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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "BACTERIO-
CINAS MODIFICADAS E METODOS PARA SEU USO".
PEDIDOS DE PATENTE RELACIONADQS

Este pedido de patente é relacionado ao Pedido Provisério US

60/747.299, depositado em 15 de maio de 2006, que é incorporado por refe-
réncia como se completamente exposto.
CAMPOQ DA DESCRICAQ

A presente invencao refere-se as formas modificadas de bacteri-

ocinas de peso molecular alto (hmw) de ocorréncia natural, tais como as pio-
cinas do tipo R de Pseudomonas aeruginosa. As bacteriocinas sao modifica-
das nas extremidades de suas fibras caudais em uma regido responsavel
por especificidade e afinidade de ligagdo a seus pares de ligagao cognatos,
ou receptores, tais como aqueles na superficie das bactérias. Métodos para
0 uso das bacteriocinas modificadas, tais como para ligar receptores, inclu-
indo fatores de viruléncia ou aptidao, nas superficies das bactérias, sao tam-
bém descritos.

ANTECEDENTES DA DESCRICAO

Correntemente atengdo mais global esta focalizada em ameacgas

de patdégenos virais que de doengas bacterianas. Porém, bactérias resisten-
tes a antibiGticos onipresentes continuam afligindo cuidado do paciente e
retencdo de custo em hospitais e outras instalagbes de cuidados médicos.
Ao mesmo tempo, ha um recuo de desenvolvimento de antibidticos a favor
de farmacos para doengas cronicas e melhorias do estilo de vida. Nos ulti-
mos vinte anos apenas duas classes novas de antibidticos (oxazolidinonas e
lipopeptidios) foram introduzidas no mercado norte-americano (Wenzel,
2004).

S6 nos Estados Unidos, ha mais de 2 milhdes de casos de in-
fecgdes bacterianas adquiridas em hospitais a cada ano. Destes, aproxima-
damente 90.000 pessoas morrerdo. A estatistica mais alarmante é que mais
de 70 % destes ofensores bacterianos sao resistentes a pelo menos um far-
maco antibacteriano (Bad Bugs, No Drugs, 2004). Este numero continua

aumentando em uma taxa alarmante. O custo anual para a economia dos
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EUA destas infeccdes nosocomiais resistentes a antibidticos excede a 5 bi-
Ihdes de ddlares. A realidade desta situacao global ameagadora forgara um
método novo para o desenvolvimento e uso de agentes antibacterianos (Tal-
bot et al., 2006). Onde uso extensivo (e abuso) de antibiéticos na medicina
humana e animal floresceu, assim também o aparecimento de patdégenos
bacterianos resistentes a antibidtico, ao ponto que muitos antibidticos que
eram uma vez "farmacos milagrosos" sao agora clinicamente ineficazes (Mi-
crobial Threats to Health, 2003).

Como um exemplo, Pseudomonas aeruginosa ¢ um patégeno
ubiquo para plantas e animais que esta apresentando uma incidéncia de
crescimento rapido de resisténcia a multiplos farmacos de antibiético (Micro-
bial Threats to Health, 2003; Bad Bugs, No Drugs, 2004). P. aeruginosa é
um bastonete aerdbio, movel, gram-negativo. P. aeruginosa normalmente
habita na terra, agua, e vegetagdao. Embora raramente cause doenga em
pessoas saudaveis, € um patégeno oportunistico que responde por cerca de
10 % de todas as infecgdes nosocomiais (National Nosocomial Infection Sur-
vey report-Data Summary de outubro de 1986-abril de 1996). P. aeruginosa
é o patdégeno mais comum que afeta pacientes com Fibrose Cistica (CF)
com 61 % dos espécimes de cultura positivos (Govan, J. R. W. e V. Deretic,
1996, Microbiol. Reviews, 60(3):530-574) como também um dos dois pato-
genos mais comuns observados em unidades de cuidado intensivo (Jarvis,
W. R. et al., 1992, J. Antimicrob. Chemother., 29(um supl.):19-24).

Mortalidade de algumas infec¢cdes por P. aeruginosa pode ser
tao alta quanto 50 %. Presentemente, infeccao por P. aeruginosa ainda pode
ser eficazmente controlada através de antibidticos, particularmente usando
uma combinag¢ao de farmacos. Porém, resisténcia a varios dos antibiéticos
comuns foi mostrada e € particularmente problematica em unidades de cui-
dado intensivo (Archibald, L., et al., 1997, Clin. Infectious Dis., 24(2):211-
215; Fish, D., N., et al., 1995, Pharmacotherapy, 15(3):279-291). Adicional-
mente, P. aeruginosa ja demonstrou mecanismos para adquirir plasmideos
contendo multiplos genes de resisténcia a antibiéticos (Jakoby, G. A. (1986),
The bacteria, Vol. X, The biology of Pseudomonas, paginas 265-294, J. R.
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Sokach (ed.) Academic Press, Londres) e no momento ndo ha nenhuma va-
cina aprovada para infecgao por Pseudomonas.

Como muitas outras espécies bacterianas, a variabilidade da
cepa em P. aeruginosa é bastante significativa. Variabilidade foi mostrada
ocorrer por varios mecanismos diferentes, estes incluem, mas nao sao limi-
tados a, a integragéo de pro-fagos em um genoma bacteriano (Zierdt, C. H. e
P. J. Schmidt, 1964, J. Bacteriol. 87:1003-1010), a adi¢do do gene de citoto-
xina de bacteridfagos (Hayashi, T., et al., 1994, FEMS Microbiol. Lett.
122:239-244) e por meio de transpéson (Sinclair, M., . e B. W. Holloway,
1982, J. Bacteriol. 151:569-579). Por meio deste tipo de diversidade, novos
mecanismos patogénicos foram incorporados em P. aeruginosa. Estas e ou-
tras transigoes tais como a conversao para o fenétipo mucodide, comumente
vista em CF, claramente ilustram a necessidade por vigilancia continuada.

Estas preocupag¢des apontam para a necessidade por ferramen-
tas de diagndsticos e terapéuticas visadas em identificagao apropriada de
cepas resistentes a farmacos e erradicacao da viruléncia.

Muitas bactérias produzem bacteriocinas que sado substancias
bactericidas durante o crescimento. As bacteriocinas sdo compostas de poli-
peptideos e variam em peso molecular. Embora as bacteriocinas fossem
usadas para suas propriedades antibacterianas, algumas tém espectros bac-
tericidas mais limitados que muitos antibidticos clinicamente usados. Por e-
xemplo, algumas bacteriocinas foram relatadas como reconhecendo, e as-
sim agindo apenas em, membros das mesmas espécies ou estritamente re-
lacionadas por sitios de receptor de ligagdo em organismos sensiveis, ou
suscetiveis.

Como uma classificagdo vasta, as bacteriocinas foram divididas
em trés tipos. O primeiro sao moléculas pequenas que sao termoestaveis.
Exemplos deste primeiro tipo incluem Colicina V (onde colicinas sao especi-
ficas para bactérias coliformes). O segundo tipo, piocinas do tipo S produzi-
das por P. aeruginosa, sao moléculas de proteina de peso molecular mais
alto. O terceiro tipo inclui bacteriocinas que genética e morfologicamente

assemelham-se as porc¢des caudais dos bacteriofagos. Exemplos deste (lti-
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mo tipo incluem as piocinas do tipo F e do tipo R de P. aeruginosa como
tambéem enterocoliticina de Yersinia. Estas piocinas foram relatadas como
sendo derivadas de um bacteriéfago ancestral, e elas tém similaridades com
a familia de fago lambda e a familia de fago P2, respectivamente.

Piocinas do tipo R sao similares as porgcbes caudais nao-
flexiveis e contrateis dos bacteriéfagos da familia myoviridae e sdo codifica-
das em um agrupamento simples de genes no genoma de Pseudomonas
(Shinomiya et al., 1983). Vide Figura 1. Apds especificamente ligar a uma
bactéria alvo, estas piocinas formam um poro na célula bacteriana, compro-
metendo a integridade de sua membrana citoplasmica e causando a despo-
larizacdo da membrana. Piocinas do tipo F sao também similares a uma
cauda do bacteri6fago, mas elas tém uma estrutura flexivel e nao-contratil
semelhante a bastonetes. Piocinas sao produzidas pela grande parte de ce-
pas P. aeruginosa, e algumas cepas sintetizam mais de um piocina.

Piocinas do tipo R sdo bacteriocinas de peso molecular alto
complexas produzidas por algumas cepas de Pseudomonas aeruginosa, e
tém atividade bactericida contra certas outras cepas de P. aeruginosa (para
uma revisao vide Michel-Briand e Baysse, 2002). Cinco piocinas do tipo R
foram identificadas até agora e, com base em seus espectros alvos (vide
abaixo), sdo denominadas R1 a R5. Cepa PAO1 produz piocina R2, que é
codificada em um agrupamento de gene que consiste em 16 estruturas de
leitura aberta (ORFs), 12 destas apresentam similaridade de seqliéncia sig-
nificativa as ORFs dos bacteriéfagos P2, PS17, ®CTX, e outros fagos seme-
Ihantes a P2 (Nakayama et al., 2000). Produgdo de piocina é induzida por
dano de DNA (Matsui et al., 1993) e é regulada por RecA, que degrada PrtR,
o repressor de PrtN, um regulador de transcricdo positiva do agrupamento.
Indugcédo dos genes de piocina resulta na sintese de aproximadamente 200
particulas de piocina por célula bacteriana seguido por lise da célula através
de mecanismos similares aqueles da lise do bacteriéfago. Piocinas matam
rapida e especificamente as células alvo primeiro ligando ao lipopolissacari-
deo (LPS) por meio de suas fibras caudais, seguido por contragao da envol-

tura e penetracao do nucleo através da membrana externa bacteriana, pare-
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de celular e membrana citoplasmica. Esta penetragdo compromete a integri-
dade da membrana citopldsmica e a despolarizagao do potencial da mem-
brana (Uratani e Hoshino, 1984). Em muitos aspectos, as piocinas podem
ser vistas como pro-fagos defeituosos adaptados pelo hospedeiro para pro-
duzir particulas antibacterianas nao-infecciosas resistentes a protease e a
acido, que consistem apenas no aparelho caudal adaptado, ou seja, sem
capsideos ou DNA. A replicacao dos genes de piocina requer a replicagao
do genoma bacteriano no qual eles estdo embutidos.

As cinco especificidades diferentes do receptor de piocina estao
linearmente relacionadas umas as outras com duas ramificagdes. (lto et al,
1970; Meadow e Wells, 1978; Kageyama, 1975). Piocina R5 tem o espectro
mais vasto e inclui as especificidades das outras quatro. Os receptores para
os outros quatro tipos de R formam duas ramificagdes, ou familias das espe-
cificidades, que divergem de R5. Uma ramificagdo inclui os receptores para
R3, R4, e R2, naquela ordem onde a especificidade do receptor para piocina
R3 é o mais distal da superficie da célula. A segunda ramificagao contém o
receptor R1 que parece ter um determinante de especificidade nao relacio-
nado aqueles para R2, R3, e R4. As duas ramificagcdes parecem estar vincu-
ladas ao receptor para R5 uma vez que todas as cepas de P. aeruginosa
que sao sensiveis a quaisquer das piocinas R1-R4 sao sensiveis também a
R5, enquanto algumas cepas sao sensiveis apenas a piocina R5. Algumas
cepas de P. aeruginosa sao resistentes a todas as 5 piocinas do tipo R de
ocorréncia natural.

Piocinas de P. aeruginosa especificamente matam principalmen-
te cepas de P. aeruginosa mas também foram mostradas matar algumas
cepas de espécies de Hemophilius, Neisseria € Campylobacter (Filiatrault et
al., 2001; Morse et al, 1976; Morse et al, 1980; Blackwell et al., 1981, 1982).

A especificidade das piocinas do tipo R é conferida pela fibra
caudal codificada por prf15. PRF15 é muito estritamente relacionado as fi-
bras caudais de fagos da familia Myoviridae, particularmente fagos seme-
Ihantes a P2 (Nakayama et al., 2000). Estas fibras caudais sd&o homotrime-

ros dispostos simetricamente em uma estrutura de placa base com seis c6-
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pias por particula, como mostrado na Figura 1. A regiao N-terminal da fibra
caudal liga a placa base, e a porgdo C-terminal, provavelmente proxima a
ponta, liga ao receptor bacteriano e assim confere especificidade de matan-
¢a. Uma chaperona cognata, codificada por prf16 (no caso de piocinas do
tipo R) fica localizada imediatamente a jusante de prf15, e é necessaria para
dobramento apropriado da fibra caudal e/ou montagem das fibras caudais na
estrutura de piocina. Particulas de piocina do tipo R foram descritas como
imunoquimica e geneticamente similares as caudas de certos bacteriéfagos
de P. aeruginosa (Kageyama 1975, Kageyama et al. 1979, Shinomiya et al.
1989, e Shinomiya et al. 1983b). Foi proposto que piocinas do tipo R e bac-
teriéfagos de Pseudomonas, tais como PS-17 e ®CTX, estejam relacionados
através de um bacterioéfago lisogénico ancestral comum dos quais genes que
codificam as proteinas-cabega e fung¢des de replicagao foram perdidos e os
genes residuais de fago adaptados para sua fungdo como componentes das
piocinas do tipo R defensivas (Shinomiya et al. 1989).

Bacteriocinas de peso molecular alto do tipo R similares foram
descritas em outras bactérias incluindo Yersinia enterocolitica (Strauch et al.,
2001), Listeria monocytogenes (Zink et al, 1995), Staphylococcus aureus
(Birmingham & Pattee, 1981) e Erwinia amylovora (Jabrane et al., 2002).
Classificagao e nomenclatura das bacteriocinas sofreram alteragcbes com o
passar do tempo, particularmente dada evidéncia expansivel de sua origem,
quimica e atividades. Tipicamente, a nomenclatura das bacteriocinas € com
base nas espécies produtoras. Por exemplo, E. coli produz bacteriocinas
denominadas colicinas; Pseudomonas aeruginosa produz piocinas; Listeria
monocytogenes produz monocinas; Yersinia enterociliticus produz enteroco-
liticinas; e assim sucessivamente. Historicamente, a classificagao comegou
com a identificacdo de cerca de 20 colicinas que foram classificadas como
A-V. Na maioria dos casos, cada bacteriocina parece ser especifica em agao
para as mesmas espécies de organismos, ou taxonomicamente relaciona-
das. Cepas produtoras de piocinas sao tipicamente resistentes a sua propria
piocina. Um ensaio geral para a concentracao de bacteriocina é descrito na
patente U. S. 4.142.939.
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Citacao dos documentos acima nio é intencionada como uma
admissao que qualquer do antecedente seja técnica anterior pertinente. To-
das as declaragbes sobre a data ou representacdo quanto aos conteudos
destes documentos sdo com base na informag&o disponivel ao requerente e
nao constituem nenhuma admissao quanto & exatiddo das datas ou conteu-
dos destes documentos.

SUMARIO DA DESCRICAO
Esta descricao refere-se as formas engenheiradas da classe de

bacteriocinas que parecem, mas sao distintas das caudas dos bacteriéfagos.
Estas bacteriocinas incluem piocinas do tipo R, bacteriocinas semelhantes a
cauda, bacteriocinas do tipo R, ou outras bacteriocinas de peso molecular
alto (hmw) relacionadas as estruturas caudais dos bacteriéfagos. Para facili-
dade de referéncia, o termo "bacteriocina de hmw" sera aqui usado para re-
ferir-se as bacteriocinas da descricao, incluindo, mas néo limitadas a, bacte-
riocinas do tipo R, piocinas do tipo F e R, monocinas, enterocoliticinas, e
meningocinas.

Bacteriocinas de HMW naturais sao tipicamente termoestaveis,
resistentes a tripsina, e podem ser induzidas por agentes que ativam o sis-
tema SOS. Por exemplo, elas também foram identificadas em muitas ente-
robactérias, especies Pseudomonas, Rhizobium Iupin, espécies Bacillus,
espécies Yersinia, € espécies Flavobacterium.

Uma bacteriocina de hmw engenheirada é composta de multi-
plas copias de varias subunidades de polipeptideo diferentes e possuem
uma ou mais fibras caudais compostas de proteinas de fibra caudal. Cada
fibra caudal contém um dominio de ligacao de receptor (RBD) que liga a, ou
interage com, um receptor para formar um par de ligagao. O RBD é a porgao
de uma fibra caudal que compreende a propriedade de ligagdo das bactérias
que o torna o primeiro membro do par de ligagdo. Um RBD como descrito
aqui compreende modificagao de uma proteina na fibra caudal para formar
uma fibra caudal modificada. A fibra caudal modificada com as outras subu-
nidades de polipeptideo forma uma bacteriocina de hmw engenheirada (ou

modificada). O receptor ao qual o RBD liga é o segundo membro do par de
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ligacédo, e pode ser igual, ou diferente, ao receptor para uma bacteriocina
sem a fibra caudal modificada. Em algumas modalidades da descri¢ao, o
segundo membro de um par de ligagao é um fator de viruléncia ou aptidao
de uma bactéria patogénica. Em outras modalidades, o segundo membro é
um componente da(s) camada(s) mais externa(s) de uma célula bacteriana,
tais como uma membrana de céiula ou, no caso de bactérias gram-positivas,
componente da parede celular.

Em comparacgédo a uma bacteriocina de hmw carecendo da fibra
caudal modificada, uma bacteriocina de hmw engenheirada pode diferir no
numero, maneira, e resisténcia de ligagdo de suas interagcdes com um recep-
tor. Desse modo, uma bacteriocina de hmw engenheirada pode ter proprie-
dades de ligacao diferentes ou adicionais (por exemplo especificidades de
ligagao, afinidades, e/ou avidezes) em comparagdo a uma bacteriocina sem
a modificagdo. Uma bacteriocina de hmw engenheirada ndo é uma molécula
de ocorréncia natural mas pode ser uma versao modificada de uma molécula
de ocorréncia natural. Alternativamente, uma bacteriocina de hmw engenhei-
rada pode ser uma versao modificada de outra bacteriocina de ocorréncia
nao-natural. Na maioria das modalidades, uma bacteriocina de hmw enge-
nheirada permanece um agente letal para as células bacterianas que ex-
pressam um receptor ligado pela bacteriocina.

Em um primeiro aspecto, a descri¢ao inclui uma bacteriocina de
hmw compreendendo uma proteina de fibra caudal com um RBD modificado.
Exemplos nao-limitativos de bacteriocinas de hmw incluem piocinas do tipo F
e do tipo R. Em algumas modalidades, o RBD modificado compreende uma
alteracao na sequéncia de aminoacido do dominio com relagdo a uma bacte-
riocina de ocorréncia natural. Exemplos nao-limitativos de uma alteracao na
sequéncia de aminoacido incluem substituicdo, insergao (adigdo), ou dele-
¢ao de um ou mais aminoacidos. Combinagdes de uma ou mais substitui-
¢oes, insergdes (adigdes), e delegdes podem também ser usadas.

Em outras modalidades, a fibra caudal compreende uma se-
quéncia heterdloga, ou de nao-bacteriocina, em um ou mais dos trés mond-

meros de proteina de fibra caudal que compdem uma fibra caudal trimérica
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simples. E enquanto as fibras caudais em uma bacteriocina nativa, ou de
ocorréncia natural, podem ser homotriméricas para formar um RBD, a fibra
caudal de uma bacteriocina de hmw engenheirada ou é heterotrimérica onde
um ou dois dos mondmeros de proteina é/sao diferente(s) um do outro, ou
homotrimérica onde todos os trés monémeros de proteina sao identicamente
nao-nativos (ocorrendo nao-naturalmente). A presenca de sequéncia hetero-
loga (ou nao-nativa), em um ou mais monémeros de proteina permite o tri-
mero formar uma fibra caudal com um RBD modificado.

A sequéncia heterdloga é desse modo em uma parte do(s) mo-
ndmero(s) de modo que pelo menos o RBD da fibra caudal é alterado em um
trimero montado. O RBD alterado altera as caracteristicas de ligacao e pro-
priedades da fibra caudal e assim a atividade de ligacao de uma bacteriocina
de hmw contendo a fibra caudal. Em algumas modalidades, o RBD heterdlo-
go é derivado de outra bacteriocina ou uma proteina da cauda de um bacte-
riofago ou pro-fago. Em muitos casos, o RBD heterdlogo € um polipeptideo
incluindo pelo menos parte da porcao C-terminal de uma proteina de fibra
caudal de uma bacteriocina, uma proteina de fibra caudal de bacteriéfago,
ou uma proteina de fibra caudal presuntiva, a sequéncia desta foi derivada
de um gene de um bacteriofago lisogénico viavel ou até mesmo defeituoso
encontrado dentro do genoma de uma bactéria. O RBD heterdlogo é fundido
em um polipeptideo contendo uma regiao de ligagcao de placa base (BPAR)
de uma bacteriocina de proteina de fibra caudal de hmw. A BPAR contendo
polipeptideo pode conter toda ou parte da porcdo N-terminal de uma fibra
caudal de bacteriocina de hmw, onde a porgao N-terminal pode consistir em
qualquer parte da fibra caudal exceto grandemente no término C.

Em outras modalidades, o RBD heterodlogo € derivado do deter-
minante de tropismo principal (Mtd) de bacteriéfago de Bordetella. Exemplos
nao-limitativos incluem um RBD heterélogo que compreende um Mtd modifi-
cado ou diversificado, opcionalmente com todo ou parte do RBD de uma fi-
bra caudal de um bacteriéfago. Em algumas modalidades, a fibra caudal de
bacteriéfago é aquela do bacteriéfago semelhante ao miovirus Vibrio harveyi

(VHML) ou seus derivados diversificados ou aqueles de outro pré-fago ou
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bacteriéfago que comprometem uma estrutura de Retroelemento de Gera-
cao de Diversidade (DGR).

A descrigao também inclui uma porgao de uma bacteriocina de
hmw engenheirada onde a porgéo retém a atividade da bacteriocina de ligar
um receptor em uma superficie de célula bacteriana e depois promover a
penetracao da membrana celular. Desse modo a porgao pode ser qualquer
que retenha as atividades de ligacao (reconhecimento) e de penetragao da
membrana de uma bacteriocina de hmw engenheirada. Em algumas modali-
dades, a porgdo compreende um ou mais polipeptideos de bacteriocina que
sao truncados.

Em um aspecto relacionado, a descrigao inclui fibras caudais
modificadas que podem fazer parte de uma bacteriocina de hmw da descri-
cao. A fibra caudal trimérica pode compreender uma ou mais proteinas de
fibra caudal com um RBD modificado ou um RBD heterélogo. Em algumas
modalidades, a proteina de fibra caudal monomérica modificada € derivada
de uma bacteriocina do tipo R enquanto em outras modalidades, a proteina
de fibra caudal é derivada de uma proteina de fibra caudal de bacteriéfago.

A descricao também inclui sequéncias de acido nucléico que
codificam uma proteina de fibra caudal modificada, como também vetores
e/ou células (hospedeiras) contendo as sequéncias de codificagdao. Os veto-
res e/ou células hospedeiras podem ser usados para expressar as sequén-
cias de codificagao para produzir proteinas de fibra caudal modificadas que
formam fibras caudais e sdo incorporadas em uma bacteriocina de hmw en-
genheirada da descrigao. Uma seqliéncia que codifica uma proteina de fibra
caudal modificada pode também ser introduzidas em uma célula bacteriana
que produz, ou € capaz de produzir, uma bacteriocina de hmw na presenca
da proteina de fibra caudal modificada. Expressao da proteina de fibra cau-
dal modificada resulta na produgao de uma bacteriocina de hmw modificada
pela célula. Se a(s) sequéncia(s) de proteina de fibra caudal de bacteriocina
natural for(em) inativada(s) ou removida(s), entdo apenas bacteriocinas de
hmw modificadas serdo produzidas. Se a(s) sequéncia(s) de proteina de fi-

bra caudal de bacteriocina natural for(em) retida(s), entdo bacteriocinas de
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hmw modificadas serdo produzidos juntamente com as fibras caudais de
bacteriocina natural, e as piocinas modificadas geradas podem ser misturas
de piocinas modificadas e piocinas naturais. Além disso, as piocinas geradas
de tais bactérias hospedeiras de produgdo podem conter piocinas bivalentes
(multivalentes), ou seja, contém particulas de piocina simples com uma mis-
tura de dois tipos de fibras caudais, cada uma com suas propriedades de
ligacado especificas. Tais piocinas multivalentes tém multiplas especificida-
des, duas ou mais, de ligagao ou matanga dentro da mesma particula ou
molécula de piocina. As bactérias transfeccionadas podem ser propagadas
para produzir bacteriocinas de hmw que impecam ou inibam o crescimento
de outras bactérias que expressam um receptor ligado pela bacteriocina de
hmw modificada ou por uma das bacteriocinas de hmw da mistura de bacte-
riocinas de hmw modificadas mais naturais.

Em algumas modalidades, o receptor é um fator de viruléncia ou
aptidao de uma cepa bacteriana virulenta ou patogénica de modo que expo-
sicdo a bacteriocina de hmw modificada impede ou inibe o crescimento da
cepa virulenta ou patogénica. Exemplos nao-limitativos de fatores de virulén-
cia alvejados por uma bacteriocina de hmw engenheirada incluem aqueles
codificados pelas sequéncias descritas na patente U. S. 6.355.411 e pedido
de patente publicado WO 99/27129 (Ausubel et al.), que é por este meio in-
corporado por referéncia como se completamente exposto.

A exposi¢ao é opcionalmente por meio de contato, ou cocultivo,
com bactérias transfeccionadas que expressam a bacteriocina de hmw. A
descri¢cdo inclui permitir a propagacédo das bactérias transfeccionadas in vi-
vo, sobre ou dentro de um sujeito animal ou vegetal. A aplicagao in vivo das
bactérias transfeccionadas fornece um estado de protegao contra bactérias
que expressam um receptor de superficie alvejado pela bacteriocina de hmw
engenheirada. O estado de protegdo € analogo a um estado de imunidade
onde as bactérias transfeccionadas essencialmente aumentam ou suple-
mentam a imunidade do organismo animal ou vegetal ou outro sistema de
defesa.

