién de pedestales en, por
ejemplo, células epiteliales Hela cultivadas.

La invasiébn de EPEC y EHEC es otro fenotipo de cultivo celular que se mide
faciimente y brinda una indicacién de interacciones con células epitelialea cultivadas y
de la capacidad para alterar el citoesquelein del hospedador (los mutantes del tipo il no
invaden, como tampoco lo hacen las cepas sin Tir ni intimina). Los niveles de invasién
varios compuestos candidatos pueden ser comparados en patbgenos A/E wt y de tipo
salvaje , por ejemplo, EHEC WT y mutantes TTSS en células Hela, usando un ensayo
de proteccién de gentamicina.
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Ademés, 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 inhibicién de la actividad de la PI1-3 kinasa en
el hospedador de una manera fipo ill-dependiente (Celli, J., M. Olivier y B. B. Finlay,
2001, Entsropathogenic Escherichia coli mediates antiphagocytosis through the
inhibition of Pl 3-kinase-dependent pathways. Embo. J., 20: 1245-58). Si cualesquiera
compuestos candidates son incapaces de inhibir la fagocitosis, puede realizarse un
Segundo ensayo de inhibicién de la PI-3 kinasa.

La integridad de los empalmes entre céiulas juega un rol preponderants en la
diamea. Ademés de la formacidbn de pedestales, los agentes patdgenos A/E causan
otros efectos LEE de tipo 11l sobre células epiteliales polarizadas, incluyendo pérdida de
microvellosidades (destruccién de microveliosidades) y pérdida de resistencia eléctrica
fransmonocapa, una medida de firmes empaimes. Usando monocapas intestinales
humanas polarizadas de células Caco-2, puede realizarse microscopia electrénica de
barrido de alta resolucién sobre monocapas infectadas con patdégenos A/E WT (e.g.,
EHEC WT), mutantes TTSS de patdgenos A/E, e.9, EHEC escN, y cada uno de los
compuestos candidatos. Las monocapas pueden ser infectadas por diversos tiempos,
lavadas y procesadas para SEM usando técnicas regulares (68) y examinadas en busca
de pérdida de resistencia eléctrica luego de infectar células Caco-2 polarizadas.

E re ia inmuni in a inflamacion

Un tema que crece répidamente con respecto a los agenies patogenocs es la
capacidad para inhibir la inmunidad innata y las respuestas inflamatorias. Tales efectos
han sido reportados para patdgenos A/E tales como EHEC y EPEC, y estos ensayos
pueden usarse para examinar a los compuestos candidatos en cepas de patbgenos A/E
WT y mutantes TTSS. Por ejemplo, EHEC provoca la inhibicion de NF-xp, resultando en
la supresion de varias citoquinas tales como I1-8, I1-6 e ll-1a en células Hela (80), y este
proceso requiere del TTSS LEE. Los compuesios candidatos pueden ser sometidos a
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ensayos de la inhibicion de estos factores saguidos de, por ejemplo, infeccion de
células Hel.a, usando métodos regulares tales como RT-PCR (PCR en tiempo real), y
ensayos de ELISA disponibles comerciaimente.

Ademds de ensayos fenotipicos, loa compuestos candidatos pueden ser
sometidos a prueba segiin su localizacién en una célula hospedadora. Por ejemplo, si
un compuesto candidato se localiza en el Golgi, puede ser ensayado para determinar si
afecta la funcidn del Golgi, incluyendo estudios bioquimicos para examinar ia
glicosilacidn, y ensayos funcionales del Golgi en levaduras que expresan al compuesto
candidato. Si el compuesto candidato se localira en mitocondria, pueden ulilizarse
ensayos sobre apoptosis y otras funciones mitocondriales. Si el compuesto candidato
tiene como blanco al reticulo endoplasmitico, pueden disefiarse ensayos de sintesis y
secrecién de proteinas. Si el blanco es el nucleo, pueden llevarse a cabo estudios

transcripcionales.

Rol irylencia

Los indices competitivos (Cl) se han usado extensivamente para determiner el rol
de factores de virulencia menores, y si dos factores de virulencia pertenecen al mismo
"curso” de virulencia (83). En sintesis, dos cepas caracterizadas por diferentes
resistencias a antibidticos, son coinfectadas en un animal y luego de un tiempo de
incubacion apropiado las bacterias son cosachadas y se determina la proporciéon 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 el Cl para determinar a cudlea cursos de virulencia pertenece
ol compuesto candidato. Por ejemplo, los Cl pueden determinarse comparando cada
uno contra WT. Cuando se comparan los mutanies simples y contra un mutante doble,
una proporcién Ci de 1 indica que éstos pertenecen al mismo curso general de
virulencia, mientras que cualquier valor distinito de 1 indica que estin en diferentes

"cursos® de virulencia.
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ios de mi la

Para caracterizar enfermedades causadas por agentes patdgenos A/E pueden
usarse técnicas de microscopia, incluidas microscopia electrénica de transmision (TEM)
y microscopia electrbnica de barrido (SEM), para examinar foliculos linfoides en places
de Peyer ileales distalas de conejos infectados con REPEC para confirmar la formacion
de lesiones A/E (63), microscopia confocal para mostrar la emision hacia vellosidades
miridas, y andlisis histolégico del proceso de la enfermedad en ratones infectados.

Estas técnicas pueden emplearse para examinar compuesios candidaitos en
modelos animales apropiados, por ejemplo, ratones infectados con varias cepas de
Citrobacter portadoras de muiaciones en las secuencias candidatas. Para cada
compuesto candidato puede emprenderse un estudio detallado para seguir la
progresion (o ia falta de progresién) de la enfermedad en este sistema. Ademés, puede
determinarse el nivel de colonizacion de estos mutantes en ias superficies del intestino.
Pueden usarse cepas marcadas con antibiéticos para infectar animales, seguido de la
cosecha del tejido intestinal. El tejido puede homogeneizarse y las bacterias
cuantificadas por recuento en placas selectivas.

Una de ias principales caracteristicas de la infeccion por agentes patdgenos A/E,
e.g., infeccion por Citrobacter, es una extensa inflamacion. Los eventos celulares de la
inflamacién pueden seguirse por microscopla confocal para varios mutantes en
compuestos candidatos. Etiquetando tejidos con anticuerpos o leclinas, seguido por
microscopia confocal, las células inflamatorias que reclutadas hacia el lugar de la
infeccion 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 infeccién, examinando factores
innatos de respuesta y células tales como macrdfagos, neutréfilos, la produccion de
INOS, céiulas dendriticas, etc.

istoldgicos
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Pueden realizarse estudios histolégicos de tejido coloreado. Por ejemplo, pueden
estudiarse secciones ileales de conejo infectado con REPEC y coloreadas con
hematoxilina y eosina, y cepas con deleciones en compuestos candidatos para
comparar la inflamacién 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 ofras coloraciones histolégicas que
pueden definir méds ampliamente la inflamacién asociada con Citrobacter y mutantes
isogénicos, incluyendo Giemsa y Azul de Toluidina O (para morfologla general), Acido
Schiff Peritdico (colorea hidratos de carbono, permitiendo el examen de la capa de
mucus intestinal y céiuias en copa), coloracidn Gram, esterasa de clomaceiato (una
coloracién de células inflamatorias), y un ensayo de caspasa (para apoptosis). La
inmunohistoguimica permite ia utilizacion de anlicuerpos dirigidos contra antigenos de
células bacterianas y de mamiferos.

Anticuerpos

Loa compuestos de la invencién pueden usarse para preparar anticuerpos para
los polipéptidos de la invencién, mediante técnicas regulares de preparacion (45) o
conocidas para aquélios diestros en el arte.

Por ejemplo, una secuencia codificadora de un polipéptido de la invencién puede
purificarse hasta el grado necesario para la inmunizacién de conejos. Para intentar
minimizar los problemas potenciales de baja afinidad o especificidad de los antisueros,
pueden generarse dos o tres contrucciones de polipéptidos para cada proteina, y cada
construccion se inyecia en por io menos das conejos. Los antisueros pueden cultivarse
por inyecciones en serie, preferentemente incluyendo al menos tres inyecciones de
refuerzo. Las inmunizaciones primarias pueden lievarse a cabo con e adyuvants
completo de Freund, y las inmunizaciones subsiguientes con el adyuvante incompleto
de Freund. Las tilaciones de anticuespoe pueden ser monitoreadas por andisis de
Westemn Blot e inmunoprecipitacién, 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 d proteinas no
relacionadas. Altemativamente o adicionaiments, los péptidos cormespondientes a
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regiones inmunogénicas relativamente {nicas de un polipéptido de {a invencién pueden
generarse y acoplarse a la hemocianina cerradura de lapa (KLH) a través de una lisina
C-terminal introducida. El antisueroc para cada uno de estos péptidoa puede purificarse
por afinidad sobre péptidos conjugados a BSA, y la especificidad puede ser examinada
por ELISA y Western Biot usando conjugados de péptidos, y por Westem Blot e
inmunoprecipitacién.

Alternativamente, se preparan anticuerpos monocionales que se unen
especificamente a cualquiera de los polipéptidos de la invencién, de acuerdo a la
tecnologlia regular de hibridomas (91, 80, 89, 78). Una vez producidos, los anticuerpos
monocionales también pueden ser analizados en cuanto a su reconocimiento especifico
por Westem Blot o inmunoprecipitacion. Los anticuerpos que se unen especiicamente
al polipéptido de la invencién son considerados como (tiles; tales anticuerpos pueden
emplearse, .g., en un inmunoensayo. Altemativamente, ios anticuerpos monoclonales
pueden prepararse usando el polipéptido de la invencién descrito més aniba y una
biblioteca de exposicién de fagos (112).

En algunas realizaciones, ios anticverpos pueden producirse usando fragmentos
de polipéptidos que parecen ser inmunogénicos, por criterios ales como alta frecuencia
de residuos 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 unién al antigeno de una especie,
y la porcién 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
aqul descritos pueden emplearse para tratar o prevenir la infeccién por un agente
paidgeno A/E.

Los compuestos pueden ser facilmente examinados en varios modelos animales
de infeccién patdgena A/E.



El modelo de infeccién marida por Citrobacter es un modelo de una enfermedad
natural, y el modelo de propagacion de EHEC en bovinos adultos s un modelo de
transporte de una no-enfarmedad natural (las vacas no estin enfermas, sin embargo
EHEC no es parte de la flora normal). Para 8l modelo de Cilrobacter, loe mutantes
pueden ser examinados en cuanto a su virulencia en ratones, tal como ee describe mas
arriba. Pueden usarse ratones Knock out (KO) para estudiar el rol de las secuencias
candidatas en ia infeccién. Se han desarrollado varias lineas de ratones KO, incluso
definiendo el rol de INOS (20), célutas T y C (108), Tir-4 y estableciendo un intervaio de
variacién de la suaceptibilidad del hospedador {54), tanto como Nck.

Para el modelo bovino, los mutantes EHEC pueden investigarse en vacas afiales
(ver, por ejemplo, la publicacién PCT No. WO 02/053181). En breve, se administran 10°
CFU de mutante o WT 0157 a las vacas via intubacibn oral-géstrica. 14 dias post-
inoculaciébn se monitorea la propagacién fecal mediante el cultivo selectivo en placas, y
las colonias se verifican por PCR multiplex, niveles de propagacién y andlisis histolégico
y microscdpico de la regién perianal donde se concentra EHEC (97). Otro modelo es el
modelo de asa intestinal de bovino, en el cual ias asas intestinales son inyectadas con
EHEC y examinadas histolégicamente y microscépicamente en distintos momentos, y
también se cuantifican las bacterias adherentes mediante cultivo en placas.

Un modelo de infeccién natural en conejos con RDEC-1 puede realizarse de la
siguients manera: Se colectan por centrifugacion los cultivos bacterianos desarollados
durante una noche, y se resuspenden en un mi de solucién salina con buffer de fosfato.
Se someten a ayuno conejos blancos de Nueva Zelanda (peso: 1,0 a 1,6 kg) y luego se
les inocuian dentro del estdmago, mediante tubos orogdstricos, cinco ml de bicarbonato
de sodio aestéril al 2,5% y un mi de RDEC-1 6 cepas mutantes de secuencias candidatas
(2:-5x1010). La misma dosificacién 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 pellets fecales. Los hisopos rectales se
hacen rodar en mitad de la superficie de placas MacConkey con écido nalidbdco. Cinco
pelets fecales la misma cantidad de deposiciones liquidas se colectan de cada conejo
Yy se resuspenden en tres ml de solucion salina con buffer de fosfato y 0,1 mi de cada
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suspension fecal se cultiva en placa MacConkey con dcido nalidixico. El crecimiento de
colonias nalidixico-resistentes se dlasifica de la siguiente manera: 0, sin crecimiento; 1,
colonias ampliamente espaciadas; 2, colonias estrechamente espaciadas; 3,
crecimiento confluents de colonias. Los tejidos se axtirpan inmediatamente después del
sacrificio por inyeccion intravenosa de ketamina y sobredosificando con fenobarbital de
sodio. La proporcién de la colonizacién bacteriana en tejidos inteslinales se verifica de
la siguiente manera: los segmentos in'hstinales. (10 cm), a excepcioén del ciego, son
doblements ligados en sus extremos proximal y distal, y disecados entre las partes
doblemente ligadas, luego lavados con 10 mi de solucién salina con buffer de fosfato
helada. Se agrega un gramo del contenido viscoso del ciego a 9 ml de solucién salina
con buffer de fosfato. Las suspensiones de solucion salina con buffer de fosfato
resultantes se diluyen y se cultivan en placas MacConkey con écido nalidixico. Las
muestras de iejido se extirpan con un sacabocados de 8 mm de diadmetro, se lavan tres
veces con solucién salina con buffer de fosfato, se agregan a dos mi de solucion salina
con buffer de fosfato helada, y se homogeneizan con un homogeneizador, luego las
muestras seriales diluidas se cultivan en placas MacConkey. El niimero de bacterias
adheridas a cada tejido por centimetro cuadrado se calcula de la siguiente manera:
CFU/cm2=el nimero de bacterias/placa x factor de dilucion x 2 mi/-0,452.

Los polipéptidos y moléculas de écido nucleico descritas aqui pueden usarse
como terapéuticos, por ejemplo, para la preparaciéh de vacunas o composiciones
terapéuticas, o la consiruccion de patdgenos A/E que estin atenuados en su virulencia.
Tales patégenos A/E pueden construirse como se describe aqul, por ejemplo,
designando primers basados en las secuencias de acido nudeico aqui descitas, y
usando una técnica de intercambio alélico basada en el gen sac-B (29). Los
polipéptidos y moléculas de dcido nucleico pusden usarse solas o combinadas entre
ellas o con ofras moléculas apropiadas, tales como EspA, EspB, EspD, EspP, Tir, toxina
Shiga 1, toxina Shiga 2, 6 moléculas de intimina.

En aigunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico aqui descritas pueden
usarse en thcnicas antisentido. Por “"antisentido”, tal como se usa aquf en referencia a
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acidos nucleicos, se quiere significar una secuencia de &cido nucieico que es
complementaria a la hebra codificadora de una molécula de &cido nucleico, por ejempio,
un gen, tal como los genes nieA, nieB, nleC, nieD, nieE o nie, o que es complementario
a una secuencia de nucledtidos sustanciaimente idéntica a |la secuencia de cualquiera
de las SEQ ID NO: 1-21 6 60-72 & un fragmento o varianie de las mismas. En algunas
realizaciones, una molécuia de écido nudleico antisentido es una con la capacidad de
disminuir el nivel del polipéptido codificado por el gen complementario cuando ambos
estdn expresados en una célula. En algunas realizaciones, el nivel del polipéptido es
disminuido en cualquier nimero desde al menos 10% a por lo menos 25%, o en
cualquier nimero desde al menos 25% a por lo menos 50%, o en cualquier nimero
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 sdlo el
gen, y no la molécuia de dcido nucleico antisentido complementaria.

En algunas realizaciones, la expresion de un gen o regién codificadora o no
codificadora de interés puede estar inhibida o anulada mediante tecnologia basada en
ARN de interferencia (ARNi), un tipo de silenciamiento génico post-ranscripcional. El
ARNi puede usarse para crear un "knockout” funcional, i.e., un sistema en el cual la
expresion de un gen o region codificadora 0 no codificadora de interés estd reducida,
resuitando en una reduccion general del producto codificado. Como tal, el ARNi puede
realizarse apuntando a un écido 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 del producto, tanto como para
tratar infecciones por patdégenos A/E. El ARNi estd deacrito, 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 ia molécula ARNds
correspondiente a un écido nucleico “blanco”. Se cree que el ARNdSs es luego clivado en
breves ARN de interferencia (ARNsi) con una longitud de 21-23 nucleétidos (duplex de
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19-21bp, cada uno con dos proyecciones nucleotidicas 3°). La enzima que parece
afectar este primer paso de divaje a sido llamada “Cortadora” y es categorizada como
miembro de la familia ARNasa Il de ribonucleasaa ARNds-especificas.
Alternativamente, el ARNi puede ser realizado mediante la introduccién directa dentro
de la célula -0 la generacién dentro de la céiula mediante la introduccién dentro de la
célula- de un precursor apropiado (e.g., un vector, etc.) de tal ARNsi o0 molécula similar
a un ARNgi. Un ARNsi puede estar asociado con otros componentes intracelulares para
formar un complejo silenciador inducido por ARN (RISC). El RISC asi formado puede
subsecuentemente transformar en “blanco® a una transcripcion de interés a través de
las interacciones de apareamiento de bases enitre su componente ARNsi y la
transcripcién “blanco® por virtud de la homologia, resultando en el dlivaje de la
transcripcién “blanco”™ aproximadamente a los 12 nucledtidos a partir del extremo 3°del
ARNsi. Luego el ARNm “blanco” es clivado y se reduce el nivel del producto proteico
que éste codifica.

El ARNi puede ser realizado mediante la introduccibn en las células de
apropiados ARNsi -0 moléculas similares a ARNsi- sintetizados in vilro. El ARNi puede
ser realizado, por ejemplo, usando ARN sintali}.ado quimicamente (64), para lo cual las
moléculas apropiadas de ARN pueden sintetizarse quimicamente mediante métodos
conocidos. Altemativamente, pueden usarse vectores de expresion apropiados para
transcribir tal ARN in vitro o bien in vivo. La transcripcion in vitro de hebras antisentido
(codificadas por secuencias que estdn presentes en el mismo vector o en vectores
separados) puede realizarse usando por ejemplo la ARN polimerasa T7, en cuyo caso
el vector puede comprender una secuencia de codificacion apropiada ligada
operativamente a un promotor T7. En algunas realizaciones, el ARN transcripto in vivo
puede ser procesado (e.g., usando ARNasa Ill de E. col) in vitro hasta un tamafio
conductivo para ARNi. Las franscripciones con sentido y antisentido combinadas para
formar un duplex de ARN que es infroducido en una célula "blanco” de interés. Pueden
usarse ofros vectores que expresan pequefios ARN en horquilla (ARNsh) que pueden
procesarse en moléculas similares a ARNsi. Se conocen para el arte varios métodos
basados en vectores (85, 83, 85, 88, 88, 105, 100). 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 expresibn de un polipéptido con una
secuencia de aminoécidos sustanciaimente idéntica a la secuencia de cualquiera de las
SEQ ID NO: 22 a 43 puede ser inhibida por la introduccion o la generaciébn dentro de
una célula de un ARNsi o0 molécula similar al ARNsi comespondients a una molécula de
écido nucleico codificadora del polipéptido o fragmento dei mismo, o a un homélogo de
dcido nucleico del mismo. En varias realizaciones, tal método puede implicar la
administracion directa dei ARNsi o0 molécula similar al ARNsi dentro de la célula, o el
uso de los métodos basados en vectores amiba descritos. En una realizacién, el ARNsi
o molécuia similar al ARNsi tiene una longitud menor a aproximadamente 30
nucleétidos. En ofra realizacion, los ARNsi o moléculas similares al ARNsi tienen una
longitud de aproximadamente 21-23 nucledtidos. En una realizacion, los ARNsi o
moléculas similares al ARNsi comprenden una porcion duplex de 19-21 bp, y cada
hebra tiene una proyeccion 3°de dos nudediidos. En algunas realizaciones, el ARNsi o
molécula similar al ARNsi es sustanciaimente idéntica a un acido 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, la hebra con sentido del
ARNsi o molécula similar al ARNsi es sustanciaimente idéntica a las SEQ ID NO: 1-21 0
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 desarroliados contra los polipéptidos
de la invencién pueden usarse como terapia contra la infeccién por agentes patbgenos
AE.

En algunas realizaciones, las moléculas polipetidicas y de 4cido nucleico de la
invencién pueden usarse para detectar la presencia de un agente patégeno A/E en una
muestra. Las moléculas de &cido nucleico pueden usarse para disefiar sondas ©
primers que podrian, por ejemplo, hibridizarse al ADN de un patégeno A/E en una
muestira, o podrian usarse para amplificar el ADN de un patdgeno A/E en una muestra
mediante, por ejemplo, técnicas de reaccién en cadena para polimerasas. Los
polipéptidos podrian usarse por ejemplo para desamoliar anticuerpos que se unan
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especificaments a un polipéptido WO por un agente patdgeno A/E. Tales sondas
o primers o anticuerpos pueden ser etiquetados en forma detectable. Se entiende por
“‘stiquetados en forma detectable” cualesquiera medios para marcar e identificar la
presencia de una molécula, e.g., una sonda o primer oligonucieotidico, 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 isétopo tal como *P 6 *S) y etiquetamiento no
radiactivo tal como el etiquetamiento enzimético (por ejemplo, usando peraxidasa de
rdbano o fosfatasa alcalina), etiquetamiento quimioluminiscente, etiquetamiento
fluorescente (por ejemplo, usando fluoresceina), etiquetamiento bioluminiscente, o
deteccién por anticuerpos de un ligando adherido a una sonda. Se incluye también en
esta definicibn a una molécula que es efiquetada en forma detectable por medios
indirectos, por ejemplo, una molécula que esta unida con una primera porcion (tal como
biotina) que estd, a su vez, unida a una segunda porcién que puede ser observada o
sometida a ensayo (tal como |la estreptavidina etiquetada con fluoresceina). Las
etiquetas incluyen también a la digoxigenina, luciferasas, y a la acuorina.

Los compuestos incluyen las moléculas polipeptidicas y de acido nucleico
descritas aqul, asi como compuestos identificados segGn jos métodos de la invencion.
Los compuestos de acuerdo a la invencion pueden proveerse solos o en combinacion
con otros compuestos (por ejemplo, moléculas de écido nucieico, pquefias moléculas,
polipéptidos, péptidos o andlogos de péptidos), en presencia de un liposoma, un
adyuvante, o cualquier portador farmacéuticaments aceptable, en una forma apropiada
para ser administrados a mamiferos, por ejemplo, humanos, vacas, ovejas, etc. Si se
desea, el tratamiento con un compuesto de acuerdo a la invencion puede combinarse
con més terapias tradicionales y exisienies para una infeccidn por patégenos AJE.

Puede emplearse la priclica farmacéutica convencional para proveer
formulaciones o composiciones apropiadas para administrar los compuestos a sujetos
infectados por un agente patégeno A/E. Puede emplearse cuaiquier ruta de
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administracion adecuada, por ejemplo, parenteral, intravenosa, subcutanea,
inframuscular, intracraneal, intraorbital, oftdlmica, intraventricular, intracapsular,
intraespinal, infracistemal, intraperitoneal, intranasal, aerosol o administracion oral. Las
formulaciones pueden ser en forma de suspensiones o soluciones liquidas; tabletas o
cépsulas; polvos, gotas nasales o aerosoles.

Los métodos para hacer formulaciones son bien conocidos para el arte (57). Las
formulaciones para administracibn parenteral pueden, por ejemplo, contener
excipientes, agua estéril, o solucién salina, poliaiquilen-glicoles tales como polietilen-
glicol, aceites de origen vegetal, o naftalenos hidrogenados. Para controlar la liberacion
de los compuestos pueden usarse polimeros de lictido, copolimeros de laclido/glictlido,
o copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno biocompatibles y biodegradables. Otros
sistemas de administracion partenteral potenciaimente Utiles incluyen a las particulas de
copolimeros de etilen-vinilacetato, bombas osmdticas, sistemas de infusion
implantables, y liposomas. Las formulaciones para inhalacibn pueden contener
excipientes, por ejemplo lactosa, o pueden ser soluciones acuosas que contengan, por
ejemplo, éter de polioxietilen-8-aurilo, glicolato y deoxicolato, o pueden ser soluciones
aceitosas para administracién en {a forma de gotas nasales, 0 como un gel. Para
composiciones terapéuticas o profildciicas, lose compuestos se administran a un
individuo en cantidades suficientes para detener o reducir una infeccién por agentes
patdgenos A/E.

“Cantidades suficientes” de un compuesto de acuerdo a la invencién implican
cantidades terapéuticaments efectivas o cantidades profilicticamente efectivas. Las
‘cantidades terapéuticamente efectivas™ se refieren a cantidades efectivas, a
dosificaciones y por periodos de tiempo necesarios, como para lograr e resultado
terapéutico deseado, tal como la reduccién de ia colonizacion o la diseminacién de un
patdgeno A/E. Una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto puede variar
segun factores tales como el estado de la enfermedad, la edad, el sexo y el peso del
sujeto, y la capacidad del compuesto para producir la respuesta deseada en el sujeto.
Los regimenes de dosificacion pueden ajustarse para proveer la Optima respuesta
terapéutica. Una cantidad terapéuticaments efectiva también es una en la cual los
efectos terapéuticamente beneficicsos pesan mis que cualquier efecto tdxico 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 profildctico deseado, tal como la prevencién de la colonizacién por un agente
patégeno AJE. Tipicamenis, una dosis profilictica se usa en sujetos antes —o durante
un estadio temprano de- la enfermedad, de manera que una cantidad profilActicamente
efectiva puede ser menor que una cantidad terapéuticaments efectiva. Un valor
apropiado para cantidades terapéuticamente u profilacticamente efectivas de un
compuesio puede ser cualquier nimero entre 0,1 nM—-0,1 M; 0,1 nM - 0,05 M; 0,05 nM
- 15 uM; 6 0,01 nM - 10 M.

Debe advertirse que los valores de dosificacibn pueden variar segin la severidad
de la condicion a ser aliviada. Para cualquier sujeto en particular, pueden ajustarse
regimenes de dosificacitn especificos a lo largo del tiempo de acuerdo con los
requerimientos individuales y el juicio profesional de la persona que administra o
supervisa la administracién de las composiciones. Los intervalos de dosificacién aquf
axpuestos son s6lo a modo de ejemplo y no limitan los intervalos de dosificacién que
pueden selaeccionarse por profesionales de la medicina. La cantidad de compuesto
activo en la composicion puede variar de acuerdo a factores tales como el estado de la
enfermedad, la edad, el sexo y ef paso del individuo. Los regimenes de dosificacion
pueden ajustarse para proveer la dptima respuesta terapéutica. Por ejemplo, puede
administrarse un Gnico bolo, varias dosis divididas pueden administrarse a lo largo del
tiempo o ia dosis puede ser proporcionalmente reducida o aumentada segin lo indicado
por las exigencias de la situacién terapéutica. Puede resultar ventsjoso formular
composiciones parenterales en la fooma de unidades de dosificacién para facilitar la
administracion y la uniformidad de las dosis.

En el caso de formulaciones para vacunas, una cantidad efectiva de un
compuesto de la invencidn puede proveerse sola o en combinacién con otros
compuesios, y con uno 0 mas adyuvantes inmunoldgicos para inducir una respuesta
inmune. Los adyuvantes de acuerdo a la invencién pueden incluir emulsificadores,
dipéptidos de muramilo, avridina, adyuvantes acuosos tales como hidréxido de aluminio,
adyuvantes basados en quitosano, saponinas, aceites, Amphigen®, LPS, extractos de
paredes celulares bacterianas, ADN bacteriano, complejos bacterianos, oligonucledtidos



sintéticos y combinaciones de los mismos (100). El adyuvante puede incluir un extracto
de paredes celulares de Mycobacterium phlei (M. phlei;, MCWE) (Patente US No.
4744 984), un complejo de paredes celulares de ADN de M. phlei (M-DNA) o de
micobacterias (MCC). Los emulsionantss incluyen agentes emulsificadores naturales o
sintéticos. Los agentes emulsificadores sintéticos incluyen agentes ibnicos (e.g., sales

de potasio, sodio y amonio de écido ldurico y cleico, las sales de calcio, magnesio y:

aluminio de acidos grasos, i.e., jabones de metales, y sulfonatos organicos tales como
el sulfato de lauril sodio), agentes caliénicos (e.g., bromuro de cetiltrimetilamonio), y
agenias no i6nicos (e.g., ésteres de glicerol talee como el monoestearato de glicerol,
ésteres y éteres de polioxietilenglicol, y los ésteres de dcidos grasos de sorbitano tales
como e monopalmitaio de sorbitano y sus derivados de polioxietieno, eg.,
monopalmitato de sorbitan polioxietileno). Los agentes emulsificantes naturales incluyen
incluyen: acacia, gelatina, lecitina y colesterol. Otros adyuvantes adecuados incluyen un
aceite que puede ser un aceite simple, una mezcia de aceites, una emulsion de aceite
en agua (e.g, EMULSIGEN'™, EMULSIGEN PLUS'™ o VSA3), o una emulsién no-acsite
en agua (e.g., una emulsion de aceite, una emulsitn de agua en aceite, 0 una emulsioén
de agua-en aceite-en agua). El aceite puede ser un aceite mineral, un aceite vegetal o
un aceite animal. Los aceltes animales adecuados incluyen, por ejemplo, aceite de
higado de bacalao, aceite de hipogloso, aceite de lacha, aceite de “reloj anaranjado”, o
aceite de higado de tiburén, todos los cuales estin disponibles comerciaimente. Los
aceites vegetales adecuados incluyen, sin limitacién, aceite de canola, aceite de
almendra, aceite de semilla de algodén, aceite de malz, aceita de dliva, aceite de manl,
aceite de cartamo, aceite de sésamo o aceite de soja. Alternativamente, pueden usarse
varias bases nitrogenadas alifiticas como adyuvanies con las formulaciones de
vacunas. Por ejemplo, los adyuvantes inmunolégicos conocidos inciuyen aminas,
compuestos de amonio cuaternarios, guanidinas, benzamidinas y tiouroniums (75). Los
compuestos adyuvantes especificos incluyen el bromuro dimetildioctadecil-amonio
(DDA) (Patente US No. 5.951.988) (88, 58, 85, 68, 84, 82, 83) y el N, N-dicactadeci-N,
N-bis (2-hidroxietil) propanodiamina (“avridina™) (Patente US No. 4.310.550, Patente US
No. 5.151.287) (62). Un adyuvante de acuerdo a la invencién pueds incluir por ejempio
un aceite mineral y bromuro dimetildioctadecil-amonio.
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Las composiciones de vacunas pueden prepararse usando técnicas comientes
que incluyen -aunque no estdn limitadas a- mezcla, sonicacion y microfluidificacion. El
adyuvante puede comprender aproximadamente 10 a 50% (vA) de la vacuna, o
aproximadamente 20 a 40% (v/v) o aproximadamente 20 a 30% 6 35% (vAv), 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 cemadura de
lapa para aumentar la inmunogenicidad.

En general, ios compuesios de la invencion deberfan usarse sin causar una
sustancial toxicidad. La toxicidad de ios compuestos de la invencién puede
determinarse usando técnicas corrientes, por ejemplo, mediante pruebas en tejidos
celulares 0 en animales experimentales y determinando el indice terapéutico, i.e., la
relacion entre el LD50 (la dosis letal para el 50% de la poblacién) y el LD100 (Ja dosis
letal bara el 100% de la poblacién). En algunas circunstancias, sin embargo, tal como
en severas condiciones de enfermedad, puede ser necesario administrar sustanciales

excesos de las composiciones.

Los siguientes ejempios pretenden ilustrar realizaciones de la invencién, y no
debieran ser considerados como limitaciones del alcance de la invencion.

EJEMPLO 1
Generacion de mutantes

Las cepas de bacterias usadas son las siguientes: EHEC O157:H7 cepa 86//24
(32), EHEC EDLO33 (producto de aislamiento 0127:H7 de E. coli de tipo salvaje; 3);
EHEC escN- (47), EPEC E2348/88 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. coii HB101.

Los plasmidos usados fueron los siguientes:

) LESCTIRCION ¥ renoupo Raisvanin

DRE118 Vector sulckda basado en Sach para lnpesssatis —tan-—
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Recombinass A rojs de exprosidn del phismido, AMP

- —— e —

pKD48 5
DACYC 104 Vector de clonacion, CMr Tetr NEB
pCR2.1-TOPO Vector de donacién de PCR, Amp’ Ken' invitrogen
pTOPD-2HA Casseite dé axpiesion besedo en pCRZ. 1-T1OFU y dirigido

por Plac para la marcacién def 2HA C-teyminal, Amp"Kan'
pCRespG-2HA/Bghi | Cassette de exprasién basado an pACYC184 y dirigido por

ol promotor espG de Clrobacter para of 2HA C-terminal

que marca a Cm'
pCR1er C. rodentkmn lar en pCR2_1-TOPO
pCRorf{1 C. rodentium orf'114yie en pCR2.1-TOPO
pEHorf11 EHEC orf11/griA en pCR2.1-TOPO
pEPorft1 EPEC orf1 74griA en pCR2.1-TOPO
pKiK232-8 Derivado de pBR322 que conliene un gen cat sin promolor | Pharmacia
pLEE1-CAT Derivado de pKK232-8 que poria s fusidn tranecripcionat

LEE1

(Ler)-cat de C. rodenthan desds los nuciediido -162 al

+218.
pLEES-CAT Derivado de pKK232-8 que porta ia fuslén trenacripclonal

LEES

{Tm)-cat de C. rodentium desde los nucledtido -262 al

+201.

Para PCR y PCR inversa, se us6é como rutina el sistema de lectura de pruebas
ELONGASA Amplification System (GIBCO BRL/Life Technologies) para minimizar la
tasa de emor 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 secuencia del
DNA se determiné mediante el método terminador Taq Dye y un secuenciador
automatizado de DNA 373A (Applied Biosystams). Para la clonacién, transformacion e
infecciones de rutina, las bacterias se cultivaron en agar Luria-bertani (LB) o en caldo
LB suplementados con los antibidticos apropiados a 37°C. Se utilizaron varios
antibiéticos con las siguientes concentraciones: Ampicilina 100 ug/mi, carbenicilina 100
ug/mi, kanamicina 50 ug/ml y cloranfenicol 30 pg/mi. El crecimiento en el Medio de
Eagle modificado por Dullbecco (MEMD) se usé para la induccién de la expresion
génica del LEE y la sacrecién de la protelna de tipo L.

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 elimind el 75%
0 mds de la porcién intema de cada gen para asegurar la interrupcion 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 ler/orf11 se genend también utilizando el
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método sacB. La generacién de los mutantes tir y eacD fue descrita en otras partes
(20,56). Loe mutantes eran mutantes de delecion “"en marco®, con la introduccién de un
sitio de enzima de restriccion (tanto Nhe |, Bam HI como Sal I} en el lugar de la
delecién, como se indica a continuacién:

Nombre del Longitud de la Codén elirminado Elsmantos- ioaos o
"mutants LEE oroisina {sa) (de#aly introducidos en el delecidn
siio de Ia deleciin. ampleados
Aler 128 23970912 Cassulie Nhel o SacB o Rojo Lambda
aphT
Sorf11/griA 135 23-115 Nhel Sach
AceaT 156 25-147 Nhel Sac@

Estos mutantes se verificaron con miltiples reacciones PCR. La
complementacibn se sometib a prueba para ios mutantes Alir, Aler y Aorff1
suministrando los genesa respectivos en un plédsmido. Todos estos mutantes pueden ser
complementados, confirmando que las mutaciones generadas por ambos métodos de
intercambio alélico no afectaron la funcién de los genes cormriente abajo y son por lo
tanto no-polares.

Para hacer EHEC-pNieA-HA, la regitn codificadora de nleA fue amplificada
mediante el sisteama de prueba de lectura ELONGASE Amplification System (invitrogen)
y los siguientes primers: Z8024F:

S'/AGATCTGAAGGAGATATTATGAACATTCAACCGACCATAC (SEQ ID NO: 44);
Z8024R: 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 verific6 usando el métndo del terminador Taq Dye y un
secuenciador automatizado de DNA 373A (Applied Biosystems). El producto fue luego
subcionado en pCRespG-2HA/BgIll, un pidsmido derivado de pACYC desarrollado para
conducir una expresiéon protelnica desde un promotor EspG de C. rodentium y para
agregar dos hemagiutininas de influenza (HA) al extremo C de ia proteina expresada.
Las construcciones de pidsmidos se introdujeron luego en EHEC y EHEC escN de tipo
salvaje electroporacién.
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Se creo un mutante d delecidn en nieA en una cepa de EHEC resistente al
écido nalidixico mediante un intercambio alélico basado en el gen sacB (28). Dos
fragmentos de DNA que flanquean al nleA fueron amplificados usando DNA
cromosdmico de EHEC como plantilia.

El fragmento A fue amplificadoc por PCR usando ef prnimer NT10
5'CCGGTACCTCTAACCATTGACGCACTCG (SEQ ID NO46) y un primer NT11
5'’AACCTGCAGAACTAGGTATCTCTAATGCC (SEQ ID NO:47) para generar un
producto de 1,3 Kb.

El fragmento B fue amplificado wusando e primer NT12
5'’AACCTGCAGCTGACTATCCTCGTATATGG (SEQ ID NO:48) y un primer NT13
5'CCGAGCTCAGGTAATGAGACTGTCAGC (SEQ ID NO:49) para generar un producto
de 1,3 Kb

Los fragmentos A y B fueron luego digeridos con Psfl por 1 hora y luego la
enzima fue inactivada por calor durante 20 minutos a 85°C. Aproximadamente 50 ng de
cada fragmento digerido se ligb con ligasa ADN T4 por 1 hora a temperatura ambiente.
La reaccién de ligamiento se diluyd 1/10 y 1ui fue agregado a un PCR utilizando primers
NT10 y NT13. El producto PCR de 2.3 Kb resultante fue luego digerido con Sacl y Kpnl,
ligado a los lugares commespondienies de pRE112 (14) y transformados en DHSalpir
para generar pNT225. El pNT225 fue transformado en la cepa conjugativa SM10Apir
que funcioné como cepa donante en una conjugacion con el EHEC de tipo salvaje. Se
seleccionaron écidos nalidixicos 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 delecién
nleA y con pérdida de secuencias de plésmidos. Un mutante de delecion niaA fue luego
aislado y usado para trabajo ulterior. Se generd un mutante nieA de C. rodentium
usando PCR para crear, en pRE118 (14), un vector suicida con una delecion intema de
nleA.
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Se usaron los siguientes primers: del1F: 5"GGTACCACCACACAGAATAATC
(SEQ ID NO:50); del1tR: 5'CGCTAGCCTATATACTGCTGTTGGTT (SEQ ID NO:51);
del2F:

5'GCTAGCTGACAGGCAACTCTTGGACTGG (SEQ [ID NO:52), dei2R:
5'GAGCTCAACATAATTTGATGGATTATGAT (SEQ ID NO:53). El plasmido resultante
fue introducido en C. rodentium por electroporacién para crear una cepa merodiploide
resistente a los antibitticos. La pérdida de secuencias del plasmido a través de un
segundo evento de recombinacién seleccionada como se describié més arriba. Se
examinaron por PCR las colonias resistentes a la sacarosa y sensibles a los antibidticos
en busca del evenio de recombinacién apropiado, ulilizando primers flanqueando la
region eliminada. La ausencia de NieA se verifictd aplicando Western Blot a loa lisados
de células enteras con antisuero policional anti-NleA.

Las proieinas secretadas fueron preparadas como se describié mé&s arviba (51).

Las cepas de C.mdmﬁumseculﬁvarondmntaunano.dnon un agitador en 4
ml de caldo Luria (LB) a 37°C. Los cullivos fueron subcultivados 1 a 50 en 4 ml de
medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), el cual fue pre-incubado en un
incubador de cultivos de tejido (con 5% de CO;) duranie una noche, y cultivados
durante 6 horas en el mismo incubador para inducir la expresién génica del LEE. Los
cultivos fueron centrifugados dos veces a 13.000 rpm durante 10 min. para exiraer las
bacterias, y ef sobrenadante fue precipitado con &cido tricloroacético (TCA) para
concentrar las proteinas secretadas en el medio de cultivo. El pellet bacteriano se
disolvié en buffer 2X SDS-PAGE y fue designado como proteinas bacterianas totales.
Las proieinas secretadas precipitadas del sobrenadante también fueron disueltas en
buffer 2X SDS-PAGE y el TCA residual fue neutralizado con 1 ul de Tris saturado. Los
volimenes de buffer usados para re-suspender el pellst bacteriano y lag proteinas
secretadas fueron normalizados al ODB800 del cultivo para asegurar la igual carga de las
muestras. Las proteinas secretadas fueron analizadas en SDSPAGE al 12% 6 17%, y
coloreadas con Azul Coomassie G250 al 0,1%. Para el andlisie Westemn Biot, las
proteinas totales o secreiadas fueron separadas en SDSPAGE al 10%, y transferidas a
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membrana de celulosa (Bio-Rad). Los anticuerpos usados fueron anficuerpcs
policionales de rata contra Tir de Citrobacier marcado con His, y anticuerpo monocional
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 la noche en medio
LB. Los cultivos luego se disolvieron 1:100 en medio minimo M-9 suplementado con
NaHCO3 44 mM, MgSO, 8 mM, glucosa 0,4% y casaminodécidos 0.1%, y se cultivaron a
37°C en 5% de CO; hasta un OD600 de 0,6 a 0,8.