Em outras modalidades, a seqliéncia de acido nucléico que codi-
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fica um RBD de uma proteina de fibra caudal monomérica modificada faz
parte de um sistema genético que permite a identificagédo, isolamento fisico
e/ou selecao da sequéncia de codificacdo. Como exemplos nao-limitativos, o
sistema genético pode compreender a sequéncia de codificagao em um fa-
go, fago lisogénico, particula transdugdo, cosmideo, ou genoma de fago que
permitem sua identificacdo, isolamento, e/ou selecao. Em algumas modali-
dades, a sequéncia é fundida com uma porcao de um gene de fibra e ex-
presso para produzir um trimero de fibra caudal modificado que fara a bacte-
riocina de hmw modificada ligar a superficie € matar o organismo hospedeiro
que abriga o fago lisogénico do qual a seqUéncia de codificagdao de RBD foi
identificada ou isolada. Detec¢do de um fendtipo no trimero de fibra caudal
modificado permite a sequUéncia ser selecionada e/ou triada, identificada, e
isolada. Em algumas modalidades, o fendétipo pode ser uma propriedade de
ligacéo de receptor desejada, e possivelmente rara.

A descrigdo inclui uma biblioteca de fagos, particulas de trans-
ducao, cosmideos, ou genomas de fago, contendo uma pluralidade de se-
quéncias de DNA e/ou de RNA, cada uma codificando uma proteina de fibra
caudal modificada. Este acoplamento de fendétipo de ligagao para gendtipo
de codificacao do RBD permite a expressdo de uma pluralidade de RBDs
modificados de modo que as sequéncias que os codificam estao representa-
das dentro da biblioteca. Em algumas modalidades, os membros de uma
biblioteca cada um contém uma sequUéncia que codifica uma proteina de fi-
bra caudal modificada de modo que as fibras caudais homotriméricas séo
expressadas e disponiveis para triagem ou selecao para determinar o res-
pectivo fendtipo de ligagao de um membro de biblioteca. Em outras modali-
dades, os membros de uma biblioteca incluem aqueles com mais de uma
sequéncia de codificagdo de uma proteina de fibra caudal modificada de
modo que as fibras caudais heterotriméricas descritas aqui podem ser ex-
pressadas e triadas ou selecionadas para seus fendtipos de ligagao. O feno-
tipo de ligagdo de um membro da biblioteca é desse modo acoplado as res-
pectivas seqliiéncias de codificagao. Uma vez o gendtipo que codifica o RBD

desejado ou vantajoso foi assim identificado, este pode ser usado para criar
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a fibra caudal para uma bacteriocina de hmw modificada. Desenvolvendo a
funcdo da chaperona cognata de uma fibra caudal, tal como VHML, que na-
turalmente diversifica seu RBD, pode ser assegurado de dobramento apro-
priado de uma fibra caudal contendo um RBD diversificado derivado de VH-
ML.

Vetores, células hospedeiras, fagos, particulas de transdugao,
cosmideos, genomas de fago, e bibliotecas como descritos aqui podem ser
considerados composi¢cdes compreendendo uma proteina de fibra caudal
que codifica molécula de acido nucléico.

Composigdes adicionais da descricao compreendem uma bacte-
riocina de hmw engenheirada ou uma por¢ao antibacteriana da mesma. As
composi¢des sao antibacterianas em virtude da bacteriocina de hmw, e po-
dem compreender um veiculo ou excipiente. Claro que o veiculo ou excipien-
te € um que seja adequado para uso em combinagdo com uma proteina
complexa de subunidades multiplas como uma bacteriocina de hmw. Em
algumas modalidades, o veiculo ou excipiente é farmaceuticamente aceita-
vel de modo que a composicao pode ser usada clinica ou agricolamente. Em
outras modalidades, o veiculo ou excipiente é adequado para administracao
tépica, pulmonar, gastrintestinal, ou sistémica, tal como para um animal hu-
mano ou um nao-humano. Em modalidades adicionais, o veiculo ou excipi-
ente é adequado para administragcdo em um organismo n&o-animal tal como
uma planta ou produto fresco de uma planta como exemplos nao-limitativos.

Uma composigcdo como descrita aqui pode compreender mais
que um bacteriocina de hmw engenheirada ou compreende um ou mais a-
gentes adicionais, incluindo mas nao limitados a, uma bacteriocina de hmw
de ocorréncia natural desejada para 0 uso com a bacteriocina de hmw enge-
nheirada. Exemplos nao-limitativos de um agente adicional incluem uma en-
zima, um antibidtico, um agente antifungico, uma bactericida, um analgésico,
e um agente antiinflamatério.

Em um outro aspecto, a descricdo fornece métodos de usar um
produto relacionado a bacteriocina de hmw descrito aqui. Modalidades da

descri¢ao incluem métodos de inibir crescimento da célula bacteriana ou in-
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duzir morte da célula bacteriana. Tais métodos compreendem contatar uma
célula ou células bacterianas suscetiveis com uma quantidade eficaz de uma
bacteriocina de hmw engenheirada, ou com uma porgéao antibacteriana da
mesma. Alternativamente uma composi¢ao contendo a bacteriocina de hmw,
ou porgéao antibacteriana da mesma, pode ser usada. Em alguns casos, uma
quantidade eficaz pode ser equivalente a tao pouco quanto uma bacteriocina
de hmw, em média, por célula bacteriana. As quantidades mais altas podem
também ser usadas.

Em outras modalidades, um método de comprometer a integri-
dade da membrana citoplasmica de uma bactéria é fornecido. O acordo po-
de resultar na perda de potencial da membrana e/ou perda de um pouco dos
conteudos celulares. Tais métodos compreendem contatar a membrana com
uma bacteriocina de hmw engenheirada, ou por¢ao antibacteriana da mes-
ma. Em muitos casos, a membrana sera a das bactérias virulentas ou pato-
génicas.

Em algumas modalidades, os métodos da descricao podem
compreender aplicagao in vivo (ou administracdo) de uma bacteriocina de
hmw engenheirada, ou uma porgao antibacteriana da mesma, dentro de um
sujeito. Alternativamente, os métodos podem compreender contato in vitro
ou ex vivo.

Em um ainda aspecto adicional, a descrigdo fornece um método
de formar bactérias nao-virulentas de bactérias progenitoras virulentas. O
método compreende contatar as bactérias virulentas com uma bacteriocina
de hmw engenheirada, ou uma por¢ao antibacteriana da mesma que liga um
fator de viruléncia ou aptiddao das bactérias virulentas. O contato pode ser
sob condigdbes em que nem todas as bactérias sao mortas, ou completamen-
te inibidas no crescimento celular, pela quantidade de bacteriocina de hmw,
ou porgao antibacteriana da mesma, usada. O contato fornece uma presséao
seletiva que permite a bactéria alvejada sobreviver a bacteriocina de hmw
engenheirada ou porgao antibacteriana da mesma e propagar apenas se
tiver se tornado uma progénie de bactéria nao-virulenta mutante ou modifi-

cada que nao é suscetivel (e tao resistente) a bacteriocina de hmw enge-
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nheirada ou porcao antibacteriana da mesma. Em algumas modalidades, a
resisténcia € devido a falta de expressao do fator ou receptor de viruléncia
ou aptidao pela bacteriocina de hmw engenheirada, ou porcao antibacteriana
da mesma, assim evitando ataque pela bacteriocina de hmw engenheirada.
Em outra modalidade, a resisténcia pode ser devido a uma alteragdo no fator
de viruléncia ou aptidao de modo que esta ja ndo serve como um receptor
eficaz para o RBD da piocina modificada e na forma alterada também com-
promete sua fungao de viruléncia ou aptidao. A aquisicao de resisténcia pela
progénie sobrevivente, e a alteragdo resultante na viruléncia ou aptidao de
uma bactéria antigamente virulenta, pode ser determinada in vivo ou in vitro
para demonstrar sua patogenicidade comprometida.

Em um aspecto relacionado, a descri¢ao fornece um método de
manter uma populacdo de bactérias nédo-virulentas mediante contato com
uma bacteriocina de hmw engenheirada, ou uma porgao antibacteriana da
mesma, que liga e medeia seu efeito bactericida por meio de um fator de
viruléncia ou aptidao das bactérias virulentas. A presenca da bacteriocina de
hmw impede crescimento (ou geragao ou propagac¢ao) das bactérias virulen-
tas e assim mantém a populagado como nao-virulenta. Em algumas modali-
dades, o contato pode ser pelo uso de uma célula bacteriana, como descrito
aqui que expressa a bacteriocina de hmw engenheirada ou porcao antibacte-
riana da mesma.

Os detalhes de uma ou mais modalidades da descrigdo estao
expostos nos desenhos em anexo e na descrigdo abaixo. Outras caracteris-
ticas, objetivos, e vantagens da descrigao serao evidentes dos desenhos e
descrigao detalhada, e das reivindicacdes.

BREVE DESCRICAQ DOS DESENHOS

Figura 1 fornece o micrégrafo de elétron de uma particula de

piocina do tipo R revelando 4 das 6 fibras caudais no Painel A, e um esque-
matico dos componentes principais de uma particula de piocina do tipo R no
Painel B.

Figura 2 fornece ensaios de diluicao de mancha serial (5X) das

piocinas do tipo selvagem (R2), particulas de piocina produzidas da cepa de
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delegcao da fibra caudal (PAO1APIf15), e piocinas complementadas com a
fusao da fibra caudal R2-P2. Bactérias alvo sdo 13s de P. aeruginosa e C de
E. coli. Particulas de piocina R2 do tipo selvagem podem matar Pseudomo-
nas mas nao E. coli. A cepa de delecao da fibra caudal ndo produz nenhuma
particula de piocina ativa, mas quando complementada in trans com a fusao
da fibra caudal R2-P2, esta agora pode matar C de E. coli.

Figura 3 é complementar a estrutura de piocina R2 com uma
fusdo da fibra caudal R2-P2. A porcao C-terminal (RBD) do gene da fibra
caudal P2 foi fundida com a porgao N-terminal (BPAR) da fibra caudal R2,
como mostrado na parte A.

Parte B da Figura 3 mostra um esquematico da piocina R2 do
tipo selvagem (esquerda). A piocina R2 é complementada com a construgao
de fusao de R2 (BPAR)-P2 (RBD) para produzir particulas (direita) que tém
as fibras caudais quiméricas incorporadas na estrutura. As particulas de R2-
P2 tém um espectro de matanga alterado e agora alvejam certas cepas de
E. coli.

Figura 4 fornece umas fusdes de R2-P2 multiplas e suas ativida-
des bactericidas. O término N, 1-164 aminoacidos, de R2 (Regiao de Liga-
cao de Placa Base, "BPAR") foi fundido com varias por¢cdoes C-terminais de
P2 (RBD). Os numeros representam os numeros residentes de aminoacidos
das respectivas proteinas. A atividade bactericida das piocinas modificadas
(contra C de E. coli) contendo cada uma das fibras caudais construidas é
indicadas como presente (+) ou ausente (-).

Figura 5 mostra varias porgdes do término N da fibra caudal R2
(BPAR) fundidas a porcao C-terminal 158-669 (RBD) da fibra caudal P2. Os
numeros representam o0s numeros residentes de aminoacidos das respecti-
vas proteinas. A atividade bactericida das piocinas modificadas (contra C de
E. coli) contendo cada uma das fibras caudais construidas € indicada como
presente (+) ou ausente (-).

Figura 6 mostra fusbes de R2-P2 multiplas e suas atividades
bactericidas. Término N, 1-240 aminoacidos, de R2 (BPAR) foi fundido com
varias porgcoes C-terminais de P2 (RBD). Os nimeros representam os nime-
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ros residentes de aminoacidos das respectivas proteinas. A atividade bacte-
ricida das piocinas modificadas (contra C de E. coli) contendo cada uma das
fibras caudais construidas é indicada como presente (+) ou ausente (-).

Figura 7 fornece varias porgdes do término N da fibra caudal R2
(BPAR) fundida na porgao C-terminal 322-669 (RBD) da fibra caudal P2. Os
numeros representam 0os numeros residentes de aminoacidos das respecti-
vas proteinas. A atividade bactericida das piocinas modificadas (contra C de
E. coli) contendo cada uma das fibras caudais construidas é indicada como
presente (+) ou ausente (-).

Figura 8 mostra a complementagao trans da estrutura de piocina
R2 PAO1Aprf15 com vérias fibras caudais de piocina do tipo R, fusbes de
fibra caudal e chaperonas. Atividades das piocinas complementadas R1 a
R5 foram avaliadas tingindo sobre a cepa indicadora de 13s de Pseudomo-
nas aeruginosa que é sensivel a todos os tipos de piocina. As piocinas com-
plementadas R2-P2 foram testadas para atividade usando o C de E. coli co-
mo o indicador, e a piocina complementada R2-L-413c foi testada em cepa
de Yersinia pestis KIM.

As fibras caudais de Prf15 R2, R3, e R4 poderiam ser comple-
mentadas pelo Prf16 endégeno da piocina R2 de PAO1Aprf15. Fibras cau-
dais de Prf15 R1 e R5 que diferem no término C comparadas a R2, requere-
ram, para atividade maxima, seu préprio Prf16 cognato (que difere da con-
traparte de R2). Ambas as fusdes R2-P2 como R2-L-413c, que contém o
término C (RBD) das fibras caudais P2 e L-413c do fago, respectivamente,
requerem suas chaperonas de montagem da fibra caudal cognata codifica-
das por gene G do fago.

Figura 9 mostra o vetor de expressao da fibra caudal de piocina
e da chaperona pUCP30T. Os genes, prf15 e prf16, sao expressados usan-
do um vetor ponte de Pseudomonas/E. coli (Schweitzer) com origens de re-
plicagcéao (ori pRO1600, rep, e oriT) para ambas as espéecies. Sitios de clona-
gem sao mostrados pelos sitios de clivagem indicados da enzima de restri-
c¢ao. O plasmideo confere resisténcia de gentamicina (Gm R) e € mantido
adicionando gentamicina aos meios de cultura. Transcricdo de ambos os
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genes é dirigida pelo promotor de tac que é negativamente regulado por /a-
¢lQ. Quando transformados no Aprf15 de PAO1 da cepa de Pseudomonas
aeruginosa, os genes, por exemplo prf15 e prf16, incorporados no plasmideo
séo frans expressados apds terem sido induzidos com IPTG simultaneamen-
te com a indugao de mitomicina C daqueles genes de piocina que permane-
cem nas bactérias de produgao do hospedeiro de Aprf15 de PAO1.

Figura 10 fornece a construcao de fibra caudal de piocina espe-
cifica para Yersinia pestis. Similar a estratégia que foi usada para a constru-
cao de R2-P2, a porgao de codificagdo C-terminal (RBD) do gene de fibra
caudal de L-413c foi fundida com uma por¢ao N-terminal (BPAR) da fibra
caudal R2. Quando expressas in trans para complementar a cepa de dele-
cao da fibra caudal R2 PAO1Aprf15, particulas de piocina modificada sao
produzidas contendo as fibras caudais quiméricas R2-L-413c que podem
eficientemente matar Y. pestis mas nao Pseudomonas.

Figura 11 prové as sequéncias de aminoacido ou sequéncias de
acido nucléico para SEQ ID N%: 1-59, fornecidas nas paginas 11A-11J.
DEFINICOES

Como aqui usado, uma bacteriocina de hmw inclui uma piocina

do tipo R, bacteriocina semelhante a cauda, bacteriocina do tipo R, piocinas
do tipo F e do tipo R, monocinas, meningocinas, ou outras bacteriocinas de
peso molecular alto (hmw). Uma bacteriocina de hmw inclui versdes modifi-
cadas das piocinas do tipo R e do tipo F, enterocoliticinas, monocinas, e me-
ningocinas (vide Kingsbury "Bacteriocin production by strains of Neisseria
meningitidis". J Bacteriol. 91(5):1696-9, 1966). Uma bacteriocina de hmw
modificada ou engenheirada pode ser uma piocina do tipo R modificada se-
lecionada da piocina R1, R2, R3, R4, ou R5 de P. aeruginosa. Uma bacterio-
cina da descri¢cédo pode ser termoestavel, resistente a acido moderado, resis-
tente a tripsina, sedimentavel por centrifugacdo em cerca de 65.000 x g, e
resolvivel através de microscépio de elétron (vide Jabrane et al. Appl. Envi-
ron. Microbiol. 68:5704-5710, 2002; Daw et al. Micron 27:467-479, 1996;
Bradley Bacteriol. Rev. 31:230-314, 1967; e Kageyama et al. Life Sciences

9:471-476, 1962. Em muitos casos, uma bacteriocina de hmw engenheirada
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aqui tem um ou mais, em qualquer combinagao, destas propriedades. Uma
propriedade adicional comum as bacteriocinas e bacteriocinas de hmw en-
genheiradas descritas aqui € que elas ndo contém nenhum acido nucléico e
desse modo sao deficientes em replicagdo de modo que elas ndo podem
auto-reproduzirem apds ou durante a matanga de uma bactéria alvo como
muitos bacteriofagos o fazem.

Piocinas, e outras bacteriocinas de hmw reveladas aqui, s&o mo-
léculas complexas que compreendem multiplas subunidades de proteina, ou
de polipeptideo, e se assemelham as estruturas caudais dos bacteriéfagos
da familia myoviridae. Em piocinas de ocorréncia natural, as estruturas de
subunidade sao codificadas pelo genoma bacteriano tal como aqueie de P.
aeruginosa e formam piocinas para servir como defesas naturais contra ou-
tras bactérias (Kageyama, 1975). Uma bactéria alvo sensivel pode ser morta
por uma molécula de piocina simples (Kageyama, 1964; Shinomiya & Shiga,
1979; Morse et al., 1980; Strauch et al., 2001).

Uma "bactéria alvo" ou "bactérias alvo" referem-se a uma bacté-
ria ou bactérias que estao ligadas por uma bacteriocina de hmw engenheira-
da da descrigdo e/ou cujo crescimento, sobrevivéncia, ou replicagcdo sao por
ela(s) inibidos. O termo "inibicdo de crescimento" ou variagdbes do mesmo
refere-se a redugao ou parada da taxa da divisao de uma célula de bactéria
ou cessacgao da divisao da célula bacteriana, ou a morte das bactérias.

Como aqui usado, um "acido nucléico" tipicamente refere-se aos
polimeros de deoxirribonucleotideo ou ribonucleotideo (puros ou misturados)
em forma uni ou bifilamentar. O termo pode abranger acidos nucléicos con-
tendo analogos de nucleotideo ou residuos modificados da cadeia principal
ou ligacbes que sao sintéticas, de ocorréncia natural e de ocorréncia nao-
natural, que tém propriedades de ligagcao, estruturais ou funcionais similares
como o acido nucléico de referéncia, e que sao metabolizados de uma ma-
neira similar aos nucleotideos de referéncia. Exemplos nao-limitativos de tais
analogos incluem, sem limitacdo, fosforotioatos, fosforamidatos, fosfonatos
de metila, fosfonatos de quiral-metila, ribonucleotideo de 2-0-metila, e acidos

peptideo-nucléicos (PNAs). O termo acido nucléico pode, em alguns contex-
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tos, ser usado alternadamente com gene, cDNA, mRNA, oligonucleotideo, e
polinucleotideo.

Uma sequéncia de acido nucléico particular também abrange
variantes de modo conservador modificadas do mesmo (tais como substitui-
¢6es de codon degenerado) e sequéncias complementares, como também a
sequéncia explicitamente indicada. Especificamente, as substituicdes de cé-
don degeneradas podem ser alcancadas gerando sequéncias em que a ter-
ceira posi¢ao ("oscilante") de um ou mais cédons selecionados (ou todos) é
substituida com residuos de base misturada e/ou de deoxiinosina. Desse
modo, uma sequéncia de acido nucléico que codifica uma seqliéncia de pro-
teina revelada aqui também abrange variantes modificadas da mesma como
descritas aqui.

Os termos "polipeptideo”, "peptideo", e "proteina" sao tipicamen-
te usados de forma alternada aqui para referirem-se a um polimero de resi-
duos de aminoacido. Aminoacidos podem ser referidos aqui ou por seus
simbolos de trés letras comumente conhecidos ou pelos simbolos de uma
letra recomendados pela Comissao da Nomenclatura Bioquimica IUPAC-
IUB.

Fatores de viruléncia sao aquelas moléculas que contribuem pa-
ra a patogenicidade de um organismo mas nao sua viabilidade geral. Na
perda de um fator de viruléncia o organismo é menos patogénico mas nao
necessariamente menos viavel. Fatores de viruléncia podem ter uma dentre
numerosas fung¢des, por exemplo, regular expressao do gene, fornecer ade-
sao ou mobilidade, bombear para fora agentes antibiéticos, ou formar reves-
timentos protetores incluindo biofilmes.

Fatores de aptidao sdo aquelas moléculas que contribuem para
a viabilidade geral do organismo, taxa de crescimento ou competitividade em
seu ambiente. Na perda de um fator de aptidao, o organismo € menos viavel
ou competitivo e por causa deste comprometimento, indiretamente menos
patogénico. Fatores de aptidao podem também possuir uma dentre numero-
sas fungdes, por exemplo, adquirir nutrientes, ions ou agua, formar compo-
nentes ou protetores das membranas da ceélula ou paredes da célula, repli-
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car, reparar ou mutagenizar acidos nucléicos, fornecer defesa ou ofensa a
insultos ambientais ou competitivos.

Alguns fatores de viruléncia e aptidao estdo presentes na super-
ficie da bactéria e assim acessiveis a uma bacteriocina de hmw descrita a-
qui. Ligando a alguns fatores de viruléncia ou aptiddo de superficie, uma
bacteriocina de hmw pode mediar a matanga perfurando as membranas da
célula, comprometendo a integridade da membrana citoplasmica e/ou dissi-
pando o potencial da membrana da célula. Aquelas moléculas de superficie
acessiveis mais provaveis de suportar a ligacdo e morte da bacteriocina de
hmw sdo proteinas, polissacarideos, e lipopolissacarideos da membrana
externa. Consequentemente, alvos potenciais para bacteriocinas de hmw
engenheiradas sao fatores de fatores de viruléncia e aptidao que sao protei-
nas, polissacarideos e lipopolissacarideos da membrana externa. Alguns
exemplos n&o-limitativos de alvos de fatores de viruléncia para piocinas en-
genheiradas incluem metaloproteases de protease de clivagem intramem-
brana (iCLIP); lectinas de ligagao de galactose e fucose de IL e IIL; compo-
nentes de superficie microbiana reconhecendo proteinas da molécula de
matriz adesiva (MSCRAMM); e adesina, tais como ACE.

O ultimo sucesso de alvejar um fator de viruléncia especifico de-
pende de sua topografia na superficie bacteriana, sua densidade na superfi-
cie, talvez sua mobilidade bidimensional dentro da membrana externa, e sua
prevaléncia em isolados clinicos ou de campo do patdégeno. Por exemplo,
OprM é uma proteina de membrana externa semelhante a porina envolvida
em bombas de efluxo multiplas, por exemplo o sistema de MexAB, e preva-
lecente em muitas bactérias gram-negativas (Wong e Hancock, 2000). TolC,
similar a OprM, é uma proteina acessoéria requerida para muitas bombas de
efluxo de patégenos gram-negativos (Koronakis et al., 2004; Piddock, 2006).
Além disso, varios membros da familia YcrC de secretinas sao proteinas de
membrana externas necessarias para a translocacao de proteinas efetoras
patogénicas pelo sistema de secregao do tipo trés ("T3SS") em que muitos
patdégenos gram-negativos tais como P. aeruginosa e Yersinia pestis sao
dependentes para intoxicar seu hospedeiro mamifero (Galan e Collmer.
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1999; Koster et al., 1997; Cornelis, 2006). Além disso, os membros da fami-
lia YscW séo lipoproteinas também atracadas na membrana externa para
ajudar a insercdo das secretinsas dentro da membrana (Burghout et al.,
2004).

Exemplos nao-limitativos adicionais de fatores de viruléncia e
aptidao incluem uma aquaporina, tal como o canal de agua de aquaporina-Z
de E. coli (vide Calamita, 2000); RetS (vide Goodman et al., 2004; e Zolfa-
ghar et al., 2005); os membros da familia 7TMR-DISM (vide Anantharaman
et al., 2003); OprM (vide Wong et al., 2000; e SEQ ID N¢: 11); proteinas bac-
terianas tais como OprJ (SEQ ID N2 12), OprN (SEQ ID N2 13), AprF (SEQ
ID N2 14), OpmM (SEQ ID N2 15), OpmA (SEQ ID N2 16), OpmD (SEQ ID
Ne: 17), OpmE (SEQ ID N2 18), OpmQ (SE ID N2:35), OpmB (SEQ ID N2
36), Opmd (SEQ ID N2 37), OpmG (SEQ ID N¢@: 38), Opml (SEQ ID N¢: 39),
OpmH (SEQ ID N¢ 40), OpmK (SEQ ID N2% 41), OpmN (SEQ ID N¢ 42),
OpmF (SEQ ID N2 43), ou OpmL (SEQ ID N2 44); a familia OprD das pori-
nas (vide Tamber et al., 2006); ACE, ou o gene de ACE codificado por
OG1RF de E. faecalis (vide Sreedhar et al., 2000; e Rich, et al.,, 1999); as
lectinas de ligagao de galactose e fucose de PA-IL e PA-IIL (vide Mitchell et
al., 2002); genes de viruléncia vegetais e animais descritos por He et al.,
2004; metades de pirofosfato extracelular (vide Bonev et al., 2004); metalo-
proteases (vide Rudner et al., 1999); e moléculas de superficie codificadas
por transpdéson (vide Jacobs et al., 2003).