Las proteinas secretadas se cosecharon centrifugando los cultivos a 8000g
durante 30 minutos, fuego separando los sobrenadantes de los pellets. Los
sobrenadantes se filtraron a través de filtros de 0,45 micrones y se determind la
concentracibn de proteina mediants el ensayo de BCA (Sigma). Las proteinas se
prepararon para eleciroforesis mediante precipitacion con 1/8 del volumen de TCA frio
al 100%, sobre hielo durante 45 a 120 min, seguido por centrifugacion a 17600g
durante 30 min. Los pellets se enjuagaron en acetona fria al 100% y solubilizada en
buffer laemmli 1X (para geles SDS-PAGE unidimensionales) o buffer de muestra 2D
para geles 2D (urea 8M, tiourea 2M, CHAPS al 4%, Tris 20 mM, azul bromofenol al
0.002%). Para los geles 2D, se agreg6 DTT hasta 6 mg/mi, y buffer IPG (pH 3-10:
Amersham Biosciences) hasta 0,5% antes de la carga. Se rehidrataron tiras secas
Immobiline (Immobiline Dry Strips) de 18 cm (pH 3-10: Amersham) en la muestra
durante la noche a 20°C. Luego las muestras fueron enfocadas a 15°C por 85.000 Vh.
Luego de ser enfocadas, las timas se equilibraron en EB + 10 mg/mi de DTT durante 15
minutos, Y luego EB + 25 mg/ml de iodoacetamida durante 15 minutos (EB es Tris 50
mM, urea 6M, glicerol al 30%, SDS al 2%, pH 8,8). Las tiras equilibradas se sellaron a la
parte superior geles SDS-PAGE de gran formato (acrilamida al 12% 6 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 #uminador UV o por MS/MS en un
especirometro de masa LCQ Deca lon Trap (Thermo Finnigan) equipado con un



gsistema de cromatografia liquide Nanofiow (LC Packings-Dionex). En geles
visualizados con un iluminador UV, las manchas de intenés se extrajeron manuaiments.
La digestion intra-gel de las proteinas fue realizada en el Investigator ProGest Robot
(Genomic Solutions, Ann Arbor, Ml), tal como es descrito (23). Las muestras con
elevada abundancia de proteinas se analizaron mediante un sistema LC-MS
consistente en un sistema de cromatografia liquida Nanofiow equipado con un
automuestreador FAMOS (LC Packings —Dionex, San Francisco, CA), y un
especirdmetro de masa LCQ Deca lon Trap (Thermo Finnigan, San Jose, CA){24).

Se usaron columnas PicoFrit de fase invertida PFC7515-PP18-5 (New Objective,
Wobum, MA, EEUU) para la separacién de péptidos, y o efluente de la columna fue
rociado directamente dentro del especirémetro de masa. Se usé un flujo de 200 nL/min,
y el tiempo total de adquisicion fue igual a 45 min. por muestra.

Las muesira con bajas concentraciones de proteina se analizaron en un
especirtdmetro 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 andlisis, las muestra se purificaron y concentraron en
ZipTips (Millipore, Billerica, MA). El API 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 (Matrbscience) o Sonar (Proteometrics Canada Ltd.).

Los fragmentos PCR que portaban los promotores y todos los elementos
reguladores corriente-armiba del ler (LEE1) y el tir (LEE5) de Citrobacter fueron digeridos
con Bam HI y Hind |li, y cdlonados en el plésmido pKK232-8, el cual conliene un gen cat
carente de promotor. Las posiciones ocupadas por los fragmentos clonados son como
se indican aqul. La actividad de CAT dirigida por estas fusiones en diferentes 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 més arriba.

El andlisis de secuencias y la bisqueda de homologlas del ADN y 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:/Awww.sanger.ac.uk/Projects/Microbes), y el SwissProt
(hitp:/Aww.expasy.org/sprot/). Las posiciones del LEE PAI asi como los profagos en el
genoma de EHEC fueron obtenidas a pariir de datos generados por el programa
IslandPath (http:/Awww_pathogenomics.sfu.cafislandpath/) (13).

Andlisis Southern Blot

Las mueam de ADN genémico para el andlisis Southern Blot se prepararon
usando el DNeasy Tissue kit (Qiagen). La sonda se preparé mediante digestion del
pNieA-HA con las enzimas Sall y Bglll para obtener un fragmento de 500 bp que fue
etiquatado con el kit de etiquetado no isotdpico BrightStar Psoralen-Biotin (Ambion).

Se digirieron completaments cinco microorganismos de cada muestra de ADN
gendmico con 25 unidades de BamHI, EcoRl y Psfl 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) medidnte levigacion pasiva y
levements alcalina. El ADN fue ligado en forma cruzada a la membrana exponiendo a
ésta dltima a luz UV durantse 2 min, seguido por 30 min de calentamiento a 80°C.

La membrana fue prehibridizada lavandola en 10 ml de buffer de hibridacién
ulirasensible ULTRAhyb (Ambion) a 42°C durante 30 min. Diez microlitros de ia sonda
preparada fueron luego agregados a la membrana prehibridizada en buffer y la sonda
fie hibridizada a la membrana durants una noche a 42°C. La membrana se lavd dos
veces 5 min en buffer de lavado 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 deteccién no isotdpica BrightStar BioDetect (Ambion), seguido
por exposicién a una pelicula Kodak.

nti-Ni

La porcién codificadora de nleA fue amplificada a partir del ADN gendmico de
EHEC y cionada en un vector de expresibon marcado con his (pET28a, Novagen)
usando los siguientes primers: 5STTCCATATGAACATTCAACCGACC (SEQ ID NO: 54)
y 5'GGAATTCAATAATAGCTGCCATCC (SEQ ID NO: 55). Este plssmido fue
introducido en BL21 (ADE3), desarrollado hasta una densidad dptica (AB00) de 0,8
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 las instrucciones de fabricante (Qiagen).
Las fracciones con NieA fueron agrupadas y se agregd trombina (500:1), y la proteina
so dializ6 durante la noche conira tris 20 mM pH 8,2; NaCl 50 mM. Al dia siguiente la
proteina fue cargada en una columna monoQ de FPLC y la columna fue desamroliada
con un gradients lineal de NaCl deade 50 a 500 mM. Las fracciones con NieA fueron
agrupadas. Después de este paso, la proteina fue >80% pura. La prolsina purificada se
usd para inmunizar dos ratas macho Sprague Dawley, 300 ug de proteina/rata, usando
el adyuvants compieto de Freund (Sigma), y el aniisusro resultante fue purificado en su
afinidad usando el soporte aclivado de inmunoafinidad Affi-Gel 15 segin las
instrucciones del fabricants (BioRad). Para los experimentos de inmunofiuorescencia, el
antisuero fue ulteriormente purificado por absorcion contra polvos de acetona
preparados a partir de células Hel.a y a parlir de EHEC. NieA tal como se describe en
(45). La especificidad del anlisuero fue confirmada mediante el andlisis Western Blot de
exiractos celulares de EHEC de tipo salvaje y NieA de EHEC.

lisis inmunobiot

Las muestras para andlisis Westemn Blot fueron resueltas por SDS-PAGE (8% a
12% de poliacrilamida). Las proteinas se transfirieron a nitrocelulosa y los inmunobiots
se bloquearon an 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 Yy luego se incubaron con una dilucién 1:5000 de peroxidasa
de rdbano — anticuerpo anti-tatdn de cabrma (H+L) (Jackson ImmunoResearch
Laboratories inc.) durante una hora a RT. Las membranas luego fueron lavadas como
se describiera més aniba. Los complejos antigeno-anticuerpo se visualizaron con el kit
mejorado de deteccién por quimioluminiscencia (Amersham), seguido por exposicién a
pelicula Kodak (Perkin Eimer). Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: anti-
HA.11 (Covance), anti-DnaK (Stressgen), anti-EHEC Tir, anti-NleA (esie estudio), anti-
Calnexina (Stressgen), anti-Calreticulina (Affinity Bioreagents), anti-tubulina (Sigma).

Inmunofiucrescencia

Las células Hela se cullivaron sobre cubreobjetos de vidrio en placas para
cultivo de tejidos de 24 pocillos e infectadas durante 8 horas con 1 ul (EHEC) de cultivo
del dia anterior de OD~0,4. A las 6 horas postinfeccion las células se lavaron 3 veces
en PBS con Ca2+ y Mg2+, y fijadas en paraformaidehido aft 2,5% en PNS durante 15
minutos a temperatura ambiente. Las células fueron permeabilizadas en saponina al
0,1% en PBS, blogueadas 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 solucidn
bloqueants durante 1 hora a temperatura ambiente: ani-EHEC T, 1:1000; ant-E. coli
0157 (Difco), 1:200; anti-NleA policional de rata purificado en su afinidad (este estudio),
1:100; anti-mancsidasa |l (gentiimente provista por la Dra. Marilyn Farquhar, UCSD),
1:1000. Luego de 3 lavados en PBS/saponina, las cdlulas se incubaron en anticuerpos
secundarios (Anti-ratdn, conejo, rata conjugado con Alexa-488 ¢ -588 [Molecular
P_mbes]. 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 usando mowiol
+ DABCO. Para ia visualizacion de la actina polimerizada, se incluyd faloidina
conjugada con Alexa-488 (Molecular Probes) con los anticuerpos secundarios a una
dilucién 1:100. Donde asl se lo indica, las células se incubaron con 5 pg/ml de
brefeldina A (Boehringer Mannheim) durante 30 minutos antes de la fijacion. Las
imégenes se detectaron con un microscopio Zeiss Axioskop, se capturaron con una
camara digital Empix DVC1300, y analizadas con el sofiware para tratamiento de
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imégenes Northern Eclipse, en un microacopio confocal BioRad Radiance Plus
usando el sofiware Lasersharp.

Para cada muestra, dos cipsulas confluentes de 100 mm de células Hela se
infectaron con EHEC-pNieA-HA de tipo salvaje o EHECescN-pNieA-HA usando una
MOI inicial de 1:10. A las 6 horas postinfeccion, las células se lavaron tres veces con
PBS helado y se sometieron a fraccionamiento bioquimico como se describiera
previamente (30, 48). En breve, las células se resuspendieron en 300 pl de buffer de
homogeneizacion (imidazola 3 mM, sacarosa 250 mM, EDTA 0,5 mM, pH 7.4)
suplementado con e cockial inhbidor de proteasa COMPLETE (Roche) Yy
desintegradas mecanicamente mediante el pasaje a través de una aguja de tamaiio 22.
El homogenato fue centrifugado a baja velocidad (3000g) durante 15 minutos a 4°C
hasta transformar en pellets las células no desintegrtadas, ias bacterias, los nicleos y
los componentes citoesquelélicos (pellet de baja velocidad). El sobrenadante fue
sometido a ultracentrifugacién de alta velocidad (41.000g) durante 20 minutos a 4°C en
un rotor TLS55 en una centrifuga TL100 (Beckman) para separar las membranas de kas
céiulas hospedadoras (pellet) del citoplasma (sobrenadante). Los pellets fueron
resuspendidos en 300 pL de bufier lsammii 1X, y el scbrenadante se levd a buifer
laammli 1X usando un stock 5X. iguales volimenes de todas las fracciones se
resolvieron por SDS-PAGE (9% de poliacriamida) y se fransfirieron a nitrocelulosa y se
analizaron por Western Blot.

Para los estudios de extraccion del NieA asociado a |a membrana, se
fraccionaron doe cédpsulas de 100 mm de células Hela infectadas como se describiera
més amiba para cada una de las condiciones de exiraccion. Los pellets de alta
velocidad (la fraccién de membrana hospedadora) fueron resuspendidos en 300 pL de
uno de los siguientes buffers de extraccion: (i) Tris 10 mM, MgCl $ mM, pH 7.4; (i) Tris
10 mM, MgClL 5 mM, NaCl 1 M, pH 7.4; (iii) NaHCO5 0.2 M, MgCl, 5 mM, pH 11.4; (iv)
Tris 10 mM, MgCl: 5 mM, 1% Triton X-100 pH 7.4. La exiraccién se realizé sobre hislo
pipeteando las muestras amiba y abajo cada 5 minutos durante 30 minutos, y las
muestras fueron recentrifugadas a 100.000g durante 30 minutos. El pellet (fraccion
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insoluble) fue resuspendido en 300 i de buffer laemmii 1X; el sobrenadante (fraccién
soluble) fue precipitado en écido tricloroacéiico al 10% sobre hielo durante 30 minutos,
lavado en acetona al 100% y resuspendido en 300 uL de buffer laemmli 1X. iguales
volimenes fueron resueltos por SDS-PAGE (8% de poliacilamida) y transferidos a
nitrocelulosa y analizados por Westemn Blot.

En el sefrvicio animal de la Universidad de British Columbia se alojaron ratones
C3H/HeJ (Jackson Laboratory) y ratones NiHi Swiss (Hartan Sprague-Dawley) 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 tipo salvaje y el mutante de
delecién nieA se cultivaron en caido LB durante una noche en un agitador a 200 rpm, y
100 i del cultivo fueron usados para infectar a los ratones por cebadura oral. El indculo
fue titlado por dilucién serial y cultivo en placa, y se hallo que era 4 x 108 cfu/rabin
para ambos grupos. Para la infeccién de los ratones C3H/HeJ altamente susceptibles
por C. rodentium, |la supervivencia de los ratones infectados fue eveluada diariamente
en el curso de ia infeccion. Cuando un ratdn se tomaba moribundo, éste em
inmediatamente sacrificado. Para los ensayos sobre virulencia bacteriane usando
ratones NIH Swiss, los animales fueron saciificados al dia 10 post-infeccibn. Para
cuantificar ia hiperplasia colénica, se colectaron y pesaron los primeros 4 cm def colon
distal medidos a partir del borde anal, luego de retirar cualquier pellet fecal. Para
evaiuar {a colonizacién bacteriana, los tejidos colénicos més los pelleis fecales fueron
homogeneizados en PBS usando un Homogeneizador de Tejido Polytron, y fueron
diluidos seriaimente antes de culivarios en agar MecConkey (Difco Laboratories). El
tejido col6nico y los pellets fecales se combinaron para determinar la carga bacteriana
total en el colon del ratdn al momento de sacrificario. El agar MacConkey es selectivo
para las bacterias Gram negativas, sobre el cual C. rodentium forma colonias con una
morfologla altamente distintiva e identificable, no tipica de E. coli (26). Para el andfisis
histolégico se fijaron los Gitimos 0,5 cm del colon de ratones infectados en formalina con
buffer neutro al 10%, se procesaron, se cortaron en secciones de 3 pm y se colorearon
con hematoxiina y eosina. El andfisis histolégico fue hecho por el Laboratorio de
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Servicios Morfolégicos del Departamento de Patologia y Medicina de Laboratorio de la
Universidad de British Columbia.

Para determinar cudles genas en el LEE son los que regulan la expresion génica
del LEE en C. rodentium, analizamos mutantes LEE en busca de la expresion de EspB
y Tir, las cuales estan codificadas por los operones LEE4 y LEES, respectivamente. Los
lisatos celulares totales de bacterias desarrolladas en DMEM se analizaron por Westem
Blot con suercs anii-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 Aler. Tal como se
esperaba, Afir y AespB no produjeron Tir y EspB, respectivamente. No se observé Tir en
AcesT, io cual es consistente con el rol de los CesT como acompafiante para la
estabilidad y secrecion de Tir (18, 19). Liamativaments, ofra proteina codificada por el
LEE, Orf11, también era requerida para la expresién de T y EspB. La expresion de Tir
y EspB en Aorf11 fue complementada por un plésmido que portaba sélo el orf11 de
Citrobacter (Fig. 8). El gen orf11 es altamente conservado entre patigenos AJE, y tanto
el orff1 de EHEC como de EPEC complementaban al Aorf11 de Cifrobacter (Fig. 8),
indicando que Orfi1 es funcionaimente equivalente en la regulacién positiva de la
.axpmiOngénidalLEEenpaﬁbgenosNE.

El andlisis secuencial indicd que Orf11/GriA muestra 23% de identidad respecto
de CaiF, un activador transcripcional de los operones caiy fix de las Enferobactenaceae
(15), y 37% de identidad respecio de la secuencia de aminoécidos deducida de un
producto no caracterizado de Saimonedia codificado por un gen localizado cormiente
debajo del opertn fimbrial sid (16) (Fig. 7). Este homélogo de Saimonedia esté indicado
como.SGH (Homdlogo GiiA de Saimonelia) en |a figura. Estas tres proteinas contienen
una estruciura hélice-giro-hélice esperada que es caracleristica de las proleinas de
enlace del ADN.

Para determinar la jerarquia de Orfi1 y Ler en la regulacion de la expresitn
génica del LEE, nosotros creamos un mutante doble de lery orff1 en C. rodentium. Si
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bien la expresién de Tir y EspB en Aler Aorf11 puede restaurarse mediante la expresion
de Ler in frans, el Orf11 similarmente expresado no tenia este efecto (Fig. 8), sugiriendo
que Orf11 actGa comriente arriba respecto de Ler en la cascada regulatoria. El analisis
de extension de primers confirmd esta jerarquia regulatoria mosirando que el promotor
ler de Citrobacter es similar al ler de EPEC y su expresion fue reducida en Aorf11.

El rol de Orfi11 en la regulacién de la expresion de ler fue ulteriormente
demostrada mediante el monitoreo de las actividades de las fusiones transcripcionales
entre las regiones regulatorias de los operones LEE1 (Ler) (pLEE1-CAT) o LEES (T¥)
(pLEES-CAT) y el gen reportador cat en cepas WT, Aler y Aorf11 de Citrobacter
desarrolladas en Medio Esencial Modificado de Dulbecco (DMEM) durante 8 horas. La
actividad de la fusién LEE1-cat fue disminuida en Aorf?1, y la de las fusiones LEES5-cat
fue dristicamente reducida tanto en Aler como en Aorff 1. Estos resultados indican que
Orf11 es un nuevo regulador positivo de la expresién de Ler, que subsecuentemente
facilita la expresion de oifros operones LEE. Dado que Orfi1 achia comiente amiba de
Ler en la cascada regulatoria, fue denominado GrA (regulador global del activador de

LEE).

EJEMPLO 3
Identificacién de efectores S codificad L

Los agentes patdbgenos 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 protelnas secretadas fueron concentradas por
precipitacién con TCA a pariir de sobrenadantss de cultivos celulares desarroliados en
DMEM y analizados por SDS-PAGE 12% seguido de coloracién con Azul Coomassie.
Las C. rodentium que portaban un plaésmido 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 Citrobacisr, marcamos varias
proteinas, codificadas por LEE que no estén involucradas en TTS y en la adhesién a la
célula hospedadora, con un epitope doble de hemaglutinina (2HA) en el extremo
carboxi, y analizamos su secrecién 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 coloracidn de
Coomassie en un mutante que también tenla una muy elevada secrecién de Tir,
sugiriendo que representa un nuevo efector putativo codificado fuera del 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 secrecion de tipo lli, e introdujimos el plasmido griA en
los mutantes que secretaban efectores pero no transiocadores. La sobre-expresion de
GriA aumentd en gran medida (més del 400%) la secrecion de Tir en estos mutantes,
sin que se secretaran translocadores. Se observaron por lo menos 6 otras protelnas
secretadas, indicando que el TTSS codificado por LEE secreta varias otras protelnas 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)
tenlan valores basicos de pl esperados, con EspF presentando un pl extremo de 11,00,
las protelnas secretadas fueron en primer lugar enfocadas en Tiras Secas Immobiline
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 manualmente y analizadas
por espectrometria de masa y por secuenciamiento peptidico de novo.

Este andlisis confimd que la secrecion de Tir, EspF, EspG, EspH y Map
codificados por el LEE era de tipo 11l (Tabla 2).

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

en C. rodentium.
Namero | Nombre MW pl Ubicaddn |  Homdiogos en EHEC y olros apanies
deserie | propuesto | estimado | estimado | deigen | patégencs i
5 Tir 68 50 LEE Tir, consarvado en todos los patigencs A/E
EapG, consarvado en todos loa patdgenos
10 EspG 44 7.3 LEE AlE
c18C2 Map 23 9.0 LEE Map, conservado en todos los patgenos A/E
C3 EspF 31 10 LEE EepF, conservado an todos los patégenos A'E



EapH, conservado en todos los patdgenos

C58C8  EspH 21 8.7 LEE AE
EHEG 28024 en Isia-O 71 cerca del profago
7 NieA 54 58 NoenLEE CP-§33P

EHEC Z4326 en Isla-O 122, RorfE de REPEC
asoclado a LEE, y STMF1 de 5. typhimurium.
Tembién tiene homologla con Z0885 de Isla O

12 NieB ag 59 NoenlLEE 38
EHEC Z0886 an Isla O 38 cerca del profago
13 NleC 40 46 NoenLEE CP-933K

EHEC Z0880 en Isla O 38, en la miama isla O
que Z0DGAS y Z0988. También tiene simittudes
con el efactor HopPtoH de P. syringae pv.
14 NieD 28 T4 NoenLEE tomate
EHEC 24320 en la miama lsla O 122 que
74328, RorfE de REPEC asociado a LEE, y
17 NieE 27 8,3 NoenLEE ORF122 de S. flaxner
EHEC Z8020, en las misma lsla O 71 que
Z8024. Algunas similitudes con proteinas
hipotéticas en Yerzinia pestis y Helicabacter

18 NlieF 24 4.7 NoenLEE pylori
Secuencia peptidica Identificada
QQENAPSS(/L)QTR. No se halaron
20 NisG 26 58 No en LEE _homdlogos en base de datos

Ademds de los cinco efectores 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 NieG (QQENAPSS(IL)QTR; SEQ ID NO: 58)
(significando: efectores no codificados por LEE) para distinguirlas de las protelnas
secretadas o efectores codificados por LEE (Esp) (Tabla 2). Entre las siete proteinas
identificadas, sélo NleGG resultd (nica para C. rodentium, y las otras 6 proteinas tienen
homblogos altamente conservados en EHEC O157 (Tabla 2). Los homodlogos de EHEC
estan codificados por genes agrupados en tres regiones discretas del genoma, y cada
region codifica al menos para dos proteinas que muestran homologla con las proteinas
secretadas de C. rodentium (Tabla 2). Los genes Z6024 y Z6020 que codifican para los
homélogos de NieA y NieF estdn localizados en la isla O 71 de EHEC associados al
profago CP-833P. En forma similar, los genes Z4328 y Z4329 que codifican los
homélogos NieB y NieE estin localizados en la isla O 122, y aquéllas que codifican
para los homologos NieC y NieD (Z0986 y Z08980) estén en la isla O 36 (Tabla 2, Fig. 9).
Mds ain, Z4328 (isla O 122) tiene una fuerte homologlia con Z0885, un gen localizado
cerca de Z0988 en la isla O 36.

7



Los homélogos de los seis nuevos genes efactores de EHEC estdn presentes
también, y organizados similarmente, en EPEC, cuyo genoma esté siendo secuenciado
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/Microbes/). Salvo 268024, 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 homélogos en EPEC. Mas aan, algunos de
estos efectores también son altamente conservados en otras bacterias patogénicas.
NieD/Z0890 tiene similitud con el efector tipo Il HopPtoH de P. syringae pv. Tomate
(41, 42). NleA/Z4329 tiene una homologla significativa con el RorfD de EPEC de conejo
(REPEC) y el Orf212 de S. flexneri (8, 33), mientras que NieB/Z4328 tiene una fuerte
similitud con RorfE de REPEC y dos proteinas hipotéticas de S. {yphimurium. Los genes
para Z4328 y Z4329 estan localizados en forma adyacente en EHEC, similarmente a la
disposicién de genes de rorfD y rorfE en REPEC (8). Sin embargo, rorfD y rorfE estan
localizados junto al LEE en REPEC, mientras que sus contrapartes en EHEC residen en
una region (isla O 122) distante del LEE. La isla O 122 de EHEC que poria a 24328 y
Z4329 también contiene genes que codifican para dos citotoxinas y para un homdlogo
de PagC, un importante factor de virulencia regulado por PhoP/PhoQ en S. enterica (3,
43). Las fres islas O de EHEC que codifican para los nuevos efectores tienen un sesgo
dinucleotidico y bajo contsnido de GC%, sellos distintivos de los PAls (8). Ademds,
estdn asociadas con un profago o bien flanqueadas por secuencias de insercién
mdviles, y no estédn presentes en el genoma de E. coli no patogénicas (3), sugiriendo la
transferencia horizontal de estos genes. Colectivamente, esto sugiere la importancia de
eatas islas y de los efectores de EHEC y Citrobacter recientemente identificados en
cuanto a la virulencia. También indica que, al diferir entre s, los agentes patdgenos
relacionados mantienen un conjunto sorprendentemente conservado de PAls, a pesar

de las diversas ubicaciones de los PAls en el cromosoma bacteriano.

EJEMPLO 4
Identificacion de NieA

Si bien la secreciéon de fipo Il es considerada generalmente como contacto-
dependiente (48), las condiciones de cultivo definidas in vitro pueden inducir a EHEC a
secretar efectores de tipo Il en el medio extracelular durante el crecimiento en cultivo
liquido (28, 51). Los sobrenadantes de culfivo se prepararon a partir de EHEC de tipo
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salvaje (wt) y un mutante de secrecion tipo Il (escN-), cultivado en condiciones
inductoras de secrecién de tipo Ill. El andlisis de las proteinas secretadas por SDS-
PAGE reveld una abundante proteina de alto pedo molecular, comin a las proteinas
sacretadas de las muestras tanto de tipo salvaje como escN-, y varias otras abundantes
proteinas exclusivas de la muestra de tipo salvaje (Figura 10A). Las porteinas
secretadas fueron separadas por electroforesis en gel bidimensional y las abundantes
manchas separadas de proteinas fueron extraidas del gel y analizadas por
espectroscopla de masa (Figura 108, Tabia ).

Tabla |
Namero mw |
M::\:la D Val:r de de mw (:;:)rldo axperimentsl pl pl experimental
péptidos {kDa) '
1 EspP | 5.80E4 4 105 05 59 6,5
23 Tir | 2,50E-39 14 58 68 5 5
2b Tie | 2,10E-29 10 58 65 5 48
3 NieA | 7,70E-11 8 48 50 5 5
4a EespB | 8,60E-53 19 33 38 5.1 5,2
4b EspB | 2,00E-08 2 33 38 5.1 5,1
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 pldsmido, que es secretada por un mecanismo
autotransportador que es independiente de la secrecioén de tipo HI (25). Cuatro manchas
principales (#2, 3, 4, 5) fueron exclusivas de los sobrenadantes del tipo salvaje. Tres de
estas manchas se identificaron como proteinas secretadas de tipo lll 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 pero fuera del LEE (Figura 10C). Hemos denominado a esta proteina
NleA (efector A no codificado por LEE).

EJEMPLO §
racterizacion | contiene a n.
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El gen nieA esta codificado en una isla O: una regién del genoma de EHEC que
esth ausente en el genoma de la cepa no patogénica K-12 (3) de E. coli. La regién entre
el ultimo gen conservado en la espina dorsal de E. coli K12 (YciE) y los genes que
codifican las proteinas estructurales de fago contenia varios fragmentos putativos de
transposasa y un fragmento putativo sitio-especifico de recombinasa (Figura 11A). El
andlisis de esta region con Islandpath, un programa disefiado para identificar PAls (13),
reveld que todos los ORFs dentro de esta regién tienen un sesgo dinucleotidico y un
contenido de GC divergente respecio de la media del genoma de EHEC. 10 ORFs
dentro de la regién tienen un contenido de GC al menos 1 desviacion estdndar por
debajo de la media del genoma de EHEC, mientras que 2 de los 8 ORFs tienen un
contenido de GC al menos 1 desviacién estandar mas alto que la media del genoma de
EHEC. En conjunto, estos resuliados sugieren que nfeA estd localizado en un PAI que
contiene genes horizontaimente transferidos. Varios otros ORFs dentro de esta regién
tienen caracteristicas que sugieren roles en la virulencia, incluyendo un acompafiante
putativo (Z2565) y dos protelas con similitud a las protreinas secretadas de tipo Ill de
otros agentes patégenos (26021, 26020),

Para investigar mas en profundidad ia naturaleza y distribucién del gen nleA, se
praparb una sonda nieA y se realizd un andlisis Western Blot sobre un panel de ADN
gendmico de otros patdgenos A/E y de ofra cepa de E. coli no patogénica. Como se
muestra en la Figura 11B, el gen nieA estuvo presente en todos los patégenos A/E
examinados, pero ausents en E. coli no patogénicas. El andlisis de la secuencia
gendmica “en progreso” de EPEC revel6 que nieA esta presente en forma muy proxima
a un sitio de insercidn de fago en el genoma de EPEC. nieA también estd presents
dentro de un profago de una cepa intimina-positiva no-0157 de EHEC, O84:H4, pero
ausente en cepas no patogénicas de E. coli, E. coli uropatogénica, la cual no contiene
el LEE. nieA también esta ausente ep ofros patégenos que contienen TTSS, tales como
especies de Salmonella y Shigella. Por lo tanto, nieA parece haber sido
especificamente adquirido o retenido en los agentes patdgenos A/E. El alineamiento
secuencial miltiple de las secuencias del gen nleA de C. rodentium, EPEC, EHEC y
0B84:H4 revela un alto grado de conservacion de secuencias en estos cuatro patdgenos
AJE (Figura 11C).
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EJEMPLO 8
NieA es saecretada por el gi de secrech jpo 1} ificado el LEE

Los efectores del TTSS codificado por LEE en EHEC y EPEC descritos hasta
hoy estén codificados dentro del LEE, en foma muy préxima a los genes que codifican
para el propio aparato de secrecién. Pare determinar si la secrecién de NleA era
dependiente del TTSS codificado por LEE, una version de NieA marcada con un
epitope fue expresada a partir de un pldsmido en EHEC de tipo salvaje y una cepa
escN-, la cual es deficiente para la secrecion de tipo lll (47). Como se muestra en la
Figura 12A, si bien la NieA marcada con HA fue expresada a niveles similares en EHEC
de tipo salvaje y escN-, la proteina sélo fue sacretada hacia el medio extracelular por
las bacterias de tipo salvaje 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 128). Tir fue secretada en las
cepas de tipo salvaje no transformadas y transformadas para NleA-HA, pero no fue
secretada por las cepas escN- (Figura 12C), verificando los fenotipos TTSS esperados.
Similares resultados se obtuvieron para ia expresion de la NleA marcada con epitope en
EPEC de tipo salvaje y varios mutantes de EPEC para la secrecion de tipo IlI, indicando
que la NleA también puede ser secretada por el TRSS de EPEC.

EJEMPLO 7

Cuando se cultiva EHEC en condiciones inductoras de secrecién de tipo Ili, son
secretados dos tipos de proteinas hacia el medio extracelular. Para determinar si NleA
era un efector translocador o translocado, investigamos la translocacién y la secrecién
de tipo 1l en ausencia de NleA mediante la generacién de una cepa mutante por
delecion. Se analizaron los perfiles de protelnas secretadas de EHEC de tipo salvaje y
mutantes AnleA. Las muesiras del tipo salvaje contenian una abundante proteina de
aproximadamente 50 kDa que estaba ausente en las proteinas secretadas por AnfeA
(Figura 13A). El andlisis Western Blot con antisueros dirigidas contra NieA demostrd
que NieA de 50 kDa estaba presente en las proteinas secretadas por el tipo salvaje, y
ausente en la muestra de AnleA (Figura 13B). Sin embargo, ademds de la presencia o
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ausencia de NieA, los perfiles de las proteinas secretadas de las cepas de tipo salvajp y
AnjeA eran idénticos (Figura 13A). Por lo tanio, NleA no es necesaria para la secrecion
de otros efectores sacretados de tipo lll. Para determinar si NieA es necesaria para la
translocacién de otros efectores de tipo |l hacia la célula hospedadora, se infectaron
células HelLa con EHEC de tipo salvaje y EHEC AnieA, y se monitoret la translocacion
y la funcién de Tir mediante la coloracién inmunofiuorescente de las células infectadas.
Se examiné la formaciéon de pedestal por EHEC de tipo saivaje y mutantes AnieA
sometiendo las células infectadas a inmunofluorescencia con anticuerpos anti-EHEC y
anti-Tir, y visualizando la actina filamentosa con faloidina. Los resultados indicaron que
la EHEC AnieA se adheria a las células HelLa a niveles similares que la EHEC de tipo
salvaje. La coloracién 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 AnieA. Para confirmar la translocacién funcional de
Tir, las células infectadas fueron coloreadas con faloidina fluorescente para visualizar la
actina polimerizada involucrada en |a formacidon del pedestal debajo de las 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
efectores de tipo Il pueden operar en ausencia de NleA. Estos resultados también

indican que NieA no es necesaria para la formacién del pedestal.

Dado que NleA no parecia jugar un rol en la secrecion o translocacién de otros
efectores, investigamos si la propia NieA era translocada. Se infectaron células Hela
durante 6 horas con EHEC de tipo salvaje 0 escN- que expresara NleA marcada con HA
y e cometieron a fraccionamiento subceiular y andlisis Western Blot con un anticuerpo
anti-HA. Como se indica en la Figura 14A, NleA es translocada hacia las céluas
hospedadoras donde se asocia con Ia fraccién de membrana de la célula hospedadora.
No se cbserva translocacion de NleA durante la infeccion de células con un mutante de
secrecion de tipo Il que expresa NieA marcado con HA, indicando que la transiocacion
de NieA y la asoclacién a la membrana del hospedador es TTSS-dependients. E!
analisis Western Blot de las fracciones con anticuerpos para protelnas especificas a
cada fraccidn conformé la ausencia de contaminacién cruzada de las fracciones. La
calnexina, una protelna integral de la membrana de la célula hospedadora, estaba
ausente en la fraccién citoplasmética del hospedador, y la tubulina, una proteina
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citoplasmética de la célula hospedadora, estaba ausente n la fraccibn de membrana
del hospedador. DnaK, una proteina bactariana no secretada, estaba presents sdlo en
el pellet de baja velocidad, demostrando la ausencia de contaminacion bacteriana de la
membrana y fracciones citosélicas del hospedador. NleA y DnaK estaban ausentes en
el pellet de baja velocidad de las células infectadas con mutante de tipo |l debido a la
dependencia de tipo lll de la adherencia de EHEC. Para descartar que la ausencia de
NieA en las muestras Infectadas por el mutante de tipo Ill pudiera deberse a un
artefacto debido a la depencencia de tipo Il de la adherencia de EHEC, también
llevamos a cabo experimentos similares expresando y liberando NleA-HA por EPEC de
tipo salvaje y mutante de tipo Ill, ya que la adherencia de EPEC a las células Hela es
independiente de la secrecién de tipo Ili. NleA estaba presente en la fracciébn de
membrana de las células infectadas con capas de EPEC de tipo salvaje, pero no con
mutantes de tipo Iil. Tanto NieA como DnaK estaban presentes en ias 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 lil.

Para investigar la naturaleza de la asociacién de NleA con las membranas de las
células hospedadoras, las fracciones de membranas de células hospedadoras
infectadas que contienen NleA marcada con HA fueron extraidas sobre hielo en
diversas condiciones y recentrifugadas para obtener fracciones de membrana solubles
e insolubles (Figura 14B). Estas fracciones fueron sometidas a un andlisis Westermn Blot
con anticuerpo anti-HA para detectar NleA marcado con HA. El tratamiento con alta
salinidad (NaCl 1M) o pH alcalino (Na2COs 0,2M, pH 11.4) elimina las proteinas que
estdn asociadas periféricamente con membranas a ftravés de interacciones
electrostdticas o hidrofilicas, respectivaments. La asociacién de NleA con las
membranas de células hospedadoras resistieron la disrupcién con estos tratamientos
(Figura 14B, panel superior), tal como lo hizo la calnexina, una proteina integral de
membrana (Figura 14B, panel medio). En coniraste con esto, una proporcién
significativa de calreticulina, una proteina periférica de membrana, fue extraida de la
fraccién de mebrana tanto durante el tratamiento con alta salinidad como con pH
alcalino {Figura 14B, panel inferior). El tratamiento de las fracciones de membrana con
el detergente no-ibnico Triton X-100, el cual solubiliza las protelnas integrales de
membrana tales como la calnexina (Figura 14B, panel medio), NieA casi completamente
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solubilizado, dando como resultado un desplazamiento de la proteina NleA marcada
con HA desde la fraccién insoluble hacia la soluble (Figura 14B, panel superior). Estos
resultados indican que NieA es translocada hacia las células hospedadoras, donde se
comporta como una proteina integral de membrana. Efectivamente, el andllisis
secuencial de la proteina NieA mediante varics programas predictivos para dominios de
transmembrana predice uno o dos dominios putativos de transmembrana dentro de la

secuencia (Figura 11C).

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

A continuacién se determiné la localizacidn subcelular de NieA dentro de la
célula hospedadoma. Las células Hela fueron infectadas con EHEC de tipo salvaje o
EHEC AnleA, y sometidas a inmunoflucrescencia con anticuerpos dirigidos contra NleA
y manocsidasa ll. Algunas muestras fueron tratadas con brefeldina A durante 30 minutos
antes de la fijacibn. Se aplicaron dos capas de color a las tinciones de NieA y
manosidasa |l. Las células Hela fueron transfectadas con una construccibn de
expresién que codifica para una proteina de fusién GFP-NieA, y sometidas a

inmunoflucrescencia con un anticuerpo dirigido contra la manosidasa Il.

La coloracién inmunofluorescente de las células HelLa infectadas con EHEC de
tipo salvaje, usando un anticuerpo anti-NleA, dioc como resultado un patrdn de
coloracién perinuclear que estaba ausents en células infaectadas con EHEC AnieA, o
células no infectadas. Este patrén no recordaba a la coloracién obtenida con
marcadores para endosomas tardios, lisosomas, RE, miticondrias o ndcleo. Sin
embargo, se observé un patrén de coloracién muy similar cuando las células fueron co-
coloreadas con anti-NleA y anticuerpos a los marcadores del aparato de Golgi,
incluyendo a la manosidasa Il, donde las dos proteinas se colocalizaban
extensivamente. Para confimar la localizacion de la NleA en Golgi, las células
infectadas se incubaron con brefeldina A, un metabolito fingico que destruye la
estructura del Golgi (27), antes de la filacién y la inmunofluorescencia. El tratamiento
con brefeldina A provocd la difusion de la coloracién de la manosidasa Il y la NleA,
como se esperaba para proteinas localizadas en Golgi. La colocalizacién de NieA se



observd con varios otros marcadores del aparato de Golgi, y también se observd 1a
localizacién de Golgi en experimentos para examinar NieA marcada con epitope y
coloreada con anticuerpos anti-marca, utilizando tanto marcas epitdpicas para HA como
para FLAG. Para detarminar si la locallzacién de NieA en Golgl requeria otros factores
bacterianos o si era una propiedad inherente de NieA, lascélulas fueron transfectadas
con una construccion de expresion que codificaba una proteina de fusion GFP-NileA. La
NieA GFP transfectada también se localizé en el Golgi, donde se superponia con la
coloracion de la manosidasa Il

Por o tanto, nuestros resultados indican que NieA se localiza en el Golgi. La
observacién de que una proteina de fusién NleA-GFP transfectada se localiza en el
Golgi sugiere que la proteina NieA contiene informacién que la direcciona a Golgi, y que
no requiere otros factores bacterianos para liegar a este destino. La NieA liberada por
bacterias también se localiza en Golgi.

EJEMPLO 9
NleA es necesario para la virulencia

El alto nivel de conservacion de secuencia de NieA en agentes patbgenos A/E
(Figura 11C) sugiere que NleA cumple un papel similar en la infeccién. C. Rodentium es
un agente patdgeno natural de ratones (53), y ha sido usado como un sistermna modelo
para estudiar la patogénesis A/E. En cepas susceptibles, la infeccién por C. Rodentium
es fatal y tipicamente provoca la muerte de ios ratones infectados entre los dias 8-10
de infecciébn (54). Las cepas de ratbn mds resistentes no mueren a causa de la
infecciéon por C. Rodentium, pero son colonizadas y desarmrollan inflamacién intestinal e
hiperplasia col6nica (54).

Para probar el rol de NleA en la virulencia, hemos creado una cepa de C.
Rodentium con delecién en nleA y verificado la ausencia de NieA mediante andlisis
Waestemn blot del total de los extractos bacterianos con el antisuero NieA (Figura 18A),
Los ratones fueron infectados con igual cantidad de bacterias de tipo salvaje 6 dnieA
por sonda oral. En ratones C3H-HeJ susceptibles a C. Rodentium, NieA fue
absolutamente necesario para [a virulencia. Todos ios ratones C3H-HeJ infectados con
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C. Rodentium de tipo salvaje murieron entre los dias 8-10 de la infeccién (n=8),
mientras que todos los ratones infectados con 4nieA (n=13) demostraron algunos
sintomas de enfermedad leve tal como heces blandas, pero igualmente subieron de
peso y estuvieron activos durante ta Infeccidén y sobrevivieron indefinidamente (Figura
16B). Ademds, los ratones infectados con 4nieA fueron resistentes a sometimientos
posteriores a C. Rodentium salvaje (n=5, figura 18B). Por lo tanto, mientras la cepa
AnieA no es patogénica en ios ratones susceptibles, interactiia en forma suficiente con
el hospedador para estimular la inmunidad protectora.

En oposicién a los ratones C3H/MHeJ, la Infeccién por C. Rodentium no es letal
para los ratones NIH Swiss de cruza. En estos ratones, la colonizacion del intestino
grueso por C. rodentium produce inflamacién intestinal, hiperplasia colénica y leves
sintomas de diarmea. Los ratones NIH Swiss fueron infectados con C. Rodentium salvaje
o la cepa 4nleA y sacrificados el dia 10 después de la infeccién. Los ratones infectados
con la cepa AnfeA tuvieron, en promedio, una titulacién de C. Rodentium 20 veces
menor en el colon en el dia 10 (figura 18C).

El andlisis histolégico del colon de los ratonee NIH infectados se realizd
infectando ratones con C. Rodentium salvaje o la cepa AnleA y sacrificAndolos el dia 10
después de la infeccién. Los Gltimos 0,5 cm del colon de los ratones infectados fue
fiilado en formalina con buffer neutral al 10%, procesado, cortado en secciones 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 histolGgicos de las biopsias tomadas del borde anal de los ratones infectadas,
se encontraron numerosas bacterias en el tejido infectado con el tipo salvaje, pero las
bacterias eran pocas en las muestras infectadas con 4dnleA. Todos los animales
infectados con C. rodentium de tipo salvaje demostraron signos patolégicos de
hiperplasia coldnica, mientras que todos los ratones infectados con 4nleA no tenian
signos de hiperplasia. Las muestras infectadas con el tipo salvaje mostraron inflamacién
severa e hiperplasia hasta el punto en que el lumen intestinal ya no era evidents y la
capa de musculo exterior estaba visiblemente distendida para acomodar el gran
volumen de epitelio. Opuestamente, las muestras infectadas con AnleA mostraron
histologfa relativamente normal. El grado relativo de inflamacion e hiperplasia intestinal
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también fue evidente en la diferencia en el peso del colon al momento del sacrificio en
los dos grupos de ratones (Figura 16D). Los ratones Infactados con et tipo salvaje
también tenian bazos més grandes que los ratones infectados con 4njeA tal como se

refleja en los pesos esplénicos (Figura 168D).

Por lo tanto, hemos demostrado un efecto llamativo de NieA sobre la virulencia
en un modelo de enfermedad en ratones. En el ratdn susceptible, la presencia de NleA
funcional en C. Rodentium produce una infeccién letal en 10 dias. Los ratones
infectados con una cepa sin NieA tuvieron pocos sintomas y sobrevivieron a la
infeccién. En una cepa de ratones mas resistentes, en los que la infeccién por C.
Rodentium no es letat, NieA es necesario para el desarrollo de la hiperplasia. coténica, y
a los 10 dlas de infeccion, se hallan menos bacterias mutantes de NieA presentes en el
intestino hospedador. Estos estudios indican un efecta claro de NieA en la virulencia de
C. Rodentium. Nuestros resultados de la infeccibn por EHEC de céiulas Hela
demuestran que in vitro, NleA no afactard la adherencia de las bacterias a las células
hospedadoras o translocacién de otros efectores, [0 que sugiere que NieA puede actuar
al nivel de resistir la evacuacién por el hospedador en lugar da mejorar la adherencia
bacteriana. Ademés, la resistencia de los ratones infectados con 4nleA a posteriores
Iinfecclones por C. Rodentium de tipo salvaje provee evidencia de que una cepa
mutante de nle coloniza e interactia con el hospedador en forma suficients para
estimular la inmunidad del hospedador. Esto estd en oposicién a mutantas tipo lil da C.
Rodentium que no colonizan el hospedador y no proveen proteccién para futuras
infacciones. Por lo tanto, las cepas mutantes de NieA pusden ser usadas como una
cepa de vacuna atenuada.
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OTRAS REALIZACIONES

$Si bien en la presente se revelan otras realizaciones de la invencién, se pueden
realizar muchas adaptaciones y modificaciones dentro del alcanca de ta nvenciSn de.
acuerdo con el conocimiento general comin de los expertos en el arte. Tales
modificaciones incluyen la sustitucién de tos equivalentss: canocidos para cuabquier
aspecto de la invencién a fin de lograr ¢l mismo resultado esenclalmente de la misma
manera. Los nimearos de accaso, tal comoa: sa: usan agul, e refieren a'los nGmaros. de:
acceso de las bases de datos miiltiples, incluso GenBank, e! European Molecular
Biology Laboratory (Laboratoria de: biclogia molecular suropec) (EMBL), la DNA
Database of Japan (Base de datos de ADN de Japdn) (DDBJ), o la Genome Sequense
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Database (Base de datos de secuencias de genomas) (GSDB), para secuentias
nucleotidicas, e incluso Protein Information Resource (Fuente de. informacién de
protelnas) (PIR), Swissprot. Protein Research Foundation (Fundacién de
Investigaciones scbre proteinas) (PRF) y Protein Data Bank (PDB) (secusnclas de
estructuras resueitas), asl como las traducciones de las regiones codificadas anotadas
de las secuencias nudeatidicas en GenBank, EmBL, DDBJ o. RefSEq, para sacuancias.
de polipéptidos. Los rangos numéricos Incluyen los nimeros que definen el rango. En la
memoria descriptiva, la palabra “que. comprende” sa usa coma. un btarming ablarto,
sustancialmante equivalents a la frase “que incluye pero no se limita a” y la palabra “"que
comprande” tene un significado correspondients. Las citas de referencias en la
presente no deberdn entanderse como un reconocimiento de tales referencias como
arte previo a la presente invencin. Todas tas publicaciones. son incormporadas la
presenta por referencia como si cada publicacién individual fuera indicada en forma
especifica e individual como incorporada a ta presanta par nafarencia La mvenddn
incluye todas las reslizaciones y variaciones sustancialmente como se describe aqul y
can referencia a los ejamplas y figuras.
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REIVINDICACIONES

Tras haber descripto e ilustrado ta naturaleza y objeto principal de la presants
invencién, asl como también la manera en que la misma se puede llevar a la préctica,
se declara reivindicar como de propiedad y da darechos axclisivos:

1. Una composicidn caraclerizada porgue comprende un polipéptido que
comprende una secuancia de aminoécidos sustanciaimenta idantica a la secuencia de
las SEQ ID Nos. 22-43, 59 § 73-84; o un fragmento o variante de elios, en combinacién
con un portador fisiolégicameanta acaptable.

2. Una composicién caracterizada porgue comprende una molécula de &cido
nucleico codificadora de un polipéptido que compranda una sacuancia de aminodcidos
sustanciaimente idéntica a la secuencia de las SEQ. ID Nos. 22-43, 59 6 73-84, o un
fragmento ¢ variante de ellos, en combinacién con un portador fisioldgicamante
aceptable.

3. Una composicion caracterizade porgue comprende una molécula de acido
nucleico que comprende una secuencia nucleotidica sustanciaimente idéntica a la

secuencia de las SEQ. 1D Nos. 1-21 & 60-72 o un fragmento o vartante da ellos, en -

combinacién con un portador fisiolégicamente aceptable.

4. Una composiclion caracterizada porgus comprande un sobrenadante de cultiva
celular que comprende un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
sustancialmente idéntica a la secuencia de lags SEQ. ID Nos. 22-43, 59 4 73-84. o un
fragmento o variante de ellos, en combinacién con un portador fisiclégicamente
aceptabie.

5. La composicién tal y como se relvindica en !a Relvindicacién 4, caracterizada
porgua el polipéptido comprende 20% de la proteina celular presente en la
composicion.
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6. La composiclén tal y como se relvindica en cualquiera de las reivindicaciones 1
a 5 caracterzada ademéis porqus comprends EspA, EspB. EspD, EspP, Tir, toxina
Shiga 1, toxina Shiga 2 o polipéptido de intimina.

7. La compasicién de cualquiera de las reivindicacionas 1 a 6 caracterizada
ademds porque comprende un adyuvante.

8. Una bacteria 0 una preparacidn de la misma, caracterzada porgue la bacteria

comprende una mutacién en el genoma bacteriano en una secuencia nucleotidica que
es sustanciaimente idéntica a las SEQ. ID Nos. 1-21 6 60-72.

8. Una bacteria o una preparacién de la misma, caracterizada porqug la bacteria
comprende una mutacién en un gen sustancisimante idéntico a nieA, nleB, nieC, nieD,
nleE, nieF, nleG, 6 nieH o un homélogo de los mismos.

10. La bacteria de las reivindicaciones 8 ¢ 8 caracterizada porque la bacteria es
un agents patégeno A/E.

11. La bacteria de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 caracterizada porque
la bacteria es E. Coli enterochemorrégica (EHEC), E. Coli enteropatogénica (EPEC) 6
Citrobacter rodentium.

12. La bacteria tal y como se relvindica en la relvindicaclén 11, caracterizadg
porque la EHEC es EHEC O157:H7 6 EHEC O157:NM.

13. La bacteria tal y como se relvindica en la reivindicacién 11, caracterizadg
porque la EPEC es EPEC 0157 He.

14. La bacteria de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13 caracterizada porgua
la mutacion atenGa ia virulencia.
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15. Una composicién caracterizada porgue comprende 1a bacterla de cualqulein
de las reivindicaciones 8 a 14, en combinacién con un portador fisloldgicamants
aceptable.

16. La composicién tal y como se relvindica en la reivindicacion 15 caracterizeda
porque la bacteria esta viva.

17. La composicién tal y como se relvindica en la relvindicacidn 18 garactetizada
poraue la bacteria es adminisirada por via oral.

18. La composicidn tal y como se relvindica en ia retvindicactén 15, caracterzada
porgue la bacteria estd muerta.

19. La composicién tal y como se reivindica en la reivindicacién 18 ceractedzada
porgue la bacteria es administrada por via parenteral.

20. La composicion tal y como se reivindica en cualquiera de las retvindicacionas
15 a 19 caracterizada ademés porgue comprende un adyuvante.

21. La compoasicién tal y como se relvindica en las reivindicaciones 7 & 20
caracterizada porgue el adyuvante es una emulsién de aceite en agua o una emulsién
de no-aceite en agua.

22. La composicién tal y como se reivindica en las reivindicaciones 7 6 20

caracterizada porgue el adyuvante comprends un aceite mineral y bromure de
dimetildioctadecilamonio.

23. La composicién tal y como se relvindica en las reivindicaciones 7 & 20
caracterizada porque el adyuvante comprende uno 0 més agentes seleccionados del
grupo que consiste en: un agents emulsionanta, un dipéptido de muramile, un agents
acuoso, un agente a base de quitosano, un saponino, un aceite, un lipopolisacérido, un
extracto de pared de célula bacterana, un ADN bacterdans, un complejo bactertana, un
oligonucledtido sintético y una base nitrogenosa alifdtica.
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24. La composicién de la reivindicacién 23 caraclerizada porque & agente
emulsionants es selecclonado del grupo que conslste en uno o mas de un agents
emulsionante natural, un agente emulsionante sintético, un agente emulsionante
aniénico, un agente emuilsionants catidnico y un agente no onico.

25. La composicion de la relvindicacién 24, caracterizada porgue el agente
emuisionante natural es seleccionado dst grupo que consiste en uno o més de acacia,
gelatina, lecitina y colesterol.

26. La composicién de la reivindicacion 24, camcierizada porgue et agents
emulsionante anidnico es selecclonado de uno o mis dsl grupo que consiste en una sal
de potasio de &cido l&urico, una sal de potasio de 4cido oleico, una sal da sodio de
éicido ldurico, una sal de sodio de écido oleico, una sal de amonio de dcido laurico, una
sal de amonio de écido oleico, una sal de calcio de un &cido graso, una sal de

magnesio de un écido graso, una sal de aluminio de un écido graso, un jabdn metélico
y un sulfonato orgénico.

27. La composicién de la reivindicacién 28, caracterizada porque el sulfonato
orgénico es sulfato laurilo de sodio.

28. La composicion de la reivindicacién 24 caracterizada porque el agents
emulsionante catidénico es bromuro de cetiltrimetilamonio.

20. La composicion de la relvindicacion 24 caracterizada porque el agente
emuisionante sintético es selecciocnado det grupo que consists en uno 0 mas de deter
de glicerllo, éster de polioxietilenglicol, éter de polioxietilenglicol y éster de écido graso
de sorbitan.

30. La composicion de la reivindicacién 28 caracterizada porgue el éster de
glicerilo es monoestearato de gliceriia.
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31. La composicion de la reivindicacion 28 caracterizada porgue el éster de Atitilo
graso de sorbitin es seleccionado de uno o més del grupo que consiste en
monopalmitato de sorbitdn y un derivado de polioxietileno del mismo.

32. La composicién de ia reivindicacion 30 caracterizada porgue el detivado de
polioxietileno es monopalmitato de sorbitén polioxietilenado.

33. La composicidn de la reivindicacién 23 caracterizads porgue el agente
acuoso es hidréxido de aluminio.

34. La composicién de la relvindicacidn 23 caracterzada porgug et acelte es
seleccionado de! grupo que consiste en uno © mas de un aceite mineral, un acelte
vegetal 0 un aceite animat.

35. La composicién de la reivindicacién 33 caracterizada porque el aceite vegetal
es selaccionado del grupo que consista en una o més de aceite da canola, aceita de
almendra, aceite de semilla de algoddén, aceite de malz, aceite de oliva, aceite de manl,
aceite de cértamo, acette de sésamo y acalte da aoja.

36. La composicién de la reivindicacion 33 caracterizada porgue el aceits animnl
es seleccionado det grupo que consiste an unc 0 més de acelte ds higado da bacalao,
acelte de hipogloso, acelte de lacha, acelte de “relo] anaranjado” y aceite de higado de
tiburén.

37. La composicién de las reivindicaciones 7 6 20 cargcterizada porgue el
adyuvante comprende un components de acatta.

38. La composicion de la reivindicacion 38 caracterizada porque el componente
de aceite es seleccionado det grupo que consiste en uno o més de un acalte anico y
una mezcia de aceites.
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39. La composicion de la reivindicacién 21, caracterizada porque la emulsidn &in
acelte en agua es seleccionada del grupo que consiste en uno 0 m&s de una emuteion
de aceite, una emulsién de agua en aceite y una emulslén de agua en aceite en agua.

40. La composiciin de la reivindicacion 21 caracterizade
aceite en agua es EMULSIGEN ™ 6 EMULSIGEN PLUS™,

41. La composicidn de la reivindicacion 24 cgracterizada porque ot aceita es
Amphigen®.

42. La composicion de la reivindicacidn 7 6 20 caractetdzada porgus et adyuvants
comprende un extracto de pared celular micobacteriana.

43. La composicién de la reivindicacién 7 & 20 caractacdzada p
comprende un ADN micobacteriano.

44, La composicitn da la relvindicacitn 7 6 20 caracterizada porgue et adyuvens
comprende un complejo de pared de célula micobacteriana.

45. La composicién de la reivindicaciin 23 caracterizada porguas la base
nitrogenada alifética se selecciona del grupo que consiste en uno o més de una amina,
un compusesto de amonio cuaternario, una guanidina, una benzamidina y un tiouronia.

48. La composicion de la reivindicacibn 23 caraclerizads porgue la base
nitrogendada siifatica es N,N-dioctadacii-N,N-bis(2-hidroxdetii)propanodiamina.

47. La corhposicién de la reivindicacién 7 6 20 caracterizada porgue e! adyuvante
comprende bromuro de dimetil-dioctadaecilamonio.

48. La composicion de cualquiera de las relvindicaciones 21 a 48 caraclerizada

porgue el adyuvants esth presente en una compasichin a una concantracin de entre
20% y 40% (viv).
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49. Un método para detectar la presencia de un agente patbgeno AfE en una
muestra, caracterizado porgue el método comprende:

a) proporcionar una muestra; y

b) detectar la presaencia de una molécula de acido nucleico que comprande una
secuencia nucleotidica sustanciaimente idéntica a una secuencia seleccionada de uno
o més del grupo que conglste an las SEQ. D Noa. 1-21 4 80-72 o un fragmenta o una
variante de las mismas.

¢) detectar la presencia de una molécula de acido nuclelco qua codifica para un
polipéptido sustanciaimente idéntico a una secuencia seleccionada de uno 0 més del
grupa que consiste en las SEQ.ID Nos. 22-43, 50, 73-84 o un fragmento o una variants
de las mismas,

d) detectar la presencia de un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoécidos sustanciaimente idéntica a una secuencia seleccionada de uno o més del
grupo que coneiste an las SEQ. ID Nos. 22-43, 59, 73-84 o un fragmento o una variante
de las mismas;

en donde la presencia de una malécula de acido nucleico o el palipéptido indica
la presencia de un agente patégeno A/E en la muestra.

50. E! método de la reivindicacion 48 caracterizedo porgue ta muestra es matetia
fecal o sangre.

51. Bl método de la reivindicacién 48 6 49 caractefizado porque et paso de
detectar comprende poner en contacto la secuencia nucleotidica con una sonda ©
iniciador sustanciaiments idénticos a:

a) una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en uno o mds
de tas SEQ: ID Naos. 1-21 6 80-72 o un fragmenta o una vartante de tas mismas, ¢

b) una secuencia nuclectidica codificadora de un polipéptido sustancialmente
idéntico a una 0 mas de las SEQ.ID Nos. 2243, 59, 73-84 o un fragmento ¢ una

variante de las mismas.

52. El método de las reivindicaciones 48 & 40, caracterizado gorgue la deteccin
comprende poner en contacto la secuencia de aminoécido con un anticuerpo que une
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especificamente una secuencia seleccionada del grupo que conslste en una o més 8o
las SEQ 1D Nos: 22-43, 58, 73-84 o un fragmento o una varianta de las mismas.

53. Un método para producir una respuesta inmune contra un agente patdgeno
AJE, o un componente da! mismo, en un animal, caracterizado porqua ot métado
comprende administrar al animal una cantidad efectiva de una composicion tal y como
sa reivindica en cusliquiera de las reivindicaciones t-7 & 1547, o que comprande
administrar al animal una cantidad efectiva de la bacteria de cualquiera de las
reivindicaciones 8-14, produciendo ast una respuesta inmune en at animal.

54. Un método para reducir la colonizacién de un agente patigeno A/E en un
animal, caracterizado porgug e método comprende administrar al animat una cantidad
efectiva de la composiciébn de cualquiera de las reivindicaciones 1-7 6 1547 o que
comprande administrar at animat una cantidad. efectiva de la bactade. da. cualquiara de
las relvindicacionss 8-14, reduciendo as! la colonizacidn del agente patégeno AE en el
animal.

55. Un método para reducir la propagacién de un agente patégeno A/E en un
animal caracterizado porque comprende administrar al animal una cantidad efactiva de
la composicidn de cualquiera de las reivindicaciones 1-7 6 1547, o que comprend
administrar al animal una cantidad efectiva de la bactera de cualquiera da tas
reivindicaclones 8-14, reduclendo asl la propagacién del agente patdgeno A/E en el
animal.

56. El método de cualquiera de las reivindicaciones 52 a 54 caracterizado porque
ol animal es un rumiante.

57. El método de la reivindicacion 55, caracterizado poraue el rumiante es un
bovino o un ovino.

58. £l método de cualquiera de las reivindicaclones 52 a 54 caracterizado porque
el animal es un ser humano.
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59. Un método para tratar o prevenir la infecdidn causada por un agemse
patgeno A/E, caraciarizado gorque dicho método comprende:

a) identificar un animal que presente, 0 que esté en riesgo de contraer, una
infeccién por agents patigeno AJE; y b) administrar al animat una cantidad afectiva de
un compuesto que atenGa la virulencla de un agente patdgeno A/E, en donde el
compuesto inhibe la axprasidn, saecrecidn o actividad bioldgicar de un polipéptida que
comprende una secuencia de aminoécido sustanciaimente idéntica a la secuencia de
cuslquiera da las SEQ. 1D. Nos: 2243, 58, 73-84.

60. El método de la reivindicacién 58, caracterizedo porque el compuesto es una
molécula de &cido nucieico antisantide que es complementaria de una sacuencia
nucelotidica sustancialmente idéntica a la secuencia de cualquiera de las SEQ. ID Nos.
1-21, 58, 73-84.

81. E! método de la relvindicacion 58, caracierizado porgue el compuesto es un
ARNsi.

62. Un método para atenuar la virulencia de un agente patSgeno A/E,
camcterizado porque et método comprende mutar una 0 mas de un gan seleccionada
del grupo que consiste en nieA, nieB, neC, nieD, nleE, nieF, nleG y nisH, o un
homélogo de los mismos en et agente patdgenc AJE, 0 mutar una a mas da ung
secuencia nuciectidica en el genoma del agents patdgeno A/E, en donde la secuencia
nuclectidica es seleccionada de las SEQ. ID. Noa. 1-21 & 60-72, atenuandc as! Ia

- virulencia.

63. Un método para selecclonar un compuesto que atenta la virdencia del
agente patdgeno A/E, caracterizado porque el método comprende:
d) praporcionar un sistema que comprende:
(D una molécula de &cido nucleico que comprende una secuencia
nuclectidica sustancialmante idéntica a tas SEQ. 1D Nas t-2t § 80-72 a un fragmento o
una variants de las mismas; 6
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(i) una molécula de écido nucleico codificadora de un pdiipbplido gue
comprende una eecuencia de aminodcido sustancialmenta idéntica a las SEQ. 1D Nos.
22-43, 59, 73-84 o un fragmento o una variants de las mismas; 6

(i) un polipéptido que comprende una secuencia da aminoécidos
sustanciaiments idéntica a las SEQ. ID. Nos. 2243, 59, 73-84 o un fragmento 0 una
variants de las mismas,;

b) proporcionar un compuesto de prueba; y

¢) determinar sl el compuesto da prueba modula la expresidn, saecrecidn o
actividad bioldgica del polipéptido o la molécula de écido nudleico, en donde un cambio
an la expresion, secreciin o actividad bioldgica det palipéptide ¢ la mobcula da dcido
nucleico indica un compussto que atenda la virulencia de un agente patégeno A/E.

64. El métoda de ta reivindicacidn 82, caracterizado porque el sishama es una
célula.

5. E1 método de la reivindicacion 62 ¢ 83, caractarizado porque la célula s E.
Coli enterohemorrdgica (EHEC), E. Coll enteropatogénica (EPEC) o Citrobacter
rodentium.

86. El método de la reivindicacion 62, caracterizado porgue el sistema es un
sistema in vitro.

87. Un método para producir un polipéptido de agente patigeno AE
caracterizado porque comprende:

a) proporcionar una célula recombinante que comprende:

() una molécua de acido nucleico que comprenda una secuancia nuclactidica
sustancialmente idéntica a las SEQ. ID. Nos. 1-21 4 60-72; 6

(ii) una molécula de acido nucleico codificadara de un palipdptido qua comprande
una secuencia de aminodcido sustancialmente idéntica a las SEQ. ID. Nos. 2243, 59 6
7384y

b) cultivar ia célula recombinante en condiciones que permitan la expresién del
polipéptido.
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68. El método de la relvindicacion 88 caracierizado ademés porque comprende
cultivar la célula recombinante en condiciones que permitan la sacrecitn del polipéptido.

69. El método de la reivindicacion 66 6 67 caracterizado porque el polipéptido se
secreta desde la célula.

70. E] método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 68 caracterizado
ademés porgue comprende alslar el polipéptido.

71. El método de cualqulera de las reivindicaciones 48 a 69 caracterizado porgue

ol aganta patigano A/E es E. Call anterohamomagica (EHEC), E. Call entarapatoganica.
(EPEC) 6 Citrobacter rodentium.

72. El método de la reivindicacion 70 camctarizado porque la EHEC es EHEC
0157:H7 6 EHEC O157:NM.

73. El matodo de la relvindicacion 70 caracterizado porgque la EPEC es EPEC
O127:H86.

74. Un polipéptido recombinante caracterizado porque comprenda una sacuancia
de aminoécido sustancialmnta_ idéntica a la secuencia de las SEQ. ID Nos. 2243, 59
6 73-84.

75. Una molécula de &cido nucleico aislada caracterizada porque comprende una
secuencia nuclectidica sustanciaimente idéntica a la secuencia de las SEQ. ID Nos. 1-
21 6 80-72.

78. Un vector caracterizas

reivindicacion 74.

que comprende la secuencia nuclactidica de la

T7. El vector de la reivindicacién 75 camcterizado porgue el vector es capaz de
integrarse al genoma del agente patégeno A/E.
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78. El vector de la relvindicacién 75 caracterizado porgue el vector es capaz s
integrarse al genoma del agenta patbgeno A/E.

75. Una célula hospedadora camclerizada porque comprende el vector de
cualquiera de las reivindicaciones 75 a 77.

80. La célula hospedadora de la reivindicacién 78, caraclerizada porque fa célula
hospedadora es un agente patdgenc A/E.

81. La célula hospedadora de la relvindicacién 79 caracterizade porque el agente

patdgeno AJE es E. Coli enterohamorrégica (EHEC), E. Coll entaropatogénica (EPEC) a
Citrobacter rodentium.

82. El uso de la composicién de cualquiera da las reivindicacionas 1-7 § 1547, la
bacteria de cualquiera de las relvindicaciones 8-14, el polipéptido de !a reivindicacidn 73
o la molécula de 4cido. nucleico de. la relvindicacidn 74, para la preparacidn da un
medicamento para producir una respuesta inmune contra un agents patégeno A/E, o un
componenta dal miamo, o para reducir ta prapagacién o la colonizaddn de un agsnte
patdgeno A/E en un animel, 0 para trater o prevenir la infeccién causada por un agente
patdgeno A/E.

83. Un kit caracterizado poraue comprende un reactivo para detectar un agente
patégeno A/E en una muastra y un prospecta con inetruccionse para detactar et agante
patdgeno A/E en la muestra.

84. El kit de la reivindicacion 83, caracterizado porque el reactive comprende una
sonda o una sonda iniciadora o un iniciador sustancialmente idéntico a:

a) una secuancia nuclectidica satacclonada del gnupo que. consista en una. o mas.
de las SEQ. ID No. 1-21 & 80-72 o un fragmento o una variante de las mismas;

b) una secuencia nuclectidica que codifica para un palipéptida sustancialmanta
ldéntico a una 0 més de las SEQ. ID Nos. 2243, 59, 73-84 o un fragmento o una

03
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85. El kit de 1a relvindicacidn B3, caracierzado porgue €) reactivo comprahiia iin
anticuarpa que une especificamente una secusncia selaccionada del gnpo que
consiste en una 0 més de las SEQ. ID No. 2243, 59, 73-84 o un fragmento o una
variante de las mismas.
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RESUMEN

La Invencién se mrelaciona, en parte, a proteinas de secracibn de agentas
patbgenos bacterianos y a métodos para su utilizacion. Mas especificamente, [a
invancidn provee en parte varias prabeings de secreciin comunes para agandes
patdgencs de adherencia y destruccién (agentes patigenos “A/E"). En algunas
realizacionas da la invendian, estos polipéptidos y las maldéculas de acda oudseica gua.
codifican para estos polipéptidos, o porciones de [as mismas, son Gtiles como vacunas,
coma diagndsticos o coma hamamiantas de salacciin da thrmacos para. infiacciones
patogénicas A/E, 0 como reactivos.
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Citrobacter rodentium NleA DNA Seguence

ATGAACATTCAACCGARCATACATTCCGGART CACCACACAGAATARTCAACRACATCATCACGCAGAA
CARGTGCCTGTCTCTAGCTCAATACCGCGATCAGATTTACCTCCAAATYGCGAAGCTGGATTTGTTGTG
CATATTCCAGAGGATATACAGCAACATGTACCGGARTGTGGTGAAACAACGGCTCTATTAAGCTTGATA
ARAGATGAAGGCCTGCTCTCAGGACTAGATARATATCT TGCTCCTCACCTTGAAGRAGGCTCCCTTG6G
ARAAAAGCATTGGATACGTTTGGTTTATTCARATGTTACTCARATGGCATTAGAGATACCCAGT TCCGTT
CCAGGCATATCTGGTAAATATGGTGT TCAGATGAACATTGTARARCCAGACATACATCCARCARCCGGSE
AACTATTTTTTACAGCTATTTCCTCTGCATGACGAAATAGGTTTTARCT TCARAGATCT TCCTGGCCCA
TTARARAATGCATTAACCAACAGCAGTATATCGGCTACTGCATCGACTGTAGCCCCCACACCARACGAC
CCAATGCCATGGT I TGGATTAACTGCTCAAGTGGTTCGTARTCATGGTGTAGAACT TCCTATAGTCAAA
ACCGAAAATGGATGGAACCTTGTAGGGGARACACCTCT TACTCCAGATGGCCCCAPMAGCCAATTATACG
GAAGRATGGGT TATCAGGCCGGGAGARGCAGATTT TAAATATGGAACATCGCCATTACAGGCAACTCTT
GGACTGGAGTT IGGTGCGCATTT TAAGTGGGATTTAGATAATCCTAATACCARATATGCCATCCTTACC
AATGCTGCCGCAAATGCTATTGGTGCTGCTGGAGGGT TTGCGGTATCCAARGTCOCCGGCATAGATCCA
ATGCTGTCCCCTCATGTCGGTGCARTGCT TGGGCARGCAGCGGGGLATGCCGTACAATGTARTACCCCC
GGATTAAAGCCAGACACTATTTTATGGTGEGGCAGGCGCGACATT TGGAGCTGCTGATT TAAATAAAGCC
GAATTTGATAAAGTGCGGTTCACTGACTACCCTCGTATATGGTTCCATGCACGGGAAGGAGCTTTATTC
CCAAATAAGCRAGACAT TGCCCOGTGTAACAGGCGCAGACATARRAGCTATGGARGAAGGCGTACCCETT
GGACATCAACATCCAMAACCGGAGGATGTGGTCATCGATATCGAAGGTGGCAATTCACCACATCATAAT
CCATCAAATTATGTTGACACCT PTGAAATAATCCAAGRARCAAGGGTCTAR (SEQ ID NO:1)

FIG. 1A

Ciltrobacter rodentium Nleh Protein Sequence

MNIQPNIHSGITTONNOQHAHAEQVPVSSSI PRSDLPPNCEAGFVVHIPEDIQQHVPECGETTALLSLI
KDEGLLIGLDKYLAPHLEEGSLGKKALDTFGLFNVTQMALEIPSSVPGISGKYGVOQMRIVKPDIHPTTG
NYFLQLFPLHDEIGENFKDLPGPLEKNALTNSS ISATASTVAPTPNDPMPUFGLTAQVVRNEGVELPIVK
TENGWKLVGET PLTPDGEPKANY TEERVIRPGEADFKYGTSPLOATLGLEFGRHFKWDLDNPNTKYAILT
RAAANAIGAAGGFAVSKVPGIDPMLS PHVGAMLGOAAGHAVQCNT PGLKPDTILWWAGAT FGAADLNKA
EFDKVRFITDYPRIWFHAREGALEFPNKQDIARVTGADI KAMEEGVPVGHOHPKPEDVVIDIEGGNS PHHN
PSNYVDTFEIIQETRV {SEQ ID NO:22)

FIG. 1B

1O



2/37

Enteropathogenic E. coli NleA DNA Seguence

atgaacattcaaccgatcgtaacatccggaatcaccacacaaaacaatcgacatcatcacgcagaacaa
acgtcccctacacaaataccgcaatecgaattacctaatggatgegaaacgggatttgttgttcatate
ccagaggatatgcagcgacatgcaceggaatgcggtgaaacaacagetetactgagecttgataaaagat
gaaggtctgctctetgggetggataaatatcttgocacctecatecttgaagqaaggetetgecaggaaaaaaa
gcattggatatgtttggtttattcaatgtctctocagatggcattagaaatacccagcacegttcecgggt
atctctggtaaatatggtgtccagctaaacattgtaaaaccagatattcatcctacatcaggtaattat
tttttacagatattccctttgcatgatgaaataggtattaattttasagaccttcctggtecattaaaa
aatgcattaagcaacagcaatataccaaccactgtatecgactgetgeatccactattgeatcagecact
acttcgacggtaaccaccgcgtcaaaagacccaataccatggtttggattaacagctcaagtagttcgt
aatcatggtgtggaacttcctatagtcaaaactgaasaatggatggaagettgttggagaaactectett
actcctgatggcecccaaagcasattatactgaagagtgggtgatcagaccgggagaagcagattttaaa
tatggtgcatctoccactacaggeaactectagggetggagtittggogeacatttcaagtgggatttagat
aaccctaatactaaatatgccgticttaccaatgctgecgecaaatgegettggtgetgtagggggattit
gcagtatccagatttactggtacagatccaatgttaagtectcatatcggtgcaatggttgggecaagea
gcggggeatgecatacagtataataccceceggattasagecagacactattttatggtgggcaggtact
actcttggactggctgatttasacsaggecgagtttggagaggecagattecactgactatectegtata
tggtggcatgcaagagaaggtgecatttteccaaataaagecagatattgaacatgecacaggggetgat
atacgcgcaatggaagaaggtgtatctgttggacaacggeatccaaatcecagaggatgtggtcatcaat
atcgeaagcaataactcaccacatcataacccatcaaattatgttgataccgttgatataatccaagaa
acaagagtctaa (SEQ ID NO:2)

FIG.1C

Enteropathogenic E. coli NleA Protein Sequence

MNIQPIVTSGITTONNRHHHAEQTSPTOIPQSELPNGCETGFVVHI PEDMORHAPECGETTALLSLIKD
EGLLSGLDKYLAPHLEEGSAGKKALDMFGLFNVSQMALEI PSTVEGI SGKYGVOQLNIVKPDIAPTSGNY
FLOQIFPLHDEIGINFKDLPGPLKNALESNSNIPTTVSTAASTIASATTSTVTTASKDPI PHFGLTAQVVR
NHGVELPIVKTENGWKLVGET PLTPDGPKANY TEEWVIRPGEADFKYGASPLOATLGLEFGAHFKWDLD
NPNTKYAVLTNAAANALGAVGGFAVSRETGTDPMLS PHIGAMVGOAAGHAIQYNTPGLKPDTI LWWAGT
TLGLADLNKAEFGEARFTDYPRIWWHAREGAI FPNKADI EHATGADIRAMEEGVSVGQORRPNPEDVVIN
IESNNSPHENPSNYVDTVDIIQETRV (S5EQ ID NO:23)

FIG. 1D
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Enterchemorrhagic E. coli NleA DNA Sequence

ATGAACATTCAACCGACCATACAATCTGGAATCACCTCACARANCAAT CAACATCATCARACAGAACAR
ATACCCTCTACACAAATACCGCAATCCGAARTTACCTCTAGGATGCCARGCTGGATTTGTTGTTAATATT
CCRGATGATATACAGCAACATGCACCGGRATGCGGTGARACAACAGCT CTACTGAGCT TGATARAAAGAT
AARGGTCTGCTCTCAGGGCTAGACGAATATATAGCTCCTCACCT TGAAGAAGGATCCATAGGRARAAAR
ACATTGGATATGTTTGGTTTATTCAATGTTACCCARATGGCATTAGAGATACCTAGTTCCGTTTCAGGC
ATCTCTGGTAAATATGGTGTCCAGCTAAACATTGTARAACCAGATATT CATCCTACATCAGGTAATTAT
TTTTTACAGATATTCCCTCTGCATGATGAAATAGGT T TTAATTTTARAGACCTTCCTGGCCCGTTAAAAR
AATGCATTAAGCAACAGTAATATATCARCCACTGCAGTGTCGACTATTGCATCGACTGGAACATCAGCC
ACTACTTCGACGGTARCCACCGAGCCARAAGACCCARTACCATGGTTTGGAT TARCAGCT CAAGTGGTT
CGTARTCATGGTGTAGAACTTCCTATAGTCAAAACTGAARATGGATGGARGCT TGT TGGAGARACACCA
CTPACTCCTGATGGGCCGARAGCAAAT TACACGGAGGAGTGGGT TATCAGACCGGGAGAAGCAGATTTT
AAATATGGTGCATCTCCATTACAGGCAACTCTAGGGCTGGAGTT TGGCCCACATTTCARGTGGGATTTA
GATAACCCTAATACTAAATATGCCGTTCTTACCARTGCTGCCGCARATGCGCTTGGTGCTTTAGGGGGA
TTTGCAGTATCCAGATTTGCTAGTACAGATCCAATGT TAAGT CCTCATATCUGTGCAATGGTTGGGCAR
GCAGCAGGGCATGCCATACASTATAATACCCCTGGAT TAAAGCCAGACACTATTTTATGGTGGGCTGGT
GOGACACTGGGGGCTGCCGATT TARACAAGGCCGAGT TTGAAGTAGCTAGATTCACTGACTATCCTCGT
ATATGGTGGCACGCARGAGAAGGAGC TATTTTCCCCAATARAGCAGATAT TGRACATGCCACAGGTGCT
GATATACGCGCARTGGAAGAAGGTATCCCTGTTGGACAGCGGCATCCAARTCCAGAGGATGTGGTAATC
GATATCGARAGCARTCGCTTACCACRTCATAARTCCATCARATCATGTTGATATCTTTGATATAATCCAR
GARACAAGAGTCTAA (SEQ ID NO:3)

FIG. 1E

Enterochemorrhagic E. coll NleA Protein Sequence

mniqptiqagitsgnnghhqgtegipstqipgselplgegagfvvnipddigghapecgettallslikd
kgllsgldeyiaphleegsigkktldmfglfnvtgmaleipssvaglisgkygvglnivkpdihptagny
flgifplhdeigfnfkdlpgplinalsnenisttavstiastgtsattstvttepkdpipwigltaguev
rnhgvelpivktengwklvgetpltpdgpkanyteewvirpgeadfkygasplgatlglefgahfkwdl
dnpntkyavltnaaanalgalggfavsrfastdpnl sphigamvgqaaghalqyntpglkpdtilwwag
atlgaadlnkaefevarftdypriwwharegaifpnkadiehatgadirameegipvgqrhpnpedvvi
diesnglphhnpanhvdifdilgetry (SEQ ID NO:24)

FIG. 1F
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Citrobacter rodentium NleB DNA Sequences

tattctttttcagtggtttgaagcAAGGCCAGAGCGATACGGARAAGGTGARGTACCGATATTGAATAC
CARAGAGCATCCGTATTTGAGCARTATTATARATGCTGCARAAATAGAARATGAGCCCYTAAT aGGAGT
ACTGGTAGACGGAGACTTTACTTATGAGCAARAGAAAAGAAT T TCTCAGTCTTGARGATGAACATCARAR
PATAARGATAATATATCGGGARAATGTTGATTTCAGTATGTATGATARARARCTCGTCTGATATYTATCT
TGAAAATATTCATGAACAAGRATCATATCCAGCGAGTGAGAGAGATARTTATCTGTTaGGCTTaTTAAG
AGAAGAGTTAAAARAATATTCCATACGGARAGGACTCTTTGATTGAATCATATGCAGARRARAGAGGTCA
TACTTGGTTTGATTTTTTTAGARACT TGGCGGTAT TGAAGGGGGGGLGGTTCTTTACAGAGACGGGTAR
RACTGGATGCCATAACATATCTCCATGTGGGGGATGTATATATCTTGATGCAGATATGATTAT TACTGR
TAARTTAGGTGTCCTGTATGCICCTGATGGTATCcgetgtgcatgtagattgtaatgatgaga (SEQ
ID NO:4)

FIG. 2A

AAGGCCAGAGCGATACGGAAAAGGTGAAGTACCGATAT TGAATACCAARGAGCATCCGTATTTGAGCAR
TATTATAAATGCTGCAARRATAGARRATGAGCGTAATGGAGTACTGGTAGACGGAGACTTTACTTATGA
GCAAAGRARAGARTTTCTCAGTCTTGAAGATGARCATCARRATATAAAGATAATATATCGGGAARATGT
TEATTTCAGTATGTATGATAARAAACTGTCTGATATTTATCTTGARAATATTCATGAACAAGAATCATA
TCCAGCGAGTGAGAGAGATAAT TATCTGYTGGT TTTAAGAGARGAGTTARARAATAT TCCATACGGAAR
GGACTCTTTGATTGAATCATATGCAGAARAAAGAGGTCATACTTGCTTTGATTTEYTTTAGARACTTGGC
GGTATTGAAGGGGGEGEEGT IGT T TACAGAGACGGGT ARAACTGGATGCCATARCATATCTCCATG TGS
GGGATGTATATATCTTGATGCAGATATGATTATTACTGATARAATTAGGTCTCCTGTATGCTCCTGRTGS
TAT (SEQ ID NWO:5)

FIG. 2B

Citrobacter rodentium NleB Protein Sequences

ILFONFEARPERYGKGEVPILNTKEH PYLSNIINAAKIENERVIGVLVDGDFT YEQRKEFLSLEDEHQN
IKIIYRENVDFSMYDKKLEDIYLENIHEQESYPASERDNYLLGLLREELKNI PYGKDSLIESYAEKRGH
THFDF FRNLAVLKGGGLETETGKTGCHNI SPCGGCI YLDADMY I TOKLGVLYAPDG IAVHVDCNDE
(SEQ ID NO:25)

FIG. 2C

RPERYGKGEVE ILNTKEHPYLSNIINAAKIENERVIGVLVDGDFTYEQRKEFLSLEDEHQNIKT I YREN
VDESMYDKKLSDIYLENIHEQESYPASERDNYLLGLLREELKNI PYGKDSLIESYAEKRGHTWFDEFRN
LAVLKGGGLETETGKTGCHNISPCGGCIYLDADMIITDKLGVLYAPDG (SEQ ID NO:26)