Outros exemplos nao-limitativos de fatores de viruléncia alveja-
dos por uma bacteriocina de hmw engenheirada descrita incluem aqueles
codificados pelas estruturas de leitura aberta (ORFs) descritas na patente U.
S. 6.355.411 e WO 99/27129, que sdo por este meio incorporados em suas
totalidades como se completamente expostos. Em algumas modalidades,
um fator alvejado por uma bacteriocina descrita aqui € codificado pelas

ORFs a seguir da patente U. S.:
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5 Desconhecida
9 - Desconhecida i
21 | Possivelmente receptor )
23 Possivelmente transportador de ABC
33 - Desconhecida
41 Possivelmente semelhante a mucina
43 - Desconhecida
51  Desconhecida
53 Possivelmente semelhante a mucina
85 Desconhecida _
| 89 Possivelmente receptor de lipoproteina
91 Desconhecida o
95 Possivelmente proteofosfoglicano, superficie da célula
107 Possivelmente ABC )
110 Possivelmente glicosiltransferase da membrana ,
113 Possivelmente proteina de resisténcia de multifarmaco MexA
132 Possivelmente muc d _ )
134 Possivelmente 6-UDP manose desidrogenase
149 ~ Possivelmente transportador de MDR alvo potencial v
150 Possivelmente proteina de resisténcia de multifarmaco MexA
203 Possivelmente componente de ATPase do transportador de ABC
204 Possivelmente componente de ATPase de transporte de ABC |
205 Possivelmente componente de ATPase de transporte de ABC
206 Possivelmente componente de ATPase de transporte de ABC
207 Possivelmente componente de ATPase de transporte de ABC
208 Possivelmente componente de ATPase de transporte de ABC
209 Possivelmente ABC o
213 Possivelmente antiportadores de Na+/H+ e K+/H+ do tipo NhaP
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215 Desconhecida
227 Possivelmente receptor . R
239 Possivelmente deoxicitidina trifosfato desaminase
241 Possivelmente UTPase
249 Desconhecida
255 Desconhecida ) _
261 Possivelmente 6-fosfogliconato desidrogenase
263  Possivelmente transportador de ABC
273 Desconhecida - - ‘
277 Possivelmente o membro da familia de PE-PGRS
289 Possivelmente 6-fosfogliconato desidrogenase
291 - Possivelmente glicosil transferase
297  Possivelmente ligA ,
301 Possivelmente glicosiltransferase -
309 Possivelmente bomba de efluxo de cation/multifarmaco
323 Desconhecida
327 Desconhecida _
331 Possivelmente sensor com PilR cinase putativa
333 Possivelmente transporte de proteina de Tonb
341 Possivelmente PilR
349 Possivelmente Pil A ou R
363 Possivelmente orfz )
365 Possivelmente transportador de ABC
375 Possiveimente mucina
377 Possivelmente pilus fimT

381 Possivelmente antigeno de imobilizagao H1
383 Possivelmente fimU
387 Possivelmente pilus PilV
393 Possivelmente pilW et
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401 Possivelmente pil X
403 Possivelmente antigeno cd3
411 Desconhecida
413 Desconhecida
419 Possivelmente pil E
421 Possivelmente pyl y2 S
427 Possivelmente antigeno da membrana externa de PE-PGRS
437 Possivelmente ligA de ABC

DESCRICAO DETALHADA DOS MODOS DE PRATICAR A DESCRICAO
GERAL

Bacteriocinas de hmw tém a habilidade para matar bactérias ra-
pidamente. Alguns relatérios prematuros de estudos in vivo mostraram que
elas podem ser eficazes em camundongos para esta aplicagdo (Haas et al.,
1974; Merrikin e Terry, 1972). Os inventores determinaram recentemente
que piocina R2 do tipo selvagem podem salvar camundongos de peritonite
aguda causada por Pseudomonas aeruginosa resistente a antibiéticos quan-
do administrada intraperitoneal ou intravenosamente e que as piocinas R2
podem atuar em doses muito baixas, tais como 10° piocinas ou menos que 1
pg de proteina total em uma dose unica (dados nao mostrados).

Para as bacteriocinas de hmw serem clinicamente uteis como
agentes antibacterianos, porém, o problema de seus espectros bactericidas
estreitos deve ser focalizado. Embora isto possa ser visto como uma vanta-
gem em que é possivel especificamente alvejar uma espécie ou cepa parti-
cular sem afetar a flora normal, os tipos de espécies/cepas que sao sensi-
veis as bacteriocinas conhecidas sao limitados. Por exemplo, piocinas sao
conhecidas ser correntemente produzidas por algumas cepas de Pseudo-
monas aeruginosa, € tém atividade contra uma faixa estreita de outras cepas
de Pseudomonas e algumas outras espécies gram-negativas. Bacteriocinas
do tipo R foram relatadas de outras espécies (tais como Erwinia, vide Jabra-

ne 2002, e Yersinia enterocolitica, vide Strauch) mas a ocorréncia parece ser
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limitada. Por outro lado, fagos de Myoviridae sao bastante difundidos e co-
muns e sao encontrados ao longo da classe bacteriana.

Esta descricdo demonstra que é possivel alterar o espectro de
uma piocina e assim qualquer bacteriocina de hmw. Um determinante princi-
pal do espectro entre as piocinas e seus fagos relacionados fica na fibra
caudal que especificamente liga a superficie bacteriana interagindo através
de sua porgao C-terminal (RBD) com um componente do LPS ou outra estru-
tura de superficie da célula. O LPS pode ser altamente variavel entre espé-
cies diferentes, e cepas de bactérias, e fibras caudais de bacteriéfago sao
em si altamente variaveis, particularmente nesta regiao C-terminal que inte-
rage com a superficie da célula (Tetart, Desplats). Esta variabilidade aparen-
temente reflete as adaptagdes constantes dos fagos as superficies hospe-
deiras variaveis. Observou-se que tipos de fago diferentes que infetam o
mesmo hospedeiro (os fagos de E. coli P2, Mu, e P1) tém similaridade de
sequéncia na porgao C-terminal da fibra caudal (Haggard-Ljungquist E, Hal-
ling C, Calendar R.), indicando que transferéncia horizontal nestas regides
genéticas provavelmente representa um papel na especificidade do hospe-
deiro. Por exemplo, piocina R2 tem um grau muito alto de similaridade de
sequéncia ao fago de Pseudomonas phiCTX, um fago que é também muito
estritamente relacionado ao fago de E. coli P2. Comparando as sequéncias
de fibra caudal da piocina R2 e P2, mais similaridade de sequéncia é vista
no término N (BPAR) que com o término C (RBD), sugerindo que o término
C represente o papel na especificidade do hospedeiro.

Como revelado aqui, € possivel alterar o espectro alvo de uma
piocina ou outro bacteriocina de hmw criando a por¢gao C-terminal do gene
de fibra caudal. E notavel que esta alteragdo de espectro pode ocorrer ao
longo das barreiras das espécies, demonstrando que piocinas do tipo R na-
turais e outras bacteriocinas de hmw naturais como reveladas aqui podem
ser modificadas e desenvolvidas em antimicrobianos com espectros mais
vastos.

BACTERIOCINAS DE HMW MODIFICADAS

A descrigdo prové bacteriocinas de hmw engenheiradas com
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especificidades e/ou afinidades de ligagao alteradas. Em algumas modalida-
des, uma bacteriocina de hmw da descrigao liga especificamente as molécu-
las de superficie exposta que atuam como fatores de viruléncia ou de fatores
aptiddo de bactérias patogénicas. O termo "especificamente (ou seletiva-
mente) liga" refere-se a uma reacao de ligacao que é determinativa da pre-
sencga do ligante ligado, frequentemente em uma populagdo heterogénea de
proteinas e outra substancia biolégica. Como resultado, a bacteriocina de
hmw engenheirada uma vez ligada especificamente pode de modo genérico
matar as bactérias patogénicas. Além disso, para se tornarem resistentes a
bacteriocina de hmw engenheirada, as bactérias patogénicas alvejadas tém
que perder seu sitio de reconhecimento ou de ligagao para a bacteriocina de
hmw. Declarado diferentemente, se a bacteriocina de hmw modificada espe-
cifica e exclusivamente usar o fator de viruléncia ou aptiddo como seu recep-
tor, as bactérias seriam forgcadas a perder sua viruléncia ou aptidao para es-
capar da matanga pela bacteriocina de hmw engenheirada.

Uma bacteriocina de hmw modificada da descricdo se asseme-
Iha a uma cauda do bacteriéfago mas compreende uma capacidade de liga-
¢ao, ou dominio de ligacao de receptor (RBD), que foi alterada com relacao
a uma bacteriocina nao-alterada, de ocorréncia natural, ou nativa. O RBD
pode ser alterado na sequéncia de aminoacido mediante o uso de técnicas
de DNA recombinantes como descritas aqui. O termo "recombinante", tipi-
camente usado com referéncia a uma célula, ou acido nucléico, proteina, ou
vetor, indica que a célula, acido nucléico, proteina ou vetor, foi modificada
pela introdugcdo de um éacido nucléico ou proteina heteréloga ou a alteragao
de um acido nucléico nativo ou proteina, ou que a célula é derivada de uma
célula assim modificada. Assim uma célula recombinante expressa genes
gue nao sao encontrados dentro da forma nativa (ndo-recombinante) da cé-
lula ou expressa genes nativos que sdo expressados anormalmente, infra-
expressados, ou nao expressados de modo algum.

Em muitas modalidades, o RBD pode ser modificado para ser
aquele de uma fibra caudal de outra bacteriocina ou um bacteriéfago. Como
exemplo nao-limitativo descrito aqui, 0 RBD de piocina R2 € modificado fun-
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dindo a por¢édo C-terminal da proteina de fibra caudal (RBD) de um fago
(que infeta um hospedeiro diferente) com a porgao N-terminal (BPAR) da
proteina de fibra caudal R2. Fundindo o término C da fibra caudal P2 a
PRF15 de R2 e co-expressando o chaperona cognata de P2, o espectro da
bactéria alvo da R2 é alterado para matar o C de E. coli. Vide Figura 2.

Em modalidades adicionais, bacteriocinas de hmw sao do con-
trario engenheirados. A descrigao inclui uma bacteriocina de hmw projetada
ou selecionada para reconhecer, ou alvejar, uma molécula de superficie de
uma bactéria (tal como uma bactéria patogénica). A molécula de superficie
pode ser considerada um receptor em uma bactéria reconhecida, ou ligada,
pela bacteriocina de hmw.

A descrigao € com base nas propriedades de uma fibra caudal
de bacteriocina de hmw para ligar ou interagir com um receptor para formar
um par de ligagdo. A ligagao ou interagado ocorre através do RBD da fibra
caudal, que é o primeiro membro do par de ligagdo com o receptor sendo 0
segundo membro do par. Em muitas modalidades, o receptor € uma molécu-
la de superficie de célula bacteriana ou por¢cao da mesma. Em outras moda-
lidades, o receptor € uma molécula com propriedades de um fator de viru-
IEéncia ou aptidao de uma bactéria patogénica.

Uma bacteriocina de hmw modificada ou engenheirada descrita
aqui compreende uma fibra caudal tendo tanto uma regiao de ligacao de pla-
ca base (BPAR) como um RBD modificado, ou heterélogo. Como descrito
aqui, a fibra caudal € uma estrutura trimérica de trés subunidades de protei-
na de fibra caudal, cada uma desta também compreende um primeiro domi-
nio correspondendo, e formando, a BPAR em uma fibra caudal e um segun-
do dominio correspondendo, e formando, um RBD modificado ou heterdlogo
em uma fibra caudal.

Tipicamente, "heterdlogo" quando usado com referéncia a por-
¢coes de uma proteina ou sequéncia de acido nucléico indica que a seqién-
cia compreende duas ou mais subseqiéncias que usualmente nao sao en-
contradas na mesma relagdo uma com a outra na natureza. Por exemplo,

uma proteina heterdloga indica que a proteina compreende duas ou mais
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subsequéncias que nao sado encontradas na mesma relagdo uma com a ou-
tra na natureza. "Heterdlogo" também significa que a seqiéncia de aminoa-
cido ou de acido nucléico ndao é normalmente encontrada junto com as ou-
tras seqliéncias ou nao é normalmente contida no plasmideo, vetor, ou hos-
pedeiro selecionado. Em outras palavras, ndo é nativa ao sistema para o
qual é agora utilizado. Por exemplo, proteinas produzidas por um organismo
do qual nao é a fonte do tipo selvagem daquelas proteinas.

Assim em muitas modalidades, a descrigao inclui que uma prote-
ina de fibra caudal de bacteriocina de hmw compreendendo um BPAR da
proteina e um RBD modificado, ou heterélogo. O BPAR encontra-se tipica-
mente na regidao N-terminal de uma proteina de fibra caudal, enquanto o
RBD encontra-se tipicamente na regidao C-terminal. Diferente do RBD modifi-
cado, ou heterdlogo, a proteina de fibra caudal pode ser aquela de qualquer
bacteriocina de hmw de ocorréncia natural, com uma piocina, monocina, en-
terocoliticina, ou meningocina que sao exemplos nao-limitativos. Em algu-
mas modalidades, a proteina de fibra caudal de R1-piocina, R2-piocina, R3-
piocina, R4-piocina, e R5-piocina, como representadas pela SEQ ID N2 1, 3,
5, 7, 9, respectivamente, podem ser usadas como descritas aqui. Em moda-
lidades adicionais, a proteina de fibra caudal pode ser aquela ou aquelas do
fago ®CTX SEQ ID N2 45, ou aquela do fago PS17 SEQ ID N2: 19 ou aque-
la do bacteriéfago de VHML SEQ ID N2 21 e 22.

Modalidades da descrigcao incluem combinacdes de uma BPAR
de proteina de fibra caudal de bacteriocina de hmw e um RBD de uma prote-
ina de fibra caudal de bacteriéfago, como mostradas na Figura 3. Em alguns
casos, uma combinagao pode incluir os aminoacidos N-terminais da posigéao
1 a cerca da posi¢éo 164 ou posi¢cao 240 de uma proteina de fibra caudal de
bacteriocina. Este fragmento de polipeptideo pode ser fundido com uma re-
giao de uma proteina de fibra caudal do bacteriéfago incluindo sua porgao C-
terminal contendo um RBD. A regiao pode ser um fragmento de polipeptideo
que carece da regiao N-terminal da posi¢ao 1 a cerca da posi¢cao 150, cerca
da posigao 170, cerca da posicao 190, cerca da posi¢gao 290, cerca da posi-

¢ao 300, ou cerca da posigao 320.
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Usando a piocina R2 e a proteina de fibra caudal do fago P2
como exemplos nao-limitativos, o fragmento contendo BPAR pode incluir os
aminoacidos N-terminais da posicao 1 a posicao 164 ou 240. Vide Figuras 4-
7. O fragmento contendo RBD pode incluir o C-terminal, e de cerca de 347 a
cerca de 755 aminoacidos em comprimento das proteinas de fibra caudal P2
ou fago relacionadas. A fusao pode ser facilmente preparada através de téc-
nicas de DNA recombinante com sequéncias de acido nucléico que codifi-
cam a proteina de fibra caudal R2, tal como prf15, e o gene de fato P2 H que
codifica sua proteina de fibra caudal. A chaperona cognata do RBD necessi-
ta ser coexpressada com os genes de fibra caudal de fusdo para assegurar
a montagem das fibras caudais modificadas em uma estrutura de piocina
funcional. Vide figura 8.

Em outras modalidades, um RBD modificado compreende uma
alteragao na sequéncia de aminoacido do RBD com relacao a um RBD de
ocorréncia natural ou com relagdo a BPAR presente na proteina de fibra
caudal. Exemplos nao-limitativos de uma alteragcdo na sequéncia de aminoa-
cido incluem substituicdo, inser¢cao (ou adicao), ou delecao de um ou mais
aminoacidos.

Em modalidades compreendendo a substituicdo de residuos de
aminoacido de RBD, cerca de 1 %, cerca de 2 %, cerca de 3 %, cerca de 4
%, cerca de 5 %, cerca de 6 %, cerca de 7 %, cerca de 8 %, cerca de 9 %,
cerca de 10 %, cerca de 11 %, cerca de 12 %, cerca de 13 %, cerca de 14
%, cerca de 15 %, cerca de 16 %, cerca de 17 %, cerca de 18 %, cerca de
19 %, cerca de 20 %, cerca de 22 %, cerca de 24 %, cerca de 26 %, cerca
de 28 %, cerca de 30 %, cerca de 35 %, cerca de 40 %, cerca de 45 %, ou
cerca de 50 %, ou mais, do término C em uma proteina de fibra caudal sao
substituidos. Em algumas modalidades, as substituicoes estdao dentro de
cerca de 245, cerca de 260, cerca de 275, ou cerca de 290, ou mais, resi-
duos do término C.

As posigoes para substituicdo podem ser qualquer um ou mais,
em qualquer combinagado, dentro daquela regiao. Posi¢des exemplares in-
cluem, mas ndo sao limitadas a, 448, 449, 452, 453, 454, 455, 459, 460,
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462, 463, 464, 469, 472, 473, 474, 475, 478, 480, 484, 485, 486, 491, 494,
496, 497, 498, 499, 505, 506, 507, 508, 510, 512, 514, 517, 518, 519, 520,
521, 523, 527, 528, 530, 531, 533, 535, 537, 538, 541, 543, 546, 548, 561,
603, 604, 605, 606, 610, 618, 621, 624, 626, 627, 628, 629, 631, 632, 633,
638, 641, 642, 645, 646, 647, 648, 649, 650, 651, 652, 653, 654, 655, 657,
659, 663, 664, 665, 666, 667, 668, 669, 670, 671, 672, 673, 674, 675, 676,
677, 678, 679, 680, 681, 682, 683, 684, 685, 686, 687, 688, 689, e 691, co-
mo também qualquer combinacdo das mesmas, na SEQ ID N¢: 1, 3, 5, 7, ou
9. Em algumas modalidades, a substituicdo é conservadora como descrita
aqui. Em outras modalidades, a substituicao € com uma substituicdo néao-
conservadora.

Em outras modalidades, inser¢cdoes e delecbes dos residuos de
aminoacido dentro da mesma regiao no término C de uma proteina de fibra
caudal podem ser feitas.

RBD DE BACTERIOFAGOS

Outras fontes de RBD incluem, mas nao sao limitadas a, fagos

T-4 e outro T-par ou pseudoT-par, fagos T-3 e T-7, supergrupo de fagos T-7,
fago Mu, fago P22, fago L-413c, e fagos lambddides.
RBD DE DIVERSIFICACAQO

Em outras modalidades, uma proteina de fibra caudal compre-

ende uma substituicado, ou inser¢ao, de um RBD derivado de um organismo
que diversifica a estrutura desenvolvendo uma Retroelemento Gerador de
Diversidade (DGR), como descrito no Pedido de Patente publicado US 2006-
0121450, publicado em 8 de junho de 2006 (incorporado aqui por referéncia
como se completamente exposto). O determinante de tropismo principal
(Mtd) do bacteriofago de Bordetella BPP-1 é uma tal estrutura. A seqiéncia
de Mtd é representada pela SEQ ID N2 24 como descrita aqui. Em outras
modalidades, a substituicao € com parte da seqliéncia de Mtd, tal como, mas
nao limitada a, a regiao dos residuos 49 a 381, dos residuos 171 a 381, ou
dos residuos 306 a 381, da SEQ ID N2: 24. A insercao da sequéncia de Mtd,
ou qualquer fragmento da mesma (tal como aqueles listados acima), a ter-

minacao de uma proteina de fibra caudal, tal como apds a posicdo 691 da
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SEQ ID N2 3, esta dentro das modalidades descritas aqui. A substituicdo da
sequéncia de Mtd, ou qualquer fragmento da mesma (tal como aqueles lista-
dos acima), pode ser para qualquer regido de ndo-BPAR de uma proteina de
fibra caudal. Exemplos nao-limitativos incluem a regidao da SEQ ID N¢: 1, 3,
5, 7, ou 9 comecando por cerca da posicdo 643, 625, 562, 448, 428, 231, e
163 através do término C da sequéncia (vide figuras 4-7 para exemplificagcao
destas substitui¢des).

Como descrito aqui, a sequéncia de Mtd em uma fibra caudal
pode ser diversificada para produzir uma pluralidade de RBDs modificados
ou heterdlogos. A sequéncia de acido nucléico que codifica Mtd compreende
uma regiao variavel (VR) que pode ser operativamente ligada, em cis ou in
trans, a uma regiao modelo (TR) de modo que a TR é uma seqliiéncia mode-
lo que direciona mutagénese loco-especifica da VR. A ligagao operativa en-
tre as regides VR e TR também inclui uma ligagao operativa as sequéncias
que codificam uma atividade de transcriptase reversa (TR) que pode estar
presente in trans com relagdao a VR. Sitios de variabilidade na VR de Mtd
correspondem aos residuos de adenina na regiao modelo em geral homolo-
ga, TR sendo invariante e essencial para alteragdes da sequéncia na VR.
Assim embora uma molécula inicial possa conter uma TR que é idéntica a
VR, os residuos de adenina presentes na TR resultardo no mutagénese ou
diversificagédo das posi¢cdes correspondentes na sequéncia de VR. Assim se
a sequéncia de TR for uma repeticao direta perfeita da sequéncia na VR,
diversificagcao da regiao VR resulta em um ou mais residuos de adenina na
VR, também encontrados na TR, sendo mutados para outro nucleotideo, que
é citosina, timina ou guanina sem alteragdo na sequéncia de TR. Este siste-
ma pode ser usado para alterar a regiao VR, e desse modo o RBD, de uma
proteina de fibra caudal modificada como descrita aqui.

Sob diversificagado, a proteina de fibra caudal pode ser variada
de modo que o RBD resultante tenha pelo menos 80 %, pelo menos 85 %,
pelo menos 90 %, ou pelo menos 95 % homologia ao determinante de tro-
pismo principal (Mtd) do bacteriéfago de Bordetella BPP-1, como represen-

tado pela SEQ ID N2 24. Como descrito aqui, a proteina de fibra caudal e
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combinagao de Mtd podem ser uma substituigcdo, ou uma insergcdo, de uma
sequéncia de Mtd ou porgdo da mesma na sequéncia de proteina de fibra
caudal. Desse modo a proteina de fibra caudal resultante pode ser vista co-
mo compreendendo uma substituicdo ou insercado com um dominio de liga-
¢ao com pelo menos 80 %, pelo menos 85 %, pelo menos 90 %, ou pelo
menos 95 % homologia como recitado acima.

Uma molécula de &cido nucléico que codifica uma fibra caudal e
combinagao de Mtd pode ser usada para diversificagcdo e variacdo da se-
gténcia. Desse modo combinagdes de acido nucléico das seqiéncias que
codificam toda ou parte de uma proteina de fibra caudal, e toda ou parte de
um Mtd, estdo dentro das modalidades descritas. Outras modalidades inclu-
em moléculas de acido nucléico que codificam qualquer proteina de fibra
caudal com uma RBD modificado ou heterdlogo como descrito aqui. Em al-
gumas modalidades, RBD modificado ou heterélogo codificado compreende
uma alteracéo na sequéncia de aminoacido do RBD com relagdo a um RBD
de ocorréncia natural ou com relagcao ao BPAR presente na proteina de fibra
caudal como descrito acima.

Em modalidades adicionais, uma proteina de fibra caudal que
codifica a molécula de acido nucléico pode ser feita disponivel para diversifi-
cacgao para formar uma proteina de fibra caudal modificada descrita aqui. A
molécula de acido nucléico, sob controle de um promotor adequado, é ope-
rativamente colocada 5’ para uma regiao de atd-TR-brt. A seqléncia de TR
pode ser referida como TR’ e preparada com base na seqiéncia de VR co-
mo debatido abaixo. A constru¢do de acido nucléico resultante pode carre-
gar uma delegao da estrutura de terminador de transcricdo a montante do
atd.

Uma regiao da molécula de acido nucléico que codifica a extre-
midade C-terminal da proteina de fibra caudal como descrita acima, é sele-
cionada para ser a VR e depois operativamente ligada a uma sequiéncia de
TR’ que contém os residuos de adenina nas posicdes, que quando variada,
alteracOes de aminodacido variadas, diretas na sequiéncia codificada pela VR.

Tais residuos de adenina podem ser deliberadamente projetados para estar
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na primeira ou segunda posigdo dos cdédons dentro da VR. A sequéncia de
TR’ pode ser inicialmente idéntica a VR selecionada seguida por mutagéne-
se loco-direcionada ou sintese de novo de acido nucléico para preparar a
sequéncia de TR’ que contém os residuos de adenina nas posigdes corres-
pondentes para direcionar mutagénese e diversificagao na proteina de fibra
caudal codificada.
PREPARACAQ E USO DE BACTERIOCINAS DE HMW

As moléculas de acido nucléico descritas aqui podem ser usadas

para expressar e preparar proteinas de fibra caudal, incluindo proteinas mo-
dificadas ou criadas, por quaisquer meios conhecidos a pessoa versada. Em
algumas modalidades, a expressao é por meio do uso de um vetor que con-
tém a molécula de acido nucléico operavelmente ligada a um promotor que
pode direcionar a expressao da proteina de fibra caudal codificada.

Em muitas modalidades, a expressao pode ocorrer com expres-
sao de um gene acessorio, tal como uma sequéncia de codificagao de "cha-
perona" relatada para varias bacteriocinas e bacteriéfagos. A presenca de
uma chaperona facilita a montagem de uma bacteriocina de hmw da descri-
cao sem necessariamente se tornar uma parte da bacteriocina. A chaperona
pode ser proteina cognata, ou correspondente, para o0 RBD usado em uma
bacteriocina de hmw da descrigao tal como mostrada na figura 8. Um exem-
plo nao-limitativo de uma chaperona é codificado através de prf16 de R2
(SEQ ID N2 4), e corresponde (ou € a chaperona cognata) a proteina de fi-
bra caudal codificada de piocina R2 por prf15 (SEQ ID N2 3). Outros exem-
plos incluem gene G na P2 (SEQ ID N2 26), gene G em L-413c (SEQ ID N<:
29), a chaperona cognata, SEQ ID N2: 20, para a fibra caudal PS17, e a Orf
38 (SEQ ID N2 23) em bacteriéfagos de VHML que sé&o chaperonas cogna-
tas para os genes de fibra caudal em cada fago. Estes genes sao homdlogos
ao fago T4 gp38 (SEQ ID N°: 32) que é conhecido ser responsavel peio do-
bramento apropriado da fibra caudal de T4 (SEQ ID N2 31) em trimeros
(Burda, Qu, Hash emolhosseni).

O uso de uma chaperona cognata é vantajoso porque uma cha-

perona nao-cognata pode ser insuficiente para corretamente dobrar uma
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proteina de fibra caudal dada e/ou ajunta-la em uma bacteriocina de hmw,
como mostrado na figura 8. Como um exemplo nao-limitativo, o produto gé-
nico de prf16 de R2 foi observado ser insuficiente para complementar o do-
bramento de uma fibra caudal modificada comprometendo um BPAR de R2
f'undido com uma porcao de BRD de P2 de uma fibra caudal. Sem estar pre-
SO a teoria, e oferecido para melhorar a compreensao da descricdo presente,
acredita-se que uma chaperona possa especificamente agir na porgdo C-
terminal de sua proteina de fibra caudal cognata e que as fibras caudais e
suas chaperonas coevoluiram. Porém, Qu et al. isolou um mutante de fibra
caudal de gp37 de T4 que suprime o requerimento por gp38, sua chaperona
cognata. Este mutante teve em gp37 uma duplicagdo de um motivo de espi-
ral encaracolado, que pode por si sé representar um papel de dobramento.
Portanto, acredita-se também que uma proteina de fibra caudal possa ser
projetada para conter um tal alteracao de forma que ela se dobre correta-
mente sem a necessidade de coexpressar uma chaperona cognata.