FIG. 2D
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Enteropathogenic E. coii HleB DNA Segquence

atgttatcttcattaaatgtccttcaatccagcttcagaggagagacagetttatcaaatagtacactt
ctccagaaagtttcettttgetggasaagaatattctctggaacctattgatgaaagaaccectattott
tttcagtggtttgaagcaaggccagagecgatacgaazaaggagaagtaccaatattgaataccaaagaa
catccgtatttgagcaatattataaatgetgcaaanaatagaaaatgagegtataatcggtgtgetggta
gatggaaattttacttatgaacaaaaaasaggaatttctcaatcttganaatgaacatcaaaatataaaa
ataatctaccgagcagatgtggattitcagecatgtatgataaaaaactatctgatatttaccttgaaaat
atccataaacaagaatcatacccetgccagtgagagggataattatctgttaggettattaagagaagag
ttasaasatatcccagaaggtaaggactctttgatitgagtcatatgcagaaaaaagagaacatacttygqg
tttgattttttcaggaatttggecatattgaaggctggaagtitgtttacagagacgggaaaaactgga
tgccataacatatcgccetgtageoggatgtatatatcttgatgecgacatgattattaccgataaatta
ggagtectgtatgetcectgatggtategetgtgcatgtagattgtaatgatgagataaaaagtcttgaa
aatggtgcgatagttgtcaategtagtaateatecageattacttgeaggeetcgatattatgaagagt
aaagttgacgetcatccatattatgatggtctaggaaagggtatcaageggecattttaactattcateg
ttacacaatiataatgcttitigtgattttattgaatttaageatgaaaatattatacegaataccagt
atgtataccagcagttcatggtaa (SEQ ID NO:6)

FIG. 2E

Enteropathogenic E. coli NleB Protein Sequence

MLSSLNVLOSSFRGKTALSNSTLLOKVSFAGKEYSLEPIDERTPILFOQWFEARPERYEKGEVPILNTKE
HPYLSNIINARKIENERIIGVLVDGNFTYEQKKEFLNLENEHONIKIIYRADVDESMYDKKLSDIYLEN
IHXQESYPASERDNYLLGLLREELKNT PEGKDSLIESYAEKREH TWFDFFRNLAILKAGSLFTETGKTG
CHNISPCSGCIYLDADMI ITDKLGVLYAPDGIAVHVDCNDEIKSLENGAI VVNRSNHPALLAGLDIMKS
KVDAHPYYDGLCGKGIKREFNYSSLHNYNAFCDFIEFKHENIIPNTSMYTSSSH (SEQ 1D WO:27)

FIG. 2F

Enterchemorrhagic E. coll NleB DNA Sequence

ATGTTATCTTCATTARATGTCCTTCAATCCAGCTTCAGAGGAAAGACAGCT TTATCARATAGTACACTT
CTCCAGARAGTTTCTTTTGCTGGARARGAATATCCTCTGGRACCTATTGATGAAAARACCCCTATTCTT
TTTCAGTGGT T TGRAGCAAGGCCAGAGOGATACGAAARAGGAGAAGTACCAATAT TGAATACCAAAGAA
CATCCGTATTTGAGCAATATTATARATGCTGCARAAATAGRARATGAGCGTATAATCGGTGTGCTGGTA
GATGGAARATTTTACTTATGAACAAAAARAGGAAT TTCTCAGTCTTGAARATGAATATCAAAATATARAA
ATAATCTACCGAGCRAGATGTGGATTTCAGCATGTATGATAAAAAACTATCTGATATTTACCTTGARARAT
ATCCATARRCARGAATCATACCCTGCCAGTGAGAGGGATAATTATCTGT TAGGCT TATTARGAGAAGAS
TTAARAAAATATCCCAGRAGGTARAGGACTCTTTGATTGAGTCATATGCAGARARARGAGAACATACT TGG
TTTGATTTTTTCAGGAAT TTGGCCATGTIGARGGCTGGAAGT TTGTTTACAGAGACGGGARARACTGGA
TGCCATAARCATATCGCCCTGTAGCGGATGTATATATCTTGATGCCGACATGATTATTACCGATARATTA
GGAGTCCTGTATGCTCCTGATGGTATCGCTGTGCATGTAGATTGTARTGATGRGATAAARNGTCTTGAAR
AATGGTGCGATAGT TGTCAATCGTAGTAATCATCCAGCATTACTTGCAGGCCTCGATATTATGAAGAGT
ARAGTTGACGCTCATCCATAT TATGATGGTCTAGGAAAGGGTATCAAGCGGCATTTTARCTATTCATCG
TTACACGATTATAATGCTTTTTGTGATTTTAT TGAATTTAAGCATGAAAATATTATACCGAATACCAGT
ATGTATACCTGCAGTTCATGGTAA (SEQ ID NO:7)

FIG. 2G
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Enterohemorrhagic E. coll NieB Protein Sequences

nmlsslnvigasfrgktalsnstllgkvsfagkeyplepidektpil fqwfearperyekgevpilntke
hpylsniinaakisnariigvlvdgnftyegkkeflsleneyqnikiiyradvdfemydkklsdiylen
ihkqesypaserdnyllgllreslknipegkdsliesyaekrehtwfdffrnlamlkagslftetgktg
chnispcegeliyldadmiitdklgvlyapdgiavhvdendeikslengalvvnrsnhpallagldimks
kvdahpyydglgkgikrhfnysslhdynafcdfiefkhenlipntemytcesaw (SEQ ID NO:28)

FIG.2H

MLSPIRTTFHNSVNIVOSSPCQTVSFAGKEYELKVIDEKTPILFOWFEPRPERYKKDEVPIVNTKQHPY
LONVINAARIESDRMIGIFVDGDFSVNQKTAFSKLERDFENVMI I YREDVDFSMYDRKLSDIYHDIICE
QRLRTEDKRDEYLLNLLEKELREISKAQDSLISMYAKKRNHAWFDEFFRNLALLKAGEI FRCTYNTKNHG
ISFGEGCIYLDMDMILTGKLGTIYAPDGISMHVDRRNDSVNIENSAL IVNRSNHRPALLEGLSFMASKVYD
AHPYYDGLGKGVKKY FNFTPLENYNHFCDFIEFNHPNIIMNTSQYTCISW (SEQ ID HO:29)

atgctttecac
tgtcaaacqgg
cctattettt
atagttaata
agtgatcgta
ttttcaaaat
ttecagtatgt
ttacgaactg
gaaatttcaa
tggtttgatt
tataatacaa
atgatactta
gategtegta
catcctgete
tatgatggtt
aatcattttrt
tatacatgea

FIG. 21

Enterohemorrhagic EB. coll NleB DNA Sequence

cgataaggac
tttottttge
ttcagtggtt
ctaagecagea
tgataggtat
tggaacgaga
atgacagaaa
aagacaaaag
aggcgcagga
tcttcagaaa
agaatcacgg
caggtaagcet
atgatagtgt
tacttgaggg
tggggaaagg
gtgactrtat
gttcatggta

aactttccat
aggaaaggaa
tgaacctaat
teocctattta
ttttgttgat
ttttgasaat
actatcagat
agatgaatac
trctttgatt
tctagectta
tatttcattce
tggtacaata
aaatattgaa
actttctttt
agttaagaaa
tgagtttaac

aactcagtas
tatgagttaa
cctgaacgat
gataactgtca
ggcgattttt
gtaatgataa
atttatcatg
ttgttgaate
tctatgtatg
ttaaaagcag
ggggaggggt
tatgctectg
aatagtgcaa
atgcatagta
tattttaatt
caccctaata

a (SEQ ID NO:%0)

FIG. 2J

atatagtgca
aggtcattga
ataagaaaga
caaatgegge
cagtcaacca
tctatcggga
atattatatg
tgttagagaa
caaagaaaag
gagagatatt
gtatctatct
atggaattte
taattgttaa
aagtagatge
ttacacecatt
taatcatgaa

gagttcacecc
tgaaaaaacy
tgaggtteea
aaggatagay
aaagactget
agatgttgac
tgaacaaagyg
agagctgagy
aaatcatgca
caggtgcaca
tgatatggat
aatgcatgtg
ccgtagtaat
tcatccatat
acataattat

cacaagtcag
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Citrobacter rodentium NleC DNA Sequence

ATGARAATTCCCTCACTCCAGCCCAGCTTCAACTTTTTCGCCCCAGCAGGATACTCTGCTGCCGTTGET
CCCAATCGTTCGGACAATGCCTATGCTGATTACGTATTGGATATAGGCAAGCGAATAC CACTTTCCGCG
GRAGATTTAGGCAACCTATATGAARATGTCATTCGCGCCGTICGTGACAGCCGTAGCAAGCTCATAGAT
CAGCATACGGTCGATATGATTGGTAACACTATACTIGATGCT TTGAGCCGATCACAAACCTTTCGTGAT
GCCGTAAGCTATGGCATTCATARTAAGGAGCTACACATTGGT TGCATTARATACAGAAACGAATACGAG
CTCARCGGAGAATCCCCCGTCAAAGTTGATGATATTCAATCACTAACCTGTACCGAAT TATATGARTAC
GATGTCGGGCAAGARCCAATTT TACCCAT TTGOGAGGCAGGAGAARACGATAACGAAGAGCCTTATGTC
AGTTTTAGTGTTGCGCCAGATACTGACTCTTATGAGATGCCATCGT GGCAGEGAAGGGC TGAT TCACGAG
ATTATTCATCATGTGACTGGAGCTAGCGATCCGTCTGGAGATAGTAATATAGAGCTAGGACCCACGGAG
ATTCTCGCACGTCGTGTCGCTCAAGAGCTCGGATGGACTGTCCCCGACT TCATAGGAT ATGCAGAGCTA
GATCGYGARGCTCATCTTAGGGGACGTAACCTGAATGCCCTTCGACAGGCGGCCATGC GACATGAAGAT
ARTGAGAGGACT TTCTTCGARAGGCTGGGTATGAT CAGTGATCGATATSAGGCGAGTC CTGATTTCATA
GAGTATTCCGCTGTGTCTAACATAGAATATGGATT TATCCAGCAACATGATTTTCCCGGGTTGGCTATC
GACGATAATTTACAGGATGCAAATCAGATCCAACTCTATCATGGAGCACCTTATATCT TTACATTOXS
GATGTGGACAAACACAATCAGCGCTGA (SEQ ID NO:8)

FIG.3A

Cltrobacter rodentium NleC Protein Sequence

MKIPSLOPSEFNFFAPAGYSAARVAPNRSDNAYADYVLDIGKRIPLSAEDLGNLYENVIRAVRDSRSKLID
QHTVDMIGNTILOALSRSQTFRDAVSYGI HNKEVAIGCIKYRREYELNGESPVKVDDIQSLTCTELYEY
DVGQEPILPICEAGENDNEEPYVSFSVAPDTDSYEMPSWREGLIHETIHHVTGASDPS GDSNIELGPTE
ILARRVAQELGNTVPDFIGYAEPDRERAHLRGRNLNALROAAMRHEDNERT FFERLGMI SDRYEASPDET
EYSAVSNIEYGFIQORDFPGLAIDDNLQDARQIQLYHGAPYIFTFGDVDKHNQR (SEQ ID NO:30)

FIG. 3B
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Enteropathoganic E. coli NleC DNA Sequence

atgaaasattccctcattacagtceeacttcaacttttecgeeceggeaggatactectgeteccatiget
cctaatcgtgetgaaaatgectatgeggattacgtttiggatataggtaagegaataccactttccgea
gcagatttaagcaacgtatacgaaagtgtaatacgcgccgtccatgacageccgtageaggettategat
cagcatacagtcgatatgatcggcaacactgtacttgatgetttgagecgatcacagacatttogtgat
gecgtaagetatggoattcataatgagaaggtacacattggttgecattaaatacagaaacgaatacgag
cttaacgaaghatctictgtcaasattgatgatattcaatcactaacctgtaacgaattatatgaatat
gatgtcgggcaagagecaattttecccatttgegaagecaggagasaacgataacgaagageccttatgte
agttttagtgttgegecagatactgactettatgagatgeccatcgtggeaggaaggactgattcacgay
attattcatcatgttactggatctagcgatccatctggagatagtaatatagagttaggacecaccegag
attctcgcacgtogtgtcgetcaagaactgggatggagtgtteccegacticaaaggatatgocagageea
gaacgtgaagctcatcttaggttacgtaacctgaatgeecttecgacaggetgecatgaggecatgaagag
aatgagagggctttcttcgaaaggetgggtacgatcagtgaccgatatgaggegagtectgatttecaca
gagtattccgetgtgtctaacataggatacggatttatccagecaacatgattttectggattggetate
aacgataatttacaggatgcaaatcagatccaactgtatcatggegecccttatatttttacatttggg
gatgtggacaaacacaatcagcgatga (SEQ ID NO:9)

FIG. 3C

Enteropathogenic E. coli NleC Protein Sequencs

MKIPSLOSNFNFSAPAGYSAPIAPNRAENAYADYVLDIGKRI PLSAADLSNVYESVIRAVHEDSRSRLID
QHTVDMIGNTVLDALSRSUTFRDAVSYGIRREKVAIGCIKYRNEYELNEESSVKIDDIQSLTCNELYEY
DVGQEPIFPICEAGERDNEEPYVSIBVAPDTDSYEMPSWOEGLIHEI IHEVTGSSDPSGDINIELGPTE
ILARRVAQELGWNSVPDFKGYAEPEREAHLRLRNLNALROAAMRHEENERAFFERLGTISDRYEASPDET
EYSAVSNIGYGFIQUADFPGLAINDNLODANQIQLYHGAPYIFTEGDVDKHNOR (SEQ ID NO:3l)

FIG. 3D
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Citrobacter redentium NleF DNA Sequences

atgttaccaacaagtggttcttcAGCAARTCTTTACTCATGGATGTATATCTCAGGAARAGAGARTCCT
TCGACTCCGGAATCAGTARGTGAACTTAATCATARTCATTTTCTTTCTCCTGARTTACAGGAGAAACTG
GATGTTATGTTCGCCATATATTCATGTGCCAGAAACAATGATGAGCGTGAGAATATTTACCCGGAGCTA
AGGGATTTTGTAAGTAGCCTAATGGATAAGAGARACARTGTGT T TGAGGTGATAARTGAAGATACTGAT
GAGGTGACCGGAGCTCTGAGAGCGEGGAATGACGATAGAGGACAGGGATAGT TATATCAGGGATCTTTTT
TPTCTGCATTCATTGAAAGTAARAAT TGAGGAAAGCAGACARGATAAAGAGGATTGGAAATGTAARGTT
TATGATCTGCTATGTCCGCATCAT TCT TCAGAGCTATATGGGGATCTACGGGCAATCARATGCCTCGTT
GAMGGATGCAGTGATGATTTTAGTCCTTTTGATACTATTAAGGTGOCGGATCTTACTTACAACARAGYR
tctttacaatgtggatga (SEQ ID NO:18)

FIG. 6A

AGCARATCTTTACTCATGGATGTATATCTCAGGAAARGAGAAT CCTTCGACTCCGGAATCAGTAARGTGA
ACTTAATCATAATCATTTTCTITCTCCTGARTTACAGGAGAAACTGGATGTTATGT TCGCCATATATTC
ATGTGCCAGAAACAATGATGAGCGTGAGAATATTTACCCGGAGCTARGGGATTTTETAAGTAGCCTAAT
GGATRAAGAGAARCARTGTGT TTGAGGTGATARATGAAGATACTGATGAGGTGACCGGAGCTCTGAGAGC
GGGAATGACGATAGAGGACAGGGATAGT TATATCAGGGATCTTTTTTTTCTGCAT TCATTGAAAGTAAR
ARTTGAGGAAAGCAGACAAGATAARGAGGAT TGGARATGTARAGT TTATGATCTGCTATGTCCGCATCA
TTCTTCAGAGCTATATGGGGAT CTACGGGCARTCAAATGCCTCGT TGAAGGATGCAGTGATGATTTTAG
TCCTTTTGATACTATTAAGGTGCCGGATCTTACTTA (SEQ ID NO:19)

FIG. 6B

Citrobacter rodentium NleF Protein Sequences

MLPTSGSSANLYSWMYISGKENPSTPESVSELNHNHFLSPELQEKLDVMFATYSCARNNDERENIYPEL
RDFVSSLMDKRNRVFEVINEDTDEVIGALRAGMTIEDRDSYIRDLFFLHSLKVKIEESRODKEDWKCKY
YDLLCPHHSSELYGDLRATKCLVEGCSDDFSPFDTIKVPDLTYNKGSLOC (SEQ ID NO:40)

FIG. 6C

ANLYSWMYISGKENPSTPESVSELNHNHFLSPELQEKLDVMFAIYSCARNNDERENIYPELRDFVSSIM
DKRNNVFEVINEDTDEVTGALRAGMTIEDRDSYIRDLFFLASLKVK]I EESRQDKEDWKCKVYDLLCPHB
SSELYGDLRAINCLVEGCSDDFSPFDTIKVPDL (SEQ ID NO:41)

FIG. 6D
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Enterohemorrhagic E. coli NleE DNA Sequence

ATGATTAATCCTGTTACTAATACTCAGGGCCTGTCCCCTATAAATACTAARTATGCTGAACATGTGGTG
AARAARTATTTACCCGGAAAT TARACATGAT TACT T TARTGAATCACCCARTATATATGATAAGARGTAT
ATATCCGGTATARCCAGAGGAGTAGCTGAACTARARACAGGAAGARTTTGT TAACGAGAARGCCAGACGG
TTTICTTATATGAAGACTATGTATTCTGTATGTCCAGAAGCGTT TGAACCTATTTCCAGRAATGRAGCC
AGTACACCGGARGGRAGCTGGCTARCAGTTATATCCGGAAARCGCCCARTGGGGCAGT TTTCTGTAGAT
AGTTTATACAARTCCTGATTTACATGCATTATGTGAGCTTCCGGACATTTGTTGTARGATCTTCCCTARAR
GARRATAATGATTTITTATACATAGY TGTTGT GTACAGARATGACAGCCCTCTAGGAGARCARCGGGCR
ARTAGATTTATAGAATTATATAATATAAAAAGAGATATCATGCAGGAATTARAT TATGAGT TACCAGAG
TTAARGGCAGTAAAATCTGAAATGATTATCGCACGTGRAATGGGAGARATCTTTAGCTACATGCCTGGE
GARATAGACAGTTATATGAAATACATAAATAATARACTTTCTARAATTGAGTAG (SEQ ID NO:17)

FIG. 5G

Enterchemorrhaqic E. coli NleE Protein Seguence

minpvtntqgvspintkyaehvvkniypeikhdyfnespniydkkylsgitrgvaelkqeafvnexarr
faymktmysvcpeafepisrneastpegswlivisgkrpmgqfsvdslynpdlhalcelpdicckifpk
enndflyivvvyrndsplgeqgranrfielynikrdimgelnyelpslkavksemiiaremgelfsympg
eidsymkyinnklakie (SEQ ID NO:39)

FIG. SH
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Enterchemorrhagic E. coli NleC DNA Sequence

ATGAAAATTCCCTCATTACAGTCCAARCTTCARCTTTTCCGCCCCGGCAGGATACTCTGCTCCCATTRET
CCTARTCGTGCTGARAATGCCTATGCGGATTAGGTTITTGGATATAGGTAAGCGAATACCACTTTCCGCA
GCAGATT TAAGCAACGTATACGAAAGTGTAATACGCGCCGTCCATGACAGCCGTAGCAGGCT TATCGAT
CAGCATACAGTCGATATGATCGGCAACACTGTACTTGATGCTTTGAGCCGATCACAGACATTICGTGAT
GCCGTAAGCTATGGCATTCATAAT GAGAAGGTACACATTGGTTGCATTARATACAGAAACGARTACGAG
CTTARCGAAGAATCTTICTIGTCAARMATTGATGATATTCAATCACTARCCTGTARCGAATTATATGAATAT
GATGTCGGGCANGAGCCAATTTTCCCCATT TGCGARAGCAGGAGAAARCGATARCGAAGACCCTTATGTC
AGTTTTAGTGTTGCGCCAGATACTGACTCTTATGAGATGCCATCGTGGCAGGAAGGACTGAT TCACGAG
ATTATTCATCATGTTACTGGATCTAGCGATCCATCTGGAGATAGTAATATAGAGT TAGGACCCACCGAG
ATTCTCGCACGTCGTGTCGCTCAAGAACTGGGATGGAGTGT TCCCGACTTCARAGGATATGCAGAGCCA
GAACGTGAAGCTCATCTTAGGCTACGTAACCTGAATGCCCTTCGACAGGCTGCCATGAGGCATGAAGAG
AARTGAGAGGGCTTTCTTCGARAGGCTGGGTACGATCAGTGACCGATATGAGGCGAGTCCTGATTTCACA
GAGTATTCCGCTGTGTCTAACATAGGATACGGATTTATCCAGCAACATGATTTTCCTGGATTGGCTATC
AACGATAATTTACAGGATGCAAATCAGATCCAACTGTATCATGGCGCCCCTTATATTTYTACATTIGEG
GATGTGGACAAACACARTCAGCAATGA (SEQ ID MHO:10)

FIG. 3E

Enterohemorrhagic EF. coli NleC Protein Segquence

mkipslgsnfnfsapagysapiapnraenayadyvldigkriplsaadlsnvyesviravhdsrariid
ghtvdmigntvldalsragtfrdavesygihnekvhigcikyrneyelneessvkiddiqsltcnalysy
dvgqepifpiceagendneepyvafavapdtdsyempswqegliheiihhvtgasdpsgdsnielgpte
ilarrvagelgwsvpdfkgyaepereahlrlrnlnalrqaamrheenerafferlgtisdryeaspdft
eysavanigygfigghdfpglaindnlqdangiqlyhgapyiftfgdvdkhngg (SEQ ID NO:32)

FIG. 3F
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Cltrobacter rodentium NlaD DNA Sequence

ATGCGCCCTACATCCCTTARCCTGACATTACCTICGTTACCTCTACCCTCATCT TCARATTCARTTICA
GCCACAGACATTCARTCTCTPGTAARRATGTCGGGTGTGCGCTGGGTGAAAAACAACCAACARCTCTGT
TTCCACGGGACTGACCT TAAAATCTACCAGCATCTTGARGCTGCCCTCGATARGATCGARTCCACAGAC
ACTGGACGTACTCTTTTGAACTGTATTGAATTARCATCCCGACTCAAATCAGARAAACTGGCARTACAT
CTCGATTCTGCTGAGTTAGGOGTGATAGCACACTCCAAT GCGGATGCTGAAARCTCCCGAGGAACTGGT
TCCGACTTTCACTGTAATCTGAATGCAGTTGAATATCCCTGCGGGCAAGGAAT TAGCCTGGTAGACTYT
CATGCATGCATTGTTTTCCATGAACT TCTCCACGTTTTCCACAATT TARATGGAGAGCGCCTGAAAGTT
GAGAGTTCTCAACCAGAATTACAAACACACTCCCCACT TTTACTCGAAGAAGCCAGGACTGY TGGGTTS
GGTGCTTTTTCTGAAGAAGT TCTTTCAGAARATAAATTTCGTGAAGAGATTGGGATGCCCCGCAGAACA
TTCTACCCGCACGATTCATCTCTCATTCATGATGACAATACAGTGACTCAGAGAT TCCAGCGGARAARR
CTGCATCCGTTACTTTAG (SEQ ID NO:11)

FIG. 4A

Citrobacter rodentiumx NleD Protein Segquenca

MRPTSLNLTLPSLPLPSSSNSISATDIQSLVKMSGVRNVENRQOLCFEGTCLKI YQOHLEAALDKIESTYD
TGRTLLNCIELTSRLKSEKLAIBLDSAELGVIARCNADAENSRGIGSDFHCNLRAVEY PCGOGISLVDF
EACIVFHELLHVEHHLHGBRLKVESSQPELOTHSPLLLEEBRTVGLGAISEEVLSENK!?EEIIHPRRT
FYPHDSSLIRDDNTVTQRFQRKKLHPLL (SEQ ID NO0:33)

FIG. 4B

Enteropathogenic E. coll NleD DRA Sequence

atgegccectacgtcecctcaacttggtattacatcagtecatcaacgicgagetcaatgtcagatacagac
atcgagtctcttgtaaaagcategagegttcaatggataaaaaataatccgeaacttegtttecagggg
actgatcataatatatatcagcagettgaagcagcactecgataagattggetctacagagacagggegt
gtactcctgaatgetattgaatcaatatccegacttaaatcagaaacagtggtaatacacctcaactet
tccagactaggagttatggcacatagagatatagatgetgagaaccatcecgggggactggttcegatttt
cactgtaatctgaatgcagtigaatatcoctgtggggaggggattagegtggtggactttecatgegact
attgtttttcatgagttgetccatgttttccacaatttaaatggggagegtttgaaagttgagagttce
cgaccagaatcacasaaatactctccacttttactcgaagaagecaggactgttgggtigggggetttt
tcagaggaggtygcttteagaaaataaattcecgegaagagattgggatgeccogtagaacctectaceey
cacgactcagctcttattcatgatgacaatacagtgagtctgggattccascaggtaagactgecatcea
ttgctttag (SEQ ID NO:12)

FIG. 4C
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Enteropathogenic 5. coli NleD Protein Sequence

MRPTSLNLVLHQSSTSSSMSDTDIESLVKASSVONIKNNPOLRFOGT DHNT YQOT EAALDKIGSTETGR
VLLNAIESISRLKSETVVIHLNSSRLGVMAHRDIDAENHRGTGSDFHCNLNAVEYPCGEGISVVDFHAT
IVFHELLRVFRNLNGERLKVESSRPESQKYSPLLLEEARTVGLGAFSEEVL.SENKFREEIGMPRRTSYP
HDSALIHDDNTVSLGFQOQVRLHPLL (SEQ ID NO:34)

FIG. 4D

Enterchemorrhagic E. coll NleD DNA Sequence

ATGCGCCCTACGTCCCTCARCTTGGTATTACATCAGTCATCARGGTCGAGCTCARTGTCAGATACAGAT
ATCGAGTCTCTTGTAAAAGCATCGAGCGTTCAATGGATAARARATAATCCGCAACT TCGTTTCCAGGGG
ACTGATCATAATATATATCAGCAGAT TGAAGCAGCACTCGATAAGATTGGC TCTACAGAGACAGGGCGT
GTACTCCTGAATGCTATTGAATCAATATCCCGACTTAAAT CAGARRCAGTGGTARTACACCTCARCTCT
TCCAGACTAGGAGTTATGGCACATAGAGATATAGAT GCTGAGAACCATCGGGGGACTGGTICCGATTTT
CACTGTAATCTGRATGCAGTTGARTATCCCTGTGGGGAGGGGAT TAGCGTGGTGGACT T TCATGOGACT
ATTGTTITTCATGAGT TGCTCCATGTTTTCCACARTTTAAATGGGGAGCET TTGARAGT TGAGAGTTCC
CGAGCAGAATCACAAAARTACTCTCCACTTE TACTCGAAGAAGCCAGGACTGTTGGGTTGGGGGCTTTY
TCAGAGGAGGTGCTTTCAGAAAATARAT TCCACGARGAGAT TGGGATGCCCCGTRAGAACCTCCTACCCG
CRCGACTCAGCTCTTATTCATGATGACAATACRGTGAGTCTGEGATTCCARCAGGTAAGACTGCATCCA
TTGCITTAG (SEQ ID NO:13)

FIG. 4E

Enterchamorrhagic E. coli NleD Protein Sequence

mrptslnlvlhgserassmsdtdieslvkassvgwiknnpglrfqgtdhniygqgieaaldkigstetgr
vllnajiesisrlkasstvvihlnsarlgwmahrdidaenhrgtgasdfhcnlnaveypcgegisvvdfhat
ivfhellhvfhnlngerlkvessraesgkyspllleeartvglgatiseevlisenkfheaigmprrtsyp
xdsalihddntvelgfgqurlhpll (SEQ ID N0:33)

FIG. 4F
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Citrobacter rodentium NleE DNA Seguences

tactttaatgaatcaccCAATGTATATGATAAGAAGTATATATCTGGCGTARACTAGRAGGAGTAGCTGAR
CTAARACAGGAAGGATTITATTARCGAGRAAGCCAGGCGACT TGCTTATATGCAAGCARTGTATTCTGTA
TGTCCGGAAGAGTTTARACCTATTTCCAGAAACGAAGCTAGTACACCGGARGGCAGCTGGCTAACAGTT
ATRTCCGGAAAACGCCCAATGGGACAGT T TTCTGTAGATAGCY TATATCATCCTGACTTACATGCATTG
TGTGAGCTTCCGRATATTTGT TGCAAGATCTTCCCTARAGAARACKATGATTTTTTGTATATAGTGATT
GTGTACAGAAATGACAGCCCTCTGGGAGAACARCGAGCAAATCGATTTATAGAATTATATAATATARAR
AGAGACATCATGCAGGAATTAAATTATGAATCTCCAGAGT TARAGGCTGTYGAARTCTGAAATGATTATT
gcacgtgaaatgggagaaatctt (SEQ ID NO:14)

FIG. 5A

CAATGTATATGATAAGAAGTATATATCTGGCGTARCTAGAGGAGTAGCTGAACTARARCAGGAAGGATT
TATTARCGAGAARGCCAGGCGACT TGCTTATATGCARGCAATGTATTCTGTATGTCCGGARGAGTTTRA
ACCTATTTCCAGARACGAAGCTAGTACACCGGAAGGCAGCTGGCTAARCAGT TATATCCGGRAARACGCOCC
ARTGGGACAGTTTTCTGTAGATAGCTTATATCATCCTGACT TACATGCATTGTGTGAGCT TCCGGATAT
TTGTTGCAAGATCT TCCCTARAGARAACAATGATTTTTTGTATATAGTGAT TGTGTACAGARATGACRG
CCCTCTGGRAGAACAACGAGCAAATCGATTTATAGAAT TATATARTATAAARAGRGACATCATCCAGHA
ATTAARTTATGAATCTCCAGAGTTAARGECTGTGAAATCTGAARTGATTATT (SEQ ID NO:13)

FIG. 5B

Citrobecter rodentium NleE Protein Sequences

YFNESPNVYDKKYISGVTRGVAELKQEGFINEKARRLAYMORAMY SVCPEEFKPISRNEAST PEGSWLTV
ISGKRPMGOFSVDSLYEPDLBALCELPDICCKIFPKENNDELY IVIVYRNDSPLGEQRANRFIELYNIK
RDIMQELNYESPELKAVKSEMI TAREMGEY (SEQ 1D NO:36)

FIG. 5C

NVYDKKYISGVTRGVAELKOEGFINEKARRLA YMOAMYSVCPEEFKPISRNEASTPEGSHLTVISGKRP
MGQFSYDSLYHPDLEALCELPDICCKI FPKENNDFLYIVIVYRNDSPLGEQRANRFIELYNIKRDIMOE
LNYESPELKAVKSEMI (SEQ ID NO:37)

FIG. 5D
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Enteropathogenic E. coli NleE DNA Sequence

atgattaatcctgttactaatactcagggegtgtcecctataaatactaaatatgctgaacatgtggty
aaaaatatttacccgaaaattasacatgattactttaatgaatcacccaatatatatgataagaagtat
atatcecggtataaccagaggagtagctgaactaaaacaggaagaatttgttaacgagaaagecagacgg
ttttettatatgaagactatgtartctgtatgtccagaagjegtttgaacctatttccagaaatgaagec
agtacaccggaaggaagctggctaacagttatatccggaaaacgcccaatggggecagttttetgtagat
agtttatacaatcctgatttacatgcattatgtgagettceggacatttgttgtaagatcttccctaaa
gaaaataatgattttttatacatagttgttgtgtacagaaatgacagecectctaggagaacaacgggea
aatagatttatagaattatetaastataaaaagagatatcatgcaggaattaaattatgagttaccagag
ttaaaggcagtaaaatctqaaatgattatcgcacgtgasatgggagaaatctttagectacatgectggg
gaaatagacagttatatgaaatacataaataataaactttoctaasatigagtag (SEQ ID NC:16)

FIG. SE

Enteropathogenic E. coli NleE Protein Sequence

MINPVTNTQGVSPINTKYAEHVVKNIYPKIKHDY FNESPNIYDKKYISGITRGVAELKQEEEVNEKARR
FSYMKTMYSVCPEAFEPISRNEASTPEGSWLTVISGKRPMGOFSVDSLYNPDLHALCELPDICCKIFEK
ENNDFLYIVVVYRNDSPLGEQRANRFIELYNIKRDIMQELNYELPELKAVKSEMI IAREMGET FSYMPG
EIDSYMKYINNKLSKIE (SEQ ID NO:38)

FIG. 5F
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Enteropathogenic E. coli NleF DNA Sequence

atgttaccaacaagtggttcttcagcaaatetittattcatggatgtatgtatcaggaagaggtaacect
tcgactccggaatcagtaagtgagettantcataatcactttetttctoctgaattacaagatasactt
gatgttatggtctctatatattcatgtgecagaaataataatgagcttgaggaasatttttcaagageta
agtgcttttgtaagtgggctgatggataagagaaatagtotatttgaggtgagaaatgnaaatactgat
gaggttgtcggagegctgagggegggaatgacgatagaggatagggatagttatatcagggatetttet
tttctgcaticattgssagtaaaaattgaggaaagtagacaaggcaaagaagattcgaaatgtanagtt
tataatctgetatgtccgeatcactcttcagagetatatggtgatctacgagcaatgaaatgectcegtg
gaaggatgcagtgatgattttaatcecttttgatattattagggtaccagatcttacttacaacaaagga
tctttacaatgtggatga (SEQ ID NO:20)

FIG. 6K

Enteropathogenic E. coli NleF Frotein Sequence

MLPTSGSSANLYSHMYVSGRGNPSTPESVSELNENHFLS PELQDKLDVMYVSIYSCARNNNELEEIFQEL
SAFVSGLMDKRANSVFEVRNENTDEVVGALRAGMT IEDRDSY IRDLEFLHSLKVKI EESRQGKEDSKCKV
YNLILCPHHSSELYGDLRAMKCLVEGCSDDENPFDIIRVPDLTYNKGSLOCG (SEQ ID ND:42)

FIG. 6F

Enterohemorrhagic E. coli NleF DMA Sequence

ATGTTACCAACAAGTGGT TCTTCAGCAAATCT TTATTCATGGATGTATGTATCAGGARGAGGTAACCCT
TCGACTCCGGARTCAGTAAGTGAGCTTAATCATARTCACTTTCTTTCTCCTGAATTACAAGATARACTT
GATGTTATGGTCTCTATATAT TCATGIGCCAGAARTAATAATGAGC TTGAGGAAAT TTTTCAAGRGCTA
AGTGCTTTTGTAAGTGGGCTGATGGATARGAGAAATAGTGTATT TGAGGTGAGARATGAAARTACTGAT
GAGGTTGTCGGAGCGLTGAGGGCGGRGARTGACGATAGAGGACAGGGATAGTTATATCAGGGATCTTTTT
TTTCTGCATTCATTGARAGTAARAATTGAGGAAAGTAGACARGGCARAGAAGAT TCGRAATGTARAGTT
TATAATCTGCTATGTCCGCAT CACTCTTCAGAGCTATATGGTGATCTACGAGCAATGARATGCCTOGTG
GARGGATGCAGTGATGATTTTAATCCTTTTGATATTATTAGGGTACCAGRTCTTACT TACAACARAGGA
TCTTTACAATGTGGATGA (SEQ ID NO:21)

. FIG. 6G

Enterchemorrhaqic E. coli NleF Protein Sequence

mlptsgasanlyswnyvsgrgnpstpesvselnhnhflspelqdkldvavaiyscarnnnelesifqel
anfvaglmdkrnsvievrnantdevvgalragmtiedrdsyirdlfflhslkvkieasrggkedskcky
ynllcphhseselygdiramkclvagcsddfnpfdiirvpdltynkgslgeg {SEQ ID NO:43)

FIG. 6H

\237



SGH
CaiF
GrilA

CaiP
Grla

SGN
Cair
Grla

SGN
Cair
GrlA

SGN
Cair
GrlA

17137

]

ncmnmmmnnmmommcrmsvm'n

NCEG —_ w
M - ESKNSDYVIPDSVENYN

S N L T L TR 7% TS S ors

GEPLYIIVANWCLLOQNWYQRNOIARAFHITARRASYLIA

EKPLYLLIAEWMMAENRWY IAREIS IRFDIEHSEAVNTLY
GEPLYILVSLWCRLOEXWISRNDIAEAFGINLRRASFIXT

Helix-turn~helix motif

4 + + + + + + v

YLREKTSRVVS ICRHOTLPN~-KARRYEIY-VIRVLDSPTP
YILSEVTEISCEVKMIP-NKLEGRGCQCORLVKVVDIDEQ
YIBRRKEKISFRVRYVSYGNLEYKRLEIF-IYNVNRLEAAP

+ + LL ey +
STRREKAGPP~———-. LVSKRRVGNGDRSN~-ANELWNRLC

IYARLRENSREKLVGVRRTPRIPAVPLTELNREQKWOMN -
TESHVSTGPK~—====RRKTLRVGNGIVG~—~058 IWNEM-

+ix + +
SNRNAGKILKEKEDEDDGT (170 sa)
~---LEKSMRR {131 sa)
~—=—=o-IMRRKKE----8 (135 an)

FIG. 7

126



t2¥

18/37

FIG. 8



19/37 121

CP-333V, six? 2020 nlel & ZB024/nieA
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Enterchemorrhagic E. coli RleG homolog Nucleotide Sequence

ATGRATGTCCTTCGAGCTCAAGTAGCAT CTAGCGGTCGAGGGGAGTTTACATTAGGTAAT
GAGACTGTCAGCATTGTIATTTAATGAARCCGATGGGCGTTTTCTATCCAGCSGCAGTAGT
GGGGGATTGCTTACTGAGTTATTCCT TTATGGGT T TARTARCGGCCCTGARGCTCTTCGC
GATAGGATGCTCAGTATGCTTTCGGACTCAGGTGAAGCACAATCGCARGAGAGTATTCAG
GACARAATATCTCAATGTAAGTTTCCTGTTAGTTCAGGARAT TTCCAGTGCCCGCCAGAS
TCTATTCAGTGTCCARTTACACTAGAGAGACCCOGAAGRAGGRGTGTTTGTCAARARTTCA
GATAGTTCGGCAGTATGCTGCTTATTTGATTTTGATGCATTTTCTCGTTTAGCTAGTGAR
GGCTCATATCATCCACTGRCCCGAGAACCRATAACGGCATCAATGATTATAAGTCCTGAT
ARRTGTGTTTATGATCCTATCARGGGARACT TCATTATARAAGATAGT TAR

(SEQ ID WO: 61)

FIG. 16A

Enterchemorrhagic E. coli NleG homolog Protein Sequence

MNVLRAQVASSGRGEFTLGNETVSIVENETDGRFLSSGS5SGGLLTELFLYGFNNGPEALRDRMLSMLSD
SGEAQSQESIQDXISQCKFPVSSGNFOCPPESIOCPITLERPEEGVFVKNSDSSAVCCLFDFDAFSRLA
SEGSYHPLTREPITAIMIISPOKCVYDPIKGHFIIKDS (9EQ ID WO: 73)

FIG. 16B

(35
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Enterchemorrhagic E. coli NleHl Nucleotide Sequence

ATGTTATCGCCCTCITCTATAAATT TGGGATGTTCATGGAATTCTTTAACCAGAARCCTG
ACTTCGCCTGATAATCGTETTTTATCCT CTGTAAGGGATGCTGCTGTTCACTCTGATAGC
GGGACGCAAGTAACGGT TGGCARCAGARCATATCGTGTTGTGGTCACTGATAATAAGT TT
TGCGTTACANGAGARAGTCATAGTGGTTGTTTTACTARTCTCT TGCACAGGTTGGGAT GG
CCTAAGGGAGAGATTAGCAGAAAAATTGAGGCTATGCTGARTACATCGCCAGTGAGCACG
ACTATAGAARGAGGCTCTGT TCATTCGARCAGACCTGAT T TACCTCCAGTGGATTATGCG
CAGCCGGAGTTACCTCCAGCGGATTATACTCAATCAGAGT TGCCGAGGGT TAGCARCAAT
ARRTCACCCGTGCCAGGTARTGT TATTGGTARAGGTGGTARATGCTGTCGIGTATGAAGAT
ATGGAAGATACAACAARAGTGTTGRAGATGTTTACTATATCTCARAGCCATGAAGAGG TG
ACARGCGARGTTCGTTGTTTCARTCAGTAT TATGGT TCOGGGAGTGCAGAGAAARTATAT
AATGATAATGGAAATGTTATTGGTAT TAGAATGAATARAATAAATGGGGAATCTCTTTTG
GATATTCCATCATTACCAGCACARGCTGAACAGGCTATTTACGATATGTTTGACAGACTG
GAGAAARAAGGAATTCTTTTTGT TGATACARCAGAAACAAATGTTTTATATGATCGTATG
AGARARTGRATTTAATCCAATAGATATATCATCTTATAATGTT TCTGATAT TTCATGGAGT
GAACATCAAGTCATGCARTCT TATCACGGAGGAAAGCTGGATCTTATTAGTGTAGTATTA
AGTARGATATAA
(SEQ ID NO: 62)

FIG. 17A

Enterchemorrhagic E. cold NleHl Protein Sequence

MLSPSSINLGCSWNSLTRNLTSPDNRVLSSVRDAAVHSDSGTOVIVGNRT YRVVVT DNKF
CVTRESHSGCFTNLLHRLGWPKGEISRKI EAMLNTSPVSTTIERGSVHASHNRPDLPFVDYA
QPELPPADYTQSELPRVSNNKSPVPGNVIGKGGNAVVYEDMEDT TKVLIMFTISQSHEEV
TSEVRCENQYYGSGBAEKI YNDNGRVIGIRMNKINGESLLDIPSLPAQAEQATYDMFDRL
EKKGILFVDTTETNVLYDRMRNEFNPIDISSYNVSDISWSEHQVMOSYHGGKLDLISVVL
5KI {SEQ ID NO: 4)

FIG. 17B

136
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Enterchemorrhagic E. coli NleH2 Nucleotide Sequence

ATGTTATCGCCATATTCTGTAARTTTGGGATGTTCATGGAAT TCTTTAACCAGARACCTG
ACTTCGCCTGATAATCGTGTTTIATCCTCTGTARGGGATGCTGCCGTTCATTCTGATAAT
GGGGCECAAGT ARAGGT TGGCARCAGAACATATCGTGTTGTTGCCACCGATAATAAGT TT
TGCGTTACAAGAGAAAGTCATAGTGGTTGTTTTACTAATCTGT TGCACAGGCTGGGATGG
CCTAAGGGGGAGATTAGCAGGAAAAT TGAGGTCATGCTGAATGCATCACCAGTGAGCGCT
GCTATGAAAAGAGGCATTGT TCATT CGAACAGACCTGAT TTACCTCCTGTTGATTATGCA
CCGCCAGAGT TACCGAGTGTGGACTATAACAGGTTGTCAGTACCTGGTAATGTTATTGGC
ARAGGGGGGAACGCTGTAGTATATGAAGATGCTGAGGATGCARCARAAGTCCTGAAGATG
TTTACTACATCTCARAGCAATGAAGAGGTGACAAGCGARGT TCGTTGCTTCAACCARTAT
TATGGTGCCGGGAGTGCAGARAAAARTATATGGCAATAATGGTGATATTATTIGGTATTAGA
ATGGATAAAATAAATGGAGAATCGCTTTTAAATAT TTCGTCCT TGOCAGCACAGGCTGAG
CATGCTATTTACGATATGTTTGATAGACTGGAGCAAAARGGAATTCTTITTTGTCGATACA
ACAGAGACAAATGTCTTATATGACCGCGCGAAGAATGAGT TTAATCCAATAGATATATCA
TCTTATAATGT TTCCGACCGT TCATGGAGTGARAGTCARRTAATGCAATCTTATCATGGC
GGAAAGCAAGATCTTATTAGTGTGGTATIARGTAAARTTTIAG (SEQ ID NO:63)

FIG. 18A

Enterchemorrhagic E. coll NleH2 Protein Bequence

MLSPYSVNLGCSNNSLTRNLTS PDNRVLSSVRDAAVHSDNGAQVKVGNRT YRVVATDNKF
CVTRESHSGCFTNLLERLGWPKGEI SRKIEVMLNASPVSAAMERGIVHSHRPDLPEVDYA
PPELPSVDYNRLSVPGNVIGKGGNAVVYEDAEDATKVLKMETTSQSNEEVTSEVRCFNQY
YGAGSAEKT YGNNGDIIGIRMDKINGESLLNISSLPAQAEHAL YDMFDRLEQKGILFVDT

TETNVLYDRAKNEFNPIDISSYNVSDRSWSESQIMOSYHGGKODLISVVLSKI (SEQ ID NO: 75)

FIG. 18B

(3%
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Enterchemorrhagic E. coll Z2076 Nucleotide Sequence

ATGGTARTGCCTGGATTAGTATCATATATATCATCGACTTCATTCGCGARTGRGATGGCS
GAGATGCGTCAGCAGGTAATGGAAGGGCAGAT TGGTGGATTTCTCCTGGGAGGGGAGAGA
GTTAGAGTTTCTTATTTATTICAATTGCATTAR (SEQ ID NO: 64)

FIG. 19A

Enterohemorrhagic E. coll 22076 Protein Sequence

MVMPGLVSYISSTSFANEMAEMROQVMEGQIGGFLLGGERVRVSYLFOLH
(SEQ ID NO: 176)

FIG. 19B
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Enterchemorrhagic 5. coll 22149 Nucleotide Sequence

ATGCCATTAACCTCAGATATTAGATCACAT TCATTTAATCTTGGGGTGGAGGTTGTTCGT
GCCCGRATTGTAGCCAAT GGGCGCEGGAGATAT TACAGTCGCTGGTGARACTGTCAGTATT
GTCTATGATTCTACTAATGGGCGCT TTTCATCCAGTGGCGGTAATGGCGGATTGCTITCT
GAGTTATTGCTITTTGGGAT TTAATAGTGGTCCTCGAGCCCTTGGTGAGAGARTGCTAAGT
ATGCTTTCGGACTCAGGTGAAGCACAATCGCANCAGAGTATTCAGAACARARTATCTCAR
TGTAAGTTTTCTGTTTGTCCAGAGAGACT TCAGTGCCCGCTTGAGGCTATTCAGTGTCCA
ATTACACTGGAGCAGCCTGAARARGGTATTTTTGTGAAGAATTCAGATGGTTCAGATGTA
TGTACTTTATTTGATGCCGCTGCATTTTCTCGTTTGGTTGGTGAAGGCT TACCCCACCCA
CTGACCCGGGAACCAATARCGGCATCAATAAT TGTARAACATGAAGAATGCATTTATGAC
GATACCAGAGGAAACTTCATTATAARGGGTAATTGA {(SEQ ID NO: 65)

FIG. 20A

Enterchemorrhagic E. coll 22149 Protein Sequence

MPLTSDIRSRSFNLGVEVVRARIVANGRGDI TVGGETVSIVYDSTNGRESSSGGNGGLLS
ELLLLGFNSGPRALGERMLSMLSDSGEAQSQES IQNKT SQCKFSVCPERLQCPLERIQCP
ITLEQPEKGI FVENSDGSDVCTLFDARAFSRLVGEGLPHPLTREPITASIIVKHEECIYD
DTRGNFIIKGN (SEQ ID WO: 77)

FIG. 20B



<110>
<120>
<130>

<140>
<l41>

<150>
<151>

<160> 64
<170>
<210> 1
<211>

<212>
<213>

DNA

<400> 1

atgaacatte
cacgcagaac
gaagctggat
gaaacaacgg
tatcttgctce
ttattcaatg
aaatatggtg
tttttacage
ccattaaaaa
acaccaaacg
gtagaacttc
actccagatg
gattttaaat
tttaagtggy
aatgctattg
ctgtccecte
acccccggat
gatttaaata
catgcacggg
gacataaaag
gtggtcateg
acctttgaaa

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

DNA

<400> 2

atgaacattc
gcagaacaaa
ggatttgttyg
acagctctac
gcacctcatc
aatgtctctc
ggtgtccagce
cagatattce
aaaaatgcat
gcatcagcca
ttaacagctc
ggatggaage
gaagagtggg
gcaactctag
aaatatgccg
gtatccagat
caagcagcgg

1253

80021-735

uUs 60/515,703
2003-10-31

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

1323

aaccgatcgt
cgtccectac
ttcatatccc
tgagcttgat
ttgaagaagyg
agatggcatt
taaacattgt
ctttgcatga
taagcaacaqg
ctacttcgac
aagtagttcg
ttgttggaga
tgatcagacc
ggctggagtt
ttcttaccaa
ttactggtac
ggcatgccat

SEQUENCE LISTING

THE UNIVERSITY OF BRITISH COLUMBIA,

NOT YET A3SSIGNED
2004-10-29

PatentIn version 3.3

Citrobacter rodentium

acattccgga
ctctagctca
tattccagag
cttgataaaa
agaaggctcc
ggcattagag
cattgtaaaa
gcatgacgaa
caacagcagt
atggtttgga
aaccgaaaat
caattatacg
gccattacag
tecctaatace
agggtttgeg
aatgcttggg
cactatttta
tgataaagtg
attcccaaat
aggcgtacce
tggcaattca
aacaagggtc

Enteropathogenic E. colil

aacatccgga
acaaataccg
agaggatatg
aaaagatgaa
ctctgecagga
agaaataccc
aaaaccagat
tgaaataggt
caatatacca
ggtaaccacc
taatcatggt
aactcctett
gggagaagca
tggcgcacat
tgectgeegea
agatccaatg
acagtataat

atcaccacac
ataccgcgat
gatatacagc
gatgaaggcc
cttgggaaaa
atacccagtt
ccagacatac
ataggtttta
atatcggcta
ttaactgctc
ggatggaagc
gaagaatggg
gcaactcttg
aaatatgcca
gtatccaaag
caagcagcgyg
tggtgggcag
cggttcactg
aagcaagaca
gttggacatc
ccacatcata
taa

atcaccacac
caatccgaat
cagcgacatg
ggtctgctct
aadaaaagcat
agcaccgtte
attcatccta
attaatttta
accactgtat
gcgtcaaaaq
gtggaacttc
actcctgatg
gattttaaat
ttcaagtggg
aatgcgcecteg
ttaagtccte
acccccggat

et al.

BACTERTAL VIRULENCE FACTORS AND USES THEREOF

agaataatca
cagatttacc
aacatgtacc
tgctctcagg
aagcattgga
ccgttecagg
atccaacaac
acttcaaaga
ctgcatcgac
aagtggttcg
ttgtagggga
ttatcaggcc
gactggagtt
tccttaccaa
tcececcggeat
ggcatgcegt
gcgcgacatt
actaccctcg
ttgccegtgt
aacatccaaa
atccatcaaa

aaaacaatcg
tacctaatgg
caccggaatg
ctgggctgga
tggatatgtt
cgggtatcte
catcaggtaa
aagaccttece
cgactgctgce
acccaatacc
ctatagtcaa
gccccaaagc
atggtgcatc
atttagataa
gtgctgtagg
atatcggtgce
taaagccaga

acaacatcat
tccaaattgc
ggaatgtggt
actagataaa
tacgtttggt
catatctggt
cgggaactat
tecttectgge
tgtagccece
taatcatggt
aacacctctt
gggagaagca
tggtgcgcat
tgctgcegea
agatccaatg
acaatgtaat
tggagctgct
tatatggttc
aacaggcgca
accggaggat
ttatgttgac

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

aatggttggg
cactatttta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
00
960

1020
1080
1140
1200
1260
1293

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

1020

140
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Enterohemorrhagic E. coli 22150 Nucleotide Sequance

atgcctgtta
tctitgecaqg
tattctgtte
ttactggata
aggcaattaa
atggcagaac
tgtgtattty
ataacgctgg
tgctctetat
ctgagtcgag
gcaaaaagag

ccaccttaag
atgcagccag
actatgtcca
ggctattggg
atggaggtgt
acagagaaaas
gaacggattc
acacacctna
atgataagga
aacctataac
aagctttttg

(SEQ ID NO: 68)

MPVTTLSIPSISQLSPARVQSLODAARLESGIRISIGSGQYSVHYVOLLDGFSVEPVRGGLLDRLLGRE
HRMDRRAVALERQLNGGVDFLSSVENY FOSVMAEHRENKTGNKILMEKINSCVFGTDSNAFSCPESFLT
CPITLDTPXTGVIMRNSRGAEICSLYDKDALVQLVETGGTHPLSREPI TESMIMRKDECHFDAKREAFC

CX {SEQ ID NO:78)

tatcccaagt
acttgaaagt
actactggat
gcgtgagcat
cgatttrtta
taasacagqgt
taatcacttt
gactggagtg
tgcgttagtg
agaatcaatg
ttgtaagtga

atatctcaat
ggaataagaa
ggattttcag
cgaatggata
agtagtgtta
aataaaatat
tettgeccgg
ttcatgagaa
caacttgttg
attatgagaa

FIG. 21A

tatcreccrge
tatccattgg
ttgaaccggt
gaagggctgt
ataactattt
taatggaaaa
agtcattttt
actcacgagg
aaactggtgg
aagacgaatg

FIG. 21B

aagagtacay
tagtggccaa
gagaggaggc
ggctctggaa
tcagagtgte
aataaattct
gacatgcccg
tgctgagata
aactcatcet
tcactttgat

Enterohemorrhagic E. coli 22150 Protein Sequence

14/
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Enterchemorrhagic E. cold 22151 Nucleotide Seguence

ATGCCTGTAGATTTARCGCCTTATATTTTACCTGGGGTTAGTTTTTTGTCTGACATTCCT
CAAGARAACCTTGTCTGAGATACGTAATCAGACTATTCOGTGGAGANAGCTCAAGTARGACTG
GATGAGTTGATGGTGTCAATACGACCTATGCAGGTAAATGGATATTTTATGGGARGTCTT
ARCCAGGATGGT TTATCGAATGATARCATCCAGAT TGGCCT TCAATATATAGAACATATT
GAACGTACACTTAATCATGGTAGTTTGACAAGCCGTGARAGT TACRGTACTGCGTGAAATT
GAGATGC TCGARAATATGGAATTGCTTTCTAACTACCAGTTAGRGGAGTTGTTAGATARAR
ATTGAAGTATGTGCATTTAATGTGGAGCATGCACAAT TGCARGTGCCAGAGAGCT TACGA
ACATGCCCTGTTACATTATGT GARCCAGAAGATGGGGTATT TATGAGGAATTCAATGAAT
TCAAATGTTIGTATGTTGTATGATAAAATGTCATTAATATATCTTGT TAARACARGGGCG
GCTCATCCTTTGAGCAGGGAATCAATCGCAGT TTCAATGATTGTAGGAAGAGATAATTGT
GCTTTTGACTCTGACAGAGGTAACTTCGTTTTARRAAATTAR (SEQ ID NO: 67)

FIG. 22A

Enterchemorrhagqic E. coll 22151 Protein Sequence

MPVDLTPYILPGVSFLSDIPQETLSEIRNQTIRGEAQVRLGELMVS IRPMQVNGYFMGSL
NODGLSNDNIQIGLOQYIERIERTLNHGSLTSREVIVLREIEMLENMELLSNYQLEELLDK
IEVCAFNVEHAQLQVPESLRTCPVTLCEPEDGVIMRNSMNSNVCMLYDKMSLIYLVKTRA
AHPLSRESIAVSMIVGRDNCAFDSDRGNFVLKN (SEQ ID NO: 79)

FIG. 22B
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Enterohemorrhagic F. cold 22337 Nucleotide Sequence

ATGCCTGTAGATTTAACGCCTTATATTTTACCTGGGGTTAGTTTTTTGTCTGACATTCCT
CAAGARACCT TGTCTGAGATACGTAATCAGACTATT CGTGGAGARGCT CAAATAAGACTG
GGTCGAGT TGATGGTGTCARTACGACCTATGCAGGTARATGGATAT TTTATGGGARAGTCTT
AACCAGGATGGTTTATCGAATGATAATATCCAGATTGGCCTTCAATATATAGARCATATT
GAACGTACACTTAATCATGGTAGT TTGACAAGCCGTGAAGTTACAGTACTGCGTGARATT
GAGATGCTCGAAAATATGGATTTGCTTTCTAACTACCAGTTAGAGGAGTTGT TAGATAAR
ATTGAAGTATGTGCATTTAATGTGGAGCATGCACRATTGCAAGTGCCAGAGAGCTTACGA
ACATGCCCTGTTACATTATGTGAACCAGARGATGGGGTATTTATGAGGAAT TCAATGRAT
TCARATGTTTGTATGTTGTATGATAAAATGGCATTAATACATCT TGTTAAAACARGGGCG
GCTCATCCTTTGAGCAGGGAATCAATCGCAGT TTCAATGAT TGTAGGAAGAGATARTTGT
GCTTTTGACCCTGACAGAGGTAACTTCGTTTTARARAATTAA (SEQ ID NO: 68)

FIG. 23A

Enterchemorrhagic E. coli 22337 Protein Sequence

MPVDLTPYILPGVSFLSDIPQETLSEIRNQTIRGEAQIRLGELMVSIRPMQVNGYFMGSL
NODGLSNONIQIGLOYIERIERTLNHGSLTSREVTVLREI EMLENMDLLSNY(LEELL DK
IEVCAFNVEHAQLOVPESLRTCPVTLCEPEDGVFMRNSMNSNVCMLYDRMALL HLVKTRA
AHPLSRESIAVSMIVGRDNCAFDPDRGNFVLKN (SEQ ID NO: BO)

FIG. 23B

(43
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Enterohemorrhagic E. coli 22338 Nucleotide Sequence

ATGCCTGTTACCACCTTAAGTATCCCAAGTATATCTCAATTATCTCCTGCAGGAGTACAG
TCTTTGCAGGATGCTGCCAGACTTGAAAGTGGAATAAGAATATCCAT TGGTAGTGGCCAA
TATTCTGTTCACTATGTCCAGCTACTGGATGGATTT TCAGT TGRARCCGGTGAGAGGAGGC
TTACTGGATAGGCTATTGGGGCGTGAGCATCGARTGGAGAGAAGGGCTGTGGCTCTGGAR
AGGCAATTAAATGGAGGTGTCGATTTTTTAAGTAGTGTTAATAACTATTTTCAGAGTGTC
ATGGCAGAACACAGAGAAAATARAACAAGTAATARAATATIARTGGAAAAAATARMATTCT
TGTTTATTTAGACCTGATTCTAATCACTTTTCTTGCCCGGAGTCATTTTTGACATGCCCG
ATARCGCTGGACACACCTGAGACTGGGGTGTTCATGAGAAACTCACGAGGTGCTGAGATA
TGCTCTCTATATGATAAGGACGCGTTAGTGCAACT TGTTGARACTGGTGGAGCTCATCCT
CTGAGTCGAGAACCTATAACAGAAT CAATGATTATGAGAAANGATGARTGTCACTTTGAT
ACAAARAGAGAAGCTTTTTGTTGTAAGTGA {SEQ ID NO:69)

FIG. 24A

Enterchemnory. ic E. coll 22338 Protein Se nce

MPVTTLSIPSISQALSPAGYQSLODAARLESGIRI SIGSGQYSVHYVOLLDGFSVEPVRGG
LLDRLLGREHRMERRAVALERQLNGGVDEFLSSVNNY FOSVMAEHRENKT SNKI LMEKINS
CLFRPDSNHFSCPESFLTCPITLDTPETGVFMRNSRGAE ICSLYDKDALVQLVETGGAHP
LSREPITESMIMRKDECHFDTKREAFCCK (SEQ ID NO: Bl)

FIG. 24B
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Enterchemorrhagic E. coli 22339 Nucleotide Sequence

ATGCCATTAACCTCAGATATTAGATCACATTCATTTAATCTTGGEGGTGGAGGT TGTTCGT
GCCCGARTTGTAGCCAATGGGCGCGGASATAT TACAGTCGGTGGTGAAACTGTCAGTATT
GTGTATGATTCTACTAATGGGCGCTTTTCATCCAGTGGCGGTARTGGCGGATTGCTTTCT
GAGTTATTGCTITTGGGAT TTAATAGT GGTCCTCGAGCCCTTGGTGAGAGAATGCTARGT
ATGCTTTCGGACTCAGGTGAAGCACAAT CGCAAGAGAGTAT TCAGAACARAARTATCTCAR
TGTAAGTTTTCTGTTTGTCCAGAGAGACT TCAGTGCCCGCTTGAGGCTATTCARTGTCCA
ATTACACTGGAGCAGCCTGAAAAAGGTATTTTTGTGAAGAATTCAGATGGTTCAGATGTA
TGTACTTTATTTGATGCCGCTGCATTTTCTCGTT TGGT TGGTGAAGGCT TACCCCACCCA
CTGACCCGGGAACCAATAACGGCATCAATAAT TGTAAAACATGAAGAATGCATTTATGAC
GATACCAGAGGAAACTTCGTTATARAGGGTAATTGA (SEQ ID NO: 70)

FIG. 25A

Enterchemorrhagic E. coli 22339 Protein Seguence

MPLTSDIRSHSFNLGVEVVRARIVANGRGDITVGGETVSIVYDSTNGRFSSSGGNGGLLS
ELLLLGFNSGPRALGERMLSMLSDSGEAQSQESI QNKI SQCKFSVCPERLQCPLEAIQCP
ITLEQPEKGIFVKNSDGSDVCTLFDAAAFSRLVGEGLPHPLTREPITASIIVKHEECIYD
DTRGNEVIKGN (SEQ 1D NO: 82)

FIG. 25B
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Enterchemorrhagic E. coll Z25€0 Nucleotide Segquence

atggacgett
gaactagccqg
tcatttcttg
aatgataaca
attgaagaaa
caacgaggtg
atggetcettt
acattatcaa

acggtgagga

MDAFIVDPVQGELYSGLSHTELADIIRLADSVENQLNGGNSFLDVFSTYMGQVISEFMHSNDNRIELLG
RRLESCSFLVNIEEMSYIDEALOCPITLAIPQRGVFLRRAEGSRYCSLYDEMALSRI INDGMHHPLSRE

ttattgtaga
atatcattag
atgtattcag
gaattgaatt
tgtcttacat
tttttttaag
ctcgtataat
tgcttgtgge
gtgattgtta

tecetgttcaa
attggctgat
tacatatatg
gttacagcgg
agatgaagca
aaatgctgaa
taatgatggg
cagagagcayg
ttcagtgtag

ggggaactat
tctgttgaaa
gggcaggtta
cgattacatt
ttacagtgcc
ggttccagag
atgcatcacc
tgtgagtttyg

attcgggttt
atcaattgaa

tttcectgaatt
catgttcatt
cgattacgct
tatgtagttt
cCactaagcag
attgcagtat

{SEQ ID NO: 71)

FIG. 26A

PITLSMLVAREQCEFDCSIGHFTVRSDCYSV (SEQ ID NO: 83)

FIG. 26B

aagccataca
tggaggcaat
tatgcatagt
tttagttaat
ggcaattcet
atatgatgaa
agagccaata
cggtcacttt

Enterchemorrhagic E. coli 22560 Protein Segquence

1v¢
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Enterohemorrhagic E. coli 22976 Nucleotide Segquence
ATGGCAGACCGCAAACAGCACCGCGCTATCGCGEAGCGTCGTCACATCCAGACTGARATC
AACCGCAGACTTTCCCGCGCATCACGCGTCGCGCAAMTCATGCACATCARTATGCTGCAT

GAGCGCAGCCACGCACTATCARACATT TATTCCGCCTCTGTTTTCAGCTATCTGGCGGAT
GATCTGCACGAGTTTCAACARGCTCATCCAGCAGCAARACAAACTCCATTAA (SEQ ID NO:72)

FIG.27A

Enterchemorrhagic E. coli %2976 Protein Segquence

MADRKQARAIAERRHIQTE INRRLSRASRVAQIMHINMLHERSHALSNIYSASVFSYLAD
DLHEFQQLIQOONKLH (SEQ ID NO:84)

FIG. 27B



tggtgggcag
agattcactg
aaagcagata
gttggacaac
¢cacatcata
taa

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

<400> 3
atgaacattc
acagaacaaa
ggatttgttg
acagctctac
gcccctcacc
aatgttaccc
ggtgteccagce
cagatattcc
aaaaatgcat
ggaacatcag
ggattaacag
aatggatgga
acggaggagt
caggcaactc
actaaatatg
gcagtatcca
gygcaagcag
ttatggtggg
gctagattca
aataaagcag
cctgttggac
ttaccacatc
gtctaa

<210> 4

<211> 614
<212> DNA
<213>

<400> 4

tattcttttt
attgaatacc
tgagcgcgta
tctcagtctt
cagtatgtat
atatccagcg
tattccatac
gtttgattttc
taaaactgga
gattattact
ttgtaatgat

<210> 5

<211> 555
<212> DNA
<213>

<400> 5

aaggccagag
tttgagcaat
cggagacttt
tataaagata
tatttatctt
tctgttggtt
atcatatgca
gaaggggggg
tgggggatgt

gtactactcet
actatcctcg
ttgaacatgc
ggcatccaaa
acccatcaaa

1326

aaccgaccat
taccctctac
ttaatattcc
tgagcttgat
ttgaagaagg
aaatggcatt
taaacattgt
ctctgcatga
taagcaacag
ccactacttc
ctcaagtggt
agcttgttgg
gggttatcag
tagggctgga
ccgttettac
gatttgctag
cagggcatgc
ctggtgcgac
ctgactatcc
atattgaaca
agcggcatcc
ataatccatc

cagtggtttg
aaagagcatc
ataggagtac
gaagatgaac
gataaaaaac
agtgagagag
ggaaaggact
tttagaaact
tgccataaca
gataaattaqg
gaga

cgatacggaa
attataaatqg
acttatgagc
atatatcggg
gaaaatattc
ttaagagaag
gaasaaagag
gggttgttta
atatatcttg

tggactggct
tatatggtgg
cacaggggct
tccagaggat
ttatgttgat

Enterchemorrhagic E. coli

acaatctgga
acaaataccg
agatgatata
aaaagataaa
atccatagga
agagatacct
aaaaccagat
tgaaataggt
taatatatca
gacggtaacc
tcgtaatcat
agaaacacca
accgggagaa
gtttggcgeca
caatgctgcce
tacagatcca
catacagtat
actgggggct
tcgtatatgg
tgccacaggt
aaatccagag
aaatcatgtt

Citrobacter rodentium

aagcaaggcc
cgtatttgag
tggtagacgg
atcaasatat
tgtctgatat
ataattatct
ctttgattga
tggcggtatt
tatctccatg
gtgtecctgta

Citrobacter rodentium

aaggtgaagt
ctgcaaaaat
aaagaaaaga
aaaatgttga
atgaacaaga
agttaaaaaa
gtcatacttg
cagagacggqg
atgcagatat

gatttaaaca
catgcaagag
gatatacgcg
gtggtcatca
accgttgata

atcacctcac
caatccgaat
cagcaacatg
ggtctgctct
asaaaaacat
agttcegttt
attcatccta
tttaatttta
accactgcag
accgagccan
ggtgtagaac
cttactcctg
gcagatttta
catttcaagt
gcaaatgcgc
atgttaagtc
aatacccctg
gccgatttaa
tggcacgcaa
gctgatatac
gatgtggtaa
gatatctttg

agagcgatac
caatattata
agacttctact
asagataata
ttatcttgaa
gttaggctta
atcatatgca
gaagggaygyg

tgggggatgt
tgctcctgat

accgatattg
agaaaatgag
atttctcagt
tttcagtatg
atcatatceca
tattccatac
gtttgatttt
taaaactgga
gattattact

aggccgagtt
aaggtgccat
caatggaaga
atatcgaaag
taatccaaga

aaaacaatca
tacctctagg
caccggaatg
cagggctaga
tggatatgtt
caggcatctc
catcaggtaa
aagaccttcc
tgtcgactat
aagacccaat
ttcctatagt
atgggccgaa
aatatggtgc
gggatttaga
ttggtgecttt
ctcatatcgg
gattaaagcc
acaaggccga
gagaaggagc
gcgcaatgga
tcgatatcga
atataatcca

ggaaaaggtg
aatgctgcaa

tatgagcaaa
tatcgggaaa
aatattcatg
ttaagagaag
gaaaaaagag
gggttgttta
atatatcttg
ggtatcgctg

aataccaaag
cgtaatggag
cttgaagatg
tatgataaaa
gcgagtgaga
ggaaaggact
tttagaaact
tgccataaca
gataaattag

tggagaggcc
ttteccaaat
aggtgtatct
caataactca
aacaagagtc

acatcatcaa
atgccaagct
cggtgaaaca
cgaatatata
tggtttatte
tggtaaatat
ttatttttta
tggccecgtta
tgcatcgact
accatggttt
caaaactgaa
agcaaattac
atctccatta
taaccctaat
agggggattt
tgcaatggtt
agacactatt
gtttgaagta
tattttcece
agaaggtatc
aagcaatggc
agaaacaaga

aagtaccgat
aaatagaaaa
gaaaagaatt
atgttgattt
aacaagaatc
agttaaaaaa
gtcatacttg
cagagacggg
atgcagatat
tgcatgtaga

agcatccgta
tactggtaga
aacatcaaaa
aactgtctga
gagataatta
ctttgattga
tggcggtatt
tatctccatg
gtgtcctgta

1080
11r40
1200
1260
1320
1323

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9500
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1326

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
614

60
120
180
240
300
360
420
480
540

(7]



tgctcctgat

<210> 6

<211> 990
<212> DNA
<213>

<400> 6

atgttatctt
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

atgttatctt
agtacacttc
gaaaaaaccc
gaagtaccaa
aaaatagaaa
aaaaaggaat
gatgtggatt
aaacaagaat
gagttaaaaa
gaacatactt
acagagacgg
gatgccgaca
gtgcatgtag
cgtagtaatc
catccatatt
cacgattata
accagtatgt

<210> 8

<211> 993
<212> DNA
<213>

<400> 8

atgaaaattec
gccegttgcete
cgaataccac
cgtgacagcc
cttgatgett
aaggaggtac
cccgtcaaag
gggcaagaac
gtcagtttta
ctgattcacg
atagagctag
gtccccgact
ctgaatgccce

aggctgggta

ggtat

cattaaatgt
tccagaaagt
ctattctttt
tattgaatac
atgagcgtat
ttctcaatet
tcagcatgta
cataccctgc
atatcccaga
ggtttgattt
gaaaaactgg
tgattattac
attgtaatga
atccagcatt
atgatggtct
atgctttttg
ataccagcag

cattaaatgt
tccagaaagt
ctattetttt
tattgaatac
atgagecgtat
ttctcagtct
tcagcatgta
cataccctgc
atatcccaga
ggtttgattt
gaaaaactgg
tgattattac
attgtaatga
atccagecatt
atgatggtct
atgctttttg
atacctgcag

ccteactcca
ccaatcgtte
tttcegegga
gtagcaagect
tgagccgatc
acattggttg
ttgatgatat
caattttacc
gtgttgcgee
agattattca
gacccacgga
tcataggata
ttcgacaggc
tgatcagtga

Enteropathogenic E. coli

ccttcaatcc
ttcttttget
tcagtggttt
caaagaacat
aatcggtgtg
tgaaaatgaa
tgataaaaaa
cagtgagagg
aggtaaggac
tttcaggaat
atgccataac
cgataaatta
tgagataaaa
acttgcaggc
aggaaagggt
tgattttatt
ttcatggtaa

Enterchemorrhagic E. coli

ccttcaatcc
ttecttttget
tcagtggttt
caaagaacat
aatcggtgtyg
tgaaaatgaa
tgataaaaaa
cagtgagagg
aggtaaggac
tttcaggaat
atgccataac
cgataaatta
tgagataaaa
acttgcaggc
aggaaagggt
tgattttatt
ttcatggtaa

Citrobacter rodentium

gcccagettce
ggacaatgec
agatttaggc
catagatcag
acaaaccttt
cattaaatac
tcaatcacta
catttgcgag
agatactgac
tcatgtgact
gattctcgca
tgcagagcca
ggccatgcga
tcgatatgag

agcttcagag
ggaaaagaat
gaagcaaggc
ccgtatttga
ctggtagatg
catcaaaata
ctatctgata
gataattatc
tectttgattg
ttggccatat
atatcgccct
ggagtcctgt
agtcttgaaa
ctcgatatta
atcaagcggc
gaatttaagc

agcttcagag
ggaaaagaat
gaagcaaggc
ccgtatttga
ctggtagatyg
tatcaaaata
ctatctgata
gataattatc
tetttgattg
ttggccatgt
atatcgcecct
ggagtcctgt
agtcttgaaa
ctcgatatta
atcaagcggc
gaatttaagc

aactttttcg
tatgctgatt
aacctatatg
catacqggtcg
cgtgatgccg
agaaacgaat
acctgtaccg
gcaggagaaa
tcttatgaga
ggagctagcg
cgtcgtgtcg
gatcgtgaag
catgaagata
gcgagtcctg

gaaagacagc
attctctgga
cagagcgata
gcaatattat
gaaattttac
taaaaataat
tttaccttga
tgttaggctt
agtcatatgcec
tgaaggctgg
gtagcggatg
atgctcctga
atggtgcgat
tgaagagtaa
attttaacta
atgaaaatat

gaaagacagc
atcctctgga
cagagcgata
gcaatattat
gaaattttac
taaaaataat
tttaccttga
tgttaggett
agtcatatgc
tgaaggctgyg
gtagcggatg
atgctcctga
atggtgcgat
tgaagagtaa
attttaacta
atgaaaatat

ccccagcagq
acgtattgga
aaaatgtcat
atatgattgg
taagctatgg
acgagctcaa
aattatatga
acgataacga
tgccatcgtg
atccgtctgg
ctcaagagct
ctcatcttag
atgagaggac
atttcacaga

tttatcaaat
acctattgat
cgaaaaagga
aaatgctgca
ttatgaacaa
ctaccgagca
aaatatccat
attaagagaa
agaasaaaga
aagtttgttt
tatatatctt
tggtatcgct
agttgtcaat
agttgacgct
ttcatcgtta
tataccgaat

tttatcaaat
acctattgat
cgaaaaagga
aaatgctgca
ttatgaacaa
ctaccgagca
aaatatccat
atcaagagaa
agaaaaaaga
aagtttgttt
tatatatctt
tggtatcgct
agttgtcaat
agttgacgct
ttcatcgtta
tataccgaat

atactectget
tataggcaag
tcgegeegtt
taacactata
cattcataat
cggagaatcc
atacgatgtc
agagccttat
gcaggaaggg
agatagtaat
gggatggact
gggacgtaac
tttcttcgaa
gtattccgct

555

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

60
i20
is0
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
990

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

{44



gtgtctaaca tagaatatgg atttatccag
gataatttac aggatgcaaa tcagatccaa
ttcggggatg tggacaaaca caatcagcge

<210> 9

<211> 953
<212> DNA
<213>

<400> 9

atgaaaattce
cccattgecte
cgaataccac
catgacagcc
cttgatgctt
gagaaggtac
tctgtcaaaa
gggcaagagc
gtcagtttta
ctgattcacqg
atagagttag
gttccegact
ctgaatgccc
aggctgggta
gtgtctaaca
gataatttac

tttggqgggatg

<210> 10

<211> 993
<212> DNA
<213>

<400> 10

atgaaaattc
cccattgctc
cgaataccac
catgacagec
cttgatgectt
gagaaggtac
tctgtcaaaa
gggcaagagc
gtcagtttta
ctgattcacg
atagagttag
gttccecgact
ctgaatgcce
aggctgggta
gtgtctaaca
gataatttac
tttggggatg

<210> 11

<211> 708
<212> DNA
<213>

<400> 13

atgcgcccta
tcaatttcag
aacaaccaac
gccctcgata
acatcccgac
atagcacact
aatctgaatg
tgcattgttt
gttgagagtt
actgttgggt
attgggatgc
acagtgactc

cctcattaca
ctaatcgtge
tttccgecagce
gtagcaggct
tgagccgatc
acattggttg
ttgatgatat
caattttccc
gtgttgcgee
agattattca
gacccaccga
tcaaaggata
ttcgacaggc
cgatcagtga
taggatacgg
aggatgcaaa
tggacaaaca

cctcattaca
ctaatcgtgc
tttccgecage
gtagcaggct
tgagccgatc
acattggttg
ttgatgatat
caattttcce
gtgttgcgecce
agattattca
gacccaccga
tcaaaggata
ttcgacaggc
cgatcagtga
taggatacgg
aggatgcaaa
tggacaaaca

catcccttaa
ccacagacat
aactctgttt
agatcgaatc
tcaaatcaga
gcaatgcgga
cagttgaata
tccatgaact
ctcaaccaga
tgggtgecttt
cccgeagaac
agagattcca

Enteropathogenic E. coll

gtcecaacttc
tgaaaatgcc
agatttaagc
tatcgatcag
acagacattt
cattaaatac
tcaatcacta
catttgcgaa
agatactgac
tcatgttact
gattctcgca
tgcagagcca
tgccatgagg
ccgatatgag
atttatccag
tcagatccaa
caatcagcga

Enterohemorrhagic E. coli

gtccaacttc
tgaaaatgcc
agatttaagc
tatcgatcag
acagacattt
cattaaatac
tcaatcacta
catttgcgaa
agatactgac
tcatgttact
gattctcgca
tgcagagcca
tgccatgagg
ccgatatgag
atttatccag
tcagatccaa
caatcagcaa

Ciltrobacter rodentium

cctgacatta
tcaatctctt
ccacgggact
cacagacact
aaaactggca
tgctgaaaac
tcecctgeggg
tctccacgtt
attacaaaca
ttctgaagaa
attctacceg

gcggaaaaaa

caacatgatt
ctctatcatyg
tga

aacttttceg
tatgcggatt
aacgtatacg
catacagtcg
cgtgatgccg
agaaacgaat
acctgtaacg
gcaggagaaa
tcttatgaga
ggatctagcg
cgtcgtgtceg
gaacgtgaag
catgaagaga
gcgagtectg
caacatgatt
ctgtatcatg
tga

aacttttccg
tatgcggatt
aacgtatacg
catacagtcg
cgtgatgeccyg
agaaacgaat
acctgtaacg
gcaggagaaa
tcttatgaga
ggatctagcg
cgtcgtgtcg
gaacgtgaag
catgaagaga
gcgagtcctg
caacatgatt
ctgtatcatg
tga

ccttcgttac
gtaaaaatqgt
gaccttaaaa
ggacgtactc
atacatctcg
tcccgaggaa
caaggaatta
ttccacaatt
cactcccecac
gttctttcag
cacgattcat
ctgcatcegt

ttcecegggtt
gagcacctta

ccccggcagyq
acgttttgga
aaagtgtaat
atatgatcgg
taagctatgg
acgagcttaa
aattatatga
acgataacga
tgccatcgtg
atccatctgg
ctcaagaact
ctcatcttag
atgagagggc
atttcacaga
ttectggatt
gcgecccctta

ccccggcagg
acgttttgga
aaagtgtaat
atatgatcgg
taagctatgg
acgagcttaa
aattatatga
acgataacga
tgccatcgtg
atccatctgg
ctcaagaact
ctcatcttag
atgagagggc
atttcacaga
ttectggatt
gcgcccctta

ctctaccctce
cgggtgtgeg
tctaccagca
ttttgaactg
attctgctga
ctggctccga
gcctggtaga
taaatggaga
ttttactega
aaaataaatt
ctctecattca
tactttag

ggctatcgac
tatctttaca

atactetget
tataggtaag
acgcgcecegte
caacactgta
cattcataat
cgaagaatct
atatgatgtc
agagccttat
gcaggaagga
agatagtaat
gggatggagt
gttacgtaac
tttettcgaa
gtattccget
ggctatcaac
tatttttaca

atactctgct
tataggtaag
acgcgecgte
caacactgta
cattcataat
cgaagaatct
atatgatgtc
agagccttat
gcaggaagga
agatagtaat
gggatggagt
gctacgtaac
tttcttcgaa
gtattccget
ggctatcaac
tatttttaca

atcttcaaat
ctgggtgaaa
tcttgaagct
tattgaatta
gttaggggtg
ctttcactgt
ctttcatgeca
gcgcctgaaa
agaagccagqg
tcgtgaagag
tgatgacaat

800
960
9583

60
i20
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
993

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
993

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

50



<210> 12

<211> 699
<212> DNA
<213>

<400> 12

atgcgcccta
gatacagata
caacttcgtt
aagattggct
cttaaatcag
agagatatag
gcagttgaat
tttcatgagt
tccecgaccag
ttgggggctt
ccccgtagaa
ctgggattcc

<210> 13

<211> 699
<212> DNA
<213>»

<400> 13

atgegcecta
gatacagata
caacttecgtt
aagattggct
cttaaatcag
agagatatag
gcagttgaat
tttcatgagt
tcccgageoag
ttgggggctt
ccccgtagaa
ctgggattcc

<210> 14

<211> 506
<212> DNA
<213>

<400> 14

tactttaatg
gtagctgaac
caagcaatgt
acaccggaag
gtagatagct
aagatecttce
agccctctgg
atcatgcagg
attgcacgtg

<210> 15

<211> 466
<212> DKA
<213>

<400> 15
caatgtatat
ggaaggattt
atgtccggaa
gctaacagtt
tcctgactta
aaacaatgat
acgagcaaat
ttatgaatct

cgtccctcaa
tcgagtctct
tccaggggac
ctacagagac
aaacagtggt
atgctgagaa
atccctgtgg
tgcteccatgt
aatcacaaaa
tttcagagga
cctectacece
aacaggtaag

cgtccctcaa
tcgagtctet
tccaggggac
ctacagagac
aaacagtggt
atgctgagaa
atccctgtgg
tgcteccatgt
aatcacaaaa
tttcagagga
cctcctacce
aacaggtaag

aatcacccaa
taaaacagga
attctgtatg
gcagctggct
tatatcatcce
ctaaagaaaa
gagaacaacg
aattaaatta
aaatgggaga

gataagaagt
attaacgaga
gagtttaaac
atatccggaa
catgcattgt
tttttgtata
cgatttatag
ccagagttaa

Enteropathogenic E. coli

cttggtatta
tgtaaaagca
tgatcataat
agggcgtgta
aatacacectc
ccatcggggg

ggaggggatt
tttccacaat

atactctcca
ggtgctttcea
gcacgactca
actgcatcca

Enterchemorrhagic E. colil

cttggtatta
tgtaaaagca
tgatcataat
agggcgtgta
aatacacctc
ccatcggggyg

ggaggggatt
tttccacaat

atactctccea
ggtgctttca
gcrcgactca
actgcatcca

Citrobacter rodentium

tgtatatgat
aggatttatt
tccggaagag
aacagttata
tgacttacat
caatgatttt
agcaaatcga
tgaatctcca
aatctt

Citrobacter rodentium

atatatctgg
aagccaggcg
ctatttecag
aacgcccaat
gtgagcttce
tagtgattgt
aattatataa
aggctgtgaa

catcagtcat
tcgagegtte
atatatcage
ctcctgaatg
aactcttceca
actggttccg
agcgtggtag
ttaaatgggg
cttttactcg
gaaaataaat
gctcttattc
ttgctttag

catcagtcat
tcgagcgttc
atatatcagc
ctcctgaatg
aactcttcca
actggttccg
agcgtggtgg
ttaaatgggg
cttttactcg
gaaaataaat
gctcttattce
ttgctttag

aagaagtata
aacgagaaag
tttaaaccta
tccggaaaac
gcattgtgrg
ttgtatatag
tttatagaat
gagttaaagg

cgtaactaga
acttgcttat
aaacgaagct
gggacagttt
ggatatttgt
gtacagaaat
tataaaaaga
atctgaaatyg

caacgtcgag
aatggataaa
agattgaagc
ctattgaatc
gactaggagt
attttcactg
actttcatgc
agcgtttgaa
aagaagccag
tccgegaaga
atgatgacaa

caaggtcgaqg
aatggataaa
agattgaagc
ctattgaatc
gactaggagt
attttcactg
actttcatgc
agcegtttgaa
aagaagccag
tccacgaaga
atgatgacaa

tatctggcgt
ccaggcgact
tttccagaaa
gcccaatggg
agcttccgga
tgattgtgta
tatataatat
ctgtgaaatc

ggagtagctg
atgcaagcaa
agtacaccqgq
tctgtagata
tgcaagatct
gacagcccte
gacatcatgc
attatt

ctcaatgtca
aaataatccg
agcactcgat
aatatccecga
tatggcacat
taatctgaat
gactattgtt
agttgagagt
gactgttggg

gattgggatg
tacagtgagt

ctcaatgtca
aaataatccg
agcactcgat
aatatcccga
tatggcacat
taatctgaat
gactattgtt
agttgagagt
gactgttggg

gattgggatg
tacagtgagt

aactagagga
tgcttatatg
cgaagctagt
acagttttet
tatttgttgce
cagaaatgac
aaaaagagac
tgaaatgatt

aactaaaaca
tgtattectgt
aaggcagctyg
gcttatatca
tccectaaaga
tgggagaaca
aggaattaaa

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

15!