Portanto, modalidades da descri¢dao incluem uma célula bacteri-
ana transfeccionada com uma molécula de acido nucléico que codifica uma
proteina de fibra caudal modificada ou engenheirada, opcionalmente coex-
pressada com uma chaperona, como descrita aqui. Expressao da molécula
de acido nucléico, opcionaimente com uma proteina acesséria (chaperona),
resulta na producao de fibras caudais modificadas ou criadas da descricao.
A descricao também inclui expressao de mais que proteina de fibra caudal
modificada ou engenheirada através do uso de mais de uma molécula de
acido nucléico para resultar em fibras caudais homotriméricas ou até mesmo
heterotriméricas misturadas. Adicionalmente, sequéncias que codificam a
proteina de fibra caudal e chaperona podem ser contidas dentro de uma mo-
lécula de acido nucléico simples, tal como um plasmideo ou outro vetor, ou
através de moléculas separadas. Onde uma molécula de acido nucléico
simples for usada, as sequéncias opcionalmente podem estar sob o controle
da(s) mesma(s) seqiéncia(s) reguladora(s). Alternativamente, as sequéncias
de codificagcao podem ser sob controle regulador separado.

Em algumas modalidades, a célula bacteriana é também capaz
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de expressar as subunidades adicionais para formar uma bacteriocina de
hmw que compreende uma fibra caudal modificada ou engenheirada. Em um
grupo de modalidades, a seqiéncia de proteina de fibra caudal de codifica-
¢édo endogena da célula bacteriana € inativada ou deletada. Opcionalmente,
as outras subunidades podem ser codificadas através das sequéncias em
uma molécula de acido nucléico, tal como um plasmideo ou outro vetor, se-
parado daquela que contém uma seqUéncia que codifica uma proteina de
fibra caudal e/ou chaperona. Desse modo a proteina de fibra caudal e/ou
chaperona pode(m) ser fornecida(s) com uma ou mais moléculas de acido
nucléico in trans com relagcao as outras subunidades.

Os &acidos nucléicos, vetores, e células bacterianas Podem ser
usados em um método de produzir uma bacteriocina de hmw modificada ou
engenheirada como descrita aqui. Um tal método pode compreender cultivar
células bacterianas que contém moléculas de acido nucléico como descritas
acima sob condi¢bes que resultam na expressao e produgao da fibra caudal
e bacteriocina de hmw. Em algumas modalidades da descricao as condi¢cdes
sao in vivo dentro de um animal.

Em um grupo de modalidades, um método de preparar uma bac-
teriocina de hmw compreende expressar as subunidades de bacteriocina,
incluindo a proteina de fibra caudal modificada ou engenheirada, em uma
bactéria hospedeira, e colher a bacteriocina de hmw da cultura bacteriana. A
bactéria hospedeira € uma bactéria de produgao hospedeira complementar
que codifica e expressa as outras subunidades necessarias para a produgao
da bacteriocina. O termo "bactéria hospedeira" ou "bactérias hospedeiras”
refere-se a uma bactéria ou bactérias usadas para produzir uma bacteriocina
de hmw descrita aqui. Bactéria ou bactérias hospedeiras podem também ser
referidas como "bactéria de produgao hospedeira" ou "bactérias de produgao
hospedeira". O "colher uma bacteriocina de hmw de uma cultura bacteriana”
em geral compreende remover a bacteriocina da cultura bacteriana hospe-
deira.

Em um grupo alternativo de modalidades, um método de prepa-

rar uma bacteriocina de hmw com uma fibra caudal modificada como descri-
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ta aqui é fornecido. O método pode compreender preparar uma molécula de
acido nucléico que codifica uma proteina de fibra caudal modificada por
qualguer meio descrito aqui e expressar a molécula de acido nucléico em
uma célula sob condi¢bes em que uma bacteriocina de hmw é produzida.

Modalidades da descricao incluem uma bacteriocina de hmw
que compreende uma proteina de fibra caudal como descrita aqui. Em um
grupo de modalidades, a bacteriocina compreende uma proteina de fibra
caudal compreendida em parte da sequéncia de aminoacido representada
pela SEQ ID N2 1, 3, 5, 7, 9. Em outras modalidades, a bacteriocina € uma
piocina, monocina, enterocoliticina, ou meningocina modificada ou engenhei-
rada compreendendo uma fibra caudal com um RBD modificado heterdlogo.
Em muitas modalidades, o RBD modificado heterdlogo liga um fator de viru-
Iéncia ou aptidao bacteriana.

Em outras modalidades, bacteriocinas de hmw engenheiradas
com fibras caudais multivalentes sao descritas. Mtd de bacteriéfago de Bor-
detella bronchiseptica BPP-1 foi descoberto através de analise cristalografica
de raio X ser um homotrimero piramidal altamente entrelacado com os trés
conjuntos de doze residuos de aminoacido variaveis que formam trés sitios
de ligacao de receptor bastante planos com a base da piramide e localizados
em um dominio de lecitina do tipo C convergentemente evoluido ("CTL").
Comparagao das estruturas de cinco variantes de Mtd em resolugao de 1,5
angstrém mostrou que a conformacao de cadeia principal dos residuos vari-
aveis é estruturalmente invariante, com inser¢does na CTL e montagem trimé-
rica ambas contribuindo para a formagcao de um andaime estatico para exibi-
cdo combinatéria de residuos variaveis, assim minimizando a incidéncia de
desdobramento da proteina (McMahon et al., 2005). Desse modo uma fibra
caudal simples pode ser gerada para conter trés mondédmeros misturados cor-
retamente dobrados uma vez que as estruturas das fibras de Mtd variantes
sdo idénticas com excecdo dos doze residuos de aminoacido expostos a
solvente nao-interagentes.

A estrutura da variante de Mtd-P1 dominante ligada a seu recep-

tor, o pertactina de fator de viruléncia de Bordetella, foi também solucionada
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por cristalografia e caracterizada. Um dos mondmeros de Mtd liga um domi-
nio estrutural em pertactina; um segundo monémero idéntico do mesmo Mtd
liga um dominio estrutural diferente, nao-simétrico da mesma molécula de
pertactina (monomérica); um terceiro monémero de Mtd permanece nao-
ligado.

As estruturas de Mtd variantes acima e a interagcao de ligagao
entre Mtd e seu alvo, pertactina, podem ser aplicadas ao projeto e selegao
de fibras caudais multivalentes. Por exemplo, é evidente que um mondémero
de Mtd pode exibir afinidades por dois dominios estruturais diferentes e ain-
da em formato multimérico pode possuir avidez suficiente para realizar liga-
cao e infeccao de fago funcional. Além disso, nem todos os monémeros de
uma fibra nao necessitam estar ligados a um receptor para prover avidez
adequada para ligagcao e infeccao de fago. Estes dados e conclusdes junta-
mente com o conhecimento que para pelo menos bacteriéfagos de T4, tam-
bém myoviridae, apenas trés (homotrimérica) fibras caudais necessitam es-
tar ligadas a receptores para desencadear contracao da envoltura da cauda
e penetragao do nucleo das membranas bacterianas, indicam varios meios
de gerar uma bacteriocina de hmw multivalente. Tais bacteriocinas de hmw
multivalentes engenheiradas tém faixas de hospedeiro mais vastas e séo até
mesmo capazes de ligar a mais que uma viruléncia simples ou fator de apti-
dao no mesmo organismo bacteriano, assim tornando mais dificil para as
bactérias alvejadas desenvolverem resisténcia por perda mutacional da ex-
pressao de todos receptores alvejados relevantes. Uma bacteriocina do tipo
R pode ser engenheirada para possuir dois conjuntos independentes de trés
fibras caudais idénticas, as fibras de um conjunto compreendidas dos mes-
mos trés mondmeros nao-idénticos, e as fibras do outro conjunto compreen-
didas de trés mondomeros nao-idénticos diferentes. Cada monémero pode
possuir afinidades de ligagao por dois epitopos diferentes (por exemplo dois
receptores diferentes), da mesma maneira que Mtd. Assim quaiquer bactéria
que expressa qualquer uma ou mais das 12 moléculas de receptor alvejadas
diferentes (2 "epitopos"/monémero vezes 3 monémeros/fibra caudal vezes 2

conjuntos de fibras caudais diferentes/bacteriocina do tipo R é igual a 12 re-
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ceptores alvejados) ligaria a bacteriocina de hmw muitivalente engenheirada
e desencadearia sua penetracdao da membrana. Tais bacteriocinas de hmw
engenheiradas tém um faixa de hospedeiro ndo-naturalmente vasta e, além
disso, tornam-se altamente improvaveis que uma bactéria que expressa
mais que um receptor alvejado simples pudesse ficar resistente as bacterio-
cinas de hmw engenheiradas.

Em outros aspectos, métodos para o uso de uma bacteriocina de
hmw da descricdo sao fornecidos. Em algumas modalidades, um método de
comprometer a integridade da membrana citoplasmica de uma bactéria é
descrito. O método pode compreender contatar uma bactéria alvo com uma
bacteriocina de hmw, ou por¢ao da mesma, como descrita aqui. Alternativa-
mente, 0 contato pode ser com uma bacteriocina de hmw contendo a com-
posi¢cao descrita aqui.

Em um grupo de modalidades, o contato ocorre in vivo dentro de
um sujeito. Desse modo um método de comprometer a integridade da mem-
brana de uma bactéria em um sujeito é descrito. O método pode compreen-
der administrar uma bacteriocina de hmw ou uma porgao da mesma como
descrito aqui para o sujeito. Em outro grupo de modalidades, o contato ocor-
re in vitro.

Em ainda modalidades adicionais, um método de formar progé-
nie de bactéria ndo-virulenta ou imprépria de bactéria progenitora virulenta é
fornecida. O método pode compreender contatar as bactérias virulentas com
uma bacteriocina de hmw que liga um fator de viruléncia ou aptidao das ditas
bactérias progenitoras virulentas como descritas aqui. O método depois po-
de continuar permitindo a selecdo da progénie de bactérias nao-virulentas
que ja nao expressam o fator de viruléncia ou aptidao.

Em uma modalidade alternativa, um método de manter uma po-
pulacao de bactérias nao-virulentas é fornecido. O método pode compreen-
der contatar a populagdo com uma bacteriocina de hmw que liga um fator de
viruléncia ou aptiddo de bactérias virulentas. O método depois continua e
impede a propagag¢ao de bactérias virulentas. Sem estar preso a teoria, €

oferecido para melhorar a compreensao da descrigao, um aparecimento de
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resisténcia bacteriana para uma bacteriocina de hmw engenheirada sera
acompanhado por uma viruléncia ou aptiddo comprometida das bactérias
patogénicas.

Os meétodos da descrigdo podem também ser aplicados em um
ambiente onde crescimento bacteriano nao é desejado ou é considerado ser
prejudicial. Exemplos nao-limitativos incluem a esterilizagcdo de ambientes,
incluindo ambientes médicos e instalacdes de sala de operagao; como tam-
bém areas de preparacao de alimentos, incluindo areas onde carne ou peixe
crus sdo manipulados. Os métodos podem também ser usados para esterili-
zar objetos sensiveis a calor, dispositivos médicos, e implantes de tecidos,
incluindo 6rgaos de transplante.

Os métodos podem ser usados como uma terapia isolada ou
como uma terapia adjunta, tal como para o tratamento de populagdes bacte-
rianas. Numerosos agentes antimicrobianos (incluindo antibiéticos e agentes
quimioterapéuticos) sdo conhecidos que seriam uteis em combinagao com
estes métodos para tratar condigdes com base em bactéria.

BACTERIAS ALVO
As bacteriocinas de hmw engenheiradas podem ser modificadas

da descrigao para alvejar um receptor em uma variedade de espécies e ce-
pas bacterianas, incluindo bactérias patogénicas, tais como bactérias noso-
comiais ou piogénicas, como exemplos nao-limitativos. Além de alvejar os
fatores de viruléncia de bactérias seletas como descritas aqui, as bactérias
que ja sao suscetiveis aos bacteriéfagos sdo um grupo nao-limitativo de bac-
térias que podem ser inibidas por uma bacteriocina de hmw, tais como uma
piocina engenheirada, da descricdo. Estas bactérias incluem as bactérias
gram-negativas que sido suscetiveis, como também nao sensiveis, as pioci-
nas de ocorréncia natural. Exemplos nao-limitativos adicionais incluem bac-
térias gram-negativas como um grupo como também bactérias gram-
positivas. Ha relatérios de entidades semelhantes a bacteriocina em grama
bactérias positivas (Thompson & Pattee, 1981; Birmingham & Pattee, 1981;
Zink et al., 1995). Em algumas modalidades, a bactéria alvo é identificada ou

diagnosticada. Exemplos nao-limitativos de tais bactérias incluem aquelas do
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género Escherichia, Staphylococcus, Clostridium, Acinetobacter, Pseudomo-
nas, ou Streptococcus.

Como um exemplo nao-limitativo de alvejar um fator de virulén-
cia, a descrigao inclui o uso de uma proteina de fibra caudal de fago da qual
RBD como aquela da proteina de gp37 de um fago semelhante a T-par ou
RB-69 nomeado AV17 que infeta o O157:H7 de E. coli mas nao infeta uma
cepa mutante derivada desta que perdeu o antigeno de O157. (Vide Yoichi
et al., 2005). A ligagao deste fago parece requerer a presenga do antigeno
de O157, um fator de viruléncia, envolvido na adesao do intestino do orga-
nismo de E. coli patogénico de O157:H7. Portanto, uma bacteriocina de hmw
da descricao pode conter uma proteina de fibra caudal modificada contendo
o RBD da proteina de gp37 (SEQ ID N°: 33) do fago acima descrito AV17 de
modo que a bacteriocina de hmw modificada alveja um fator de viruléncia, o
antigeno de O157, de O157:H7 de E. coli. A chaperona cognata para a fibra
caudal de AV17 tem SEQ ID N2 34.

Outras bactérias alvo incluem aquelas responsaveis por infec-
cOes de P. aeruginosa tépicas ou localizadas em humanos. Uma "infeccao"
refere-se ao crescimento de bactérias, tais como em um sujeito ou tecido ou
célula nao-bacteriana, em que as bactérias na verdade ou potencialmente
poderiam causar doenga ou um sintoma no sujeito, tecido ou célula nao-
bacteriana. Tratamento de uma infecgdo pode incluir tratamento profilactico
de substancias ou materiais. Exemplos nao-limitativos incluem 6rgaos doa-
dos, tecidos, e células; equipamento médico, como um respirador ou maqui-
na de dialise; ou feridas, tais como aquelas durante ou apds a cirurgia. Ou-
tros usos incluem a remocgao de bactérias alvo que podem causar problemas
sob crescimento adicional. Em modalidades adicionais, uma bacteriocina de
hmw é usada para tratar plantas ou partes de plantas colhidas com infec-
¢bes ou contaminagdes bacterianas, ou tratar ocorréncias ambientais das
bactérias alvo, tais como em um hospital ou ambiente comercial.

A descricao prové o tratamento, por administragédo ou contata
com uma bacteriocina de hmw descrita aqui para alvejar as bactérias, de tais

infecgcOes em tecidos e sujeitos como segue. As infecgdes incluem as infec-



10

15

20

25

30

42

¢des comuns da cérnea ("ceratite" e uUlceras cérneas), pelo menos dois ter-
¢os destas sdo causados por P. aeruginosa. Cerca de 30 % destes patoge-
nos sao relatados ser resistentes a antibidticos multiplos (Mah-Sadorra et al.,
2005). Infecgao bacteriana da cérnea é considerada uma condi¢ao relativa-
mente incomum mas séria que requer atengdo médica urgente por causa do
potencial para visdo reduzida ou até mesmo perda de visdo no(s) olho(s)
afetado(s). Outras infecgbes comuns que podem ser tratadas, e sdo causa-
das por P. aeruginosa resistente a antibidticos, incluem infec¢gdes da orelha,
por exemplo "swimmer’s ear" (Roland & Stroman, 2002), aquelas secunda-
rias a queimaduras severas e ferimentos (Holder, 1993), e fibrose cistica.
Fibrose cistica é consistentemente agravada por infecgdes cronicas, resis-
tentes a antibidtico causadas por P. aeruginosa e seu parente proximo, Bur-
kholderia cepacia (Govan & Deretic, 1996), e estes patdégenos em fibrose
cistica podem ser tratados pelo uso de uma bacteriocina de hmw engenhei-
rada. Porque as bacteriocinas como piocinas tolerarao a secagem por refri-
geracao (Higerd et al., 1969), a descricao inclui uma formulagao secada por
refrigeracao de uma bacteriocina para administragédo para intensificar a pro-
babilidade da liberacdo com sucesso para a via aérea superior e/ou inferior
do trato respiratorio.

Como descrito aqui, o tratamento de um sujeito é tipicamente
tratamento de "um sujeito em necessidade de tratamento". A determinacgéo,
ou diagnose, da necessidade pelo tratamento pode ser feita por uma pessoa
versada, tal como um clinico, para uso dos meios reconhecidos na técnica.
Em algumas modalidades, o sujeito € um animal ou planta com uma infec-
cao bacteriana que é potencialmente de ameacga a vida ou que prejudica a
saude ou encurta o periodo de vida do organismo.

Em modalidades adicionais, um método para matar ou inibir o
crescimento de bactérias em um biofilme é fornecido. Um tal método pode
compreender contatar um biofilme com uma bacteriocina de hmw descrita
aqui que alveja bactérias no biofiime.

Como descrito aqui, uma bacteriocina de hmw antibacteriana é

usada para inibir crescimento, sobrevivéncia, ou replicacdo de uma bactéria
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particular. A bactéria pode ser uma cepa patogénica ou ambientalmente de-
letéria, ou pode ser tratada de uma maneira profilactica. Um microorganismo
patogénico em geral causa doencga, as vezes apenas em circunstancias par-
ticulares.

As bactérias podem também ser aquelas de uma infec¢do noso-
comial (derivada de hospital), bactérias ambientais, e bactérias piogénicas
(formadoras de pus). Os métodos e composi¢cdes da descricdo podem ser
usados para inibir crescimento de bactérias nosocomiais, incluindo bactérias
que povoam um ambiente de hospital tipico, ou bactérias que estao presen-
tes na pele humana ou no trato gastrintestinal humano, ou bactérias que in-
fetam e formam pus em feridas. Infecgbes nosocomiais sdo infecgbes que
ficam evidentes durante uma permanéncia em hospital ou sao relacionadas
a um procedimento executado em um hospital. Estas infec¢des relacionadas
a procedimento freqlientemente ficam evidentes apds os pacientes serem
tido alta hospitalar. As infecgées bacterianas nosocomiais mais comum séo
infecgdes do trato urinario, infecgdes do local cirurgico, pneumonia, diarréia
e colite da pseudomembrana associada com C. difficile, e infecgbes sistémi-
cas sérias em que as bactérias podem se desenvolver do sangue.

Os métodos e composigdes podem ser usados da descrigcdo pa-
ra inibir crescimento de bactérias gram-negativas ou gram-positivas. Exem-
plos nao-limitativos de bactérias gram-positivas incluem Staphylococcus (pi-
ogénicas), Enterococcus (oportunisticas), Streptococcus, Enterococcus, Ba-
cillus, Micrococcus, Mycobacterium, Corynebacterium, e Clostridium. Exem-
plos nao-limitativos de bactérias gram-negativas incluem Pseudomonas (pi-
ogénicas), E. coli (oportunisticas), Salmonella (oportunisticas), Campylobac-
ter (oportunisticas), Proteus (piogénicas), Klebsiella (oportunisticas), Entero-
bacter (piogénicas), Citrobacter (piogénicas), bastonetes nao-fermentadores
gram-negativos (tais como Acinetobacter), e Shigella. Os cocos piogénicos
séo bactérias esféricas que causam varias infecgdes supurativas (produtoras
de pus) em animais. Inclusos estao Staphylococcus aureus de cocos gram-
positivos, Streptococcus pyogenes, e Streptococcus pneumoniae, € 0S COCOS

gram-negativos, Neisseria gonorrhoeae, e N. meningitidis.
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Em modalidades adicionais, os métodos revelados e composi-
¢Oes da descricdo s@o usados para inibir crescimento, particularmente de
bactérias resistentes a antibidticos. Exemplos nao-limitativos incluem nume-
rosos patogenos bacterianos que se tornaram resistentes a multi-farmacos
(MDR).

ENGENHEIRANDO PIOCINAS COMO UM EXEMPLO REPRESENTATIVO
NAQO-LIMITATIVO

Frangois Jacob descobriu e primeiro descreveu piocinas como

bacteriocinas de peso molecular alto (Jacob, 1954). Entidades semelhantes
a sebacteriocina similares foram descritas em outras multiplas bactérias
gram-negativas (Coetzee et al., 1968) como também em Listeria moncyto-
genes (Zink et al. 1995) e Staphylococcus aureus (Thompson e Pattee,
1981) ambos destes sao organismos gram-positivos. Embora as piocinas se
assemelhem morfologicamente as caudas dos bacteridfagos contrateis
(myoviridae), elas nao sao fagos defeituosos simples; ha diferengas signifi-
cantes. Por exemplo, as diferengas existem na estabilidade fisica e quimica
entre as piocinas e as caudas do fago (Kageyama & Egami, 1962; Nakaya-
ma et al., 2000).

Embora as faixas de hospedeiro de piocinas sejam relativamente
estreitas e usualmente restringidas as cepas das mesmas espécies, ha ex-
cecdes (Morse et al, 1976; Blackwell et al., 1982). Por outro lado, bacteriéfa-
gos de myoviridae podem exibir faixas de hospedeiro vastas, e suas faixas
de hospedeiro, como aquelas das piocinas, sao determinadas pelas especi-
ficidades de ligacédo das pontas de suas fibras caudais (Tetart et al., 2001).

Para numerosas fibras caudais de fago, o terceiro distal (3’-
terminal) do gene varia nos mutantes ou variantes com faixas de hospedeiro
de fago alteradas, ou "tropismos" (Ackermann, 2003). Como um exemplo
nao-limitativo, o determinante de tropismo principal (Mtd), a proteina ligadora
de receptor de bacteriofago de Bordetella BPP-1, varia grandemente em se-
quéncia (Liu et al., 2004; Doulatov et al. 2004). Variacao em Mtd depende de
um retroelemento codificado por fago (Retroelemento Gerador de Diversida-

de, ou DGR) que pertence a uma familia de DGRs implicados na geragédo da
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variagdo da sequéncia em varios genomas de fago e bacterianos. O DGR de
Bordetella pode produzir mais de 10'® variantes de seqliéncia diferentes de
Mtd, rivalizando as 10'*-10'® possiveis sequéncias de anticorpos. Variantes
de Mtd s&o produzidas por um unico processo de mutagénese adenina-
especifico que envolve transcriptase reversa codificada por DGR (bRT) e
uma regiao modelo estavel (TR). Variabilidade em Mtd é focalizada em 12
aminoacidos codificados por adenina que sao difratados ao longo de sua
regiao variavel C-terminal (VR) (Doulatov et al. 2004). As estruturas cristali-
nas 3-dimensionais de numerosas variantes de Mtd de Bordetella foram so-
lucionadas e confirmadas, como descrito abaixo, que a ponta da estrutura
determina a especificidade de ligagao e assim o tropismo principal (faixa de
hospedeiro) do fago (McMahon et al.,, 2005). Desse modo, como também
descrito abaixo, Mtd e seu sistema de DGR relacionado pode ser usado na
pratica da descrigédo.

Muitas espécies de Pseudomonas possuem 0S genes para as
piocinas do tipo R (Takeya et al., 1969; Kageyama, 1975). O locus da pioci-
na do tipo R consiste em cerca de 16 grupos de complementacao incluindo
cerca de 10 genes estruturais mais genes reguladores e de chaperona (Shi-
nomiya et. al. 1983a; Shinomiya et al., 1983b). As piocinas do tipo R morfo-
I6gica e geneticamente se assemelham as caudas de bacteridéfagos de myo-
viridae mas nao tém nenhuma estrutura de cabeca e desse modo nenhum
conteudo de acido nucléico (Kageyama, 1964; Ishii et al., 1965; Shimizu et
al., 1982). Cré-se que elas tenham evoluido da estrutura caudal de fago de
um antepassado relacionado com P2, mas elas ndo sao fagos defeituosos
simples, apods terem sido também adaptadas para seu papel como agentes
bactericidas defensivos (Nakayama et al, 2000). Similar aos bacteriéfagos,
porém, as piocinas se ligam aos "receptores" especificos moleculares nas
bactérias alvo e penetram suas membranas com uma estrutura de "nucleo”
ou semelhante a agulha (Uratani & Hoshino, 1984). Como uma consequén-
cia imediata da penetracao do nucleo das membranas, a bactéria € morta
pelo comprometimento da integridade de sua membrana citoplasmica e dis-

sipagao de seu potencial da membrana, um evento bactericida que pode ser
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o resultado de um ataque por uma piocina simples (lijima, 1978; Uratani &
Hoshino, 1984; Strauch et al., 2001).

O RBD, ou Determinante de Ligacdo de Receptor da ligagao de
piocina R, de uma piocina do tipo R tipica liga a uma molécula de superficie
bacteriana. No caso de um isolado de piocina R2, o RBD reside na porgao
carboxi-terminal de sua fibra caudal. A fibra caudal € um homotrimero do
produto do gene de prf15 (Nakayama et al., 2000). Modificagdo do RBD no
gene de prf15 e recombinacdo do gene de prf15 modificado em um sistema
que produz piocinas do tipo R permite a produg¢édo de uma piocina engenhei-
rada com especificidade de ligagao modificada.

O determinante de tropismo principal (Mtd) do bacteriéfago de
Bordetella possui varias propriedades uUnicas e Uteis como um dominio de
ligacdao. A forma funcional de Mtd em bacteriéfago de Bordetella € um homo-
trimero que liga a proteina de fator de viruléncia, pertactina, em Bordetella.
Desse modo, o gene mtd pode ser fundido na extremidade distal do gene
prf15 para tirar proveito das propriedades de Mtd. Assim conforme descrito
aqui, um aspecto da descri¢do inclui construcdo de uma proteina de fusao
entre a proteina de fibra caudal de piocina do tipo R de P. aeruginosa (Prf15)
e o determinante de tropismo principal (Mtd) do fago de Bordetella, BPP-1.
Uma fusédo de Prf15-Mtd pode ser usada para complementar in trans uma
delegao de prf15 de piocina de PAO1 de P. aeruginosa para ligar e matar
Bordetella bronchiseptica de expressao de pertactina ou E. coli de expressao
de pertactina.

Adicionaimente, o bacteriéfago P2 ou P4 pode ser usado como
um substituto para abrigar o gene de fusao da fibra caudal de prf15-mtd de
modo que o gendtipo é acoplado ao fendtipo de ligagao da fibra caudal. Isto
permite transducao eficiente, selecao, e isolamento do gene de fibra caudal
que codifica o RBD desejado.