<210> 16

<211> 675
<212> DNA
<213>

<400> 16

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

<210> 17

<211> 675
<212> DNA
<213>

<400> 17

atgattaatc
catgtggtga
atatatgata
gaatttgtta
ccagaagcgt
acagttatat
gatttacatg
aatgatttrt
gcaaatagat
gagttaccag
atectttagct
tctaaaattg

<210> 18

<211> 570
<212> DNA
<213>

<400> 1@

atgttaccaa
gagaatcctt
gaattacagg
gagcgtgaga
aacaatgtgt
ggaatgacga
aaagtaaaaa
ctgctatgte
gttgaaggat
tacaacaaag

<210> 19

<211> 519
<212> DNA
<213>

<400> 19

agcaaatctt
agtaagtgaa
tatgttcgce
gctaagggat
tgaagatact
tagttatate
acaagataaa
agagctatat
tagtectttt

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

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

caagtggttc
cgactccgga
agaaactgga
atatttaccec
ttgaggtgat
tagaggacag
ttgaggaaag
cgcatcattc
gcagtgatga
gatctttaca

tactcatgga
cttaatcata
atatattcat
tttgtaagta
gatgaggtga
agggatcettt
gaggattgga
ggggatctac
gatactatta

Enteropathogenic E. coli

tactcagggce
cccgaaaatt
atccggtata
cagacggtit
ttccagaaat
cccaatgggqg
gettecggac
tgttgtgtac
atataatata
agtaaaatct
ggaaatagac

Enterchemorrhagic E. coli

tactcagggc
cccggaaatt
atccggtata
cagacggttt
ttccagaaat
cccaatgggg
gecttecqggac
tgttgtgtac
atataatata
agtaaaatct
ggaaatagac

Citrobacter rodentium

ttcagcaaat
atcagtaagt
tgttatgttc
ggagctaagg
aaatgaagat
ggatagttat
cagacaagat
ttcagagcta
ttttagtcect
atgtggatga

Citrobacter rodentium

tgtatatctc
atcattttct
gtgccagaaa
gcctaatgga
ccggagectct
tttttctgeca
aatgtaaagt
gggcaatcaa

aggtgccgga

gtgteccecta
aaacatgatt
accagaggag
tcttatatga
gaagccagta
cagttttctg
atttgttgta
agaaatgaca
aaaagagata
gaaatgatta
agttatatga

gtgtccecta
aaacatgatt
accagaggag
tcttatatga
gaagccagta
cagttttctg
atttgttgta
agaaatgaca
aaaagagata
gaaatgatta
agttatatga

ctttactcat
gaacttaatc
gccatatatt
gattttgtaa
actgatgaqg
atcagggatc
aaagaggatt
tatggggatc
tttgatacta

aggaaaagag
ttctecctgaa
caatgatgag
taagagaaac
gagagcggga
ttcattgaaa
ttatgatctg
atgcctegtt
tcttactta

taaatactaa
actttaatga
tagctgaact
agactatgta
caccggaagyg
tagatagttt
agatcttececc
gccctctagg
tcatgcagga
tcgcacgtga
aatacataaa

taaatactaa
actttaatga
tagctgaact
agactatgta
caccggaagq
tagatagttt
agatcttcce
gccctctagg
tcatgcagga
tcgecacgtga
aatacataaa

ggatgtatat
ataatcattt
catgtgccag
gtagcctaat
tgaccggagc
ttttttttct
ggaaatgtaa
tacgggcaat
ttaaggtgec

aatccttcga
ttacaggaga
cgtgagaata
aatgtgtttg
atgacgatag
gtaaaaattg
ctatgtcege
gaaggatgca

atatgctgaa
atcacccaat
aaaacaggaa
ttctgtatgt
aagctggcta
atacaatcct
taaagaaaat
agaacaacgqg
attaaattat
aatgggagaa
taataaactt

atatgctgaa
atcacccaat
aaaacaggaa
ttctgtatgt
aagctggcta
atacaatcct
taaagaaaat
agaacaacqgg
attaaattat
aatgggagaa
taataaactt

ctcaggaaaa
tctttcteet
aaacaatgat
ggataagaga
tctgagagcg
gcattcattg
agtttatgat
caaatgcctc
ggatcttact

ctceggaate
aactggatgt
tttacccgga
aggtgataaa
aggacaggga
aggaaagcag
atcattcttce
gtgatgattt

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
570

60
120
180
240
300
360
420
480
519

152



<210> 20

<211> 570
<212> DNA
<213>

<400> 20

atgttaccaa
ggtaaccctt
gaattacaag
gagcttgagg
aatagtgtat
ggaatgacga
aaagtaaaaa
ctgctatgte
gtggaaggat
tacaacaaaqg

<210> 21

<211> 570
<212> DNA
<213>

<400> 21

atgttaccaa
ggtaaccctt
gaattacaag
gagcttgagg
aatagtgtat
ggaatgacga
aaagtaaaaa
ctgctatgtc
gtggaaggat
tacaacaaag

<210> 22

<211> 430
<212> PRT
<213>

<400> 22

caagtggttc
cgactccgga
ataaacttga
aaatttttca
ttgaggtgag
tagaggatag
ttgaggaaag
cgcatcacte
gcagtgatga
gatctttaca

Enterohemorrhagic E.

caagtggttc
cgactccgga
ataaacttga
aaatttttca
ttgaggtgag
tagaggacag
ttgaggaaag
cgcatcactce
gcagtgatga
gatctttaca

Met Asn Ile Gln Pro As

1

Gln Gln His

Arg Ser Asp

Pro Glu Asp

50

Leu Leu Ser

65

Tyr Leu Ala

Asp Thr Phe

Ser Ser Val
115

Val Lys
130

Pro

His His Al
20

Leu Pro Pr

Ile Gln Gl

Leu Ile Lys

70

Enteropathogenic E. coli

ttcagcaaat
atcagtaagt
tgttatggtc
agagctaagt
aaatgaaaat
ggatagttat
tagacaaggc
ttcagagcta
ttttaatcct
atgtggatga

coll

ttcagcaaat
atcagtaagt
tgttatggte
agagctaagt
aaatgaaaat
ggatagttat
tagacaaggc
ttcagagcta
ttttaatcct
atgtggatga

Citrobacter rodentium

n Ile His

a Glu Gln Val

ctttattcat
gagcttaatc
tctatatatt
gcttttgtaa
actgatgagg
atcagggatc
aaagaagatt
tatggtgatc
tttgatatta

ctctattcat
gagcttaatc
tctatatatt
gcttttgtaa
actgatgagg
atcagggatc
aaagaagatt
tatggtgatc
tttgatatta

Ser Gly Ile

Pro val

25

o Asn Cys
40

n His Val
55

Glu Ala Gly

Pro Glu Cys

Asp Glu Gly Leu Leu

75

Pro His Leu Glu Glu Gly Ser Leu

85

Gly Leu Phe Asn Val Thr Gln Met
105

100

Pro Gly Il

Asp Ile Hi

ggatgtatgt
ataatcactt
catgtgccag
gtgggctgat
ttgtcggage
ttttttttcet
cgaaatgtaa
tacgagcaat
ttagggtacc

ggatgtatgt
ataatcactt
catgtgccag
gtgggctgat
ttgtcggagec
ttttttttet
cgaaatgtaa
tacgagcaat
ttagggtacc

atcaggaaga
tectttetceet
aaataataat
ggataagaga
gctgagggcg
gcattcattg
agtttataat
gaaatgcctc
agatcttact

atcaggqaaga
tetttetect
aaataataat
ggataagaga
gctgagggceg
gcattcattg
agtttataat
gaaatgcctce
agatcttact

Thr Thr Gln Asn Asn

Ser Ser Ser
30

Phe Val Val
45

15

Ile Pro

His Ile

Gly Glu Thr Thr Ala

60

Ser Gly Leu Asp Lys

Gly Lys Lys

80

Ala
95

Leu

Ala Leu Glu Ile Pro

110

e Ser

s Pro
135

Gly
120

Thr

Lys

Thr

Tyr Gly

Gly Asn

Val

Tyr
140

Gln
125

Phe

Met

Leu

Aan

Gln

Ile

Leu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
570

60
120
180
240
300
360
420
480
540
570

152



Phe

145

Pro

Thr

Ala

Glu

Pro

225

Phe

Ala

Phe

val

305

Thr

Phe

Thr

Pro

Met

385

Val

Aan

Pro

Leu

Val

Gln

Asn

210

Lys

Phe

Gly

Ile

Ala

290

Gly

Gly

Asp

Asn

370

Glu

Val

Tyr

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

<400>

Leu

Lys

Ala

val

185

Gly

Lys

Ala

Leu

215

val

Ala

Gly

Ala

Tyr

355

Lys

Glu

Ile

Val

23

440
PRT
Enteropathogenic

23

His

Pro
180

Val

Trp

Asn

Tyr

His

260

Thr

Ser

Met

Leu

Ala

340

Pro

Gln

Gly

Asp

Asp
420

Asp

Ala

165

Thr

Arg

Lys

Tyx

Gly

245

Phe

Asn

Lys

Leu

Lys

325

Asp

Arg

Asp

val

Ile

405

Thr

Glu

150

Pro

Asn

Leu

Thr

230

Thr

Lys

Ala

Val

Gly

310

Pro

Leu

Ile

Ile

Pro

390

Glu

Phe

Met Asn Ile Gln Pro Ile

1

5

Arg His Mis Mis Ala Glu

20

Glu Leu Pro Asn Gly Cys

35

Ile

Thr

Aan

Hix

Val

215

Glu

Ser

Trp

Ala

Pro

295

Gln

Asp

Asn

Trp

Ala

375

val

Gly

Glu

Gly
AsSn
Asp
Gly
200
Gly
Glu
Pro
Asp
Ala
280
Gly
Ala
Thr
Lys
Fhe
360
Arg
Gly

Gly

Ile

E. coli

Val

Gln

Glu

Thr

Thr

Thr
40

Phe
Ser
Pro
185

Val

Glu

Trp

Leu

265

Aan

Ile

Ala

Ile

Ala

345

His

val

His

Asn

Ile
425

Ser

Jer
25

Gly

Asn Phe
155

Ser Ile
170

Met Pro

Glu Leu

Thr Pro

Val Ile
235

Gln Ala
250

Asp Asn

Ala Ile

Asp Pro

Gly His
315

Leu Trp
330

Glu Phe

Ala Arg

Thr Gly

Gln Hias
395

Ser Pro
410

Gln Glu

Gly Ile
10

Pro Thr

Lys

Ser

Txp

Pro

Leu

220

Arg

Thr

Pro

Gly

Met

300

Ala

Trp

Asp

Glu

Ala

Pro

His

Thr

Thx

Gln

Phe Val Val

Asp Leu

Ala Thr

Phe Gly
190

Ile vVal
205

Thr Pro

Pro Gly

Leu Gly

Asn Thr
270

Ala Ala
285

Leu Ser
Val Gln
Ala Gly
Lys Val

350

Gly Ala
365

Asp Ile

Lys Pro

His Asan

Arg Val
430

Thr Gln
Ile Pro
30

His Ile
45

Pro Gly
160

Ala Ser
175

Leu Thx

Lys Thr

Asp Gly

Glu Ala
240

Leu Glu
255

Lys Tyr

Gly Gly

Pro Hia

Cys Asn
320

Ala Thx
335

Arg Phe

Leu Phe

Lys Ala

Glu Asp

400

Pro Ser
415

Asn Asn
15

Gln Ser

Pro Glu



Ser
65

Ala

Phe

val

Pro

Leu

145

Lys

Ala

Lys

His

Val
225

Glu

Ser

Trp

Ala

Thr
305

Gln

Trp

Glu
385

val

Met
50

Leu
Pro
Gly
Pro
Asp
130
His
Asn
Ser
Asp
Gly
210
Gly
Glu
Pro
Asp
Ala
290
Gly
Ala
Thr
Lys
Trp
370

His

Gly

Gln

Ile

His

Leu

Gly

115

Ile

Asp

Ala

Thr

Pro

195

vVal

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

Aan

Ser

Pro

Ile

Ser

165

Ala

Pro

Leu

Pro

Ile

245

Ala

Asn

Leu

Pro

Hia
325

Trp

Phe

Arg

Gly

His
405

Ala

Glu

70

Glu

Val

Gly

Thr

Gly

150

Asn

Ser

Trp

Pro

Leu

230

Arg

Thr

Pro

Gly

Met

310

Ala

Trp

Gly

Glu

Ala

390

Pro

Pro

55

Gly

Gly

Ser

Lys

Ser

135

Ile

Ser

Ala

Phe

Ile

215

Thr

Pro

Leu

Asn

Ala

295

Leu

Ile

Ala

Glu

Gly

375

Asp

Asn

Glu

Leu

Ser

Gln

Tyr

120

Gly

Asn

Aan

Thr

Gly

200

Val

Pro

Gly

Gly

Thr

280

val

Ser

Gln

Gly

Ala

360

Ala

Ile

Pro

Cys

Met

105

Gly

Asn

Phe

Ile

Thx

185

Lys

Asp

Glu

Leu

265

Lys

Gly

Pro

Tyr

Thr

345

Arg

Ile

Arg

Glu

Gly

Ser

Gly

Ala

Val

Tyr

Lys

Pro

170

Ser

Thr

Thr

Gly

Ala

250

Glu

Tyr

Gly

His

Aasn

330

Thr

Phe

Phe

Ala

Asp
410

Glu

Gly

15

Lys

Leu

Gln

Phe

Asp

155

Thr

Thr

Ala

Glu

Pro

235

Asp

Phe

Phe

Ile

315

Thr

Leu

Thr

Pro

Met

395

Val

Thr
60

Leu
Lys
Glu
Leu
Leu
140
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

190

Val

Trp

Asn

Tyr

His

270

Thr

Ser

Met

Leu

Ala

350

Pro

Ala

Gly

Asn

Leu

Tyr

Asp

95

Ser

Val

Phe

Pro

Thr

175

Ala

Arg

Lys

Tyr

Gly

255

Phe

Asn

Arg

Val

Lys

335

Asp

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



Ser Asn Asn Ser Pro His His

420

Asp Ile Ile Gln Glu Thr Arg

<210>

<211>
<212>
<213>

<400>

435

24

411
PRT
Enterochemorrhagic E.

24

Met Asn Ile

1

Gln

Glu

Ser

65

Ala

Phe

val

Pro

Leu

145

Lys

Ile

Pro

Leu
225
Thr
Ala

Lys

Ala

His

Leu

Ile

50

Leu

Pro

Gly

Ser

Asp

130

His

Asn

Ala

Lysa

His

210

val

Glu

Ser

Trp

Ala
290

His

Pro

35

Gln

Ile

His

Leu

Gly

115

Ile

Asp

Ala

Ser

Asp

155

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

Pro

Thr

Gly

His

Asp

Glu

a5

Asn

Ser

Pro

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

Pre

Leu

Pro

230

Ile

Ala

Asn

Ile

Gln

Gln

Pro

55

Gly

Gly

Thr

Lys

Ser

135

Phe

Ser

Ser

Trp

Pro

215

Leu

Arg

Thr

Pro

Gly
295

Asn Pro Ser Asn Tyr Val Asp Thr Val

val
440

425

coli

Gln

Ile

Ala

40

Glu

Leu

Ser

Gln

Tyr

120

Gly

ABn

Asan

Ala

Phe

200

Ile

Thr

Pro

Leu

Asn

280

Ala

Ser
Pro
25

Gly
Cys
Leu
Ile
Met
105
Gly
Asn
Phe
Ile
Thr
185
Gly
Val
Pro
Gly
Gly

265

Thr

Gly

Ser

Phe

Gly

Ser

Gly

Ala

Val

Tyr

Lys

Ser

170

Thr

Leu

Lys

Asp

Glu

250

Leu

Lys

Gly

Ile

Thr

Val

Glu

Gly

Lys

Leu

Gln

PLe

Asp

1585

Thr

Ser

Thr

Thr

Gly

235

Ala

Glu

Tyr

Gly

Thr Ser

Gln Ile

Val Asn
45

Thr Thr
60

Leu Asp

Lya Thr

Glu Ile

Leu Asn
125

Leu Gln
140

Leu Pro

Thr Ala

Thr Val

Ala Gln
205

Glu Asn
220

Pro Lys

Asp Phe

Phe Gly

Ala Val

285

Phe Ala
300

430

Gln

Pro

30

Ile

Ala

Glu

Leu

Pro

110

Ile

Ile

Gly

Val

Thr

190

Val

Gly

Ala

Lys

Ala

270

Leu

Val

Asn

15

Gln

Pro

Leu

Tyr

Asp

Ser

Val

Phe

Pro

Ser

175

Thr

Val

Trp

Asn

Tyr

255

His

Thr

Ser

Asn

Ser

Asp

Leu

Ile

80

Ser

Lys

Pro

Leu

160

Thr

Glu

Arg

Lys

Tyr

240

Gly

Phe

Asn

Arg



Phe
305
Gly
Pro
Leu
Ile
Ile
385
Pro

Glu

Phe

Ala

Gln

Asp

Trp
370
Glu
Val

Ser

Asp

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

<400>

Ser Thr
Ala Ala
Thr Ile

340

Lya Ala
355

Trp His
His Ala
Gly Gln
Asn Gly

420

Ile Ile
435

25
204
PRT

Asp
Gly
325
Leu
Glu
Ala
Thr
Arg
405

Leu

Gln

Pro
310

Hls

Trp

Phe

Arg

Gly

390

His

Pro

Glu

Met

Ala

Trp

Glu

Glu

375

Ala

Pro

His

Thr

Leu

Ile

Ala

Val

360

Gly

Asp

Asn

His

Arg
440

Citrobacter rodentium

25

Ile Leu Phe Gln

1

Glu

Ile

Asp

Ser

Glu

Leu

Ile

Arg

145

Lys

Asp

Val

Asn

Gly

50

Glu

Met

Gln

Glu
130
Asn

Thr

Ala

Pro Ile
20

Ala Ala
a5

Asp Phe
His Gln
Tyr Asp
Glu Ser

100

Arg Glu
115

Ser Tyr
Leu Ala

Gly Cys

Asp Met
180

Leu

Lys

Thr

Asn

Lys

85

Tyr

Glu

Ala

Val

His

165

Ile

Phe

Asn

Ile

Tyr

Iie

70

Lys

Pro

Leu

Glu

Leu

150

Asn

Ile

Glu

Thx

Glu

Glu

55

Lys

Leu

Ala

Lys

Lys

135

Lys

Ile

Thr

Ala

Lye

Asn

410

Gln

Ile

Ser

Ser

Asn

120

Arg

Gly

Ser

Asp

Ser

Gln

Gly

345

Ala

Ala

Ile

Pro

Asan

425

Val

Arg

Glu

25

Glu

Arg

Ile

Asp

Glu

105

Ile

Gly

Gly

Pro

Lys
185

Pro
Tyr
330
Ala
Arg
Ile
Arg
Glu

410

Pro

Pro

10

His

Arg

Lys

Tyr

Ile

Arg

Pro

His

Gly

Cys

170

Leu

His
315
Asn
Thr
Phe
Phe
Ala
385

Asp

Ser

Glu

Pro

Val

Glu

Arg

75

Tyx

Asp

Tyr

Thr

Leu

155

Gly

Gly

Ile

Thr

Leu

Thr

Pro

380

Met

val

Arg

Tyr

Ile

Phe

Glu

Leu

Aan

Gly

Trp

140

Phe

Gly

Val

Gly

Pro

Gly

Asp

365

Asn

Glu

Val

Hia

Tyr

Leu

Asn

Glu

Tyr

Lys

125

Phe

Thr

Cysa

Ala

Gly

Ala

350

Tyr

Lys

Glu

Ile

val
430

Gly

Ser

30

Val

Serx

Val

Asn

Leu

110

Asp

Asp

Glu

Ile

Tyr
190

Met
Leu
335
Ala
Pro
Ala
Gly
Asp

415

Asp

Lys
15

Asn
Leu
Leu
Asp
Ile
95

Leu
Ser
Phe
Thr
Tyr

175

Ala

Val
320
Lys
Asp
Arg
Asp
Ile
400

Ile

Ile

Gly

Ile

val

Glu

Phe

80

His

Gly

Leu

Phe

Gly

160

Leu

Pro



Asp Gly Ile Ala Val His Val Asp

<210>

<211>
<212>

<213>

<400>

185

26
186
PRT
Citrobacter rodentium

26

Arqg Pro Glu Arg

1

Glu

Glu

Ile

65

Glu

Ile

Gly

Gly

145

Pro

Lys

His
Arg
Lys
50

Tyr
Ile
Arg
Pro
Hise
130

Gly

Cys

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

<400>

Pro Tyr
20

Val Ile
as

Glu Phe
Arg Glu
Tyr Leu
Asp Asn

100
Tyr Gly
115
Thr Trp
Leu Phe

Gly Gly

Gly Val
180

27

329
PRT
Enteropathogenic

27

Tyr

Leu

Gly

Asn

Glu

85

Tyr

Lys

Phe

Thr

Cys

165

Leu

Met Leu Ser Ser Leu

1

Ala

Glu

Trp

Leu

65

Lys

Leu
Tyr
Phe
50

Asan

Ile

Ser Asn
20

Ser Leu
35

5

Ser

Glu

Glu Ala Arg

Thr Lys

Glu Asn

Glu

Glu
85

Gly

Ser

Val

Ser

Val

70

Asn

Leu

Asp

Asp

Glu

150

Ile

Tyr

Asn

Thr

Pro

Pro

His

70

Arg

Lys

Asan

Leu

Leu

55

Asp

Ile

Leu

Ser

Phe

135

Thr

Tyr

Ala

Val

Leu

200

Gly

Ile

Val

40

Glu

Phe

His

Gly

Leu

120

Phe

Gly

Pro

coll

Leu

Leu

Ile Asp

40

Glu Arg

55

Pro

Ile

Tyr

Ile

Cys Asn Asp Glu

Glu

Ile

25

Asp

Asp

Ser

Glu

Leu

105

Ile

Arg

Lys

Asp

Asp
185

Gln

Gln

25

Glu

Tyr

Leu

Gly

Val
10
Asn

Gly

Glu

Gln
90

Leu
Glu
Asn
Thr
Ala

170

Gly

Ser

10

Lys

Arg

Glu

Ser

Val
20

Pro

Ala

Asp

His

Tyr

75

Glu

Arg

Ser

Leu

Gly

155

Asp

Ser

Val

Thr

Lys

Asn

75

Leu

Ile
Ala
Phe
Gln
60

Asp
Serxr
Glu
Tyr
Ala
140

Cys

Met

Phe

Ser

Pro

Gly

Ile

Val

Leu

Lys

Thr

45

Aan

Lysa

Tyr

Glu

Ala

125

Val

His

Ile

Arg

Phe

Ile

45

Glu

Ile

Asp

Asn

Ile

30

Tyr

Ile

Lys

Pro

Leu

110

Glu

Leu

Asn

Ile
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Leu
Val
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Thr
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Lys
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95

Lys

Lys

Lys

Ile

Thr
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Lys
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Asn
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Lys

Asn
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Asn

Arg
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Thr

Lys

Gln

Ile

Ala

ao

Phe



Thr

Asn

Lys

Tyr

145

Glu

Ile

His

Ile

225
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Ile

Ile

Lys

Ala

305

Thr

Tyr
Ile
Lys
130
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Leu
Glu
Leu
Aan
210
Ile
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290

Phe
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<213>
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Lys

115

Leu
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Lys

Lys

Lys

195
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Thr
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Lys

275

Ile

Cys

Met
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Enterchemorrhagic E.
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Met Leu Ser
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Glu

Trp

Leu

Tyr

Phe
50

Leu Asn

65

Lys

Ile

Ser

Pro

35

Glu

Thr
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Gln
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Ile
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Arg
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Asp

Asn
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Lys

Asp

Tyr
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Aan
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Leu
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Lys

Aan
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Ile
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Glu

Ile
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Glu
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Lys

Cys

245

Arg

Lys

Arg

Fhe

Thr
325
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Glu

Arg

Glu
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85

Lys

Tyr

Ile

Arg
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Pro
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Ser

Cys

Leu

230

Asn

Ser
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Ile

310
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Asn

Thr

Pro
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70

Arg

Glu
Arg
Tyr
135
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Thr
Leu
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215
Gly
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Asn
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Phe
295
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Ser
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Ile
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55
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Ile

Phe
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Leu
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Trp
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Ala
280
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Leu
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Tyr

Lys

Phe

185

Thr
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Leu
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265
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Tyr
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Trp
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Leu
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40

Arg

Tyr
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25
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Tyr
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Gly
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vVal
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Leu
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Lys
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Lys
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Glu
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Leu
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Leu
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Phe

Thr

Tyr
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235
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Leu

Tyr
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Glu
315
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Thr

Lys

Asn
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Leu

Glu
Phe
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140
Gly
Leu
Phe
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Leu
220
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Leu
Leu
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Leu

300

Asn

Phe
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Ile
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Asn
Ser
125
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Leu
Ile
Arg
Lys
205
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Glu
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Ile
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Phe
Ile
45

Glu

Ile
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Glu
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Gln
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Asn
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270
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30

Leu
Val
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Tyr

Glu
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175

Leu

Gly
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Leu

Leu

Tyr
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Asn
95

Gln
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Thr Tyr Glu Gln Lys
100

Asn Ile Lys Ile Ile
115

Lys Lys Leu Ser Asp
130

Tyr Pro Ala Ser Glu
145

Glu Leu Lys Asn Ile
165

Ala Glu Lys Arg Glu
180

Met Leu Lys Ala Gly
195

His Asn Ile Ser Pro
210

Ile Ile Thr Asp Lys
225

Val Hls Val Asp Cys
245

Ile Val Val Asn Arg
260

Ile Met Lys Ser Lys
275

Lys Gly Ile Lya Arg
290

Ala Phe Cys Aap Phe

305

Thr Ser Met Tyr Thr
325

<210> 29

<211> 326

<212> PRT

Lys Glu
Tyr Arg
Ile Tyr

135

Arg Asp
150

Pro Glu

His Thr

Ser Leu

Cys Ser
215

Leu Gly
230

Aasn Asp

Ser Asn

Val Asp

His Phe
295

Ile Glu
310

Cys Ser

<213> Enterchemorrhagic E.

<400> 29

Met Leu Ser Pro Ile
1l 5

Gln Ser Ser Pro Cys
20

Leu Lys Val TIle Asp
35

Pro Asn Pro Glu Arg
50

Lys Gln His Pro Tyr
65

Ser Asp Arg Met Ile
85

Arg Thr
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Glu Lys

Tyr Lys
55

Leu Asp
70

Gly Ile

Phe
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120
Leu
Asn
Gly
Trp
Phe
200
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vVal
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Ala
280
Asn

Phe
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Leu
105
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Tyr
Lys
Phe
185

Thr

Cys
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265
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Tyr

Lysa

Trp
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Thr
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Thr

40

Lys

AEn

Phe

Phe

Ser

25

Pro

Asp

Val
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Ser
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Aan

Leu

Asp

170
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Glu

Ile

Tyr

Lys

250

Ala
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Ser
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Phe

Ile

Glu

Thr

Asp
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Leu

Asp

Ile

Leu

Ser

Phe

Thr

Tyr

Ala

235

Ser

Leu

Tyr

Ser

Glu
315

Asn

Ala

Leu

vVal

Asn

75

Gly

Glu Asn

Phe Ser
125

His Lys
140

Gly Leu

Leu Ile

Phe Arg

Gly Lys

205

Leu Asp
220

Pro Asp

Leu Glu

Leu Ala

Tyr Asp
285

Leu His
300

Asn Ile

Ser val

Gly Lys

Phe Gln
45

Pro Ile
60

Ala Ala
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Glu
110
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Gln
Leu
Glu
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150
Thr
Ala
Gly
Asn
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270
Gly
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Ile

Asn

Glu
30

Ser

Tyr

Tyr

Glu

Arg
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175

Leu

Gly
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Ile
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255

Leu

Leu

Tyr
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Ile

15

Tyr

Phe
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95

Gln

Asp
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Glu
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Tyr
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Met
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240

Ala
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Glu

Thr
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Asn
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Gln
Ile
Serx
Asp

145

Glu

Ala

Ser

Gly

225

ABn

Ser

Lys

Asp

305

Tyr

Lys Thr

Ile Tyr
115

Asp Ile
130

Lys Arg

Ile Ser

Asn His

Gly Glu
195

Phe Gly
210

Lys Leu
Arqg Arg
Arg Ser
Lys Val

275

Lys Tyr
290

Phe Ile

Thr Cys

<210> 30
<211> 330
<212> PRT

<213>

<400> 30
Met Lys Ile Pro
1

Gly

Asp

Leu

Ser

65

Leu

Tyr Ser

Tyr Val
35
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50

Lys Leu

Asp Ala

Ala

100

Arg

Tyr

Asp

Lys

Ala

180

Ile

Glu

Gly

Asn

Asn

260

Asp

Phe

Glu

Ser

Ala
20

Leu
Leu

Ile

Leu

Phe

Glu
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Ala
165

Trp

Phe
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Thr

Asp

245
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Ala

Asn

Phe

Ser
325

Ser
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Tyr

Asp
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85

Ser Lys
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135

Tyr Leu
150
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Arg Cys

Cys Ile
215

Ile Tyr
230

Ser val
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His Pro
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295
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Trp

Leu Gln
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55
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70
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Thr

200

Tyr
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Tyr
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265
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25

Arg
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Thr

Arg

Ser
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Ile
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Arg
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Phe
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Arg
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Met
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Leu
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Asn
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Ile
315
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Met
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Val
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Lys
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205
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285
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Arg
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Ile
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270
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Thr
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95
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320

Ala
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Gly

Glu

Ser

Ile

145

Val

Trp

Ser

Ile
225

Leu

Thr
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Ile
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305

Phe
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Tyr Glu
115
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275
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290
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Ile
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Leu
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260

Thr
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Gln

Val
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20

Leu

Val

Lys

Thr
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165

Gly
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Glu

Arg

245

Arg

Glu
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Ile

325

Ser
5
Pro

Asp

Tyr
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Leu
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85
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Gly

Glu

Glu
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Ala

Ile
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Pro

230

Gln

Leu

Tyr

Phe

Gln

alo

Lys

Enteropathogenic
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Ile
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Gln
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Arg
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Leu
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Ala
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Ser

Gln

215
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Tyr
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Arg
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Tyr
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Pro

Lys
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Thr

Gln

Ile
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Pro

Glu
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Thr

Ile

185

Ile

Leu
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Met

Ile

265

Val

Leu
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Gln

Asn
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25

Arg

Ile
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Thr

Gly
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Tyr
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170
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Gly

Ala

Arg
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Ser

Serx
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Gly

Arg
330

Phe
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Arg
Ile
Arg

Asp
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Cys

Lys

Asp

Asap
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Ser

His

Leu

Trp
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235

His
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Asn

Ile

Ala
315

Asn

Ala
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Met
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Arg

Ile

Val

Val
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Asn

Tyr
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Gly

Thr

220

Leu

Glu

Arg

Ile

Asp

300

Pro

Phe

Glu

Leu

val
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Ile

Asp

Lys
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125

Gly

Glu
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Val

Preo

205

Val

Arg

Asp

Tyr

Glu

285

Asp

Tyr

Ser

Asn
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45

His

Gly

Ala

Tyr
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Asp

Gln

Glu

Met

Thr

150

Thr

Pro

Gly

Asn

Glu

270

Tyr

Asn

Ile

Ala
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30
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Asn

val

Arg

Ile

Glu

Pro

Pro

175

Gly

Glu

Asp

Arg
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255
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Leu

Phe
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Tyr
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Thr
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95
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Gln

Pro

Tyr
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Ala
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Arg
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Thr
320
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Gly

Glu

Ser

Ile

145

Val

Trp

Ser

Leu

Lys

225

Leu

Ala

Pro

Ile

Asp

305

FPhe

Ile

Tyr

Leu

130
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Ser

Gln

Asp

Ala
210

His Asn
100

Glu Leu
115

Thr Cys

Pro Ile

Phe Ser

Glu Gly
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Pro Ser
195

Arg Arg

Gly Tyr Ala

Asn

Phe

Asp

Gln

290
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Ala Leu

Phe Glu
260

Phe Thr
275

Gln His

Aan Gln

Gly Asp Val
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<211>
<212>
<213>

<400>

32
330
PRT
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Aan

Aan

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

Tyr

Phe

Gln

310

Lys

Val

Glu

Leu

135

Ala

Pro

His

Ser

Gln

215

Glu
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Gly

Serx

Pro

295

His

Enterohemorrhagic E.
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Met Lys Ile Pro
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Gly Tyr Ser Ala
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Asp Tyr Val Leu

a5

Leu Ser Asn Val

S0

Ser Arg Leu Ile

65

Leu Asp Ala Leu

Ser

Pro

Asp

Tyr
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85

Leu

Ile

Ile

Glu

Gln

70

Arg

Gln

Ala

Gly

Ser

55

His

Ser

His
Ser
120
Tyx
Gly
Asp
Glu
Asn
200
Glu
Arg
Ala
Thr
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280
Gly

Tyr

Aan

Ile

105

Ser

Glu

Glu

Thr

Ile

185

Ile

Glu

Met

Ile

265

Val

Leu

His

Gln
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Ser

Pro

Lys

40

Val

Thr

Gln

Asn

Asn

25

Arg

Ile

Val

Thr

Gly
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Tyr

Glu

Gly

Ala

Arg

250

Ser

Sar
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Gly

Arg
330

Phe
10

Arg
Ile
Arg

Asp

Phe
90

Cys

Lys

Asp

Asp

155

Ser

His

Leu

Trp

His

235

His

Asp

Asn

Ile

Ala
315

Asn

Ala

Pro

Ala

Met

75

Arg

Ile

Ile

Val

140

Asn

Tyr

His

Gly

Ser

220

Leu

Glu

Arg

Ile

Asn

300

Pro

Phe

Glu

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

Hims

Gly

Ala

Tyr

110

Asp

Gln

Glu

Met

Thr

150

Thr

Pro

Leu

Asn

Glu

270

Tyr

Asn

Ile

Ala

Ala

30

Ala

Asp

Asn

val

Arg

Ile

Glu

Pro

Pro

175

Gly

Glu

Asp

Arg

Glu

255

Ala

Gly

Phe

Pro
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Tyr

Ala

Sar

Thr
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Asn

Gln

Pro

Tyr
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Ser

Ser

Ile

Phe

Asn

240

Arg

Ser

Phe

Gln

Thr
320

Ala
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Gly

Glu

Ser

Ile

145

Val

Trp

Ser

Lys
225
Leu
Ala
Pro
Ile
Asp
305

Phe

Ile His

Tyr Glu
115

Leu Thr
130

Phe Pro

Ser Phe

Gln Glu

Asp Pro
195

Ala Arg
210

Gly Tyr
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Phe Phe
Asp Phe

275

Gln Gln
290

Ala Asn

Gly Asp
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<211> 235
<212> PRT

<213>

<400> 33

Met
1

Ser

Met

Gly

Ile

65

Thr

Arg Pro

Ser Ser

Ser Gly
35

Thr Aap
50

Glu Ser

Ser Arg

Asan
100
Leu
Cys
Ile
Ser
Gly
180

Ser

Arg

Leu
Glu
260
Thr
His

Gln

Val

Thr
Aan
20

Val

Leu

Glu

Asn

Asn

Cys

Val

165

Leu

Gly

Val

Glu

Arg

245

Arg

Glu

Asp

Ile

Asp
325

Ser
5
Ser

Arg

Lys

Thr Asp

Leu

Lys
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Lys

Glu

Glu

Glu

150

Ala

Ile

Asp
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Pro

230

Gln

Leu

Tyr

Phe

Gln

310

Lys

Leu

Ile

Trp

Ile

Thr
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Ser

Val
Glu
Leu
135
Ala
Pro
His
Ser
Gln
215
Glu
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Gly
Serx
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295

Leu

His

Asn
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Val
Tyr
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Gly

Glu
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Tyr

Gly
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Glu

Asn

200

Glu

Arg
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Thr
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Gly

Tyr

Aan
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Thr

Ile

185

Tle

Leu
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Met
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Val
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Thr

Thr
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Asn
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Thr

Leu
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val

Tyr
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Asp
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Arg
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Ser
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Gln
330

Leu
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Asn
Leu

Leu

Ala
S0

Cys

Lys

Asp

Asp

155

Ser

His

Leu

His

235

His

Asp

Aan

Ile

Ala
315

Pro

Ile

Gln

Glu

Leu

15

Ile

Ile

Ile

Val

140

Asn

Tyr

His

Gly

Ser

220

Leu

Glu

Arg

Ile

Asn

300

Pro

Ser

Gln

Gln

Ala
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Asn

His

Lys
Asp
125
Gly
Glu
Glu
Val
Preo
205
Val
Arg
Glu
Tyr
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285

Asp

Tyr

Leu
Ser
Leu
45

Ala

Cys

Leu

Tyr
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Asp

Gln

Giu

Met

Thr

150

Thr

Pro

Leu

Asn

Glu

270

Tyr

ABn

Ile

Pro

Leu
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Cys

Leu

Ile

Asp

Arg

Ile

Glu

Pro
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Gly

Glu

Asp

Arg

Glu

255

Ala

Gly

Leu

Phe

Leu
15

Val
Phe
Asp

Glu

Ser
95

Aan

Gln

Pro

Tyr

160

Ser

Ser

Ile

Phe

Asn

240

Arg

Ser

Phe

Gln

Thr
320

Pro

Lys

His
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Leu
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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
Gly
115

Gln

Ser
Ala
Aan
195

His

Gln

34
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PRT
Enteropathogenlc

4

Met Arg Pro

1

Ser
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His

Thr

65

Leu

Val

Ser

Gly

Leu

145

Ser

Arg

Ser

Gln

Aan

50

Glu

Lys

Met
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Ile
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Arg

Thr

Met

Trp
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Ile

Thr

Ser
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Phe
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Ser

Gly

Leu

Ser

Arg

180

Lys

Asp

Arg

Thr

Ser
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Ile

Tyr

Gly

Glu

His

100

His

Val

Phe

Glu

Gly
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Ile

Asp

Ile

His

Gln

165

Thr

Phe

Ser

Lys

Ser

Asp

Lys

Gln

Arg

Thr
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Arg

Cya

Val

His

Ser

165

Leu

Ala

Phe

Ser

Val

150

Pro
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Ser

Lys
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Thr

Aan

Gln

Val
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Val

Asp

Asn
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ABn
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Gln

Gly

His

His

Leu

135

Phe

Glu

Gly

Glu

Leu

215

Leu

Cys

Cys

120

Val

His

Leu

Leu

Glu

200

Ile

His

E. coli

ABn

Asp

Aan

Ile

55

Leu

Val

Ile

Leu

Phe

135

Leu

Lys

Ala

Leu

Ile

Pro

40

Glu

Leu

Ile

Asp

Asn

120

His

Asn

Tyx

Phe

Aan
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
10

Ser
Leu
Ala
Ala
Leu
90

Glu
vVal
Thr
Glu
Pro

170

Glu

Asp

Aan

Hia

Aan

155

Hia

Phe

Met

Asp

Leu
235

Hia

Leu

Arg

Leu

Ile

15

Asn

Asan

Glu

Ile

Arg

155

Leu

Glu

Ala

Ala

Ala

140

Gly

Ser

Ser

Pro

Aan
220

Gln

Val

Phe

Asp

60

Glu

Ser

His

Tyr

Val

140

Leu

val

Glu

val

125

Cys

Glu

Pro

Glu

Arg

205

Thr

Ser

Lys

Gln

45

Lys

Ser

Ser

Arg

Pro

125

Phe

Lys

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
190

Ser

TYr

vVal

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

Gly

Gly

Glu

Leu

Ser

160

Ala

Asn



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

195

Asp Ser Ala Leu Ile His Amp

210

215

Gln Val Arg Leu His Pro Leu

225

<210> 35
<211> 232
<212> PRT
<213> Enterohemorrhagic E.