MODOS DE ADMINISTRACAO

Uma bacteriocina de hmw engenheirada da descrigdo pode ser
administrada por qualquer meio adequado. Exemplos nao-limitativos incluem

administracao topica, ou localizada, como também pulmonar (inalagao), gas-



10

15

20

25

30

47

trintestinal, por cateter ou tubo de gotejamento, ou administragéo sistémica a
um sujeito. Exemplos representativos, e nao-limitativos, de administragao
sistémica incluem administragdo intraperitoneal e intravenosa. Os efeitos
protetores das piocinas intraperitoneal e intravenosamente administradas
foram demonstrados em camundongos infetados sistemicamente com doses
letais de cepas de P. aeruginosa sensiveis in vitro as piocinas administradas
(Merrikin & Terry, 1972; Haas et al., 1974). Em algumas modalidades, conta-
to entre uma bacteriocina de hmw descrita aqui e uma populacao bacteriana
alvo resulta em uma diminuicdo na populagcao de pelo menos 10, pelo me-
nos 100, pelo menos 1000, ou pelo menos 10.000, ou mais, vezes com rela-
¢ao a auséncia da bacteriocina. Em outras modalidades, o contato pode re-
sultar em uma diminuigdo na detectabilidade das bactérias por pelo menos
5, pelo menos 10, pelo menos 20, pelo menos 30, pelo menos 40, ou pelo
menos 50, ou mais, vezes com relagdo a auséncia da bacteriocina.

Uma bacteriocina de hmw engenheirada da descricao pode ser
administrada em qualquer sujeito afligido, diagnosticado como afligido, ou
suspeito de estar afligido, com uma infecgdo ou contaminacao através de
bactérias suscetiveis a bacteriocina de hmw. Exemplos nao-limitativos de tal
um sujeito incluem espécies animais (mamifero, réptil, anfibio, aviario, e pei-
xe) como também insetos, plantas e fungos. Exemplos representativos, e
nao-limitativos, de espécies mamiferas incluem os seres humanos; primatas
nao-humanos; espécies agricolamente relevantes tais como bois, porcos,
cabras, e ovelha; roedores, tais como camundongos e ratos; mamiferos para
companhia, exibicdo ou exposi¢ao, tais como cachorros, gatos, cobaias,
coelhos, e cavalos; e mamiferos para o trabalho, tais como cachorros e ca-
valos. Exemplos representativos, e nao-limitativos, de espécies aviarias in-
cluem galinhas, patos, gansos, e passaros para companhia ou exposigao
tais como papagaios e periquitos. Um sujeito animal tratado com uma bacte-
riocina engenheirada da descricdo pode também ser um animal quadrupede,
um bipede, um aquatico, um vertebrado, ou um invertebrado, incluindo inse-
tos.

Em algumas modalidades, o sujeito a ser tratado € uma crianca
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ou outro animal jovem que ainda tém que alcanc¢ar a maturidade. Desse mo-
do a descrigao inclui o tratamento de condi¢des pediatricas compreendendo
infecgdo com bactérias ou outro microorganismo suscetivel a uma bacterio-
cina de hmw da descricao.

A descricao também prové o tratamento ou preveng¢ao de uma
infecgao oportunistica, tal como aquela sendo o resultado de um crescimen-
to indesejavel de bactérias que estao presentes na flora microbiana de um
sujeito animal humano ou nao-humano. Uma infecgcao oportunistica pode ser
o resultado de uma condi¢gao imunossuprimida em um sujeito ou o resultado
de tratamento antibiético alterando a flora comensal do trato geniturinario
(GU) ou gastrintestinal (Gl). Desse modo a descricao também prové o trata-
mento ou profilaxia de sujeitos imunossuprimidos e sujeitos expostos a ou-
tros agentes farmacéuticos. Uma bacteriocina de hmw com sua atividade
antibacteriana pode ser usada em combinagdo com outro agente antibacte-
riano ou antimicrobiano, tal como um agente antibiético ou antifungico como
exemplos nao-limitativos. Um "agente antimicrobiano” € um agente ou com-
posto que pode ser usado para inibir o crescimento ou matar organismos
unicelulares. Agentes antimicrobianos incluem antibidticos, agentes quimio-
terapéuticos, anticorpos (com ou sem complemento), inibidores quimicos de
DNA, RNA, proteina, lipidio, ou sintese ou fungdes da parede celular.

Em algumas modalidades, uma bacteriocina de hmw ¢é formula-
da com um excipiente ou veiculo "farmaceuticamente aceitavel". Um tal
componente é um que seja adequado para uso com humanos, animais, e/ou
plantas sem efeitos colaterais adversos impréprios. Exemplos nao-limitativos
de efeitos colaterais adversos incluem toxicidade, irritagao, e/ou resposta
alérgica. O excipiente ou o veiculo s&o tipicamente um que sejam comensu-
raveis com uma razao razoavel de beneficio/risco. Em muitas modalidades,
o veiculo ou excipiente sdo adequados para administragao topica ou sisté-
mica. Veiculos farmacéuticos nao-limitativos incluem solugbes aquosas ou
nao-aquosas estéreis, suspensodes, e emulsdes. Exemplos incluem, mas nao
sao limitados a, excipientes farmacéuticos padrbées tais como uma solugao

salina tamponada de fosfato, agua, emulsdes tais como emulsdao de 6-
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leo/agua, e varios tipos de agentes umectantes. Exemplos de solventes nao-
aquosos sao propileno glicol, polietileno glicol, 6leos vegetais tais como azei-
te de oliva, e ésteres organicos injetaveis tais como etiloleato. Veiculos a-
quosos incluem agua, solugdes alcodlicas/aquosas, emulsdes ou suspen-
sOes, incluindo meios salinos e tamponados. Veiculos parenterais incluem
solugao de cloreto de sddio, dextrose de Ringer, dextrose e cloreto de sédio,
oleos de Ringer tratados com lactato ou fixos. Veiculos intravenosos inciluem
repositores de fluidos e nutrientes, repositores de eletrdlito (tais como aque-
les com base na dextrose de Ringer), e outros.

Formulagdes e composi¢gdes farmacéuticas adicionais descritas
aqui compreendem uma bacteriocina de hmw isolada especifica para um
hospedeiro bacteriano; uma mistura de duas, trés, cinco, dez, ou vinte ou
mais bacteriocinas que alvejam os mesmos hospedeiros bacterianos; e uma
mistura de duas, trés, cinco, dez, ou vinte ou mais bacteriocinas que alvejam
hospedeiros bacterianos diferentes ou cepas diferentes do mesmo hospedei-
ro bacteriano.

Opcionalmente, uma composi¢cao compreendendo uma bacterio-
cina de hmw da descrigdo pode também ser liofilizado usando meios bem
conhecidos na técnica. Reconstituicdo subsequente e uso podem ser prati-
cados como conhecido no campo.

Também fornecidas sao formulagdes compreendendo bacterio-
cina de hmw microencapsulada. Em algumas modalidades, estas podem
fornecer cinética de liberagao continua ou permitir ingestao oral para atra-
vessar o estdmago e para dentro do intestino delgado ou grande. Em geral,
as composigdes farmacéuticas podem ser preparadas em varias formas, tais
como granulos, tabletes, pilulas, supositérios, capsulas (por exemplo, adap-
tadas para liberagao oral), microcontas, microesferas, lipossomas, suspen-
sOes, pomadas, pastas, logdes, e outros. Veiculos e/ou diluentes organicos
ou inorgéanicos do tipo farmacéutico adequados para uso oral e tépico podem
ser usados para compor as composi¢coes compreendendo os compostos te-
rapeuticamente ativos. Agentes estabilizantes, agentes intumescentes e e-

mulsificantes, sais para variar a pressao osmética, ou tampdes podem ser
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incluidos para garantir um valor de pH adequado.

Um bacteriocina de hmw ¢ tipicamente usada em uma quantida-
de ou concentragao que sao "seguras e eficazes", que refere-se a uma
quantidade que é suficiente para produzir uma resposta terapéutica deseja-
da sem efeitos colaterais adversos impréprios como aqueles descritos aci-
ma. Uma bacteriocina de hmw pode também ser usada em uma quantidade
ou concentracao que sao "terapeuticamente eficazes", que refere-se a uma
quantidade eficaz para render uma resposta terapéutica desejada, tal como,
mas nao limitada a, uma quantidade eficaz para reduzir a taxa de divisao da
célula bacteriana, ou causar cessacgao da divisao da célula bacteriana, ou
causar morte ou taxa de diminui¢cdo do crescimento da populagao das bacté-
rias. A quantidade segura e eficaz ou quantidade terapeuticamente eficaz
variara com varios fatores mas podem ser faciimente determinadas pelo mé-
dico versado sem experimentagdo impropria. Exemplos nao-limitativos de
fatores incluem a condigao particular sendo tratada, a condigao fisica do su-
jeito, o tipo de sujeito sendo tratado, a duracao do tratamento, a natureza da
terapia simultanea (se houver), e as formulagdes especificas empregadas.

Adicionalmente, e em antecipagdo de um possivel aparecimento
de resisténcia bacteriana a uma bacteriocina de hmw engenheirada, pode
haver um comprometimento concomitante da viruléncia ou aptidao dos orga-
nismos onde a bacteriocina alveja o fator de viruléncia ou aptidao das bacté-
rias alvejadas. Porque um mecanismo fundamental, mas nao-limitativo, pelo
qual uma bactéria pode tornar-se resistente a uma bacteriocina de hmw é a
perda de seu receptor para a bacteriocina, o alvejamento de um fator de vi-
ruléncia ou aptidao como descrito aqui fornece muitas vantagens sobre os
antibidticos tradicionais e bacteriéfagos. A resisténcia a antibidticos e bacte-
ri6fagos tradicionais pode ser o resultado de muitos mecanismos diversos
diferentes da perda do receptor ou molécula alvo do agente antibacteriano.
Como exemplos néao-limitativos, uma bacteriocina de hmw da descricao nao
estaria sujeito a uma bomba de efluxo bacteriana para remover a bacterioci-
na do ambiente celular e ndo estaria sujeito a um mecanismo de desativagao

do acido nucléico bacteriano.
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Tendo agora em geral descrito o assunto inventivo, o mesmo
sera entendido mais facilmente em referéncia aos exemplos a seguir que
sao fornecidos por via de ilustracdo, e ndao sdo intencionados ser limitativos
da descrigao, a menos que especificado.

EXEMPLOS

Os exemplos a seguir sdo oferecidos para ilustrar, mas nao limi-
tar o assunto reivindicado.

EXEMPLO 1: BACTERIOCINAS DE HMW MODIFICADAS CONTENDO
UMA PROTEINA DE FUSAQ
a) Sistema de complementagao

Para facilitar a preparagao de uma bacteriocina de hmw modifi-
cada como descrita aqui, a construgao de um sistema para complementar as
fibras caudais in trans foi estabelecida. Usando a piocina R2 como um mo-
delo representativo, criagdo de uma delegado da sequéncia de codificagao de
prf15 de R2 no genoma de PAO1 de P. aeruginosa foi usada para criar uma
plataforma em que uma proteina de fibra caudal complementar, tal como um
produto de gene de prf15 modificado, foi expressada in trans.

Em geral, a delegao foi feita pelo método de Hoang et al. criar P.
cepa de aeruginosa Aprf15 de PAOT1. A regiao de codificacao de prf16, SEQ
ID N2 4, para o chaperona de R2 a extremidade do R2 prf15 gene sobrepoe
atraveés de 8 nucleotideos e o sitio de ligagao de ribossoma mente dentro da
regiao de codificagao de prf15, SEQ ID N2 3. A proteina de prf16, que ne-
cessariamente nao € incorporada na estrutura de piocina, foi relatada ser
requerida, para atividade maxima, para montagem da fibra caudal trimérica
(Figura 8 e Nakayama et al., 2000). Portanto, tanto o sitio de comego de
transcricao para prf16 e seu sitio de ligacao de ribossoma sao deixados in-
tactos de modo que a chaperona seria produzida sob indugédo da construgao
de piocina modificada que codifica uma piocina defeituosa "sem-cauda" ("ta-
il-less").

Brevemente, uma deleg¢do dentro da estrutura dos cédons 11-
301 de PRF15 foi feita em PAO1 como segue. Um fragmento de Kpni-Agel
de 1,1 kb a montante da delecao desejada foi amplificado por PCR de DNA
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gendmico de PAO1 usando iniciadores AV085 (5'-
GCTTCAATGTGCAGCGTTTGC) (SEQ ID N2 46), e AV088 (5-
GCCACACCGGTAGCGGAAAGGCCACCGTATTTCGGAGTAT) (SEQ ID N2
47), e um fragmento de Agel-EcoRI de 2,2 kb foi amplificado usando inicia-
dores AV087 (5'-ATACTCCGAAATACGGTGGCCTTTCCGCTACCGGTGT
GGC) (SEQ ID N 48) e AV086 (5-TCCTTGAATTCCGCTTGCTGCCGAA
GTTCTT) (SEQ ID N2 49). Os fragmentos de restricdo resultantes foram
clonados nos sitios de Kpn/ e EcoRl/ de pEX18Gm (Hoang et al) para fazer
PEXGm-Aprf15. A construgdo acabada foi transformada na cepa PAO1 atra-
vés de eletroporagao (Chuanchuen et al). Os integrantes foram selecionados
com 100 pg/ml de gentamicina, e segregantes foram depois selecionados
em meios contendo 5 pg/ml de sucrose e carecendo de NaCl e gentamicina.
Candidatos de delegao foram confirmados por analise de PCR, indugao de
piocina, e sequencia¢cdo de um fragmento amplificado por PCR.

Cepa Aprf15 de PAO1 cresce similarmente a sua cepa de ori-
gem, PAO1, e os genes de codificagdo de piocina permanecem induziveis
através da resposta de SOS, conduzindo a lise da célula. Embora parega
haver alguma producao de produtos de gene de piocina, ndo pareceu que
particulas de piocina de "cauda-menos" estaveis foram produzidas de Aprf15
de PAO1.

Prf15 de piocina R2 foi expressado in trans primeiro clonando a
sequéncia de codificacdao no vetor ponte de faixa de hospedeiro vasta de
Pseudomonas/E. coli, pUCP30T. Vide Figura 9. Em algumas construgdes de
inicial, a transcrigdo foi dirigida constitutivamente ou sob controle de /lac/ do
promotor tac. Mas em outras construgoes, a transcricao foi modificada para
ser regulada com um promotor de prf15 endégeno de modo que a expressao
seria regulada pela resposta de SOS. Isto permitiu induzir a expressdo do
gene prf15 modificado de forma sincrona com a expressao dos outros genes
de piocina que residem no genoma de Aprf15 de PAO1.

Brevemente, o vetor de faixa de hospedeiro vasta pUCP30T (S-
chweizer, H. P et al) foi modificado preenchendo o unico sitio de BspHI para
formar pUCP30TABsp. Um promotor de tac foi amplificado por PCR de um
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vetor de expressao de Mtd (um presente de Jeffery F. Miller, UCLA) usando
iniciadores AV110 (5-TTTATTAGCGGAAGAGCCGACTGCACGGTGCACC
AATG) (SEQ ID N2 50) e AV114 (5-CCCTCGAATTCATGAATACTGTT
TCCTGTGTGAAATTG) (SEQ ID N2: 51), depois clonado em pUCP30TABsp
para criar pUCP-tac.

A regiao de codificacao de PRF15 de R2 foi amplificada de um
subclone usando iniciadores AV118 (5-CTTCCTTTCATGACGACCAAT
ACTCCGAA) (SEQ ID N2 52) e AV116 (5-ACCACGAATTCTTCATC GTC-
CAAATGCCTC) (SEQ ID N2 53), enquanto prf15 e prf16 de R2 foram ampli-
ficados usando iniciadores AV118 e AV086 (5-TCCTTGAATTCCGCTTGC
TGCCGAAGTTCTT) (SEQ ID N2: 49). Os fragmentos amplificados de prf15
e prf15/16 foram clonados em pUCPtac digerido com BspHI e EcoRI para
render pUCP-tac-prf15 e PUCP-tac-prf15/16.

Para expressao usando o promotor de prf15 endégeno, prf15 e
prf16 foram amplificados juntamente com a sequléncia de 1088 bp a montan-
te de prfi5 de um subclone usando iniciadores AV107 (5'-
CACCATCTAGACAATACGAGAGCGACAAGTC) (SEQ ID N2: 54) e AV091
(5-TCCTCAAGCTTACGTTGGTTACCGTAACGCCGTG) (SEQ ID N2: 55) e
clonados em pUCP30T digerido com Xbal e Hindlll para criar pUCP-R2p-
prf15/16.

Bactérias em crescimento em suspensao de fase log e contendo
os plasmideos de expressao foram tratadas com 3 pg C/ml de mitomicina
para induzir produgao das piocinas. Piocinas estaveis foram produzidas sob
inducdo com rendimentos similares aos do PAO1 de tipo selvagem. As pio-
cinas tiveram o mesmo espectro bactericida e nivel de atividade que a pioci-
na R2 produzida de PAO1. Parece que a produgao de um complexo de pio-
cina estavel requer a expressdo de uma proteina de fibra caudal além de
expressao dos outros genes de codificagao de piocina, e expressao do gene
de fibra caudal in trans é suficiente.

Quando prf15 foi expressado constitutivamente do promotor de
fac, o crescimento celular foi notadamente mais lento que quando regulado

por lacl ou pelo promotor endégeno. Embora pareca que a producgdo de
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PRF15 sozinho na célula seja prejudicial, os rendimentos das piocinas gera-
das de ambos os promotores sdo comparaveis.

Uma construgdo de plasmideo foi preparada da qual prf16 de R2
foi coexpressada com prf15 de R2 para assegurar prf16 de expressdo tem-
poral apropriada para dobramento de PRF15 expresso in trans.

b) Bacteriocinas de hmw recombinantes

Como descrito aqui, cinco piocinas de tipos R diferentes, com
base nos espectros e denominadas R1-5, foram reconhecidas. Porque as
sequéncias de gene que codificam as proteinas de fibra caudal foram co-
nhecidas apenas para R1 (SEQ ID N2 1) e R2 (SEQ ID N2: 3), PCR foi usa-
da para isolar e sequenciar os genes de fibra caudal de piocina R3 (SEQ ID
Ne: 5), R4 (SEQ ID N2 7), e R5 (SEQ ID N2 9) juntamente com suas se-
qléncias de codificagdo de chaperona cognata presentes em suas cepas
produtoras, SEQ ID N2 6, 8, e 10, respectivamente. Os genes de chaperona
das piocinas R1 e R2 foi também clonado e sequenciado, SEQ ID N2: 2 e 4,
respectivamente. Para confirmar a hipétese que a fibra caudal dita os espec-
tros, as sequéncias que codificam as proteinas de fibra caudal das piocinas
R1, R3, R4, e R5 foram obtidas e expressadas in trans em Aprf15 de PAO1
de modo que elas seriam incorporadas na estrutura de piocina R2. Cada
uma das cepas recombinantes resultantes foi depois induzida para produzir
as piocinas e o espectro de cada um foi determinado através de ensaios de
tingimento, como mostrados nas Figuras 2 e 8.

c) Proteinas de fusdo como proteinas de fibra caudal

Uma fusdo das seqléncias de gene prf15 de fibra caudal R2 e
de gene H de P2 de bacteriéfago foi criada, expressada e usada para produ-
zir bacteriocinas de hmw modificadas adicionais da descricdo. P2 de bacte-
riéfago infeta muitas cepas de E. coli, tem um gene H de codificacdo de fibra
caudal, (SEQ ID N2 25) que tem similaridade de seqUéncia significativa a
prf15 de R2 (SEQ ID N 3), particularmente a porcao de codificacao do tér-
mino N. A por¢do de gene H que codificam os residuos de 551 aminoéacidos
C-terminais da proteina de fibra caudal de P2, que é a regiao putativa que
confere especificidade alvo (RBD), foi fundida na porcao de prf15 que codifi-
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ca a por¢cao de ligacdo de placa base N-terminal de 164 aminoacidos
(BPAR) de PRF15 de R2 para codificar uma proteina de fibra caudal modifi-
cada (SEQ ID Ne¢: 27).

P2 de bacteriofago também codifica uma chaperona de fibra
caudal putativa, codificada pelo gene G (SEQ ID N2: 26), similar aquele codi-
ficado por prf16 de piocina R2 (SEQ ID N2 4), e as chaperonas de muitos
dos outros fagos de myoviridae. Porque é provavel que a chaperona codifi-
cada pelo gene G seja importante para o dobramento da porg¢ao C-terminal
da proteina caudal de P2 na fusdo, construcdes foram feitas para coexpres-
sar o gene G de P2.

A porcao de prf15 de R-2 que codifica aminoacidos 1-164 foi
amplificada de um subclone usando iniciadores AV118 e AV127 (5'-
TTCTTTAAGCTTTTCCTTCACCCAGTCCTG) (SEQ ID N2: 56) e foi digerido
com BspHI e Hindlll. A porcao do gene H de P2 que codifica os aminoéacidos
da posigdo 158 a 669 foi amplificada de uma matéria-prima de fago de P2
(Richard Calendar) usando iniciadores AV124 (5’-
CCTCCTGAATTCTTATTGCGGCATTTCCG) (SEQ ID N2: 57) e AV126 (5'-
TCCTTCGAATTCTTACACCTGCGCAACGT) (SEQ ID N2 58). Gene H de
P2 158-669 mais gene G foi amplificado usando iniciadores AV124 e AV125
(5’-CCTCCTGAATTCTTATTGCGGCATTTCCG) (SEQ ID N2 59). Cada um
dos produtos de PCR de P2 foi digerido com Hindlll e EcoRl. pUCP-tac-R2-
P2H foi criado clonando o fragmento de prf15 que codifica o fragmento de 1-
164 aminoacidos junto com o fragmento do gene H de P2 que codifica o
fragmento de 158-669 aminoacidos em pUCP-tac digerido com BspHI e E-
coRI. pUCP-tac-R2-P2HG foi gerado clonando o fragmento de prf15 que co-
difica o fragmento de 1-164 aminoacidos junto com o fragmento do gene H
de P2 que codifica o fragmento de 158-669 aminoacidos mais gene G em
pUCP-tac digerido com BspHI e EcoRl.

Brevemente, Aprf15 de PAO1 foi transformado com as constru-
¢Oes de fusédo do gene H de prf15-P2 e producéo da piocina foi induzida com
mitomicina C. Particulas de piocina foram purificadas e testadas para ativi-
dade através de testes de tingimento e pelo ensaio de sobrevivéncia bacteri-
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ano (vide Figura 2). As particulas de piocinas purificadas contendo a fibra
caudal de fusao de R2-P2 tiveram atividade bactericida contra cepa de C1la
de E. coli mas foram incapazes de matar 13s da cepa de P. aeruginosa. A-
lém disso, a expressao do gene G de P2 foi necessaria para produzir piocina
ativa. Isto confirma a hipotese que a chaperona é requerido para dobramen-
to apropriado da porgao C-terminal da fibra caudal, como mostrado na Figu-
ra 8.

As habilidades de uma faixa de fusdes de proteina de fibra cau-
dal de R2-P2 diferentes para formar piocinas funcionais que matam C1a de
E. coli foram exploradas por uma série de fusdes de R2-P2 diferentes. E-
xemplos representativos destas fusdes sao mostrados nas Figuras 4-7, junto
com a indicagao de suas atividades bactericidas contra C1a de E. coli.

d) Fusdes adicionais

Uma bacteriocina de hmw adicional modificada foi produzida pa-
ra alvejar Y. pestis. L-413c é um yersiniofago que infeta a maioria das cepas
de Y. pestis (Richard Calendar, comunicag¢éo pessoal). A maioria do genoma
de L-413c é altamente similar a P2 com a excec¢do notavel do gene H de
fibra caudal, SEQ ID N2 28 que divergiu consideravelmente. Sem estar pre-
so a teoria, e oferecido para melhorar a compreensao da descricao, variagao
no gene H de fibra caudal, e desse modo na proteina codificada, é a caracte-
ristica que mais provavelmente conta para sua faixa de hospedeiro divergen-
te.

O término N do gene H de L-413c (SEQ ID N2: 28), porém, com-
partilha similaridade de sequUéncia consideravelmente com sua contraparte
de P2 (SEQ ID N2: 25), provavelmente devido a sua fungdo da ligacao de
placa base. Uma fusao foi construida para criar uma fibra caudal de fusao
com os 1-164 aminoacidos N-terminais de PRF15 de R2 fundidos com a
porcao C terminal (posi¢bes 158-913) da fibra caudal de L-413c para criar
uma fibra caudal modificada, como mostrado na Figura 10 (SEQ ID N2: 30).
A fusao foi expressada em Aprf15 de PAO1 junto com a chaperona cognata
de fibra caudal de L-413c, gene G (SEQ ID N2 29), como descrito acima.
Apods indugao, as particulas de piocinas produzidas mataram KIM de Y. pes-
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tis como também C de E. coli e desse modo tém um espectro de matanca
analogo a faixa de hospedeiro de L-413c de yersiniofago. As piocinas modi-
ficadas nao mataram nenhuma das cepas de Pseudomonas.

Uma particula de piocina de hmw modificada também foi feita
com uma fibra caudal de fusao nova criada entre o BPAR de fibra caudal de
piocina do tipo R de P. aeruginosa (codificado por prf15) e o gene orf34 de
fibra caudal e/ou o RBD do gene orf35 de fibra caudal de VHML (SEQ ID N2
21 e 22, respectivamente). Para criar as particulas de piocina, o gene de
chaperona cognata de VHML (SEQ ID N¢: 23) foi coexpressado com os ge-
nes modificados da fusdo da fibra caudal. Piocinas com as fibras caudais
modificadas foram formadas e analisadas. A bacteriocina de hmw modifica-
da resultante com o RBD derivado de VHML pode ser submetida a diversifi-
cagao pelo DGR natural de VHML..

O determinante de tropismo principal (Mtd) do bacteridfago de
Bordetella BPP-1 tem um dominio de lectina do tipo C (CTL) que serve como
um determinante de ligagdo para muitos tipos diferentes de moléculas e em
muitos contextos biologicos diferentes (Drickamer, 1999; McMahon et al.,
2005). Em BPP-1, Mtd é incorporado como um dominio globular homotrimé-
rico localizado ao término da cauda do fago onde pode ligar a proteina de
superficie, pertactina, um fator de viruléncia expressado na supetficie exter-
na de Bordetella bronchiseptica e Bordetella pertussis (Liu et al., 2004). Nes-
te contexto, Mtd é também o alvo da mutagénese "homing" mediada por fa-
go que pode resultar no bacteriéfago, que adquire um determinante de liga-
¢ao novo para infetar seu hospedeiro variavel constante.