<220>

<221> MI3C FEATURE
{2008)..(208)
<223> Xaa = Arg or

<222>

<400> 35

Met Arg
1

Ser Ser
Val Gln
His Asn

50

Thr Glu
65

Leu Lys

Val Met

Ser Asp

Gly Ile

130

Leu His
145

Ser Arg

Arg Thr

Lys Phe

Asp Ser

210

Gln Val
225

<210>
<211>
<212>

Pro

Met

Trp

35

Ile

Thr

Ser

Ala

Phe

115

Ser

Val

Ala

vVal

His

195

Ala

Arg

36
le8
PRT

Thr

Ser

20

Ile

Tyr

Gly

Glu

His

100

His

vVal

Phe

Glu

Gly

1e0

Glu

Leu

Ieu

Ser

Asp

Lya

Gln

Axg

Thr

85

Arg

Cys

Val

His

Ser

165

Glu

Ile

His

230

His

Leu Asn

Thr Asp

Asn Asn

Gln Ile
95

Val Leu
70

Val Val

Asp Ile

Asn Leu

Asp Phe
135

Asn Leu
150

Gln Lys

Gly Ala

Ile Gly

His Asp

215

Pro Leu
230

200 205

Asp Asn Thr Val Ser Leu Gly Phe Gln
220

Leu

coli

Leu Val Leu His Gln Ser Ser Arg Ser
10 15

Ile Glu Ser Leu Val Lys Ala Ser Ser
25 30

Pro Gln Leu Arg Phe Gln Gly Thr Asp
40 45

Glu Ala Ala Leu Asp Lys Ile Gly Ser
60

Leu Asn Ala Ile Glu Ser Ile Ser Arg
75 a0

Ile His Leu Asn Ser Ser Arg Leu Gly
90 95

Asp Ala Glu Asn His Arg Gly Thr Gly
105 110

Asn Ala Val Glu Tyr Pro Cys Gly Glu
120 125

His Ala Thr Ile Val Phe His Glu Leu
140

Azn Gly Glu Arg Leu Lys Val Glu Ser
155 160

Tyr Ser Pro Leu Leu Leu Glu Glu Ala
170 175

Phe Ser Glu Glu Val Leu Ser Glu Asn
185 190

Met Pro Arqg Arg Thr Ser Tyr Pro Xaa
200 205

Asp Asn Thr Val Ser Leu Gly Phe Gln
220

Leu

<213> Citrobacter rodentium



<400> 36

Tyr Phe Asn Glu

1

vVal

Lys

Glu

Ser

65

Val

Asp

Ile

Ann

Leu

145

Ile

Thr

Ala

Glu
50

Trp

Asp

Tle

Val

Arg

130

Asn

Ala

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

<400>

Asn

Glu

Tyr

Ser

Ser

65

Pro

Phe

Tye

Val

Leu

Met

Arg

50

Gly

Asp

Pro

Asp

Aan
130

Arg Gly
20

Arg Arg
35

Phe Lys
Leu Thr
Ser Leu
Cys Cys

100

Ile Val
115

Phe Ile
Tyr Glu

Arg Glu

37
154
PRT

Ser

val

Leu

Pro

val

Tyr

85

Lys

Tyr

Glu

Ser

Met
165

Pro

Ala

Ala

Ile

Ile

70

His

Ile

Arg

Leu

Pro

150

Gly

Aan

Glu

Tyr

Ser

535

Ser

Pro

Phe

Asn

Tyr

135

Glu

Glu

Val

Met
40

Arg
Gly
Asp
Pro
Asp
120
Asn

Leu

Ile

Citrobacter rodentium

37

Tyr Asp

Lys Gln
20

Gln Ala
35

Asn Glu

Lys Arg

Leu His

Lys Glu
100

Ser Pro
115

Ile Lys

Lys

Glu

Met

Ala

Pro

Ala

85

Asn

Leu

Arg

Lys

Gly

Tyr

Ser

Met

70

Asn

Gly

Asp

Tyr

Phe

Ser

Thr

55

Gly

Cys

Asp

Glu

Ile
135

Ile

Ile

val

40

Pro

Gln

Glu

Phe

Gln

120

Met

Tyr
Lya
25

Gln

Asn

Lys

Lys
105
Ser

Ile

Lys

Ser
Aan
25

Cys

Glu

Phe

Leu
105

Arg

Gln

Asp

Gln

Ala

Glu

Arg

His

90

Glu

Pro

Lys

Ala

Gly
10

Glu
Pro
Gly
Ser
Pro
90

Tyr

Ala

Glu

Lys

Glu

Met

Ala

Pro

75

Ala

Aan

Leu

Val
155

Val

Lysa

Glu

Ser

Val

75

Asp

Ile

Asn

Leu

Lys

Gly

Tyr

Ser

&0

Met

Leu

Asn

Gly

Asp

140

Lya

Thr

Ala

Glu

Asp

Ile

Val

Arg

Asn
140

Tyr
Phe
Ser
45

Thr
Gly
Cys
Asp
Glu
125

Ile

Ser

Arg

Arg

Phe

45

Leu

3er

Cys

Ile

Phe

125

Tyr

Ile
Ile
30

val
Pro
Gln
Glu
Phe
110
Gln

Met

Glu

Gly
Arg
30

Lys
Thr
Leu
Cya
Val
110

Ile

Glu

Ser

15

Asn

Cys

Glu

Phe

Leu

95

Leu

Arg

Gln

Met

val

15

Pro

Val

Tyr

Lys

85

Tyr

Glu

Ser

Gly

Glu

Pro

Gly

Ser

Pro

Tyr

Ala

Glu

Ile
160

Ala

Ala

Ile

Ile

Hisg

80

Ile

Arg

Leu

Pro

16y



Glu Leu Lya Ala Val Lys

145

<210>

<211>

<212>
<213>

<400>

36

224

PRT

150

Enteropathogenic

38

Met Ile Asn

1

Lys

Asp

Gly

Glu

65

Pro

Gly

Serx

Pro

Tyr

145

Ala

Glu

Ile

Ile

Tyr

Tyr

Ile

50

Lys

Glu

Ser

Val

Asp

130

Ile

Asan

Leu

Ile

Asp
210

<210>

<211>

<212>
<213>

<400>

Ala
Phe
35

Thr

Ala

Trp

Asp

115

Ile

Val

Arg

Asn

Ala

195

Ser

KL

224

PRT

Pro

Glu

20

Asan

Arg

Arg

Phe

Leu

100

Ser

Cys

vVal

Phe

Tyr

180

Arg

Tyr

Val

His

Glu

Gly

Arg

Glu

Thr

Leu

Cys

val

Ile

165

Glu

Glu

Met

Thr

vVal

Ser

Val

Phe

70

Prec

val

Tyr

Lys

Tyr

150

Glu

Leu

Met

Lys

Ser

Asn

Val

Pro

Ala

55

Ser

Ile

Ile

Asn

Ile

135

Arg

Leu

Pro

Gly

Tyr
215

Enterochemorrhaglc E.

39

Met Ile Asn Pro Val Thr Asn

i

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

Glu Met

coli

Thr Gln
Lys Asn
25

Aan Ile
40

Glu Leu

Tyr Met

Ser Arg

Ser Gly
105

Pro Asp
120

Phe Pro

Asn Asp

Tyr Asn

Glu Leu

185

Glu Ile
200

Ile Asn

coll

Thr Gln
Lys Asn
25

Asn Ile
410

Glu Leu

Ile

Gly Val
10

Ile Tyr
Tyr Aap
Lys Gln
Lys Thr

75

Asn Glu
90

Lys Arg
Leu Hils
Lys Glu
Ser Pro

155
Ile Lys
170
Lys Ala

Phe Ser

Asn Lys

Gly vVal
10
Ile Tyr

Tyr Asp

Lys Gln

Ser

Pro

Lys

Glu

60

Met

Ala

Pro

Ala

Asn

140

Leu

Arg

vVal

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

110

Cy=s

Asp

Glu

Ile

Ser

190

Pro

Lys

Ile

Ile
30

Tyr

Phe

Asn

15

Lys

Ile

Val

val

Pro

85

Gln

Glu

Phe

Gln

Met

175

Glu

Gly

Ile

Asn
15

Lys

Ile

val

Thr

His

Ser

Cya

80

Glu

Phe

Leu

Leu

Arg

160

Gln

Met

Glu

Glu

Thr

His

Ser

Asn

163



Glu

65

Pro

Gly

Ser

Pro

Tyr

145

Ala

Glu

Ile

Ile

Lys Ala

Glu Ala

Ser Trp

Val Asp
115

Asp Ile
130

Ile Val

Aan Arg

Ile Ala
195

Asp Ser
210

<210> 40
<211> 188
<212> PRT

<213>

<400> 40
Met Leu Pro Thr

1

Ile

Ile
65

Asn

Gln

Hin
145

Val

Ser Gly

His Asn
35

Phe Ala
50
Tyr Pro

Asn Val

Laeu Phe
115
Asp Lys

His Ser

Glu Gly

Arg

Phe

Leu

100

Ser

Cys

Val

Phe

Tyr

180

Arg

Tyr

Lys

20

His

Ile

Glu

Phe

Ala

100

Phe

Glu

Ser

Cys

Arg
Glu
a5

Thr
Leu
Cys
Val
Ile
165
Glu

Glu

Met

Ser

5

Glu

Phe

Tyr

Leu

Glu

85

Gly

Leu

Asp

Glu

Ser
165

Phe Ser
70

Pro Ile

Val Ile

Tyr Asn

Lya Ile

135

Tyr Arg
150

Glu Leu

Leu Pro

Met Gly

Lys Tyr
215

Gly Ser

Asn Pro

Leu Ser

Ser Cys
55

Arg Asp
70

Val Ile

Met Thr

His Ser
Trp Lys
135

Leu Tyr
150

Asp Asp

Tyr

Ser

Ser

Pro

120

Phe

Asn

Tyr

Glu

Glu

200

Ile

Citrobacter rodentium

Ser

Ser

Pro

Ala

Phe

Asn

Ile

Leu

120

Cys

Gly

Phe

Met

Arg

Gly

105

Asp

Pro

Asp

Aan

Leu

185

Ile

Asn

Ala

Thr

25

Glu

Arg

Val

Glu

Glu

105

Lys

Lys

Asp

Ser

Lys

Asn

20

Lys

Leu

Lys

Ser

Ile

170

Lys

Phe

Asn

Asn

10

Pro

Leu

Asn

Ser

Asp

90

Asp

Val

Val

Pro
170

Thr

75

Glu

Axg

His

Glu

Pro

155

Lys

Ala

Ser

Lys

Glu

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Arg

Lys

Tyr

Arg

155

Phe

Met

Ala

Pro

Ala

Asn

140

Leu

Axg

Val

Tyr

Leu
220

Tyr

Ser

Glu

Asp

60

Leu

Asp

Asp

Ile

Asp

140

Ala

Asp

Tyr

Ser

Met

Leu

125

Aan

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

Pro

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

Cya

Cya

Lys
175

Cys

60

Glu

Phe

Leu

Leu

Arg

160

Gln

Met

Glu

Glu

Tyr

Leu

Val

Asn

Arg

8o

Gly

Arg

Arg

Pro

Leu

160

Val

(¢



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

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

<400>

Ala

1

Thr

Glu

Arg

val

65

Glu

Glu

Lys

Lys

Asp

145

Ser

Asn

Pro

Leu

Asan

50

Ser

Asp

Asp

Val

Val

130

Leu

Pro

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

<400>

11
171
PRT

180

Citrobacter rodentium

41

Leu

Glu

Gln

35

Aan

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

vVal

Lys

Glu

Met

Glu

85

Ser

Glu

Leu

Ile

Thr
165

Trp

Ser

Leu

Arg

Asp

70

val

Tyr

Glu

Lys
150

Ile

Enteropathogenic

42

Met Leu Pro

1

Val

Aan

Ile

Asn

Ala

Ser

His

Val

50

Phe

Ser

Leu

Gly

Asn

35

Ser

Gln

Val

Arg

Thr

Arg

20

His

Ile

Glu

Phe

Ala
160

Ser

Gly

Phe

Tyr

Leu

Glu

85

Gly

Gly

Asn

Leu

Ser

Ser

70

Val

Met

Glu

Asp

Glu

55

Lys

Thr

Ile

Ser

Cys

135

Cysa

Lys

Ser

Pro

Ser

Cya

55

Ala

Arg

Thr

Tyr

Leu

Val

40

Asn

Arg

Gly

Arg

Arg

120

Pro

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

Asp

His

Glu

Asp
170

Asn
10

Pro

Leu

Aan

Ser

Asn
90

Asp

Gly

Asn

Ala

Pre

Val

75

Arg

Phe

Lys

Ser

Gly

155

Leu

Leu

Glu

Gln

Asn

Gly

75

Thr

Arg

Lya

His

Ile

Glu

Phe

Ala

Phe

Glu

Ser

140

Cys

Tyr

Ser

Asp

Asan

60

Leu

Asp

Asp

Glu

Phe

Tyr

45

Leu

Glu

Gly

Leu

Asp

125

Glu

Ser

Ser

Val

Lys

45

Glu

Met

Glu

Ser

Aan

Leu

30

Ser

Arg

vVal

Met

His

110

Leu

Asp

Trp

Ser

30

Leu

Leu

Asp

Val

Tyr
110

Pro

15

Ser

Cys

Asap

Ile

Thr

95

Ser

Lys

Tyr

Asp

Met
15

Glu

Asp

Glu

Lys

Val

85

Ile

Ser

Pro

Phe

Asn

8o

Ile

Leu

Cys

Gly

Phe
160

Tyr

Leu

Val

Glu

Arg

Gly

Arg



Asp

Gln

His

145

Val

Leu
Gly
130

His

Glu

Phe
115
Lys

Ser

Gly

Phe

Glu

Ser

Cys

Pro Asp Leu Thr

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

<400>

43

189
PRT
Enterohemorrhagic E.

43

Met Leu Pro

‘1

val

Asn

Met

Ile

65

Ala

Asp

Gln

His

145

val

Pro

Ser

His

Val

a0

Phe

Ser

Leu

Leu

Gly

130

Hia

Glu

Asp

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>»

<400>
agatctgaag gagatattat gaacattcaa ccgaccatac

Gly

Asn

s

Ser

Gln

Val

Arg

Phe

115

Lys

Ser

Gly

Leu

44
40
DNA
Arrificial

44

180

Thr

Arg

20

His

Ile

Glu

Phe

Ala

100

Fhe

Glu

Ser

Cys

Thr
180

Asp
Glu
Ser

165

Tyr

Ser

Gly

Phe

Tyr

Leu

Glu

85

Gly

Leu

Asp

Glu

Ser

165

Tyr

His

Ser

Leu

150

Asp

Asn

Ser
Lys
135
Tyr

Asp

Lys

Leu
120
Cys
Gly

Phe

Gly

Lys

Lys

Asp

Asn

Ser
185

coll

Gly Ser Ser

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

Ser

Pro

Ala

Phe

Aan

Ile

Leu

120

Cys

Gly

Phe

Gly

Ala

Thr

25

Glu

Arg

vVal

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
Tyr
Arg
155

Phe

Gln

Glu

Gln

Asan

Gly

Thr

A-g

Lys

Tyr

Arg

155

Phe

Gln

Ile
Asn
140
Ala

Asp

Cys

Tyr

Ser

Asp

Asn

60

Asp

Asp

Ile

Asn

140

Ala

Asp

Cya

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
Pro
Leu

160

vVal

Tyr

val

Glu

Arg

Gly

Arg

Arg

Pro

Leu

160

Val



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

<220>
<223>

<400>

ctcgaggact cttgtttctt cgattatatc aaag

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

<220>
<223>

<400>

45

34

DNA
Artificial

primer Z6024R
45

46

20

DNA
Artificial
pPrimer NT10

46

ccggtacctc taaccattga cgcactcg

<210>
<211>
<212>
<213

<220>
<223>

<400>

aacctgcaga actaggtatc tctaatgcc

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

<220>
<223>

<400>

aacctgcagc tgactatcct cgtatatgg

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

<220>
<223>

<400>

47

29

DNA
Artificilal

primer NT11

17

48

29

DNA
Artificial

primer NT12
48

49

27

DNA
Artificial
primer NT13

49

ccgagctcag gtaatgagac tgtcagc

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

<220>
<223>

<400>

50

22

DNA
Artificial

primer dellF

50

ggtaccacca cacagaataa tc

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

51

26

DNA
Artificial

34

28

259

29

27

22

Licke



<220>
<223> primer dellR

<400> 51
cgctagecta tatactgectg ttggtte

<210> 52

<211> 28

<€212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer del2F

<400> 52
gctagctgac aggcaactct tggactgg

<210> 53

<211> 2%

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer del2R

<400> 53
gagctcaaca taatttgatg gattatgat

<210> 54

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 54
ttccatatga acattcaacec gacc

<210> 55

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificlal

<220>
<223> primer

<400> 55
ggaattcaat aatagctgcc atcc

<210> 56
<211> 135
<212> PRT
<213> Salmonella

<400> 56

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

Tyr Asn Gly Glu Pro Leu Tyr Ile Leu Val Ser Leu Trp Cys Lys Leu
20 25 30

Gln Giu Lys Trp Ile Ser Arg Asn Asp Ile Ala Glu Ala Phe Gly Ile
a5 40 45

Asn Leu Arg Arg Ala Ser Phe Ile Ile Thr Tyr Ile Ser Arg Arg Lys
50 55 60

A2

28

29

24

24



Glu Lys Ile Ser Phe
65

Tyr Lys Arg Leu Glu
a5

Pro Thr Glu Ser His
100

vVal Gly Asn Gly Ile
115

Met Arg Arg Lys Lys
130

<210> 57
<211> 131
<212> PRT

Arg Val

Ile Phe

Val Ser

val Gly

Glu Ser
135

<213> Enterobacteriaceae

<400> 57

Met Cys Glu Gly Tyr
1 5

Trp Met Met Ala Glu
20

His Phe Asp Ile Glu
35

Leu Ser Glu Val Thr
50

Lys Leu Glu Gly Arg
65

Asp Ile Asp Glu Gln
a5

Lys Leu Val Gly Val
100

Thr Glu Leu Aan Arg
115

Met Arg Arg
130

<210> 58
<211> 170
<212> PRT

Val Glu

Asn Arg

His Ser

Glu Ile

55
Gly Cys
70
Ile Tyr

Arg Lys

Glu Gln

Arg

Ile

Thr

Gln
120

Lys

Trp

Lys

40

Ser

Gln

Ala

Thr

Lya
120

<213> Citrobacter rodentium

<400> 58

Met Cys Pro Asp Asn
1 5

Asn Asp Ile His Tyr
20

Pro Val Ser Val Arg
35

Ala His Trp Cys Leu
50

Ala Glu Ala Phe His
65

Thr Hls

Pro Gly

Gln Tyr

Leu Gln

55

Ile Thr
70

Ala

Gln

Ala

Gln

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

Lysa
10

Asn
Glu

Trp

Arg

Ser
75
vVal

Lys

Ile

Tyr

Asan

val

Arg

75

Arg

Ile

Met

Gln

His

Pro

vVal

Ala
75

Tyr

Asn

Arg

Trp

Leu

Arg

Thr

Lys

60

Leu

Asn

Pro

Met

Tyr

Asp

Gln
60

Ser

Gly

Leu

Lys

Aan
125

Leu

Glu

Leu

45

Met

Val

Asn

Ala

Leu
125

Leu
Ala
Tyr
45

Arg

Tyx

Aan

Glu

Thr

110

Giu

Ile

Ile

30

Thr

Ile

Lys

Ser

Val

110

Ser

Thr
Cys
30

Ile

Asn

Leu

Leu
Ala

95

Met

Ala
15

Ser
Tyr
Pro
val
Arg
95

Pro

Lys

Pro
15

Phe
Ile

Gln

Ile

His
80
Ala

Arg

Ile

Glu

Ile

Tie

Asn

vVal

80

Glu

Leu

Ser

Gly

Ile

val

Ile

Ala
80



Tyr Leu Arg Ser Lys Thr Ser

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>
<223>

(9).
Xaa

<400> 59

as

Asn Lys Ala Arg

100

Pro Thr Pro Ser

Lys Arg Arg Val

Asn Arg Leu Cys

120

135

150

Glu Asp Glu Asp Asp

165

MISC_FEATURE

Citrobacter rodentium

Ile or Leu

Arg Val Val Ser

90

Arg Tyr Glu Ile

105

Thr Arg Arg Glu

Gly Asn Gly Asp

Ser Asn Arg Asn

155

Gly Thr
170

Gln Gln Glu Asn Ala Pro Ser Ser Xaa Gln Thr

1

<210> 60

<211> 981
<212> DNA
<213>

<400> &0
atgctttcac
tgtcaaacgg
cctattcttt
atagttaata
agtgatcgta
ttttcaaaat
ttcagtatgt
ttacgaactg
gaaatttcaa
tggtttgatt
tataatacaa
atgatactta
gatcgtcgta
catecctgctc
tatgatggtt
aatcattttt
tatacatgca

<210> 61

<211> 531
<212> DNA
<213>

<400> 61

atgaatgtec
gagactgtca
gggggattgc
gataggatgc
gacaaaatat
tctattcagt

5

cgataaggac
tttcttttge
ttcagtggtt
ctaagcagca
tgataggtat
tggaacgaga
atgacagaaa
aagacaaaag
aggcgcagga
tcttcagaaa
agaatcacgg
caggtaagct
atgatagtgt
tacttgaggg
tggggaaagg
gtgactttat
gttcatggta

ttcgagetca
gcattgtatt
ttactgagtt
tcagtatgct
ctcaatgtaa
gtccaattac

Enterochemorrhagic E. coll

aactttccat
aggaaaggaa
tgaacctaat
tccctattta
ttttgttgat
ttttgaaaat
actatcagat
agatgaatac
ttctttgatt
tttagcetta
tatttcatte
tggtacaata
aaatattgaa
actttetttt
agttaagaaa
tgagtttaac
a

Entercohemorrhagic E. coll

agtagcatct
taatgaaacc
attcctttat
ttcggactca
gtttcctgtt
actagagaga

10

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

agcggtcgag
gatgggecgtt
gggtttaata
ggtgaagcac
agttcaggaa
cccgaagaag

Ile Cys Arg His Gln

95

Tyr Val Tle Arg Val

110

Lys Ala Gly Pro Pro

125

Arg Ser Met Ala Asn

140

Ala Gly Lys Ile Leu

Arg

atatagtgca
aggtcatiga
ataagaaaga
caaatgcgge
cagtcaacca
tctatcggga
atattatatg
tgttagagaa
caaagaaaag
gagagatatt
gtatctatct
atggaatttc
taattgttaa
aagtagatgc
ttacaccatt
taatcatgaa

gggagtttac
ttctatcecag
acggccctga
aatcgcaaga
atttccagtg
gagtgtttgt

160

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

attaggtaat
cggcagtagt
agctcttege
gagtattcag
cccgccagag
caaaaattca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
98l

60
120
180
240
300
360



gatagttcgg cagtatgctg cttatttgat
ggctcatatc atccactgac ccgagaacca
aaatgtgttt atgatcctat caagggaaac

<210>» &2

<211> 912
<212> DNA
<213>

<400> 62

atgttatege
acttcgecetg
gggacgcaag
tgcgttacaa
cctaagggag
actatagaaa
cagccggagt
aaatcacccg
atggaagata
acaagcgaag
aatgataatg
gatattccat
gagaaaaaag
agaaatgaat
gaacatcaag
agtaagatat

<210> 63

<211> 882
<212> DNA
<213>

<400> 63

atgttatecge
acttcgccectg
ggggcgcaay
tgcgttacaa
cctaaggggg
gctatggaaa
ccgccagagt
aaagggggga
tttactacat
tatggtgceg
atggataaaa
catgctattt
acagagacaa
tettataatg
ggaaagcaag

<210> 64

<211> 153
<212> DNA
<213>

<400> 64

cctcttctat
ataatecgtgt
taacggttgg
gagaaagtca
agattagcag
gaggctctgt
tacctccage
tgccaggtaa
caacaaaagt
ttcgttgtet
gaaatgttat
cattaccagc
gaattctttt
ttaatccaat
tcatgcaatc
aa

catattctgt
ataatcgtgt
taaaggttgg
gagaaagtea
agattagcag
gaggcattgt
taccgagtgt
acgctgtagt
ctcaaagcaa
ggagtgcaga
taaatggaga
acgatatgtt
atgtcttata
tttccgaceg
atcttattag

Enterohemorrhaglic E. coll

aaatttggga
tttatcctcet
caacagaaca
tagtggttgt
aaaaattgag
tcattcqgaac
ggattatact
tgttattggt
gttgaagatyg
caatcagtat
tggtattaga
acaagctgaa
tgttgataca
agatatatca
ttatcacgga

Enterohemorrhagic E. coli

aaatttggga
tttatcctct
caacagaaca
tagtggttgt
gaaaattgag
tcattcgaac
ggactataac
atatgaagat
tgaagaggtg
aaaaatatat
atcgctttta
tgatagactg
tgaccgcgeg
ttcatggagt
tgtggtatta

Enterchemorrhagic E. coli

atggtaatgc ctggattagt atcatatata
gagatgcgtc agcaggtaat ggaagggcag
gttagagttt cttatttatt tcaattgcat

<210> 65

<211> 576
<212> DNA
<213>

<400> 65

atgccattaa
gcccgaattg
gtgtatgatt
gagttattgce
atgcttteqgg

cctcagatat
tagccaatgg
ctactaatgg
ttttgggatt
actcaggtga

Enterochemorrhagic E. coli

tagatcacat
gcgcggagat
gcgcttttca
taatagtggt
agcacaatcg

tttgatgcat
ataacggcat
ttcattataa

tgttcatgga
gtaagggatg
tatcgtgttg
tttactaatc
gctatgctga
agacctgatt
caatcagagt
aaaggtggta
tttactatat
tatggttccg
atgaataaaa
caggctattt
acagaaacaa
tcttataatg

ggaaagctgyg

tgttcatgga
gtaagggatg
tatcgtgttg
tttactaate
gtcatgctga
agacctgatt
aggttgtcag
gctgaggatg
acaagcgaaq
ggcaataatg
aatatttcgt
gagcaaaaag
aagaatgagt
gaaagtcaaa
agtaaaattt

tcatcgactt

attggtggat
taa

tcatttaacc
attacagtcg
tccagtggcg
cctcgagccce
caagagagta

tttctcgttt
caatgattat
aagatagtta

attctttaac
ctgctgttca
tggtcactga
tgttgcacag
atacatcgcec
tacctccagt
tgccqagggt
atgctgtegt
ctcaaagcca
ggagtgcaga
taaatgggga
acgatatgtt
atgttttata
tttctgatat
atcttattag

actctttaac
ctgcagttca
ttgccaccga
tgttgcacag
atgcatcacc
tacctcectgt
tacctggtaa
caacaaaagt
ttcgttgett
gtgatattat
ccttgccage
gaattctttt
ttaatccaat
taatgcaatc

ag

cattcgcgaa
ttctoctggg

ttgygygtgga
gtggtgaaac
gtaatggcgg
ttggtgagag
ttcagaacaa

agctagtgaa
aagtcctgat
a

cagaaacctg
ctctgatage
taataagttt
gttgggatgg
agtgagcacg
ggattatgcg
tagcaacaat
gtatgaagat
tgaagaggtg
gaaaatatat
atctettttg
tgacagactg
tgatcgtatg
ttcatggagt
tgtagtatta

cagaaacctg
ttctgataat
taataagttt
gctgggatgg
agtgagcgct
tgattatgca
tgttattggc
cctgaagatyg
caaccaatat
tggtattaga
acaggcetgag
tgtcgataca
agatatatca
ttatcatgge

tgagatggcy
aggggagaga

ggttgttcgt
tgtcagtatt
attgctttct
aatgctaagt
aatatectcaa

420
480
531

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
912

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
882

60
120
153

60
120
180
240
300

1



tgtaagtttt
attacactqgg
tgtactttat
ctgacccggg
gataccagag

<210> 66

<211> 630
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 66
atgcctgtta
tctttgcagg
tattctgttc
ttactggata
aggcaattaa
atggcagaac
tgtgtatttg
ataacgctgg
tgctctectat
ctgagtcgag
gcaaaaagag

<210> 67

<211> 642
<212> DNA
<213>

<400> 67

atgcctgtag
caagaaacct
ggtgagttga
aaccaggatg
gaacgtacac
gagatgctcg
attgaagtat
acatgccctg
tcaaatgttt
gctcatcctt
gcttttgact

<210> 68

<211> 642
<212> DNA
<213>

<400> 68

atgcctgtag
caagaaacct
ggtgagttga
aaccaggatg
gaacgtacac
gagatgctcg
attgaagtat
acatgccctyg
tcaaatgttt
gctcatcctt
gcttttgacc

<210> 65

<211> 630
<212> DNA
<213>

ctgtttgtec
agcagcctga
ttgatgcecge
aaccaataac
gaaacttcat

misc_feature
{439} .. (439)
n = any nucleotlde

ccaccttaag
atgcagccag
actatgtcca
ggctattggg
atggaggtgt
acagagaaaa
gaacggattc
acacacctna
atgataagga
aacctataac
aagctttttg

atttaacgec
tgtctgagat
tggtgtcaat
gtttatcgaa
ttaatcatgg
aaaatatgga
gtgcatttaa
ttacattatg
gtatgttgta
tgagcaggga
ctgacagagg

atttaacgcc
tgtctgagat
tggtgtcaat
gtttatcgaa
ttaatcatgg
aaaatatgga
gtgcatttaa
ttacattatg
gtatgttgta
tgagcaggga
ctgacagagg

agagagactt
aaaaggtatt
tgecattttet
ggcatcaata
tataaagggt

Enterohemorrhagic E. coli

tatcccaagt
acttgaaagt
actactggat
gcgtgagcat
cgatttttta
taaaacaggt
taatcacttt
gactggagtg
tgcgttagtg
agaatcaatg
ttgtaagtga

Enterohemorrhagic E. coll

ttatatttta
acgtaatcag
acgacctatg
tgataacate
tagtttgaca
attgectttct
tgtggagcat
tgaaccagaa
tgataaaatyg
atcaatcgca
taacttcgtt

Enterohemorrhagic E. coli

ttatatttta
acgtaatcag
acgacctatg
tgataatatce
tagtttgaca
tttgetttce
tgtggagcat
tgaaccagaa
tgataaaatg
atcaatcgca
taacttcgtt

Enterohemorrhagic E. coll

cagtgccecgce
tttgtgaaga
cgtttggttg
attgtaaaac
aattga

atatctcaat
ggaataagaa
ggattttcag
cgaatggata
agtagtgtta
aataasatat
tcttgececcgg
ttcatgagaa
caacttgttg
attatgagaa

cctggggtta
actattegtg
caggtaaatg
cagattggcc
agccgtgaag
aactaccagt
gcacaattgce
gatggggtat
tcattaatat
gtttcaatga
ttaaaaaatt

cctggggtta
actattcegtg
caggtaaatyg
cagattggcec
agccgtgaag
aactaccagt
gcacaattge
gatggggtat
gcattaatac
gtttcaatga
ttaaaaaatt

ttgaggctat
attcagatgg
gtgaaggctt
atgaagaatg

tatctcctge
tatccattgg
ttgaaccggt
gaagggctgt
ataactattt
taatggaaaa
agtcattttt
actcacgagg
aaactggtgg
aagacgaatg

gttttttgte
gagaagctca
gatattttat
ttcaatatat
ttacagtact
tagaggagtt
aagtgccaga
ttatgaggaa
atcttgttaa
ttgtaggaag
aa

gttttttgte
gagaagctca
gatattttat
ttcaatatat
ttacagtact
tagaggagtt
aagtgccaga
ttatgaggaa
atcttgttaa
ttgtaggaag
aa

tcagtgtcca
ttcagatgta
accccaccca
catttatgac

aagagtacag
tagtggccaa
gagaggaggc
ggctctggaa
tcagagtgtc
aataaattct
gacatgceccg
tgctgagata
aactcatcct
tcactttgat

tgacattcct
agtaagactg
gggaagtctt
agaacatatt
gcgtgaaatt
gttagataaa
gagcttacga
ttcaatgaat

aacaagggcg
agataattgt

tgacattcct
aataagactg
gggaagtctt
agaacatatt
gcgtgaaatt
gttagataaa
gagcttacga
ttcaatgaat
aacaagggcg
agataattgt

360
420
480
540
576

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
630

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
642

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
642



<400> 69

atgcctgtta
tctttgcagg
tattctgttc
ttactggata
aggcaattaa
atggcagaac
tgtttattta
ataacgctgg
tgctetctat
ctgagtcgag
acaaaaagaqg

<210> 70

<211> 576
<212>
<213>

<400> 70

atgccattaa
gcccgaattg
gtgtatgatt
gagttattgc
atgctttcygg
tgtaagtttt
attacactgg
tgtactttat
ctgaccegqgg
gataccagag

<210> 71
<211> 510
<212>
<213>

<400> 71

atggacgcett
gaactagccg
tcatttcttyg
aatgataaca
attgaagaaa
caacgaggtg
atggctcttt
acattatcaa

acggtgagga

<210> 72
<211> 231
<212>
<213>

<400> 72

DNA
Enterchemorrhagic E. coll

DNA
Enterohemorrhagic E. colil

DNA
Enterohemorrhagic E. coli

ccaccttaag
atgetgccag
actatgtcca
ggctattggg
atggaggtgt
acagagaaaa
gacctgattc
acacacctga
atgataagga
aacctataac
aagctttttg

cctcagatat
tagccaatgg
ctactaatgg
ttttgggatt
actcaggtga
ctgtttgtee
agcagcctga
ttgatgcege
aaccaataac
gaaacttcgt

ttattgtaga
atatcattag
atgtattcag
gaattgaatt
tgtcttacat
tttttttaag
ctcgtataat
tgcttgtgge
gtgattgtta

tatcccaagt
acttgaaagt
gctactggat
gcgtgagcat
cgatttttta
taaaacaagt
taatcacttt
gactggggtg
cgegttagtg
agaatcaatg
ttgtaagtga

tagatcacat
gcgcggagat
gcgettttca
taatagtggt
agcacaatcg
agagagactt
aaaaggtatt
tgcattttcet
ggcatcaata
tataaagggt

tcctgtticaa
attggctgat
tacatatatg
gttacagcgg
agatgaagca
aaatgctgaa
taatgatggg
cagagagcag
ttcagtgtag

atggcagacc gcaaacagca ccgcegcetate
aaccgcagac tttcccgege atcacgegtce
gagcgcagece acgcactatc aaacatttat
gatctgcacg agtttcaaca gctcatccag

<210> 73

<211> 176
<212> PRT
<213>

<400> 73

Enterohemorrhagic E. coli

atatctcaat
ggaataagaa
ggattttcag
cgaatggaga
agtagtgtta
aataaaatat
tecttgcecgg
ttcatgagaa
caacttgttg
attatgagaa

teatttaatc
attacagtcg
tccagtggcg
cctegagecce
caagagagta
cagtgcccge
tttgtgaaga
cgtttggttg
attgtaaaac
aattga

gggqaactat
tctgttgaaa
gggcaggtta
cgattacatt
ttacagtgcc
ggttccagag
atgcatcacc
tgtgagtttg

gcggagegte
gcgcaaatca
tecegectetyg
cagcaaaaca

Met Asn Val Leu Arg Ala Gln Val Ala Ser Ser

1

5

10

Thr Leu Gly Asn Glu Thr Val Ser Ile Val Phe
25

20

tatctcctge
tatccattgg
ttgaaccggt
gaagggctgt
ataactattt
taatggaaaa
agtcattttt
actcacgagg
aaactggtgg
aagatgaatg

ttggggtgga
gtggtgaaac
gtaatggcgg
ttggtgagag
ttcagaacaa
ttgaggctat
attcagatgqg
gtgaaggctt
atgaagaatg

attcgggttt
atcaattgaa
tttctgaatt
catgttcatt
cgattacgct
tatgtagttt
cactaagcag
attgcagtat

gtcacateca
tgcacatcaa
ttttcagcta
aactccatta

aggagtacag
tagtggccaa
gagaggaggc
ggctctggaa
tcagagtgtc
aataaattct
gacatgcccg
tgctgagata
agctcatecct
tcactttgat

ggttgttegt
tgtcagtatt
attgctttcet
aatgctaagt
aatatctcaa
tcartgtcca
ttcagatgta
accccecaccca
catttatgac

aagccataca
tggaggcaat
tatgcatagt
tttagttaat
ggcaattect
atatgatgaa
agagccaata
cggtcacttt

gactgaaatc
tatgctgcat
tetggeggat
a

Gly Arg Gly Glu Phe

15

Asn Glu Thr Asp Gly

30

60
120
180
240
300
360
420
400
540
600
630

60
120
180
240
300
360
420
480
540
576

60
120
180
240
300
360
420
480
510

60
120
le0
231

LA



Ser

65

Cys

Glu

Phe

Pro

145

Lys

Phe
Tyr
50

Met
Lys
Pro
Gly
Asp
130

Leu

Cys

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Leu
35

Gly

Ile

Pro

Val

115

Phe

Thr

Val

74

303
PRT
Enterohemorrhagic E.

74

Met Leu Ser

1

Thr

Asp

Arg

Glu

65

Pro

Pro

Asp

Tyx

Pro

145

His

Arg

Ala

Thr

50

Ser

Lys

Val

Leu

Thr

130

Gly

Glu

Glu

Asn

Ala

35

Tyr

His

Gly

Ser

Pro

115

Gln

Asn

Asp

Glu

Ser

Phe

Ser

Ser

Glu

100

Phe

Asp

Arg

Tyr

Pro

Leu

20

vVal

Arg

Ser

Glu

Thr

100

Pro

Ser

Val

Thr

Val
180

Ser

Asn

Asp

Gln

a5

Ser

val

Ala

Glu

Asp
165

Ser

Thr

Hias

Val

Gly

Ile

85

Thr

Val

Glu

Ile

Thr

165

Thr

Gly
Asn
Ser
70

Cys
Ile
Lys
Phe
Pro

150

Pro

Ser

Ser

Ser

Val

Cys

70

Ser

Ile

Asp

Leu

Gly

150

Lys

Ser

Ser
Gly
55

Gly
Lys
Gln
Asn
Ser
135

Ile

Ile

Ile

Pro

Asp

Val

55

Phe

Arg

Glu

Tyx

Pro

135

Lys

Val

Glu

Ser

40

Pro

Glu

Phe

Cya

Ser

120

Arg

Thr

Lys

Gly

Glu

Ala

Pro

Pro

105

Asp

Leu

Ala

Gly

coli

Asn

Asp

Ser

40

Thr

Thr

Lys

Arg

Ala

120

Arg

Gly

Leu

Vval

Leu
Asn
25

Gly

Asn

Ile

Gly

105

Gln

Val

Gly

Lys

Arg
185

Gly

Ala

Gln

val

90

Ile

Ser

Ala

Ser

Aan
170

Gly
10

Arg
The
Asn
Leu
Glu
S0

Ser
Pro
Ser
Aan
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

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

Tzp

Ser

Thr

45

Cys

Arg

Leu

Ser

Pro

125

Lya

Val

Ile

Gln

Glu

Arg

Asn

Arg

110

Cys

Ser

Ser

Lys

Asn
Ser
30

Val

vVal

Asan

Asn

110

Pro

Ser

Tyr

Ser

Tyr
150

Leu

Met

Ile

Phe

95

Pro

Cys

Tyr

Pro

Asp
175

Ser
15

Val
Gly
Thr
Gly
Thr

85

Arg

Pro

Glu

Gln
175

TYyr

Phe

Leu

Gln

80

Gln

Glu

Leu

His

Asp

160

Ser

Leu

Arg

Asn

Arg

80

Ser

Pro

Asp

Val

Asp

160

Ser

Gly

1

1A



Ser

Gly

Ile Arg

Leu
225
Glu
Tyr

Aan

His

210

Pro

Lys

Asp

Val

Gly
290

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

<400>

Ser
195
Met
Ala
Lys
Arg
Ser

275

Gly

75
293
PRT
Enterohemorrhagic E.