Recentes estudos estruturais no dominio de Mtd e varias de su-
as variantes diversificadas, mostraram como a ponta da fibra trimérica forma
um andaime rigido que pode conter mais de 10 trilhdes de ligantes de liga-
cao variantes (McMahon et al. 2005). Fundindo o dominio de Mtd na protei-
na de fibra caudal de piocina e depois diversificando o dominio de Mtd usan-
do o sistema de DGR descrito pelo Miller e colegas (Liu et al., 2004; Doula-
tov et al.,, 2004), cria-se uma biblioteca muito grande de variantes, da qual

para selecionar e obter os genes que codificam as caudas de piocina com
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especificidade de ligacao alterada.
EXEMPLO 2: ENSAIOS DE PROTEINAS DE FUSAO

a) Purificagao e Ensaios de Piocina

PAO1 e derivados foram crescidos agitando a 200 rpm a 37°C
em meio suplementar G com 50 pg/ml de gentamicina quando necessario
para manter plasmideos. Quando as culturas alcancaram OD600 de 0,250,
mitomicina C foi adicionada a uma concentracao final de 3 ug/mil. As culturas
foram incubadas para uma adicao 2,5 horas até que lise ocorresse. Cinco pl
de DNase1 foram adicionados, e a cultura foi deixada incubar um adicional
de 30 min. Restos foram removidos por centrifugacao a 12.000 rpom em um
rotor de Beckman JLA-16.250 durante 1 hora. Sulfato de amédnio saturado foi
lentamente adicionado, a uma taxa de 1 mi/min, ao sobrenadante agitando
em gelo, para um volume final adicionado de 65 ml por 100 ml do sobrena-
dante do lisado. Este foi armazenado a 42 C durante a noite. O precipitado
de sulfato de aménio foi colhido através de centrifugacao a 12.000 rpm du-
rante 1 hora, e a pelota foi ressuspensa em 10 ml de tampao de TN50 (10
mM de tris, 50 mM de NaCl, pH 7,5). Particulas de piocina na solugao res-
suspensa foram depois sedimentadas a velocidade alta, 20.000 rpm (65,000
X g) em um rotor de Beckman JA-25.50 durante 1 hora, e ressuspensas em
3-5 ml de tampao de TN50. Preps de piocina foram julgadas ser >90 % pu-
ras por analise eletroforética em gel de SDS poliacrilamida.

Ensaios de piocina quantitativos foram executados contando so-
brevivéncia bacteriana em um método ligeiramente modificado como descri-
to por Kagayama et al., 1964. As amostras de piocina foram incubadas com
bactérias alvo (cerca de 1x10° CFU/mI) durante 40 minutos a 37°C. As a-
mostras foram depois diluidas e banhadas para contar os sobreviventes. O
numero de particulas de piocina é relacionado a fracao de sobreviventes
bacterianos em uma distribuicao de Poisson, m = -InS onde m = 0 numero
meédio de eventos letais / célula e S é a fragdo de sobreviventes. O numero
total de particulas de piocina ativas/ml = m x células/ml. Strain13s era a
Pseudomonas aeruginosa usada nestes ensaios e é um isolado clinico resis-

tente a muitos antibidticos, mas sensivel a todas as 5 piocinas do tipo R. O
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alvo de E. coliera C1a, gentilmente fornecido por Richard Calendar.

Ensaios semiquantitativos foram também executados por um
método de mancha onde as amostras de piocina foram serialmente diluidas
em tampéao de TN50 e tingidas em tecidos de bactérias alvo. Apds incuba-
¢ao durante a noite a 37°C, a atividade de piocina poderia ser observada por
uma zona clara de matanga no tecido. Figura 2 mostra resultados represen-
tativos deste formato de ensaio.

EXEMPLO 3: BACTERIOFAGO RECOMBINANTE PARA TRIAR FIBRAS
CAUDAIS ENGENHEIRADAS

O bacteriéfago P4 é usado como um substituto abrigar o gene

da fusao de fibra caudal com base em Prf15 de modo que o gendtipo é aco-
plado ao fendtipo de ligagédo da fibra caudal. Isto permite selegdo e transdu-
¢ao eficientes do gene de fibra caudal desejado.

Bacteridfago P2 é um colifago temperado que pode infetar ou-
tras espécies entéricas, e pode replicar em, mas nao infeta, P. aeruginosa
(Bertani & Seis, 1988; Kahn et al.,, 1991). Piocinas do tipo R sao genetica-
mente de forma estrita e estruturalmente relacionadas a P2, e a proteina de
fibra caudal P2, codificada por gene H, mostra homologia a prf15 na porgao
N-terminal onde a ligagao da placa base ocorre (Desfigurado-Ljungquist et
al., 1992; Nakayama et al., 2000). Desenvolvendo o bacteriéfago P2 ou P4
como um fago substituto, no qual as fibras caudais codificadas por plasmi-
deo estao incorporadas no lugar das fibras codificadas por fago de P2, per-
mite a exibigdo e selecao das fibras de fus@do em um contexto que estrita-
mente se assemelha a seu contexto funcional intencionado na piocina.

O gendtipo de fibra caudal pode ser acoplado fisicamente ao
fendtipo de ligagdo em uma particula de fago de transdugdo para selecao
genética, similar a tecnologia de exibicdo de fago. Quando um fago de P2
com uma mutagdo ambarina em seu gene da proteina de fibra (H) infeta E.
coli abrigando um plasmideo com um sitio de empacotamento de cés, que
normalmente atua como um sinal para empacotar DNA genémico de bacte-
ri6fago (Ziermann & Calendar, 1991; Kahn et al., 1991), empacotara o plas-

mideo contendo cds nas cabegas de fago de P2 recentemente sintetizado. O
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plasmideo codifica e expressa o gene de fusao de cauda com base em prf15
e confere resisténcia a gentamicina. A fibra caudal de fusdo expressa do
plasmideo no E. coli infetado com P2 ¢ incorporada no bacteriéfago P2 no
lugar do produto de gene H defeituoso (d&mbar truncado) (proteina de fibra
caudal de P2). Sob lise das bactérias, as particulas de transducdo com base
em P2 liberadas carregam o plasmideo contendo cés contendo o gene de
fusao de cauda com base em prf15 ao invés do genoma de P2 e possui fi-
bras caudais de fusdo de Prf15 ao invés de fibras caudais de P2.

Particulas de fago de transdugdo com a habilidade para ligar
células e desencadear o mecanismo de injecdo de bacteridéfago depois con-
ferem resisténcia a gentamicina para alvejar de forma bem sucedida as bac-
térias, das quais o gene de fusdo de fibra selecionado foi isolado do plasmi-
deo apos replicagdo das bactérias sob selecdo de gentamicina. O gene de
fibra caudal nos plasmideos é também facilmente manipulado para criar mui-
tas jungbes de fusao e diversificar o RBD a fim de reprojetar e otimizar a
funcao do RBD de fibra caudal modificada.

Este método também supera muitas das dificuldades impostas
por exibicdo C-terminal de uma proteina trimérica quando usar os sistemas
de exibigdo de fago convencionais (Reteve & Sidhu, 2004). Bacteriofago P2
tem fibras caudais que genética e morfologicamente se assemelham aquelas
das piocinas (Nakayama et al., 2000). Fibras caudais ligam as placas de ba-
se de P2 e piocinas por meio de seus términos N, e ha similaridade de se-
quéncia significativa dos términos N de P2 e fibras caudais de R2 (Nakaya-
ma et al, 2000; Haggard-Ljungquist et al., 1992). Além disso, o gene de fibra
caudal do fago relacionado a P2, PS17, pode complementar o gene de fibra
caudal da piocina R-2, prf15 (Shinomiya, 1984; Shinomiya & Ina, 1989).

Alternativamente, o RBD é fundido diretamente ao dominio N-
terminal da fibra caudal do gene H, ou os genes de fibra caudal do fago de
VHML de Vibrio harveyii (que como BPP-1 também contém um DGR funcio-
nal) sao fundidos ao dominio N-terminal do gene H de P2.

EXEMPLO 4: METODOS PARA RESTABELECER O GENE DE FIBRA

CAUDAL DESEJADO
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Um bacteriofago P2, P4 ou ®CTX carregando um gene de fibra
caudal engenheirado atua como um substituto para acoplar o gendtipo de
fibra caudal da piocina ao fenétipo de ligagdo. Selecionando ou triando feno-
tipos de ligacao especificos das bibliotecas diversificadas ou mutagenizadas
dos genes de fibra caudal abrigados nos bacteriéfagos substitutos, pode-se
isolar os genes de fibra caudal que codificam uma especificidade de ligagao
desejada. A seleg¢ao pode ser realizada por ciclos de enriquecimento simples
ou multiplos de adsorver os bacteriéfagos substitutos ou particulas de trans-
ducdo em moléculas alvo de fase sdlida, ou primeiro removendo aglutinantes
indesejados e depois isolando, dentre os substitutos restantes, aqueles que
ligam as moléculas alvo intencionadas, ou vice-versa. Alternativamente, a
selecao pode ocorrer aplicando etapa de ligagao sozinha. Por fim, o substitu-
to que exibe o fendtipo de ligacdo desejado pode ser submetido a extragcao
de DNA e isolamento do gene de fibra caudal abrigado clonando os frag-
mentos da enzima de restricao ou através de reag¢des de PCR usando inici-
adores de oligonucleotideo que ligam as sequéncias de DNA especificas
periféricas a porgao diversificada do gene de fibra caudal.

O bacteridéfago substituto desejado pode ser purificado em placa
em um tecido de bactérias expressando o alvo molecular de interesse, por
exemplo, um fator de viruléncia ou aptidao através do qual os bacteriéfagos
substitutos infetam o hospedeiro. As bactérias de expressao de fator podem
ser o patdégeno de interesse, por exemplo Pseudomonas aeruginosa, ou um
nao-patdégeno, por exemplo E. coli engenheirado para expressar o fator de
viruléncia ou aptidao alvejado. Técnicas de colocagao em placa replicativa
ou serial podem ser desenvolvidas para assegurar que o bacteriéfago substi-
tuto nao forme placas em cepas bacterianas estritamente reiacionadas que
nao expressam o fator alvo. Por exemplo, mutantes insercionais de Pseu-
domonas aeruginosa que perderam a expressao dos fatores de viruléncia
especificos podem ser usados para triar, depletar mediante adsorg¢ao, os
bacteridfagos substitutos antes ou apds formar as placas, ou panning em,
suas bactérias de contraparte de expressao do fator de viruléncia ou aptidao

(isogénicas).
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Embora os fagos substitutos ou particulas de transducdo nao
formarao placas nas bactérias de expressao alvo, as bactérias infetadas ou
transduzidas ainda adquirirao resisténcia a antibidticos juntamente com o
plasmideo ou fasmideo abrigado e portanto podem ser seletivamente cresci-
das e subsequentemente extraidas para isolar o plasmideo de multicépia e
seu gene de fibra caudal desejado.

Estas técnicas permitem a identificacdo e isolamento dos bacte-
ri6fagos substitutos ou particulas de transducdo que exibem os fendtipos de
ligacdo especificos desejados dos quais se extrai os genes de fibra caudal
de bacteriocina de hmw nao-naturais, especificos, desejados. Além disso, a
ligagao dos substitutos as moléculas, células ou tecidos mamiferos pode ser
desenvolvida para depletar das bibliotecas quaisquer genes codificando as
fibras caudais que poderiam causar eventos adversos se incorporados nas
bacteriocinas de hmw terapéuticas.

Ha uma biblioteca disponivel das cepas bacterianas de Pseu-
domonas aeruginosa insercionais mutantes que diferem da Pseudomonas
aeruginosa de PA14 parental altamente patogénica apenas pela falta de ex-
pressao de uma série de fatores de viruléncia especificos, perdendo-se de
cada mutante nao-redundante, isogénico (vide o sitio de rede em ausubel-
lab.mgh.harvard.edu/cgi-bin/pal4/home.cgi). Estas cepas mutantes isogéni-
cas provéem ferramentas para assegurar a especificidade dos bacteriéfagos
substitutos para os fatores de viruléncia alvejados e nao para outras molécu-
las de superficie prevalecentes. Por exemplo, a populacao de bacteriéfagos
P4 substitutos que podem ser incubados com uma cultura de densidade alta
de um mutante de Pseudomonas aeruginosa perdendo um fator de virulén-
cia particular alvejado a fim de adsorver e depletar de uma populacédo de
bacteriéfagos substitutos ou particulas de transdugao, aqueles que ligam as
moléculas de superficie presentes tanto no mutante isogénico como na cepa
parental virulenta. A populagdo depletada sera enriquecida em substitutos
que ligam ao fator de viruléncia desejado. Uma vez os bacteridéfagos substi-
tutos que ligam e infetam as bactérias que expressam o fator de viruléncia
ou aptidao particular sao isolados, cada um pode ser triado diretamente para
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sua inabilidade para infetar a cepa mutante isogénica carecendo do fator
alvejado. O plasmideo selecionado pode ser recompactados nas particulas
de transducgéo substitutos e pode reciclar qualquer nimero de vezes através
do processo de adsorgdo-deplegao e de infecgdo para também enriquecer e
eventualmente purificar o plasmideo baseado em pUC que codifica as fibras
caudais desejadas para alvejar o fator de viruléncia ou aptidao.
EXEMPLO 5: METODOS PARA PRODUZIR BACTERIOCINAS DE HMW
ENGENHEIRADAS

O gene de fibra caudal modificado é recombinado ou (i) em um

plasmideo sob um promotor regulado para expressdo em bactérias de pro-
dugao também abrigando, por exemplo em um cromossomo artificial bacteri-
ano (BAC), o agrupamento de genes de piocina R (incluindo os genes de
endolisina) do qual os genes prtR, prtN, prf15 e holin (prf9 ou PA0614) resi-
dentes foram deletados ou do contrario invalidados, ou (ii) no agrupamento
de piocinas contendo vetor de BAC em si, usando uma reacédo de permuta
alélica mediada por plasmideo.

Sob indugdo dos genes de piocina e do gene de fibra caudal en-
genheirado, tais como induzindo prtN diretamente por meio de um promotor
regulavel engenheirado tal como /ac ou tac, as células hospedeiras sinteti-
zam as piocinas até seus nutrientes sejam depletados e eles deixem de
crescer (Young, Ry, 2006). As bactérias produtoras nao fazem lise na au-
séncia de cloroférmio, porque a inativagdo do gene holin impede o acesso
da endolisina citoplasmica a parede da célula bacteriana, como é necessario
para lise da célula. As células exaustas sdo colhidas por centrifugacdao ou
filtracdo e depois congeladas até que uma deseje colher as piocinas soliveis
que encheram o citoplasma celular. Ao descongelar, a membrana celular
interna se rompe, liberando endolisina para lise das bactérias e assim libera-
¢ao da coleta das piocinas modificadas. O rompimento das membranas bac-
terianas pode ser acelerado ou completado se necessario mediante a adigao
de quantidades pequenas de cloroférmio ao solvente aquoso no qual a pasta

bacteriana é descongelada.
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Todas as referéncias citadas aqui sdo por este meio incorpora-
das por referéncia em suas totalidades, quer previamente de modo especifi-
co incorporadas ou ndo. Como aqui usado, os termos "um", "uma", e "qual-
quer" sao cada intencionados a incluir tanto as formas singulares como plu-
rais.

Tendo agora completamente descrito o assunto revelado, sera
apreciado por aqueles versados na técnica que o mesmo pode ser executa-
do dentro de uma gama extensiva de parametros, concentragdes, e condi-
coes equivalentes sem abandonar o espirito e escopo da descrigdo e sem
experimentagao imprépria. Embora esta descricao tenha sido descrita com
relagdo as modalidades especificas da mesma, sera entendido que é tam-
bém capaz de outras modificacbes. Este pedido de patente é intencionado
abranger quaisquer variagdes, usos, ou adaptagdes do assunto seguindo,
em geral, os principios da descri¢ao e incluindo tais abandonos da descricao
como vem dentro de pratica conhecida ou habitual dentro da técnica ao qual
0 assunto pertence e como podem ser aplicados as caracteristicas essenci-

ais anteriormente expostas.
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Trp
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Trp
Ile
Ile
500
Cys
Gly
Asn
His
Gly
580
Gly
Asn
Asp
Leu
Ala

660

Asn

Ser

Ala

485

Tyr

Arg

Asp

Ala

Asp

565

val

Val

Asp

Ala

Gly

645

Ser

Gly

Gln

470

Arg

Gln

Tyr

Phe

Leu

550

Val

Gly

Pro

Thr

Asp

630

Gly

Thr

Tyx

Ser

Ala

Thr

Ser

Asn

535

Pro

Gly

Ser

Ala

Gly

615

Ala

Tyr

Gly

Phe

Phe

Gly

Tyr

Asn

520

Pro

Gln

Asn

Thr

600

Leu

Ser

Ala

Phe

Ala
680

85

Thr

Leu

Gin

505

Thr

Ser

Lys

Leu

Thr

585

Ala

Ile

Ile

Asn

Arg

665

Gln

Ala

Leu

490

Ala

Trp

Asp

Pro

Thr

570

Ala

Ser

Thr

Gln

650

Gly

Ala

Gln

475

His

Tyr

Leu

Tyr

Ala

555

Ser

Ala

Leu

Gln

Phe

635

Thr

Ala

Val

Ala

Val

Asp

Pro

Leu

540

Thr

Gly

Gly

Gly

Trp

620

Pro

Ser

Thr

Leu

Ala

Tyr

Gly

Trp

525

Leu

Phe

Ile

Ala

Ala

605

Gly

Ile

Ala

Thr

Ser
685

Ser
Ala
Glu
510
Arg
Lys
Pro
Leu
Arg
5990
Ser
Gln
Pro
Phe
Thr

670

Trp

Gly

Ala

495

Ser

Arg

Ser

Pro

Pro

575

Ser

Gly

Val

Phe

Gln

655

Thr

Glu

Ala
480

Ser

Phe

Met

Ser

560

Leu

Thr

Trp

Thr

Pro

640

Pro

Ala

Ala



86

<210> 6
<211> 152
<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa
<400> 6

Met Lys Gly Glu Tyr Tyr Phe Ser Pro Ser Gln Val Ala Phe Tyr Pro

Ala Ser Leu Arg Glu Val Tyr Glu His Ala Gly Cys Trp Pro Val Asp
20 25 30

Gly Glu Trp Val Ser Ala Glu Leu His Glu Gln Leu Met Asn Glu Gln
35 40 45

Ala Ala Gly Arg Ala Ile Ser Ser Asp Val Asn Gly Asn Pro Val Ala
50 55 60

Ile Glu Arg Pro Pro Leu Ser Arg Gln Gln Arg Ser Thr His Glu Arg
65 70 75 80

Arg Trp Arg Asp Ser Gln Leu Leu Ala Thr Asp Gly Leu Val Val Arg
85 30 95

His Arg Asp Gln Leu Glu Thr Gly Lys Glu Thr Thr Leu Leu Pro Val
100 105 110

Gln Tyr His Glu Leu Met Ser Tyr Arg Ala Ser Leu Arg Asp Trp Pro
115 120 125

Glu Glu Pro Leu Phe Pro Asp Ser Gly Gly ‘Arg Pro Ser Val Pro Asp
130 135 140

Trp Leu Arg Arg Tyr Val Thr Pro

145 150
<210> 7
<211> 691

<212> PRT
<213> Pseudomcnas aeruginosa

<400> 7
Met Thr Thr Asn Thr Pro Lys Tyr Gly Gly Leu Leu Thr Asp Ile Gly
1 5 10 15

Ala Ala Ala Leu Ala Ala Ala Ser Ala Ala Gly Lys Lys Trp Gln Pro
20 25 30



Thr

Asp

Leu
Arg
Asn
Thr
Gln
145
Lys
Asn
Leu
Asn
Gly
225

Leu

Thr

His
Pro
50

Ala
Val
Glu
Cys
Gln
130
Leu
Glu
Gly
Ala
hla
210
Tyr

Ala

Asp

Met
35

Leu

Gln

Ala

Ile

Pro

115

Thr

Leu

Lys

Leu

Pro

185

Asn

Ala

Gln

Ala

Leu

Pro

Leu

Glu

Gly

100

Pro

Ile

Ile

Val

Val

180

Ser

Gly

ile

Lys

Leu
260

Ile

Ser

Asn

vVal

85

Leu

Ser

Arg

Asp

Ala

165

Gly

Gly

Val

Gly

Ala

245

Arg

Gly

Ala

Arg

70

Val

Gln

Tyr

Val

Asn

150

Ala

Gly

Val

Val

Asp

230

Asn

val

Asp

Ala

55

Leu

Leu

Asp

Lys

Asn

135

Gly

Asp

Gly

Thr

Thr

215

Ala

Lys

Asp

87

Ala
40

Gln

Phe

Pro

Ala

Ala

120

Ile

Ile

Phe

Asp

Ala

200

Gln

Tyr

Ala

Gly

Gly
Lys
Val
Val
Asp
105
Ala
Ala
Ile
Lys
Leu
185
Gly
Gly
Thr

Thr

Asn
265

Gly

Ser

Ser

Glu

80

Gly

Met

Leu

Tyr

Gly

i70

Ser

Ser

Ser

Lys

Thr

250

Ala

Ala

Leu

Asp

75

Val

Lys

Glu

Ala

155

Arg

Ala

Tyr

Asn

Ala

235

Leu

Val

Pro

Ile

60

Gly

Phe

Ser

Gly:

140

Thr

Lys

Asp

Arg

Pro

220

Asp

Ala

Ser

Gly

45

Asn

Asn

Gly

val

Gly

125

Leu

Gln

Ile

Arg

Ser

205

Thr

Thr

Gly

Ser

Asp

Gln

Ala

Phe

Ala

110

Ser

Glu

Asp

Leu

Ser

190

Val

Thr

Asp

Tyr

Ser
276G

Thrx

Arg

Asn

Trp

vVal

Ala

Asn

Trp

Ala

175

Ile

Thr

Leu

Gly

Gly

255

Arx

Pro

His

Thr

80

Tle

Ser

Arg

vVal

val

160

Gly

Gly

Val

Ala

Lys

240

Ile

Leu



Ala

Thr

Thr

305

Gly

Leu

Pro

Pro

Pro

385

Gln

Glu

Trp

Ala

Ser

465

Asn

Ser

Tyr

Ala

Phe

280

Gly

Arg

Asp

Val

Asn

370

Val

Asn

Met

Leu

Asp

450

Gly

Tyr

Asn

Phe

Pro

275

Asp

Val

Val

Ala

Phe

355

Thr

Ala

Gly

Tyr

Pro

435

Gly

Trp

Pro

Phe

Arg

Axg

Gly

Ala

Thr

Ser

340

Ala

Ala

Gly

Asn

Val

420

Trp

Glu

Txp

Ile

Ile

500

Cys

Ser

Ser

Ala

Ala

325

Lys

Arg

Thr

Arg

Ala

405

Arg

Gln

Leu

Ser

Val

485

Tyr

Arg

Leu

Ala

Gly

310

Gly

Leu

Gly

vVal

Tyr

390

Ser

Val

Arg

Pro

Gin

470

Arg

Gln

His

Ala

Asn

295

Ser

Met

Val

Leu

Pro

375

Phe

Gln

Ser

Cys

Gly

455

Ser

Ala

Thr

Ser

88

Ala

280

val

Tyr

Ala

Ser

Ala

360

Leu

Tyr

Ile

Tyr

Asp

440

Gly

Phe

Gly

Tyr

Asn

Ser

Ser

Pro

Leu

Gly

345

Thr

Met

Ile

‘Ala

Ala

425

Ile

Val

Thr

Leu

Gln

505

Thr

Gly

Ala

Lys

Ala

330

val

Ala

Leu

Gln

Gly

Asn

Ala

Leu

490

Ala

Trp

Asp

Pro

Val

315

Ala

Leu

Val

Thr

Ser

395

Ser

Asn

Gly

Leu

Gln

475

His

Tyr

Phe

Ala

Leu

300

Thr

Thr

Ala

Ser

Asn

380

Met

Tyr

Pro

Ser

Asp

460

Ala

Asp

Pro

Ser

285

Ser

Val

Asp

Glu

Asn

365

Eis

Fhe

Asn

Se;

Phe

445

Ser

Ala

Tyx

Gly

Trp

Trp

Leu

Asp

Ile

Gln

350

Ser

Ala

Tyr

Ala

Ile

430

Thr

Met

Thr

Ala

Glu

510

Arg

Sex

Ser

Thr

Pro

335

Arg

Ser

Asn

Pro

Thr

415

Arg

Lys

Val

Gly

Ala

495

Ser

Arg

Val

Ala

Lys

320

Gly

Leu

Asp

Gly

Asp

400

Ser

Glu

Glu

Thr

Ala

480

Ser

Phe

Met



Trp

Phe

545

Ala

Ala

Ile

Trp

Cys

625

Thrx

Gly

Val

Phe

His

530

Tyr

His

Arg

Gly

Axg

610

Pro

L.eu

Thr

Ile

Gly
690

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

<220>
<221>
<222>

<223>

<400>

515

Trp

Asn

Gly

Ala
595

Asp

Ala

Cys

Asp

Arg

675

Arg

8
152
PRT

Gly

Asn

His

Gly

580

Gly

Asn

Asp

Leu

Ala

660

Asn

Asp

Ala

ARsp

565

Val

Val

Asp

Ala

Gly

645

Ser

Gly

Phe
Leu
550
Val
Gly
Pro
Thr
Asp
630
Gly
Thr

Tyr

Asn
535

Pro

Gly

Ser

Ala

Gly

615

Ala

Tyx

Gly

Phe

520

Pro

Gly

Gln

Asn

Thr

600

Leu

Ser

Ala

Phe

Ala
680

Pseudomonas aeruginosa

MISC_FEATURE
(17)..4(17)