15

Met Leu Ser

1

Thr

Glu
65

Pro
Pro
Asp
Tyr
Ala
145

Phe

Phe

Leu

Arg
Ala
Thr
50

Ser

Lys

Val

Asn
130
val
Thr
Aan

Gly

Leu
210

Asn

Ala

35

Tyr

His

Gly

Ser

Pro

115

Arg

Val

Thr

Gln

Asp

195

Asn

Ala

Aan

Gln

Gly

Met

260

Asp

Lys

Pro
Leu
20

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

Ile

Ile

Glu

Lys

Ala

Ile

245

Arg

Ile

Leu

Tyr

Thr

His

Val

Gly

Ile

a5

Ala

val

Ser

Glu

Gln

165

Tyr

Ile

Ser

Lya
Ile
Glu
230
Leu
Asn

Serx

Asp

Ser

Ser

Ser

Val

Cys

70

Ser

Met

Asp

Val

Asp

150

Ser

Gly

Gly

Sex

Ile

Asn

215

Gln

Phe

Glu

Trp

Leu
295

Val

Pro

Asp

Ala

55

Phe

Arg

Glu

Tyr

Pro

135

Ala

Asn

Ala

Ile

Leu
215

Tyr
200
Gly
Ala
val
Phe
Ser

2080

Ile

Asn

Glu

Ile

Asp

Asn

265

Glu

Ser

coli

Asn

Asp

Asn

410

Thr

Thr

Lys

Arg

Ala

120

Gly

Glu

Glu

Gly

Arg

200

Pro

Leu
Asn
25

Gly
Asp
Asn
Ile
Gly
105
Pro
Asn
Asp
Glu
Ser
185

Met

Ala

Asp

Ser

Tyr

Thr

250

Pro

His

val

Gly

10

Arg

Ala

Asn

Leu

Glu

90

Ile

Pro

Val

Ala

val

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
apo

Ser
Leu
Val
Phe
64

His

Met

His

Gly
140
Lys
Ser
Lys

Ile

Glu
220

Asn
205
Asp
Phe
Thr
Ile
Met

285

Ser

Trp

Ser

Lys

45

Cys

Arg

Leu

Ser

Pro

125

Lys

val

Glu

Ile

Asn

205

His

Val
Ile
Asp
Aszn
Ser
270

Gln

Lys

Aan
Ser
30

Val
vVal
Leu
Asn
Asn
110
Ser
Gly
Leu
val
Tyr
150

Gly

Ala

Ile

Pro

Arg

Val

255

Ser

Ser

Ile

Ser
15

vVal
Gly
Thr
Gly
Ala
95

Arg
val
Gly
Lys
Arg
175
Gly

Glu

Ile

Gly

Serx

Leu

240

Leu

Tyr

Tyr

Leu

Arg

Asan

Arg

Trp

Ser

Pro

Asp

Asn

Met

160

Cys

Arn

Ser

Ty:r

18C



Asp Met
225

Thr Glu
Ile Asp
Gln Ile
Val Leu
290
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Phe Asp Arg

Thr Asn Val

245

Ile Ser Ser

260

Met Gln Ser

275

Ser Lys Ile

76
50
PRT

Leu
230
I.eu

Tyr

Tyr

Glu

Tyr

Asn

His

Enterchemorrhagic E.

76

Met Val Met Pro Gly Leu Val

1

5

Asn Glu Met Ala Glu Met Arg

20

Gly Phe Leu Leu Gly Gly Glu

Leu His
50

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

Met Pro
1

Glu val

Val Gly

Phe Ser
50

Leu Gly
63

Lys Ile

Pro Leu

Gly Ile

130

Asp Ala
145

35

77
191
PRT

Enterchemorrhagic E.

7

Leu

Val

Gly

35

Ser

Phe

Ser

Ser

Glu

115

Phe

Ala

Thr

Arg

Glu

Ser

Asan

Asp

Gln

100

Ala

val

Ala

Ser

Ala

Thr

Gly

Ser

Ser

85

Cys

Ile

Lys

Phe

Asp

Arg

Val

Gly

Gly

70

Gly

Lys

Gln

Ser
150

Ile

Ile

Asn

55

Pro

Glu

Phe

Cys

Ser

135

Arg

Gln Lys

Asp Arg

Val Ser
265

Gly Gly
200

colil

Ser Tyr

Gln Gln
25

Arg Val

coli

Arg Ser
Val Ala
25

Ile Val
40

Gly Gly

Arg Ala

Ala Gln

Ser Val

105

Pro Ile
120

Asp Gly

Leu Val

Gly Ile Leu Phe

250

235

Ala Lys Asn

Asp Arg Ser

Lys Gln As=p

Ile Ser Ser

10

Val Met Glu

Arg Val Ser

His

10

Asn

Tyr

Leu

Leu

Ser

Cya

Thr

Ser

Gly

Ser

Gly

Asp

Leu

Gly

75

Gln

Pro

Leu

Asp

Glu
155

Phe

Arg

Ser

Serxr

60

Glu

Glu

Glu

Glu

Val

140

Gly

Glu

Trp

Leu
285

Thr

Gly

Tyr
45

Asn

Gly

Thr

45

Glu

Arg

Ser

Arg

Gln

125

Cys

val

Phe

Ser

270

Ile

Ser
Gln
30

Leu

Leu

Asp

30

Aan

Leu

Met

Ile

Leu

110

Pro

Thr

Pxe

Asp
Asan
255

Glu

Ser

Phe
15
Ile

Phe

Gly

15

Ile

Gly

Leu

Leu

Gln

95

Gln

Glu

Leu

His

Thr
240
Pro

Ser

Vval

Ala

Gly

Gln

Val

Thr

Arg

Leu

Ser

80

Asn

Cys

Lys

Phe

Pro
160

1ol



Leu Thr Arg Glu Pro Ile Thr

165

Cys Ile Tyr Asp Asp Thr Arg

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

180

78

209

PRT
Enterohemorrhagic E.

MISC_FEATURE
(147)..{147)
Xaa = any amino acid

78

Met Pro Val Thr Thr Leu Ser

1

Ala Arg Val Gln Ser Leu Gln

20

Arg Ile Ser Ile Gly Ser Gly

35

Leu Asp Gly Phe Ser Val Glu

55

Leu Leu Gly Arg Glu His Arg

65

70

Arg Gln Leu Asn Gly Gly Val

85

Phe Gln Ser Val Met Ala Glu

100

Ile Leu Met Glu Lys Ile Asn

115

His Phe Ser Cys Pro Glu Ser
130 135

Thr Pro Xaa Thr Gly Val FPhe

145

150

Cys Ser Leu Tyr Asp Lys Asp

165

Gly Thr His Pro Leu Ser Arg

Arg Lys

Lys

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

<400>

180

Asp Glu Cys His Phe
195

79
213
PRT
Enterohemorrhagic E.

79

Met Pro Val Asp Leu Thr Pro

1

5

Ala Ser Ile Ile Val Lys His Glu Glu

170

175

Gly Asn Phe Ile Ile Lys Gly Asn

coli

Ile

Asp

Gln

40

Pro

Met

Asp

His

Ser

120

Phe

185

Pro

Ala

25

Tyr

Val

Asp

Phe

Arg

105

Cys

Leu

Met Arg

Ala

Glu

Asp
200

coli

Leu

Pro
185

Ala

Ser Ile
10

Ala Arg

Ser Val

Arg Gly

Arg Arg
75

I.eu Ser
90

Glu Aan
Val Phe
Thr Cys
Asn Ser

155

vVal Gln
170

Ile Thr

Lys Arg

Ser

Leu

His

Gly

60

Ala

Ser

Lya

Gly

Pro

140

Arg

Glu

Glu

Gln

Glu

TYE

45

Leu

val

Val

Thr

Thr

125

Ile

Gly

val

Ser

Ala
205

190

Leu
Ser
30

val

Ala
Asn
Gly
110
Asp
Thr
Ala
Glu
Met

190

Phe

Ser
15

Gly
Gln
Asp
Leu
Asn
95

Asn
Ser
Leu
Glu
Thr
175

Ile

Cys

Pro

Ile

Leu

Arg

Glu

80

TYE

Lys

Aan

Asp

Ile

160

Gly

Met

Cys

Tyr Ile Leu Pro Gly Val Ser Phe Leu

10

15

18t



Ser

Pro

Leu

65

Glu

Leu

Gln

Glu

Thr

145

Ser

Lys

Met

Phe

Asp

Gly

Met

50

Ser

Arg

Arg

Leu

His

130

Leu

Asn

Thr

Ile

Val
210

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

<400>
Met Pro Val Asp

1

Ser

Arg

Pro

Leu

65

Glu

Leu

Gln

Asp

Gly

Met

50

Ser

Arg

Arg

Ile

Glu

as

Gln

Asn

Thr

Glu

Glu

115

Ala

Cys

val

Arg

Val

195

Leu

80
213
PRT

Pro
20

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

Gly

Lys

Gln

Gln

Asan

Asn

Asn

85

Glu

Leu

Leu

Pro

Met

165

Ala

Arg

Asn

Glu Thr

Val Arg

Gly Tyr
55

Ile Gln
70

His Gly
Met Leu
Leu Asp
Gln Val

135
Glu Asp
150
Leu Tyr

His Pro

Asp Asn

Enterochemorrhagic E.

Ile

Glu

35

Gln

Asn

Thr

Glu

Glu
115

Pro
20

Ala
Val
Asp
Leu
Ile

100

Glu

Leu

5

Gln

Gln

Asn

Asn
as

Glu

Leu

Thr Pro

Glu Thr

Ile Arg

Gly Tyr

55
Ile Gln
70
His Gly

Met Leu

Leu Asp

Leu

Leu

40

Phe

Ile

Ser

Glu

Lys

120

Pro

Gly

Asp

Leu

Cys
200

Ser
25

Gly
Met
Gly
Leu
Asn
105
Ile
Glu
Vval
Lys
Ser

185

Ala

coli

Tyr

Leu

Leu

40

Phe

Ile

Ser

Glu

Lys
120

Ile
Ser
25

Gly
Met
Gly
Leu
Asn

105

Ile

Glu

Glu

Gly

Leu

Thr

90

Met

Glu

Ser

Phe

Met

170

Arg

Phe

Leu
10

Glu
Glu
Gly
Leu
Thr
90

Met

Glu

Ile

Leu

Ser

Gln

75

Ser

Glu

Val

Leu

Met

155

Ser

Glu

Asp

Pro

Ile

Leu

Ser

Gln

15

Ser

Asp

val

Axg
Met
Lau
60

Tyr

Arg

Cys
Arg
140
Arg
Leu

Serxr

Ser

Gly

Arg

Leu
60

Tyx
Arg

Leu

Cys

Asn

Val

45

Asn

Ile

Glu

Leu

Ala

125

Thr

Asn

Ile

Ile

205

val

Asn

val

45

Asn

Ile

Glu

Leu

Ala
125

Gln

30

Ser

Gln

Glu

Val

Ser

110

Phe

Cys

Ser

Tyr

Ala

190

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
95

Asn

Asn

Ile

Arg

Gly

Ile

vVal

Tyr

Val

val

Aan

160

vVal

Ser

Asn

Leu

Ile

Arg

Gly

Ile

val

Tyr

Val

102



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

81
209
PRT

Gln

Glu

Cys

Ala

180

Gly

Lys

Leu Gln

Pro Glu
150

Mat Leu
165
Ala His

Arg Asp

Asn

val
135
Asp
Tyr

Pro

Asn

Enterchemorrhagic E.

81

Met Pro Val

1

Ala

Arg

Leu

Leu

65

Phe

Ile

His

Thr

145

Cys

Gly

Arg

Lys

Gly

Ile

Asp

50

Leu

Gln

Gln

Leu

Phe

130

Pro

Ser

Ala

Lya

<210>
<211>»
<212>

Vval

Ser

as

Gly

Gly

Leu

Ser

Met

115

Ser

Glu

Leu

His

Asp

195

82
191
PRT

Thr
Gln
20

Ile
FPhe
Arg
Asn
Val
100
Glu
Cys
Thr
Tyr
Pro

180

Glu

Thr Leu

Ser Leu

Gly Ser

Ser Val

Glu His

70

Gly Gly
85

Met Ala
Lys Ile
Pro Glu
Gly Vval

150

AEp Lys
165

Leu Ser

Cys 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

Cye Ala
200

coli

Ile Pro
Asp Ala
25

Gln Tyr
40

Pro Val

Met Glu

Asp Phe

His Arg
105

Ser Cys
120

Phe Leu

Met Arg

Ala Leu

Glu Pro

185

Asp Thr
200

Ser
Phe
Met
170

Arg

Phe

Ser

10

Ala

Ser

Arg

Arg

Leu

90

Glu

Leu

Thr

Asn

val

170

Ile

Lys

Leu
Met
155

Ala

Glu

Ile

Arg

Val

Gly

Arg

75

Ser

Asn

Phe

Cys

Ser
155

Azg

Arg
140
Arg
Leu

Ser

Pro

Ser

Leu

His

Gly

Ala

Ser

Lya

Arg

Pro

140

Arg

Glu

Glu

Thr

Asn

Ile

Ile

205

Gln

Glu

Tyr

45

Val

Val

Thr

Pro

125

Ile

Gly

val

Ser

Ala
205

Cys

Ser

His

Ala

1390

Arg

Leu

Ser

30

Val

Leu

Ala

Asn

Ser

110

Asp

Thr

Ala

Glu

Met

190

Phe

Pro
Met
Leu
175

val

Gly

Ser
15

Gly
Gln
Asp
Leu
Asn
95

Asn
Ser
Leu
Glu
Thr
175

Ile

Cys

Val
Aan
160
Val

Ser

Asn

Pro

Ile

Arg
Glu
80

Tyr
Lys
Asan
Asp
Ile
160
Gly
Met

Cya

184



<213> Enterohemorrhagic E.

<400>

Met Pro
1

Glu val
val Gly
Phe Ser

S0

Leu Gly
65

Met Leu

Lys Ile

Pro Leu

Gly Ile

130

Asp Ala
145

Leu Thr

Cys Ile

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

Met Asp

Leu Ser

Glu Asn

Tyr Met

50
Ile Glu
65
Ile Glu

Leu Ala

Arg Val

g2

Leu

Val

Gly

a5

Ser

Phe

Ser

Ser

Glu

115

Phe

Ala

Arg

Tyr

83
165
PRT

Thr

Arg

20

Glu

Ser

Aan

Aap

Gln

100

Ala

Val

Ala

Glu

Asp
180

Ser

Ala

Thr

Gly

Jer

Ser

85

Cys

Ile

Lys

Phe

Pro

165

Asp

Asp

Arg

Val

Gly

Gly

70

Gly

Lys

Gln

Asan

Ser

150

Ile

Thr

Ile

Ile

Ser

Asan

55

Pro

Glu

Phe

Cys

Ser

135

Arg

Thr

Arg

Enterchemorrhagic E.

83

Ala
His
Gln

35

Gly

Glu

Ile

Cys
115

Phe

Thr

20

Ieu

Gln

Leu

Met

Pro

100

Ser

Ile

5

Glu

Aan

Val

Gln

Ser

85

Gln

Leu

Val

Leu

Gly

Ile

Arg

70

Tyr

Arg

Tyr

Asp

Ala

Gly

Ser

55

Arg

Ile

Gly

Asp

coli

Arg

val

Ile

40

Gly

Arg

Ala

Ser

Pro

120

Asp

Leu

Ala

Gly

Ser

Ala

25

Val

Gly

Ala

Gln

Val

105

Ile

Gly

Val

Jer

Asn
185

coll

Pro

Asp

Aan

40

Glu

Leu

Asp

Val

Glu
120

Val

Ile

25

Ser

Phe

His

Glu

Phe

105

Met

His
10
Asn

Tyr

Lau

Ser
90

Cys

Thr

Ser

Gly

Ile

170

Phe

Gln
10

Ile
Phe
Met
Ser
Ala
90

Leu

Ala

Ser

Gly

Asp

Leu

Gly

75

Gln

Pro

Leu

Asp

Glu

155

Ile

Val

Gly

Arg

His
Cya
75

Leu

Arg

Leu

Phe

Arg

Ser

Ser

Glu

Glu

Glu

Glu

val

140

Gly

val

Ile

Glu

Leu

Asp

Ser

60

Ser

Gln

Asn

Ser

Asn

Gly

Thr

45

Glu

Arg

Ser

Arg

Gln

125

Cys

Leu

Lys

Lys

Leu

Ala

Val

45

Asn

Phe

Cys

Ala

Arg
125

Leu

Asp

30

Asn

Leu

Met

Ile

Leu

110

Pro

Thr

Pro

His

Gly
190

Tyr
Asp
30

Phe
Asp
Leu
Pro
Glu

110

Ilea

Gly
15

Ile
Gly
Leu
Leu
Gln
95

Gln
Glu
Leu
His
Glu

175

Asn

Ser
15

Ser
Sear
Asn
Val
Ile
95

Gly

Ile

Val

Thz

Arg

Leu

Ser

80

Aan

Cys

Lys

Phe

Pro

160

Glu

Gly

Val

Thr

Arg

Aan

Thr

Ser

Asn



Asp Gly Met Hig His Pro Leu Ser Arg Glu Pro Ile Thr Leu Ser Met

130 135 140
Leu Val Ala Arg Glu Gln Cys Glu Phe Asp Cys Ser lle Gly Hia Phe
145 150 155 160
Thr Val Arqg Ser Asp Cys Tyr Ser Val

165

<210> B4
<211> 76
<212> PRT

<213> Enterohemorrhagic E. coli

<400> 64

Met Ala Asp Arg Lys Gln His Arg Ala Ile Ala Glu Arg Arg His Ile
1 5 10 15

Gln Thr Glu Ile Asn Arg Arg Leu Ser Arg Ala JSer Arg Val Ala Gln
20 25 3o

Ile Met His Ile Asn Met Leu His Glu Arg Ser His Ala Leu Ser Aan
35 40 45

Ile Tyr Ser Ala Ser Val Phe Ser Tyr Leu Ala Asp Asp Leu His Glu
50 55 60

Phe Gln Gln Leu Ile Gln Gln Gln Asn Lys Leu His
65 70 75
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1. Una composicién caracterizada porque comprende un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoécidos sustanciaiments idéntica a la secuencia de las SEQ ID Nos. 22-43, 59 6 73-84; o un fragmento o

variante de ellos, en combinacién con un portador fisicldgicamente aceptable.

2. Una composicién caracterizada porque comprende una molécula de dcido nucieico codificadora de
un polipéptido que comprende una secuencia de aminodcidos sustanclaimente idéntica a la secuencia de las
SEQ. ID Nos. 2243, 50 6 73-84, o un fragmento o variante de ellos, en combinacién con un portador

fisiolégicamente aceptable.

3. Una composicién camacterizada porque comprends una molécula de dcido nucleico que comprende
una secuencla nucleotidica sustancialmente idéntica a la secuencia de las SEQ. ID Nos. 1-21 6 80-72 o un

fragmento o variante de ellos, en combinacién con un portador fisiolégicamente aceptable.

4, Una composicién camacterizada porque comprende un sobrenadante de cultivo celular que
comprende un polipéptido que comprende una secuencia de amino&cidos sustanclaiments idéntica a la
secuencia de las SEQ. ID Nos. 2243, 59 6 73-84, o un fragmento o variante de ellos, en combinacién con un

portador fisioldgicamente aceptable.

5. La composicidn tal y como se reivindica en la Relvindicacién 4, caracterizada porque el polipéptido

comprende 20% de la proteina celular presente en la composicion.



8. La composicién tal y como se reivindica en cualquiera de las relvindicaciones 1 a 5 caracierizada
ademés porque comprende EspA, EspB. EspD, EspP, Tir, toxina Shiga 1, toxina Shiga 2 o polipéptido de
intimina.

7. La composicidn de cuaiquiera de las relvindicaciones 1 a 8 caractorizada ademgs poraue

comprende un adyuvante.

8. Una bacteria o una preparacién de la misma, caracterizada porgue la bacterla comprende ‘una
mutacién en el genoma bacteriano en una secuencia nucleotidica que es sustanclaimente idéntica a las SEQ.

ID Nos. 1-21 6 60-72.
8. Una bacteria o una preparacién de la misma, caracterizada porque la bacterla comprende una
mutacién en un gen sustanclaimente idéntico a nieA, nieB, nfeC, nleD, nieE, nieF, nleG, 6 nfeH o un homdlogo

de los miamos.
10. La bacteria de las reivindicaciones 8 & 9 caracterizada porgue la bacterla es un agente patdgeno
11. La becteria de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 caractgrizada porgue la bacteria es E. Coli
snterchemomégica (EHEC), E. Cali enteropatogénica (EPEC) ¢ Citrobacter rodentium.

12. La bacteria tal y como se reivindica en Ia reivindicacion 11, caracterizada porque la EHEC es
EHEC O157:H7 6 EHEC O157:NM.

13. La bacteria tal y como se reivindica en la reivindicacion 11, caracterizada porque la EPEC ee EPEC
O157:H8.

14, La becteria de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13 caracterirada porque la mutacién atenta fa

virulencia.

15. Una composicidn caracterizada porgue comprende la bacteria de cualquiera de las reivindicaciones

8 a 14, en combinacién con un portador fisiolégicamenta aceptable.



16. La composicién tal y como se reivindica en la reivindicacidon 15 camacterizada porgue la bacteria

osta viva.

17. La composicién tal y como se reivindica en la reivindicacién 168 caracterizada porgue la bacteria es

administrada por via oral.

18. La composicion tal y como se relvindica en la reivindicacién 15, caracterizada porgue la bacteria
estd muerta.

19. La composicién tal y como se reivindica en la reivindicacién 18 caracterizada porgue la bacteria es

administrada por via parenteral.

20. La composicion tal y como se reivindica en cuaiquiera de las reivindicaciones 15 a 10 caracterizada

ademés porgue comprende un adyuvanie.

21. La composicién tal y como se relvindica en las reivindicaciones 7 6 20 camacterizada porque el

adyuvante as una emulsion de aceite en agua o una emulsion de no-aceite en agua.

22. La composicion tal y como se mivindica en las reivindicaciones 7 ¢ 20 caracterizada porgue el

adyuvante comprende un aceite mineral y bromuro de dimetildioctadecilamonio.

23. La composicién tal y como se reivindica en ias reivindicaciones 7 ¢ 20 caracterizada porgue el
adyuvante comprende uno o0 més agentes seleccionados del grupo que congiste en: un agente emulsionante,
un dipéptido de muramilo, un agente acuoso, un agente a base de quitosano, un saponino, un aceite, un
lipopolisacérido, un extracto de pared de célula bacteriana, un ADN bacteriano, un complejo bacteriano, un
oligonucledtido sintético y una base nitrogenosa alifética.

24. La composicion de la reivindicacidn 23 caracterizada porque el agente emulsionante es
seleccionado del grupo que consiste en uno o més de un agente emulsionante natural, un agente
emulsionants sintético, un agente emulsionante aniénico, un agente emuisionante catiénico y un agente no

iénico.



25. La composicién de la reivindicacion 24, carpcterizada porque el agente emuisionante natural es

seleccionado del grupo que consiste an uno o més de acacia, gelatina, lecitina y colesterol.

26. La compeosicién de la reivindicacién 24, caraclerizada porque el agente emulsionante aniénico es
seleccionado de uno o més del grupo que consiste en una sal de potasio de #écido ldurico, una sal de potasio
de acido oleico, una sal de sodio de écido laurico, una sal de sodio de écido oleico, una sal de amonio de acido
ldurico, una sal de amonio de Acido oleico, una sal de calcio de un dcido graso, una sal de magnesio de un

écido graso, una sal de aluminio de un écido graso, un jabdn metilico y un sulfonato orgénico.

27. La composicion de la reivindicacién 28, caracterizade porgue el sulfonato orgénico es sulfato laurilo

de sodlo.

28. La composicién de la reivindicacién 24 caracterizada porque el agente emulsionante catiénico es

bromuro de cetilrimetilamonlo.

29. La composicién de la reivindicacién 24 caraclerizada porque el agente emuisionante sintético es
seleccionado del grupo que consiste en uno o mas de éster de glicerilo, éster de polioxietilenglicol, éter de
polioxistilenglicol y éster de 4cido graso de sorbitén.

30. La composicién de la reivindicacién 28 camcterizada porque el éster de glicerilo es monoestearato

de glicerilo.

31. La composicién de la relvindicacién 28 caracterizada porque el éster de dcido graso de sorbitén es
seleccionado de uno o més del grupo que consiste en monopalmitato de sorbitdn y un derivado de

polioxietileno del mismo.

32. La composicion de la reivindicacion 30 caraclerizada porque el derivado de polioxietileno es
monopaimiteto de sorbitan polioxietilenado. '

33. La composicidn de la relvindicacién 23 caracterizadg porgue el agente acuoso es hidrdxido de

aluminio.
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34. La composicién de la reivindicacién 23 caractsrizada porgue el aceite es selecclonado del grupo

qua congiste en uno o mis de un acelte mineral, un aceite vegetal o un acelte animal.

35, La composicién de la reivindicacién 33 caracterizada porgye el acelte vegetal es seleccionado del
grupo que consiste en uno o méas de aceite de canola, aceite de almendra, aceite de semilla de algodén, aceite

de malz, aceite de oliva, aceite de manl, aceite de cértamc, aceite de sésamo y aceite de soja.

38. La composicién de la reivindicacién 33 caracterizada porque el aceite animal es seleccionado del
grupo que consiste en uno 0 mis de aceite de higado de bacalao, aceite de hipogloso, aceite de lacha, aceite
de “reloj anaranjado” y acelte de higado de tiburén.

37. La composicién de las reivindicaciones 7 & 20 caracierizada porque el adyuvante comprende un
componente de aceile.
38. La composicibn de la reivindicacion 36 caracterizada porgue el componente de aceite es

seleccionado del grupo que consiste en uno o més de un aceite (nico y una mezcla de aceites.

39. La composicién de la reivindicacién 21, caracterizada porgue la emulsién sin aceite en agua es
seleccionada del grupo que consiste en uno 0 més de una emulsién de aceite, una emuisién de agua en aceite

y una emulsidn de agua en aceite en agua.

40, La composicidn de la relvindicacién 21 cgmcierizada porque la emuisién de aceite en agua e3
EMULSIGEN ™ 6 EMULSIGEN PLUS™,

41, La composicién de la reivindicacién 24 camcterizade porque el aceite es Amphigen®.

42. La composicién de la relvindicacién 7 & 20 caracterizada porgue el adyuvante comprende un

axtracto de pared celular micobacteriana.

43. La composicién de la reivindicacién 7 6 20 caracterizada porgue el adyuvante comprende un ADN
micobacteriano.

44. La composicion de la reivindicacién 7 6 20 caracterizada porque el adyuvante comprende un
complejo de pared de célula micobacteriana.

iy
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45. La composicién de la reivindicacién 23 camcterizada porque la base nitrogenada alifética se
selecciona del grupo que consiste en uno 0 més de una amina, un compuesto de amonio cuatemario, una

guanidina, una benzamidina y un tiouronio.

46. La composicién de la reivindicacién 23 caractsrizada porqgue la base nitrogenada alifitica es N,N-

dioctadecil-N,N-bis(2-hidroxietil)propanodiamina.

47. La composicién de la reivindicacién 7 6 20 caragterizada porque el adyuvante comprende bromuro
de dimetil-dioctadecilamonio.

48. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones 21 a 46 caracterizada poraye el adyuvante

esth prasente en una composicién a una concentracién de entre 20% y 40% (viv).

49. Un método para detectar la presencia de un agente patdgeno A/E en una muestra, caracterizado
porque e método comprende:

a) proporcionar una muastra; y

b) detectar la presencia de una molécula de Acido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica
sustanciaimente idéntica a una secuencia seleccionada de uno o méas del grupo que consiste en las SEQ. ID
Nos. 1-21 6 80-72 o un fragmento o una variante de las miamas.

c) detectar la presencia de una molécula de écido nucleico que codifica para un polipéptido
sustanciaimente idéntico a una secuencia seleccionada de uno o méas del grupo que consiste en las SEQ.ID
Nos. 2243, 59, 73-84 o un fragmento o una variante de las mismas;

d) detectar la presencia de un polipéptidko que comprende una secuencia de amincéckios
sustanciaimente idéntica a una secuencia saleccionada de uno o0 mas dsel grupo que consiste en las SEQ. ID
Nos. 22-43, 58, 73-84 o un fragmento o una variante de las mismas;

en donde la presencia de una molécula de acido nucleico o el polipéptido indica la presancia de un

agente patégenc A/E en ia muestra.

50. El método de la reivindicacidn 48 caracterizado porgue la muestra es materia fecal o sangre.

51. El método de la reivindicacion 48 6 49 caracterizado porque el paso de detectar comprende poner

en contacto la secuencia nucleotidica con una sonda o iniciador sustanciaimente idénticos a:



a) una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en uno o més de las SEQ: ID Nos.
1-21 6 80-72 o un fragmento o una variante de las mismas, o
b) una secusencia nucleqtidica codificadora de un polipéptido sustanciaimente idéntico a una o mas de

las SEQ.ID Nos. 2243, 59, 73-84 o un fragmento o una variante de las mismas.

52. El método de las reivindicaciones 48 ¢ 40, camcterizado porque |a deteccion comprends poner en
contacto la secuencia de aminoécido con un anticuerpo que une especificamente una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en una o més de las SEQ ID Nos: 22-43, 59, 73-84 o un fragmento o una variante de

las mismas.

53. Un método para producir una respuesta inmune contra un agente patdgeno A/E, o un componente
del miamo, en un animal, caraclerizado porque el método comprende administrar al animal una cantidad
efectiva de una composicién tal y como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-7 6 1547, o que
comprende administrar al animal una cantidad efaectiva de la bacterla de cualquiera de las reivindicaciones 8-

14, produciendo asl una respussta inmune en el animal.

54. Un método para reducir la colonizacién de un agente patégeno A/E en un animal, caracterizado
porque el método comprende administrar al animal una cantidad efectiva de la composicién de cualquiera de
las reivindicaciones 1-7 6 1547 o que comprende administrar al animal una cantidad efectiva de la bacteria de

cualquiera de las reivindicaciones 8-14, reduciendo asl la colonizacién del agente patdgeno A/E en el animal.

55. Un método para reducir la propagaciéon de un agente patdgeno A/E en un animal caracterizado
comprende administrar al animal una cantided efectiva de la composicién de cualquiera de las
relvindicaclones 1-7 6 1547, o que comprende administrar al animal una cantidad efectiva de la bacteria de

cualquiera de las reivindicaciones 8-14, reduciendo asl la propagacién del agente patégeno A/E en el animal.

58. El método de cualquiera de las reivindicaclones 52 a 54 caracterizado porque el animal es un

rumiante.

57. El método de la reivindicacién 55, caracterizado porque el rumiante es un bovino o un ovino.

58. El método de cualquiera de las relvindicaclones 52 a 54 caracterizado porque el animal es un ser

humano.
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58. Un método para tratar o prevenir la infeccién causada por un agente patdgeno A/E, caracterizado
pomue dicho método comprende:

a) identificar un animal que presente, 0 que esté en riesgo de contraer, una infeccion por agente
pattgeno AJE; y b) administrar al animal una cantidad efectiva de un compuesto que atenua la virulencia de un
agente patégeno A/E, en donde el compuesto Inhibe la expresién, secrecién o actividad bioldgica de un
polipéptido que comprende una secuencia de aminodcido sustanciaimente idéntica a la secuencia de

cualquiera de las SEQ. ID. Nos: 22-43, 50, 73-84.

80. El método de la meivindicacién 58, camacterizado porgug el compuesto es una molécula de acido
nucleico antisentido que es complementaria de una secuencla nucelotidica sustancialmente idéntica a la

secuencia de cuaiquiera de las SEQ. ID Nos. 1-21, 58, 73-84.

81. El método de la relvindicacién 58, caracterizado porgue el compuesto es un ARNSsi.

682. Un método para atenuar la virulencia de un agente patégeno A/E, caracterizado porgue el método
comprende mutar uno o més de un gen seleccionado del grupo que consiste en nieA, nieB, nieC, nieD, nleE,
nieF, nieG y nieH, o un homélogo de lkbs mismos en el agente patbgeno A/E, o mutar una o més de una
secuencia nucleotidica en el genoma del agente patdgeno A/E, en donde la secuencia nucleotidica es

seleccionada de las SEQ. ID. Nos. 1-21 6 60-72, atenuando asl la virulencla.

63. Un método para selecclonar un compuesto que atenta la virulencia del agente patégeno A'E,
caracterizado porque el método comprende:
Q) proporcionar un gistema que comprende:
(i) una molécula de écido nucleico que comprende una secuencia nuclectidica sustanciaimente
idéntica a las SEQ. ID Nos 1-21 6 80-72 o un fragmento o una variante de las mismas; ¢
{ll) una molécula de dcido nucleico codificadora de un polipéptido que comprende una secuencia
de aminodcido sustanciaimente idéntica a las SEQ. ID Nos. 2243, 58, 73-84 o un fragmento o una variante de
las mismas; 6
(if) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoécidos sustancialmente idéntica a las
SEQ. ID. Nos. 22-43, 59, 73-84 o un fragmento o una variante de las mismas;
b) proporcionar un compuesto de prueba; y
¢) determinar si el compuesto de prueba modula la expresion, secrecion o actividad bloldgica del

polipéptido o la molécula de écido nucleico, en donde un cambio en la expresion, secrecién o actividad
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biolégica del polipéptido o la molécula de écido nucleico indica un compuesto que atenda la virulencia de un

agente patdgeno A/E.
64. El método de la reivindicacion 82, caracterizado porque el sistemna es una célula.

85. El método de la reivindicacion 62 6 83, caracterizado porque la célula es E. Coli enterohemormégica

(EHEC), E. Coli enteropatogénica (EPEC) o Citrobacter rodentium.
886. El método de la relvindicacién 62, caracterizado porgue el sistema es un sistema in vitro.

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

a) proporcionar una célula recombinante que comprende:

(i) una molécua de écido nuclelco que comprende una secuencia nucleotidica sustanclaimente idéntica
a las SEQ. ID. Nos. 1-21 6 80-72; ¢

(i) una molécula de acido nucleico codificadora de un polipéptido que comprende una secuencia de
aminodcido sustancialments idéntica a las SEQ. ID. Nos. 2243, 59 6 73-84; y

b) cultivar la célula recombinants en condiciones que permitan la expresién del polipéptido.

88. El método de la reivindicacion 868 carpcterizado ademés porque comprends cultivar la célula

recombinante en condiciones que permitan la secrecién del polipéptido.

689. El método de la reivindicacion 68 6 87 camcterizado porque el polipéptido se secreta deade la
célula.

70. El método de cuaiquiera de las reivindicaciones 66 a 68 camacterizado ademés porque comprende
gislar el polipéptido.

71. El método de cualquiera de las reivindicaciones 48 a 69 camacterizado porgue el agente patdgeno
AJE es E. Coii enterchemorrédgica (EHEC), E. Coli enteropatogénica (EPEC) & Citrobacter rodentium.

72. El método de la reivindicacion 70 caracterizado porque la EHEC es EHEC O157:H7 6 EHEC
O157:NM.

73. El método de la reivindicacién 70 caracterizado porgue la EPEC es EPEC O127:HS.
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74. Un polipéptido recombinante caracterizado porque comprende una secuencia de aminodcido
sustanciaimente idéntica a la secuencia de las SEQ. ID Nos. 2243, 58 6 73-84.

75. Una molécula de #cido nucleico aislada cargcterizada porque comprende una secuencia

nuclectidica sustancialmente idéntica a la secuencia de las SEQ. |D Nos. 1-21 6 60-72.
76. Un vector caracterizado porgue comprende la secuencia nucleotidica de la reivindicacién 74.

77. El vector de la reivindicacién 75 cammcterizado porgue el vector es capaz de integrarse al genoma
del agente patdgeno A/E.

78. El vector de la reivindicacién 75 camacterizado gprue el vector 8s capaz de Integrarse al genoma
del agente patdgeno A/E.

79. Una célula hospedadora caracterizada porgue comprende el vector de cualquiera de las

reivindicaciones 75 a 77.

80. La célula hospedadora de la reivindicacion 78, caracterizada porque la célula hospedadora es un
agente patégeno A/E.

81. La célula hospedadora de la reivindicacién 79 caracterizada porgque e! agente patégeno A/E es E.
Coli enterohemormégica (EHEC), E. Cofi enteropatogénica (EPEC) o Citrobacter rodentium.

82. El uso de la composicién de cueiquiera de las reivindicaciones 1-7 ¢ 1547, la bacteria de
cualquiera de las reivindicaciones 8-14, el polipéptido de la relvindicacién 73 o la molécula de dcido nucleico
de la reivindicaclén 74, para la preparacién de un medicamento para producir una respuesta Inmune contra un
agente patégeno A/E, o un components del mismo, o para reducir la propagacién o la colonizacién de un

agente patdgeno A/E en un animal, o para tratar o prevenir la infeccién causada por un agente patégeno A/E.

83. Un kit caracterirado porque comprende un reactivo para detectar un agente patdgeno A/E en una

muestra y un progspecio con instrucciones para detectar el agente patégeno A/E en la musstra.
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84, El kit de Ia reivindicacién 83, camactierizado porgue el reactivo comprende una sonda o una sonda
iniciadora o un Iniclador sustancialmente idéntico a:

a) una secuencia nucleotidica seleccionada del grupo que consiste en una 0 més de las SEQ. ID No.
1-21 4 60-72 0 un fragmento o una variante de las mismas;

b) una secuencia nucleotidica que codifica para un polipéptido sustanciaimente idéntico a una o mas
de las SEQ. ID Nos. 22-43, 58, 73-84 o un fragmento o una variante de las mismas.

85. El /ot de la relvindicacién 83, caracterizado porgue el reactivo comprende un anticuerpo que une
especificamente una secuencla seleccionada del grupo que consiste en una o més de las SEQ. ID No. 22-43,

58, 73-84 0 un fragmento o una variante de ias mismas.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : B00174089-2 = -- --
SUPERNTENUENCA GE INDUSTRIA Y COMBRCID

Rad: 06-052184- -00000-0000
Tac: 2006-08-31 18:18:44 Dep. 2020 NUBCREACIONES

RECIBO OFICIAL DE CAIR : 08 - 40,937
FECHA T NAYD 3t IE 2006 BV S7E PASERACTERALY
Actdit PRESENTACION Feolos: 199
10380 CONSIGNACION 1888
DEFOSITANTE TIPO PAGD  BANCO CUENTA %. PAGD  FECHA PBO Vr. PAGD
RONICA MOLF CONSIGNACION  DANCD POPULAR  050-00110-% S52710M  31/05/200 163,000.00
B C O NCEPTO t1388
CANT. RENTISTICO CONCEPTO TOTAL CONCEPTD
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE IN 163,000.00
TOTAL $ 483,000.00

SOM:  CUATROCIENTOS GESENTA Y TRES MIL PESDS

RECIBO DE CAJA APLICADD AL EXPEDIEKTE Mo.
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BLPSRINTENDENGA OF INDUSTRIA ¥ COMBRCID
Rad: 06-052194- -00000-00?; e 14“
F:e: 2005-03-31 16:18:44 Dep. D20 NUBCREACIONES
S o PRI Buas
Actd1l PRESENTACION  Foms: 199

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA ’5’/

Delegatura de Propledad industrial
Divisién de Nuevas Creaclones

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE '
 USUARID RADICADOR

PATENTE DE INVENCION { l.( MODELO DE UTILIDAD ( ) () ()
<ndicaclén de que sa solicita la conceslén de una pahmt/ { ) - { )
Datos de Identificacién de! solicitanta o da la persona que sas””

presenta la solicitud. () ()
-Descripeion de ia Invencion.v” () ()
-Dibujos de ser estos pert () ()
-Comprobante de Pago de las tasas astablecidas. ..~ () ()
COMPLETA  ( ) INCOMPLETA { ) ) ()
DISERO INDUSTRIAL  { )

Indicacién de que e soficita ol registro de Disslio industrial. . { ) { )
«Datos de Identificacién del solicitants ¢ de la persona que se

presenta la sollcitud. ' : _ () ()
Representacién grificay fotog!'ﬂlu_dul Disefio industrial o muestra

del Materlal que Incerpora el diseflo, () ()
~Comprobante de Pago de las tasas establecidas. () ()
COMPLETA () INCOMPLETA ( ) ()~ ()
ESQUEMADE TRAZADOD ( )

-indicacién ds qus 38 solicita e} ugil;m de Dissfic Industrial. - { ) { )
+Datos de Identificaclén del solicitante o de la persona que se

presenta la solicitud. (") {)
-Representacitn grifica del Esquema Trazado. {1} ()
Comprobante do Pago de las tasas establecidas. { ) ()
COMPLETA { ) INCOMPLETA ( ) () ()

Fima Rasponsable;
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Doctor {a)
WOLF WASSERMAN MONICA

REFERENCIA Radlicaclién No. 6 52194
Solicitud internacional CA2004/001891
Fecha inicio fase nacicnal 31/05/2006

Trimite 11

Evento 378
Actuacién 430

Oficio Wo. . T 8 8 0 ’!

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decislén 486 de la Comisi6n de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperaciém en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica qQue:

1. La solicitud no contiene 1la copla del documento en que consta la cesifn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Declaibn 486.

2. La 8olicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsigulentes del C&digo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberi presentar el documento gque acredlta la
existencia y representacién legal de la socliedad soclicitante, cuando ésta fuare
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulc 39 de la Decisién 486, se le
requlere para que dentro del término de dos meses slgulentes a la fecha de
notificaclén del presente oficlo, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimientc al presente regquerimiento, la solicitud se
congiderari abandonada y perderi su prelacifnm.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primerc de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMEN CE EB VERGEL
Jefe de la divisisn de Nuevas Creaclomes

El anterlor, regquerimiento fue notificado por fijaciém en 1lista de

adpall