Outra

8

89

Serx

Lys

Leu

Thr

585

Ala

Ile

Tle

Asn

Arg

665

Gln

Asp

Pro

Thr

570

Ala

Ser

Arg

Thr

Gln

650

Gly

Ala

Tyr

BRla

555

Ser

Ala

Leu

Gln

Phe

635

Thr

Ala

Val

Leu

540

Thr

Gly

Gly

Gly

Trp

620

Pro

Ser

Thr

Leu

525

Leu

Phe

Ile

Ala

Ala

€05

Gly

Ala

Thr

Ser
685

Lys

Pro

Leu

Arg

590

Ser

Gln

Pro

Phe

Thr

670

Trp

Ser

Pro

Pro

575

Ser

Gly

Val

Phe

His

655

Thr

Glu

Ser

560

Leu

Thr

Trp

Thr

Pro

640

Pro

Ala

Ala

Met Lys Gly Glu Tyr Tyr Phe Ser Pro Ser Gln Val Ala Phe Tyr Pro



Xaa Ser

Gly Glu

Ala Ala
50

Ile Glu
65

Arg Trp

His Arg

Gln Tyr

Glu Glu
130

Trp Leu
145

<210>
<21l1>
<212>
<213>
<400>
Met Thr
1

Ala Ala

Thr His

Asp Pro
50

Leu Arg
20

Trp Val
35

Gly Arg

Arg Pro

Arg Asp

Asp Gln
100

His Glu
115

Pro Leu

Arg Arg

]
702
PRT

Glu

Ser

Ala

Pro

Ser

85

Leu

Leu

Phe

Tyr

Val

Ala

Ile

Leu

70

Gln

Glu

Met

Pro

val
150

Tyr

Glu

Ser

55

Ser

Leu

Thr

Ser

Asp

135

Thr

Glu

Leu

40

Ser

Arg

Leu

Gly

Tyr

120

Ser

Pro

Pseudomonas aeruginosa

]

Thr Asn Thr Pro Lys

5

Ala Leu Ala Ala Ala

20

Met Leu Ile Gly Asp

35

Ile Pro Ala Ala Thr

55

Tyr

Ser

Ala

40

Gln

90

Tyr

25

His

Asp

Gln

Ala

Lys

105

Arg

Gly

Gly
Ala
25

Gly

Thr

10

Ala

Glu

Val

Thr

90

Glu

ARla

Gly

Gly
10

Ala

Lys

Gly

Gln

Asn

Arg

75

Asp

Thr

Ser

Arg

Leu

Gly

Ala

Leu

Cys

Leu

Gly

60

Ser

Gly

Thr

Leu

Pro
140

Leu

Lys

Pro

Ile
60

Trp

Met

45

Asn

Ala

Leu

Leu

Arg

125

Ser

Thr

Lys

Gly

45

Asn

Pro

30

Asn

Pro

His

Val

Leu

110

Asp

Vai

Asp

Trp

Ala

Gln

15

Vail

Glu

Val

Glu

Val

95

Pro

Trp

Pro

Ile

15

Gln

Thr

Arg

Asp

Gin

Ala

Arg

Arg

Val

Pro

Asp

Gly

Pro

Pro

Tyr



Arg

65

Leu

Arg

Asn

Thr

Gln

145

Lys

Asn

Leu

Asn

Gly

225

Leu

Thr

Ala

Thr

Ala

Val

Glu

Cys

Gln

130

Leu

Glu

Gly

Ala

Ala

210

Tyr

Ala

Asp

Bla

Phe
290

Gln

Ala

Ile

Pro

115

Thr

Leu

Lys

Leu

Pro

185

Asn

Ala

Gln

Ala

Pro

275

Asp

Leu

Glu

Gly

100

Pro

Ile

Ile

val

Val

180

Ser

Ile

Lys

Leu

260

Arg

Gly

Asn

Val

85

Leu

Ser

Arg

Asp

Ala

165

Gly

Gly

Val

Gly

Ala

‘245

Arg

Ser

Arg

70

Val

Gln

Tyr

Val

Asn

150

Ala

Gly

Val

Val

Asp

230

Asn

Val

Leu

Ala

Leu

Leu

Asp

Lys

Asn

135

Gly

Asp

Gly

Thr

Thr

215

Ala

Lys

Asp

Ala

Asn
295

91

Phe

Pro

Ala

Ala

120

Ile

Ile

Phe

Asp

Ala

200

Gln

Tyr

Ala

Gly

Ala

280

Val

Val

Val

Asp

105

Ala

Ala

Ile

Lys

Leu

185

Gly

Gly

Thr

Thr

Asn

265

Ser

Serx

Ser

Glu

90

Gly

Met

Leu

Tyx

Gly

170

Ser

Ser

Ser

Lys

Thr

250

Ala

Gly

Ala

Asp

75

Val

Lys

Glu

Ser

Ala

155

Arg

Ala

Tyr

Asn

Ala
235

Val

Asp

Pro

Lys

Gly

Phe

Sex

Gly

140

Thr

Lys

Asp

Arg

Pro

220

Asp

Ala

Ser

Ala

Leu
300

Asn

Gly

Val

Gly

125

Leu

Gln

Ile

Rrg

Ser

205

Ser

Thr

Gly

Serx

Ser

285

Ser

Ile

Phe

Ala

110

Ser

Asp

Leu

Ser

190

Val

Thr

Asp

Tyr

Ser

270

Trp

Leu

Asn

Trp

95

vVal

Ala

Asn

Trp

Ala

175

Ile

Thr

Leu

Gly

Gly

255

Arg

Ser

Ser

Thr
80

Ile
Ser
Arg
Val
Val
160
Gly
Val
Ala
Lys
24C
Ile
Leu

Val

Alsz



Thr

305

Gly

Leu

Pro

Pro

Pro

385

Gln

Glu

Trp

Ala

Ser

465

Asn

Thr

Tyxr

Trp

Phe

Gly

Arg

Asp

Val

Asn

376

Val

Asn

Met

Leu

Asp

450

Gly

Tyr

Asn

Phe

His

530

Thr

Val

Val

Ala

Phe

355

Thr

Ala

Gly

Tyr

Pro

435

Gly

Trp

Pro

Phe

Arg

515

Gly

Trp

Ala

Thr

Ser

340

Ala

Ala

Gly

Asn

Val

420

Trp

Ela

Trp

vVal

Ile

500

Cys

Ala

Ala

Ala

Ala

325

Lys

Arg

Thr

Arg

Ala

405

Arg

Lys

Leu

Tyr

Pro

485

Tyr

Arg

Asp

Ala

Gly

310

Gly

Leu

Gly

Val

Tyr

390

Ser

vVal

Arg

Giy
Gin
470
Arg
Gln
Tyr

Phe

Leu

Serxr

Met

Val

Leu

Pro

375

Phe

Gln

Serx

Cys

Gly

455

Thr

Ala

Thr

Thr

Asn

535

Pro

92

Tyr

Ala

Ser

Ala

360

Leu

Tyr

Ile

Tyr

Asp

440

Ala

Ala

Gly

Tyr

Asn

520

Pro

Gly

Pro

Leu

Gly

345

Thr

Met

Ile

Ala

Ala

425

Ile

Val

Asn

Leu

Gln

505

Thr

Asn

Lys

Lys

Ala

330

Val

Ala

Leu

Gln

Thr

410

Ala

Gly

Asn

Ala

Leu

490

Val

Trp

Asp

Pro

val

315

Ala

Leu

vVal

Thr

Ser

385

Ser

Asn

Gly

Leu

Gln

475

Gln

Tyr

Tyr

Tyr

Ala

Thr

Thr

Ala

Ser

Asn

380

Met

Tyr

Pro

Ser

Asn

460

Ala

Val

Asp

Pro

Leu

540

Thr

Val

Asp

Glu

Thr

365

His

Phe

Asn

Ser

Phe

445

Glu

His

Gly

Trp

525

Leu

Phe

Asp

Gln

350

Thr

Ala

Tyr

Ala

Ala

430

Ser

Leu

Ser

Asn

Glu

510

Lys

Thr

Pro

335

Arg

Ser

Asn

Pro

Thr

415

Arg

Lys

Ile

Gly

Ala

495

Gly

Arg

Ser

Pro

Lys

320

Gly

Leu

Asp

Gly

Asp

400

Ser

Asp

Glu

Thr

Ala

480

Gly

Phe

Val

Gly

Thr



545

Gly His

Ala Arg

Ile Gly

Trp Lys

val Gly

625

Ile Ala

Leu Gly-

Ser Val

Ala Val
690

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Ile
1

His Gly

Ala Glu

Val Ala
50

Asn

Gly

Ala

595

Asp

Asp

Phe

Arg

Ser

675

Gln

10
146
PRT

His

Gly

580

Gly

Asn

His

Pro

Pro

€60

Thr

Asn

Asp

565

Leu

vVal

Asp

Pro

Thr

645

Ala

Thr

Tyr

550

Ala

Gly

Pro

Thr

Thr

Thr

Gly

Ala

Ser

Ala

Gly

615

Gly

Cys

Ser

Cys

Ile
695

93

Gln

Asn

Thr

600

Leu

Ile

Leu

Ala

Val
680

Arg

Pseudomonas aeruginosa

10

Phe

Asp

Tyr

35

Asp

Phe His Ala

5

Arg Met Pro

20

Leu Ala Leu

Ala Ala Gly

Ala

Ile

Leu

Arg
55

Thr

Asp

Val

40

Pro

Ile

Thr

585

Ala

Ile

Val

His

Ser

665

Ile

Leu

Gly

Ala

25

Ala

Phe

Thr

570

Ala

Asn

Val

Asn

Val

650

Thr

Val

vVal

Gly

10

Axg

Gln

Cys

555

Ser

Ala

Arg

Gln

Arg

635

Val

Val

Ala

Ala

Phe

Met

Ser

Gly

Gly

Ser

Trp

620

Ser

Pro

Thr

Ile
700

Tyx

Tyr

Glu

Asp
60

Ile

Ala

Leu

605

Met

Leu

Ser

Leu

Glu

685

Gly

Ser

Pro

Gly

45

Pro

Leu

Arg

590

Asn

Thr

Val

Ala

670

Tyr

Cys

Lys

Leu
30

Lys

Pro

575

Asn

Gly

Val

Phe

Lys

655

Asp

His

Asp

15

Glu

Gln

Ala

560

Leu

Asn

Trp

Ser

Pro

640

Glu

Val

Gly

Val

Glu

Ile

Pro



Ala

65

Leu

Leu

Leu

Asp

Thr
145

Glu

Thr

Gly

Tyr

Leu

130

Pro

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

<400>

Glu Val Leu Ala
70

Leu Thr Asp Gly
85

Lys Ile Thr Thr
100

Arg Rla Ser Leu
115

Gly Ala Arg Pro

11
485
PRT

His

Pro

Leu

Arg

Glu
135

Arg

Ile

Asn

Asp

120

Pro

Pseudomonas aeruginosa

11

Met Lys Arg Ser Phe Leu

1

Gly

Ala

Ala

Gln

65

Arg

Gln

Arg

Cys

Ala

Val

50

Leu

Val

Arg

Gln

Ser Leu Ile Pro
20

Tyr Pro Gln Gly
35

Pro Ala Ala Asp

Gln Gln Leu Ile
70

Ala Ala Leu-Asn
85

Ala Asp Leu Phe
100

Arg Leu Pro Gly

Ser

Asp

Gln

Ile

55

Gly

Val

Pro

Asp

Leu

Tyr

Ala

40

Gly

val

Glu

Arg

Leu

94

Glu

Ala

Gln

105

Trp

Pro

Ala

Gln

25

Tyx

Trp

Ala

Ala

Ile

105

Sexr

Arg

Arg

90

Ala

Pro

Leu

Val

Arg

Gly

Arg

Leu

Phe

90

Gly

Thr

Ile

75

His

Gln

Ala

Trp

Ala

Pro

Gln

Glu

Glu

75

Arg

Thr

Trp

Arg

Leu

Ser

Leu
140

Ala

Glu

Asn

Phe

60

Asn

Ala

Asp

Gly

Arg
Asp
Leu
Ala

125

Glu

val

Ala

Thr

45

Phe

Asn

Gln

Gly

Ser

Asp

Glu

Glu

110

Ala

Pro

Val

Gly

Arg

Arg

Tyx

Ser G

110

Pro

Arg

Leu

95

Leu

Phe

Leu

Leu

15

Val

Ala

Asp

Asp

Arg

85

Ala

Gln

80

Asp

Thr
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Thr

Ala

625

Lys

Thr

Met

Ser

450

Leu

Gln

val

Val

Gly

530

Asn

Ala

Leu

Gly

Trp

610

Asn

Pro

Ala

Phe

435

Ala

Thr

Thr

Arg

Gly

515

Gly

Leu

Asn

Thr

Tyr

595

Ser

Tyr

Ala

Asp

420

Ala

Pro

Asn

Met

Tyr

500

Asn

Ser

Asp

Ala

Val

580

Ala

ARla

Val

Thr

Asp

Asp

Asn

His

Met

485

Ala

Lys

Phe

Thr

Lys

565

His

Ala

Trp

Ala

Phe
645

Vel

Ala

Thr

Glu

470

Tyr

Ala

Arg

Ala

Met

550

Asn

Ala

Gly

Tyr

Arg

630

Pro

Pro

Arg

Thr

455

Asn

Asn

Asn

Gly

Lys

535

Ile

Gly

Pro

Gly

Arg

615

Ser

Pro

113

Trp

Leu

440

Asp

Gln

Ala

Val

520

Glu

Ala

Thr

Thr

Leu

600

Ala

Glu

Ser

Leu
425

Pro

Pro

Arg

Glu

505

Trp

Ala

Ser

Asn

Ser

585

Tyr

Trp

Tyr

Gly

Asp

Trp

Asn

Ile

Asn

490

Met

Ser

Asp

Gly

Tyr

570

Thr

Trp

Asp

Ser

His
650

Ala

Tyr

Thr

Pro

475

Gly

Tyr

Ala

Gly

Trp

555

Pro

Met

Arg

Ser

Trp

635

Asn

Ser

Ala

Lys

Gln

445

Thr

460

Gly

Asn

Val

Trp

Glu

540

Trp

Val

Ile

Cys

Gly

620

Ala

His

Asn

Thr

Ala

Arg

Lys

525

Leu

His

Gly

Tyr

Arg

605

Asn

Ser

Asp

Val

430

Gly

Ile

Phe

Ala

Tyr

510

Arg

Gly

Gln

Glu

Gln

590

Tyr

Phe

Leu

Ala

Thr

Leu

Pro

Phe

Gin

495

Met

Cys

Gly

Pro

Ala

575

Thr

Asn

Asn

Pro

Thr
655

Ser

Cys

Leu

Tyr

480

Ile

Tyr

Asp

Gly

Phe

560

Gly

Tyr

Gly

Pro

Gly

640

Gln



Ile Thr Ser Gly Ile

660

Asn Ala Val Thr Ala

675

Ala Ser Leu Gly Ser
690

Ile Arg Gln Trp Gly

705

Ile Thr Phe Pro Ile

725

Gly Gln Thr Ala Asn

740

Tyr Asn Gln Ser Thr

Gln Ala
770

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Ser
1

Pro Val

Asp Ala

Gln Glu
50

Leu Val
65

Arg Ala

755

Val Leu Leu

20
153
PRT

Fago PS17
20

Ala Ser Asp

Ala Leu Arg
20

Val Pro Val
35

Ala Gly Met

Asp Pro Pro

Trp Arg Asp
85

Leu

Arg

Ser

Arg

710

Ala

Phe

Thr

Trp

Tyr

Glu

Ser

Arg

Pro

70

Ala

Ser

Gly

695

Val

Phe

His

Gly

Glu
775

Val

Val

Asn

Ile

55

Leu

Gin

114

Leu

Asn

680

Trp

Pro

Pro

Ala

760

Ala

Phe

Tyr

Glu

40

Ala

Thr

Leu

Ala

665

Ile

Trp

Val

Serxr

Gly

745

Thr

Phe

Ser

Glu

Arg

Ala

Glu

Ala

Arg

Gly

Arg

Pro

Val

730

Thr

Leu

Gly

Pro

i0

Thr

Tyr

Asn

Ala

Gln
90

Gly

Ala

Asp

Gly

715

Cys

Asp

Glu

Arg

Ser

Gly

Leu

Ala

Glu

75

Thr

Gly

Gly

Asn

700

Asp

Leu

Ala

Asn

Rla

Glu

His

Serx

60

Arg

Asp

Leu

Thr

685

Asp

Gly

Gly

Serxr

Gly
765

Arg

Gly

Leu

45

Gly

Arg

Gly

Gly

670

Ile

Thrx

Ser

Gly

Thr

750

Tyr

Val

Trp

30

Leu

Gin

Thx

Met

Ala

Ala

Gly

Ala

Phe

735

Ser

Gln

Phe

15

Pro

Ala

Pro

val
95

Asn

Thr

Tyr

Ala

720

Ala

Phe

Phe

Tyxr

Ala

Gly

Val

Ala

80

Ala



Glu

Pro

Ala
145

His

Gln

Asp

130

Trp

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

<400>

Arg

Phe
115

Asp
100

Val

Glu

Glu

Asp Pro Ala

Leu

21
178
PRT

Ala

Glu

Arg

Val

Phe

Glu
150

Vibrio harveyi

21

Met ARla Gly

1

Iie

Phe

Arg

Ser

Arg

Ser

Met

Thr

Ser

Gly

Glu

50

Leu

Glu

Gln

vVal
130

Ala

Asp

Gln

Arg

Ile

Ser

Trp

115

vVal

Leu

Lys

20

Met

Giu

Met

Gly

Gly
100

Leu

Val

Lys

Glu

Ala

Arg

Ala

Val

85

Lys

Thr

Gly

Leu

Tyr

Val

Ala

70

Phe

Thr

Leu

Thr

Asp

Met

Pro

135

Gly

Gln

Gly

Thx

Glu

55

Val

Ile

Asn

Glu
135

115

Leu

Asn

120

Asp

Thr

Phe

Ile

Pro

40

Ile

Phe

Ser

Gly

Ile

120

Asn

Gly Asn Asp

105

Tyr Arg Ala

Pro Ala Ser

Asn

Thr

Lys

25

Asn

Bla

Ser

Thr

Tyr
105

Thx

Leu

Glu

10

Gly

Lys

Asp

Gly

Gly

30

Arg

Asn

Ala

Ala

Ser

Tyr

Glu

75

Thr

Thr

Leu

Leu

Thr

Ala

Arg
140

Gly

Ile

Gln

Gln

60

Lys

Leu

Pro

Pro

ile
140

Thr

Leu

125

Pro

Leu

Ser

Thr

45

Asp

Glu

Leu

Ser

Ser

128

Leu

Leu Gln
110

Arg Asn

Glu Pro

Ala Glu
15

His Leu
30

Gly Gly

Tyr Ala

Gly val
95

Val Lys
110

Asp Ser

Asp Ala

Pro

Trp

Pro

Leu

Ala

Gln

Leu

Ile

80

Tyr

Val

Val

Glu



116

Phe Met Glu Ser Ala Ala Ser Phe Met Arg Leu Gly Ala Ala Thr Ile
145 150 155 160

Arg Gln Ala Leu Trp Asn Leu Gln Leu Ser Glu Lys Ile Arg Ala Leu

165 170 175
Glu Ser
<210> 22
<211> 410
<212> PRT

<213> Vibrio harveyi

<220>

<221> MISC_ FEATURE
<222> (18)..(18)
<223> OQutra

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (22)..(22)
<223> Qutra

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (340)..(340)

<223> Outra
<400> 22
Met Gly Thr Ile Thr Glu Gln Ile Glu Ser Leu Lys Thr Ala Ser Ala

1 5 10 15

Glu Xaa Thr Ala Ala Xaa Gln Ala Leu Ala Gln Glu Val Ser Gly Lys

Met Ala Ala Ile Asp Lys Lys Thr Asn Asp Ser Ile Ala Lys Val Lys
35 40 45

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

Gly Tyr Arg Lys Ala Val Glu His Asn Ser Gly Gly Arg Asn Thr Val
65 70 75 80

Ile Tyr Asp Ala Gln Gly Asn Pro Asn Ile Met Cys Val Ile Pro Arg
85 S0 85



Phe

vVal

Val

Gly

145

Leu

Trp

Gly

Arg

Thr

225

Phe

Met

Gly

Thr

Ser

305

Asp

Ala

Asn

His'

Gly

130

Gly

Cys

Ala

Asn

Arg

210

Asp

Gly

Lys

Val

Ser

290

Asn

Tyr

Gly

Ile

Pro

115

Lys

Pro

Thr

Ala

Thr

195

Ala

Thr

Val

Leu

Ala

275

Asp

Ser

Pro

Tyr

Glu

100

Ala

Tyr

Gln

Gln

Ile’

180

Asn

Asp

Gly

Cys

Asp

260

Glu

Val

Tyx

Xaa

Aép
Phe
Leu
Pro
Lys
165
Ala
Tyr
Asn
Lys
Asp
245
Asp
Ala
Gln
Thr
Met

325

Pro

Leu

Val

Ala

Arg

150

Gly

Leu

Gly

Gly

Gly

230

Leu

Gly

Asn

Ser

Lys

310

His

Asn

Gly

Thr

Ser

135

Thr

Asp

Trp

Arg

Leu

215

Pro

Val

Gln

Trp

Gly

285

Arg

Asn

Glu

117

Leu

Asn

120

Ser

Ser

Asn

Ser

Ser

200

Pro

Ala

Gly

Ile

His

280

Ala

Asn

Pro

Leu

Thr
105

Gly

Val

Trp

Leu

185

His

Gly

Thr

Asn

Leu

265

Arg

Gly

Gly

His

Leu

Glu

Ala

Ala

Asn

His

170

Ala

Glu

Asp

Trp

Val

250

Thr

His

Asn

Pro

Phe

330

Arg

Leu

Pro

Cly

Tyr

155

Leu

Asn

Ala

Thr

Asn

235

Trp

Thr

Pro

Asn

Ala

315

RAla

Arg

Asp

Arg

Gly

140

Asp

Met

Gly

Lys

Ser

220

His

Glu

Leu

Ala

Gly

300

Asp

Ala

Leu

Leu

Gly

125

Ser

Thr

Ser

Thr

Trp

205

Cly

Asp

Trp

Asp

Tyr

285

Ser

Asp

ile

Leu

Gly

110

Glu

Ala

Ala

Ile

val

190

Glu

His

Ile

Asn

270

Phe

Pro

Asp

Thr

Ile

Thr

Ile

Val

Lys

His

175

Pro

Thr

Gly

Thr

Asp

255

Asn

Asp

Val

Lys
333

Glu

Gly

Ile

Gln

160

Glu

Arg

Ala

Arg

Glu

240

Gln

Pro

Ser

Leu

His

320

Ser

Ser



Ala

Asp

Gly

385

Ser

Thr

Arg
370

Ala
355

Phe

Leu Gly

Ile

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

<400>

Gly

23
91
PRT

340

Thr

Pro

Ala

Phe

Thr

Leu

Leu

Arg
405

Val

Arg

Tyr

390

Pro

Vibric harveyi

23

Met Phe Ser

- 1

Ser

Leu

Glu

Asp

65

Ile

Tyr

Gln

Ala

50

Asn

Lys

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Met

Gln
35

Tyr

Thr

Ala

24
381
PRT

24

Tyr

Asn

20

Lys

Arg

Pro

Arg

Ile

Ser

Asp

Leu

Glu

Tyr
85

Phe

Leu

Phe

Glu

Ser

70

Pro

Fago Bordetella BPP-1

Gly

Gly

375

Leu

Ala

Gln

Gly

Glu

Ser

55

Glu

Leu

Gly

118

345

Gly

360 .

Gly

Ser

Phe

Gly

Met

Glu

40

Asp

Gln

Pro

Tyr

Tyr

Phe

Arg

Thr

25

Ala

Pro

Ala

Ser

Leu

Trp

Ala

Val
410

Thr

10

Gln

Gln

Leu

Trp

Glu
390

Trp

Asn

Arg
395

His

Glu

Asn

Phe

Arg

75

Ser

Cys

Asn

380

Ser

Thr

Gln

Leu

Met
60

Asp

Arg
365

Gly

Asn

Asp

Val

Val

45

Glu

Lys

350

Asn

Serxr

Ser

Thr

Asp

30

Lys

val

Tyr

Ser

Asn

Thr

15

Ser

Arg

Gln

Ala

Gly

Ala

Ser
400

Arg

Val

Gln

Tyr

Glu
80

Met Ser Thr Ala Val Gln Phe Arg Gly Gly Thr Thr Ala Gln His Ala

1

5

10

15



Thr

Thr

Arg

Val

Thr

Ala

Val

Thr

Ala

145

Gln

Leu

Ile

Asn

Phe

225

Phe

Glu

Phe

Val

His

50

Ala

Ile

Ile

Cys

Gly

130

Pro

Ile

Asp

Tyr

Val

210

Gly

Ala

Phe

Thr

Val

35

Asp

Phe

Val

Thr

Asp

115

Tyr

Gly

Asn

Pro

Leu

195

Thr

Gly

Glu

Gln

Giy
20

Val
Leu
Thr
Glu
Met
100
Asp
Thr
Ser
Glu
Arg
180
Leu
Ile
Asp

Val

Ala

Ala

His

Val

Arg

Val

85

Pro

Gly

Ser

Asn

Tyr

165

Gly

Gly

Ala

Gly

Met

245

Leu

Ala

Asp

Lys

Thr

70

Asn

Ala

Thr

Thr

Ala

150

Ser

Met

Val

Aspb

Ser
230

Thr

Ala

Arg

Gly

Thr

55

Gly

Gly

Leu

Val

Thr

135

Ala

Leu

Thr

Asn

Gly

215

Ala

His

Phe

119

Glu

Ala

40

Ala

Asn

Lys

Thr

Arg

120

Ala

Ala

Trp

Leu

His

200

Ser

Ala

His

Gly

Thr

Phe

Ala

Leu

Ala

105

Ala

Arg

Gin

Asp

Val

185

Leu

Ala

Tyr

Gly

Thr

Thr

Ala

Ile

Thr

val

S0

Gly

Asp

Lys

Ala

Ile

176

Ala

Thr

Serx

Ser

Lys

250

Thr

Val

Gly

Lys

Ala

75

Gln

Thr

Ser

Val

Gly

155

Lys

Gly

Asp

Pro

Asp
235

Arg

Glu

Asp

Gly

Ala

60

Ser

Phe

Asp

Asn

Gly

140

Gly

Phe

Ala

Gly

Lys

220

Gly

Leu

Ala

Thr

Phe
45

Asp

Ile

Thr

Tyr

Phe

125

Gly

Asn

Arg

Phe

Thr

205

Lys

Ala

Pro

Thr

Asp
30
Pro

Lys

Lys

Ala
110
Ser
Phe
Thr
Pro
Trp
180
Ser
Ser
Trp

Asn

Ser

Lys

Leu

Ser

Ala

Asp

95

Ile

Ala

His

Thr

Ala

175

Ala

Lys

Thr

Tyr

Tyr

255

Ser

Asn

Ala

Ala

Gly

80

Thr

Tyr

Pro

Tyr

Ala

160

Ala

Asp

Tyr

Lys

Asn

240

Asn

Gly



260

Gly Thr Asp Val Pro

275

Ala Trp Asn Ile Phe
290

Cys Leu Trp Thr Trp

305

Glu Tyr Thr Ala Asn

325

Ala Ala Ala Leu Phe

340

Ser Arg Ala Ala Leu

355

Phe Gly Ala Arg Gly
370

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

<400>

25

669

PRT
Bacteriofago P2

25

Met Ser Ile Lys Phe

1

Leu Ala Ala Ala Thr

20

Met Ala Val Gly Asp

35

Gln Thr Gly Leu Ile

50

Ser Gln Asp Lys Arag

65

Pro Pro Glu Val Gly

85

Thr

Thr

Gly
310

Thr

Gly

Trp

Val

Arg

Ala

Gly

His

Asn

70

Gly

Thr

Ser

295

Asn

Gly

Gly

Tyr

Cys
375

Thr

Pro

Gly

Glu

55

Ser

Phe

120

Gly

280

Lys

Glu

Gly

Ala

Ser

360

Asp

Val

Gly

Gly

40

Val

Asn

265

Val

Trp

Phe

Arg

Trp

345

Gly

His

Ile

Axg

25

Lys

Trp

Tyxr

Met

Asn

Gly

Gly

Gly

330

Asn

Pro

Leu

Thr

10

Arg

Leu

Arg

Ile

Arg
90

Gly

Val

Gly

315

Ser

Gly

Ser

Ile

Thr

Lys

Pro

His

Ile

75

Glu

Thx

Val

300

vVal

Val

Thr

Phe

Leu
380

Ala

Val

Val

Ala

60

Ala

Leu

Gly

285

Gln

Asn

Tyr

Sex

Ser

365

Glu

Gly

Gly

Pro

45

Leu

Glu

Gly

270

Ala

Ala

Gly

Ala

Leu

350

Phe

Ala

Ile

30

Asp

Asn

Leu

Leu

Thr

Ser

Ala

Gln

335

Ser

Ala

Ala

15

Thr

Ala

Lys

Val

Tyr
95

Ser

Gly

Ser

320

Pro

Gly

Phe

Lys

Thr

Gly

Ile

Ile

80

Asp



Asp

Pro

Ile

Thr

145

Glu

Thx

Thr

Thr

Ser

225

Val

Pro

Asn

Ala

Ala

305

Ala

Ala

Ala

Ile

130

val

Gln

Gln

Pro

Ala

210

Ala

Lys

Ala

Asn

Leu

290

Ala

Leu

Gly

Leu

115

Val

Met

Ser

Leu

Lys

1985

Gln

Thr

Thr

Leu

Thr

275

Val

Ala

Ala

Thr

100

Ala

Ser

Ala

Arg

Ser

180

Ala

Asp

Asn

Val

Thr
260

Asp

Leu

Leu

Glu

Ser

Thr

Arg
165

Ser.

val
Ala
Ser
Met
245
Gly
Ile
Ser

Gly

Lys
325

Ile

Gly

Val

Gin

150

His

Ala

Lys

Thy

Thr

230

Asp

Thx

Ala

Ser

Asn

310

Gln

Ala

Ser

Ala

135

Asp

Pro

Thr

Ala

Thr

215

Ser

Glu

Pro

Asn

Pro

295

Asp

Pro

121

Val

Gly

120

Ser

Tyr

Asp

Asn

Ala

200

Ala

Glu

Thr

Thr

Thr

280

Asp

Pro

Lys

Ala

105

Arg

Val

Val

Ala

Ser

185

Tyr

Arg

Thr

Asn

Thr

265

Ala

Ala

Asn

Asp

Asn

Glu

Asp

Ser

170

Thr

Asp

Lys

Leu

Lys

250

Pro

Phe

Leu

Phe

Ala
330

Met

Gln

Leu

Asp

155

Leu

Sex

Leu

Gly

Ala

235

Lys

Thr

Val

Asn

Ala

315

Thr

Ala

Thr

Thr

140

Lys

Thr

Glu

Ala

Leu

220

Ala

Ala

Ala

Met

Thr

300

Thr

Leu

Glu

Cys

125

Ile

Ile

Ala

Thr

Asn

205

Val

Thr

Pro

Arg

Ala

285

Leu

Thr

Thr

Ser

110

Arg

Asp

Ala

Lys

Leu

190

Gly

Gln

Pro

Leu

Gln

270

Ala

Asn

Ala

Tyr

Met

Thr

Glu

Gly

175

Ala

Lys

Leu

Lys

Asn

255

Gly

Ile

Glu

Thr

Leu
335

Lys

Val

Thr

His

160

Phe

Ala

Tyr

Ser

Ala

240

Ser

Thr

Ala

Leu

Asn

320

Ala



Gly
Val
Lys
val
385
Gly
Thr
Asp
Lys
Lys
465
Phe
Gly
Val
Ile
Ser
545

Ala

His

Leu
Ala
Ser
370
Asn
Gly
Asp
Ser
Trp
450
Trp
Gly
Asp
Tyr
Ala
530
Ser

Ser

Phe

Ala

Ser

355

Thr

Leu

Trp

Tyr

435

Arg

Asp

Val

Asn

Ala

515

Phe

Ser

Thr

Tyr

Thr

340

Leu

Val

Ala

Thr

Ala

420

Met

Ser

Ala

Gly

Asp

500

Asn

Lys

Asn

Arg

Ser

Ala

Ala

Ala

Gly

Phe

405

Lys

Trp

Arg

Leu

Thr

485

Thr

Ser

Asn

Thr

Pro

565

Gln

Ala

Thr

Ala

Asn

390

Glu

Ile

Phe

Gln

Asn

470

Thr

Gly

Gln

Ser
550

Val

Arg

Asp

Leu

Val

375

Ala

Asn.

Gly

Glu

Ser

455

Ile

Asn

Phe

Arg

Gln

535

Thr

Val

Asn

122

Arg

Thr

360

Ile

Val

Asp

Phe

Thr

440

Thr

Leu

Ala

Lys

Val

520

Ala

Lys

Ala

Thr

Phe

345

Lys

Glu

Gln

Ser

Lys

425

Gly

Thr

Val

Leu

Gln

505

Phe

Gly

Asn

Glu

Asp

Pro

Val

Tyr

Lys

Ile

410

Asn

Asp

Thrx

Asn

Gly

4390

Asn

Arg

Asp

Ile

Leu

570

Asn

Tyr

Gly

Leu

Asn

395

Leu

Asp

Asn

Lys

Ala

475

Gly

Gly

Ser

Thr

555

Gly

Ser

Phe

Arg

Gly

380

Gly

Ala

Ala

Gly

Asp

460

Val

Ser

Asp

Gln

Lys

540

Phe

Asp

Val

Thr

Asp

365

Leu

Asp

Trp

Asp

Asn

445

Leu

Ile

Ser

Gly

Asn

525

Lys

Asn

Glu

Ile

Gly

350

Ile

Gln

Thr

Ile

Gly

430

Glu

Met

Asn

Ile

Ile

510

Gly

Phe

Leu

Ala

Phe

Asn

Leu

Glu

Leu

Arg

415

Asp

Tyr

Thr

Gly

Val

495

Leu

Val

Ser

Trp

Gly

575

Ala

Asp

Ala

Thr

Ser

400

Asn

Thr

Phe

Leu

Cys

480

Leu

Asp

Ala

Leu

Gly

560

Trp

Val



580

Asn Gly Gln Met Giln

595

Val Lys Asp Val Arg
610

Gly Gly Arg Tyr Glu

625

Ile Gly Glu Val Asp

645

Lys Tyr Ile Asn Giy

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

<400>

660

26

175

PRT
Bacteriofago P2

26

Met Gln His Leu Lys

1

Gln Tyr Gln Leu Thr

Asp G

20

ly Lys Asn Trp

35

Ile Lys Ile Val Tyr

50

Asp Ala Ser Thr Leu

Asp Ile Thr Ser Asn

85

Lys Asp Gly Ala Val

100

Gln Gln Ala Glu Ser

115

Pro

Leu

Lys

630

Gly

Thr

Asn

Lys

Tyr

Asp

Asn

70

Arg

Val

Gln’

Ser

Asp

Trp

Ile

Asn

Glu

Glu

Pro

Arg

Lys

Lys

Asn

600

Thr

Gly

Asp

Tyr

Lys

Phe

Glu

40

Asn

Glu

Ala

Arg

Ala
120

123

585

Trp

Arg

His

‘Glu

Asn
665

Ser

Asp
25

vVal

Asn

Gly

Asp

Ile

105

Ala

Gly

Val

Thr

Ala

650

Val

Gly

10

Val

Lys

Ile

Phe

Asp

90

Tyr

Leu

Asn

Val

Ile

635

Ile

Ala

Asn

Ile

Asn

Ile

Ser

75

Ser

Thr

Leu

Phe

Gln

€20

Thr

Phe

G1ln

Pro

Trp

Phe

Vval

60

Val

Gly

Ala

Ser

Asp
605
Leu
Gly

Arg

val

Lys
Leu
Gln
45

Ala
Val
Lys

Asp

Glu
125

590

Ser

Met

Leu

Thr

Trp
30

Pro

Ile

Glu

Trp

Glu

110

Ala

Arg

Ala

Arg

Ile
655

Lys
15

Ser
Asp
Thr

Val

Met
95

(9]
ot
o)

Glu

Tyr

Arg

Ile

640

Gln

Glu

Glu

Thr

Arg

Pro

80

Phe

Gln

Asn



Val Ile Gln Pro Leu

130

Glu

Glu Glu Arg Ala Arg Leu

145

150

Ser Arg Val Asp Pro Ala

<210> 27
<211> 676
<212> PRT
<213>

<220>

<223> Constructo sintético — bacteriocina hmw modificada-R2-P2 fusao da proteina

<400> 27
Met Ala Thr
1

Ala Ala Ala

Thr His Met
35

Asp Pro Leu
50

Arg Ala Gln
65

Leu Val Ala

Arg Giu Ile

Asn Cys Pro
115

Thr Gin Thr
130

Gln Leu Leu

Asn

Leu

20

Leu

Pro

Leu

Glu

Gly

100

Pro

Ile

Ile

165

Thr

Ala

Ile

Ser

Asn

Val

85

Leu

Ser

Arg

Asp

Sequéncia Artificial

Pro

Thr

Gly

Ala

Arg

70

Val

Gln

Tyr

val

Asn

Arg
135

Glu

Asn

Lys

Ala

Asp

Ala

55

Leu

Leu

Asp

Lys

Asn

135

Gly

124

Ala val Arg Leu Asn

Ser Trp Glu Arg

155

Pro Glu Trp Pro

Tyr

Ser

Ala

40

Gln

Phe

Pro

Ala

Ala

120

Ile

Ile

Gly

RAla

25

Gly

Lys

Val

Val

Asp

105

Ala

Ala

Ile

170

Gly

10

Ala

Gly

Ser

Ser

Glu

920

Gly

Met

Leu

Tyr

Leu

Gly

Ala

Leu

Asp

Val

Lys

Glu

Ser

Ala

140

Tyr

Glu

Leu

Lys

Pro

Ile

Lys

Gly

Phe

Gly
140

Thr

Met Ala Thr Asp

Ser Val Leu Val

Met Pro Gln

Thr

Lys

Gly

45

Asn

Asn

Gly

Val

Gly

125

Leu

Gln

Asp
Trp
30

Asp

Gln

Phe
Ala
110
Ser

Giu

Asp

175

Ile

15

Gln

Thr

Arg

Asn

Trp

95

Val

Ala

Asn

Trp

160

Gly

Pro

Prc

His

Thr

80

Ile

Ser

Arg

Val

Val



145

Lys

Ser

Thr

Asp

Lys

225

Leu

Lys

Pro

Phe

Leu

308

Phe

Ala

Pro

Val

Tyr
385

Glu

Leu

Ser

Leu

210

Gly

Ala

Lys

Thr

Val

290

Asn

Ala

Thr

Tyr

Gly

370

Leu

Lys

Thr

Glu

195

Ala

Leu

Ala

Ala

Ala

275

Met

Thr

Thr

Leu

Phe

355

Arg

Gly

Leu

Ala

180

Thr

Asn

Val

Thr

Pro

260

Arg

Ala

Leu

Thr

Thr

340

Thr

Asp

Leu

150

Ala

165

Lys

Leu

Gly

Gln

Pro

245

Leu

Gln

Ala

Asn

Met

325

Ala

Gly

Ile

Gln

Glu

Gly

Ala

Lys

Leu'

230

Lys

Asn

Gly

Ile

Glu

310

Leu

Asn

Leu

Glu
380

His

Phe

Ala

Tyr

215

Ser

Ala

Ser

Thr

Ala

295

Leu

Asn

Ala

Asp

Ala

375

Thr

125

Glu

Thr

Thr

200

Thr

Ser

Val

Pro

Asn

280

Ala

Ala

Ala

Gly

val

360

Lys

Val

Gln

Gln

185

Pro

Ala

Ala

Lys

Ala

265

Leu

Ala

Leu

Leu

345

Ala

Ser

Asn

Ser

170

Leu

Lys

Gln

Thr

Thr

250

Leu

Thr

Val

Ala

Ala

330

Ser

Thr

Arg

Ser

Ala

Asp

Asn

235

Val

Thr

Gln

Asp

Leu
315

Gly

Thr

Val

Ala
395

Arg

Ser

Val

Ala

220

Ser

Met

Gly

Ile

Ser

300

Gly

Lys

Ala

Ala

Ala

380

Gly

His

Ala

Lys

205

Thr

Thr

Asp

Thr

Ala

285

Asn

Gln

ARla

Thr

365

Ala

Asn

Pro

Thr

190

Ala

Thr

Ser

Glu

Pro

270

Asn

Pro

Asp

Pro

Asp

350

Leu

Val

Ala

Asp

175

Asn

Ala

Ala

Glu

Thr

255

Thr

Thr

Asp

Pro

Lys

335

Arg

Thr

Ile

Val

160

Ala

Ser

Tyr

Arg

Thr

240

Asn

Thr

Ala

Ala

Asn

320

Asp

Phe

Lys

Glu

Gln
400



Lys

Iie

Asn

Asp

Thr

465

Asn

Gly

Asn

Arg

Asp

545

Ile

Leu

Asn

Gly

Val
625

Asn

Leu

Asp

Asn

450

Lys

Ala

Gly

Gly

Phe

530

Ser

Thr

Gly

Ser

Asn

610

Val

Gly

Ala

Ala

435

Gly

Asp

val

Ser

Asp

515

Gln

Lys

Phe

Asp

Val

585

Phe

Gln

Asp

Trp

420

Asp

Asn

Leu

Ile

Ser

500

Gly

Asn

Lys

Asn

Glu

580

Ile

Asp

Leu

Thr

405

Ile

Gly

Glu

Met

Asn

485

Ile

Ile

Gly

Phe

Leu

565

Ala

Phe

Ser

Met

Leu

Arg'

Asp

Tyxr

Thr

Ser

Asn

Thr

Phe

455

Leu

470

Gly

Val

Leu

val

Ser
550

Tp

Gly

Ala

Arg

Ala
630

Cys

Leu

Asp

Ala

535

Leu

Gly

Trp

Val

Tyr

615

Arg

126

Gly

Thr

Asp

440

Lys

Lys

Phe

Gly

val

520

Ile

Ser

Ala

His

Asn

600

Val

Gly

Gly

Asp

425

Ser

Trp

Trp

Gly

Asp

505

Tyr

Ala

Ser

Ser

Phe

585

Gly

Lys

Gly

Leu

410

Trp

Tyr

Arg

Asp

val

490

Asn

Ala

Phe

Ser

Thr

570

Tyr

Gln

Asp

Arg

Thr

Ala

Met

Ser

Ala

475

Gly

Asp

Asn

Lys

Asn

555

Arg

Ser

Met

Val

Tyr
635

Phe

Lys

Trp

Arg

460

Leu

Thr

Thr

Ser

Asn

540

Thr

Pro

Gln

Gln

Arg

620

Glu

Glu

Ile

Gln

Asn

Thr

Gly

Gln

525

Ile

Ser

Val

Arg

Pro

€605

Leu

Lys

Asn

Gly

430

Glu

Ser

Ile

Asn

Phe

510

Arg

Gln

Thr

Val

Asn

590

Ser

Gly

Ala

Asp

415

Phe

Thr

Thr

Leu

Ala

495

Lys

Val

Ala

Lys

Ala

575

Thr

Asn

Thr

Gly

Ser
Lys
Gly
Thr
Val
480
Leu
Gln
Phe
Gly
Asn
560
Glu
Asp
Trp

Arg

His
640




Thr Ile Thr

Ala Ile Phe

645

660

Val Ala Gin Vval

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

<400>

675

28
913
PRT

Bateriéfago L-413c
28

Met Ser Thr

1

Leu

Met

Gln

Ser

65

Pro

Asp

Pro

Ile

Thr

145

Glu

Ala

Ala

Thr

50

Val

Pro

Ala

Ile
130

Val

Gln

Ala

val

35

Lys

Asp

Glu

Gly

Leu

115

Leu

Met

Sex

Lys

Ala

20

Gly

Leu

Asn

Val

Thr

100

Ala

Ser

Ala

Arg

Phe

Thr

Asp

Val

Lys

Gly

85

Leu

Glu

Asn

Thr

Arg

Lys

Val

His

Asn 1

70

Gly

Ile

Gly

Val

Gln

150

His

Thr

Pro

Asn

Glu

55

Phe

Ala

Ser

Ala

135

Asp

Pro

127

Val

Gly

Gly

40

Val

Asn

Trp

vVal

Gly

120

Ser

Tyr

Asp

665

Ile

Gly

25

Lys

Trp

Tyr

Met

Ser

105

Arg

Val

Val

Ala

650

Thr

10

Lys

Leu

Arg

Ile

Arg

1Y

Asn

Ale

Glu

Asp

Thyr

Thr

Lys

Pro

His

Val

75

Glu

Met

Gln

Leu

Asp

155

Leu

Ala

Val

Val

Ala

60

Ala

Leu

Ala

Thr

Ser

140

Lys

Gly

Asn

Pro

45

Leu

Glu

Gly

Glu

Cys

125

Ile

Ile

Glu

670

Ala

Leu

30

Asp

Asn

Leu

Leu

Ser

110

Arg

Asp

Ala

Lys

655

Ala

15

Ser

Ala

Lys

Val

Tyr

95

Tyr

Met

Ala

Glu

Gly

Gly Leu Arg Ile Ile Gly Glu Val 2Asp Gly Asp Asp Glu

Arg Pro Ile Gln Lys Tyr Ile Asn Gly Thr Trp Tyr Asn

Lys

Ala

Gly

Val

Val

80

Asp

Lys

val

Ser

His

160

Phe



Thr

Thr

Ala

Asp

225

Ile

Leu

Gly

Gly

Tyr

305

Ser

Ile

Asn

Gly

Gly

385

Gly

Gln

Pro

Lys

210

Asn

Pro

Gly

Tyr

Arg

290

Ile

Ala

Asp

Sex

Ser

370

Arg

Leu

Leu

Lys

195

Asn

Ile

Thr

Thr

Pro

275

Phe

Arg

Trp

Leu

Ser

355

Phe

Met

Thr

Ser
180

Ala

Gln

Thr

Trp

260

Glu

His

Met

Arg

Asn

340

Thr

Gly

Gln

Ala

165

Ser

val

Asn

Val

Asp

245

Ser

Asp

Cys

Leu

Val

325

Ser

Ser

Gin

Arg

Ser
405

Ala

Lys

Gly

Thr

230

Asn

Cys

Lys

Thx

Asp

310

Ile

Leu

Ile

Gly

Tyr

390

Trp

Thr

Ala

Ala

215

Ser

Leu

Pro

Gly

Gln

295

Ala

Thr

Gly

Ala

Ile

375

Thr

Asp

128

Asn

Ala

200

Asp

Leu

Asp

Ser

Asn

280

Arg

Glu

Ser

Gly

Ser

360

Leu

Thr

Ala

Ser

185

Asn

Ile

Thr

Ser

Gln

265

Gly

Tyx

Trp

Gly

Ala

345

Phe

Glu

Arg

Glu

170

Thr

Asp

Gln

Phe

Tyr

250

Ser

Val

Thr

Asn

Thr

330

Glu

Glu

Val

Ser

Asn
410

Ser

Asn

Asp

Met

235

Gly

Thr

Leu

Thr

Pro

315

Arg

His

Arg

Phe

Gly

395

Pro

Glu
Ala
Lys
220
Lys
Pro
Ala
Glu
Arg
300
Ala
Pro
Leu
His
Glu
380

Thr

Gin

Lys

Asn

205

Serx

His

Glu

Lys

vVal

285

Thr

Ser

Leu

Gly

Phe

365

Gly

Met

Trp

Leu

1390

Ser

Ala

Asn

Glu

Pro

270

Phe

Gly

Pro

Ser

Ile

350

Pro

Gly

Tyr

Glu

175

Ala

Arg

Phe

Gly

Lys

255

Glu

Asn

Asn

Thr

Thr

335

Trp

Glu

Leu

Ile

Asp
415

Ala

Leu

Leu

Met

240

Tyr

Ser

Ala

Ile

Trp

320

Ser

Arg

Asp

Tyr

Arg

400

Trp



Ile

Asp

Asn

Glu

465

Thr

Arg

Ser

Leu

Ile

545

Trp

Glu

Asn

Gly

Gln

625

Leu

Ala

Asp

Ala

450

Val

Val

Ala

Lys

Ser

530

Thr

Gly

Gly

Lys

Glu

610

Thrx

Ser

Val

Leu

435

Pro

Lys

Serx

Ser

Ser

515

Ser

val

Val

Gly

Thr

585

Arg

Gly

Gly

420

Leu

val

Lys

Rla

Gly

500

Leu

Leu

Arg

Ile

Gly

580

Asn

Ser

Glu

Asn

Tyr

Lys

Thr

Arg

Thr

485

Glu

Leu

Asp

Leu

Asp

565

Val

Tyr

Phe

Ala

Ala
645

Gln

Pro

Lsp

Cys

470

Asp

Ala

Thr

Trp

Ser

550

Thr

Ala

Arg

Asn

Lys

630

Ala

Ser

Gly

Ser

455

Asp

Ala

Asp

Lys

Gln

535

Asp

Asn

Arg

Phe

Ile

615

Gln

Thr

129

Thr Gly Trp

Ile

440

Lys

Ile

Tyr

Trp

Leu

520

Thr

Met

Leu

Ser

Phe
600

Arg

Thr

Ala

425

Tyr

Asp

Glu

Lys

Gly

505

Gly

Thr

Ile

Met

585

Thr

Arg

Phe

Thr

Ser
Leu
Ser
Asn
480
Glu
Val
Asp
Asn
Asn
570
Gln
Val
Leu
Ser

Lys
650

Thr

Val

Ala

Tyr

475

Arg

Trp

Gly

Phe

Ile

555

Ile

Val

Arg

Pro

Ala

635

Leu

Tyr

Thr

Val

460

Ile

Thr

Ala

Gly

Val

540

Pro

Thr

Trp

Leu

Ile

620

Gly

Lys

Ser

Lys

445

Gly

Gln

Phe

Glu

Val

525

Pro

Asp

vVal

Arg

Tyr

605

Ile

Leu

Thr

Gly

430

Gln

Ser

Thr

Gln

Val

510

Thr

Gly

Gly

Gly

Ser

590

Gly

Asp

Ser

Ala

Asp

Ala

lle

Tyr

Arg

485

Tyr

Asp

Ser

Met

Pro

575

Thr

Asn

Glu

Gly

Arg
655

Leu

Thr

Val

Thr

480

Thr

Asn

Arg

Met

Glu

560

Ser

Ser

Pro

Ala

Glu

640

Lys



Ile

Lys

Asn

Thr

705

Gly

Ile

Ser

Ala

Thr

785

Thr

Ser

Thr

Asp

Thr

8635

Gly

Asn

Asn

Asp

690

Thr

Ser

Phe

Glu

Leu

770

Ser

Gly

Val

Ile

Ser

850

Met

Leu

Asn

Ile

675

Lys

Gly

Cys

Tyr

Phe

755

Ser

Ser

Phe

His

Asn

835

Arg

Gln

Gly

val

660

Gly

Ala

Gly

Pro

Arg

740

Tyr

Leu

Asp

Lys

vVal

820

Ile

Tyr

Lys

Ile

Ser

Ala

Val

Ala

Ala

725

Ser

Thr

‘Ser

Leu

Gln

805

Met

Thr

Gly

Val
885

Phe

Phe

Gly

Ser

710

Ala

Ala

Thr

Gly

Gly

790

Asn

Arg

Gly

Arg

Val

870

Gly

Asp

Ala

Trp

695

Thr

Gln

Arg

Thr

Gly

775

Gly

Gly

Phe

Arg

Asp

855

Met

Glu

130

Gly

Ser

680

Asn

Leu

Phe

Asp

Arg

760

Gln

Asn

Asp

Val

Val

840

Val

Tyr

Val

Thr

665

Gly

Trp

Ile

Arg

Gly

745

Lys

Leu

Ser

Gly

Ser

825

Asn

Axrg

Glu

Asp

Ser

Lys

Ser

Leu

Val

730

Tyr

Pro

Asn

Ile

Asn

810

Gly

Pro

Leu

Lys

Asp

Thr

Ser

His

715

Asn

Gly

Thr

Gly

Val

795

Leu

Ser

Ser

Gly

Ser

875

Asp

Ile

Gly

Gly

700

Phe

Tyr

Phe

Ala

Ala

780

Leu

Asp

Ile

Asp

Thr
860

Gly

Asp

Asn

Bsp

685

Ala

Asn

Lys

Glu

Gly

765

Leu

Gly

Val

Gln

Tyr

845

Arg

His

Pro

Leu

670

Thr

Tyr

Ile

Asn

Ala

750

Asp

Gly

Asp

Tyr

Ser

830

Gly

Val

vVal

Ala

Thr

Val

Asn

Gly

Gly

735

Asp

Val

Ile

Asn

Ala

815

Asn

Asn

Val

Ile

val
895

Pro

Ala

Ala

Glu

720

Gly

Trp

Gly

Gly

Asp

800

Asn

Lys

Phe

Gln

Thr

880

Phe




131

Arg Pro Ile Gln Lys Tyr Ile Asn Gly Thr Trp Tyr Asn Val Ala Gln

‘Val

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

<400>

S00

29
175
PRT

Bateriofago L-413¢

29

Met Gln His Leu

1

Gln Tyr Gln Leu

20

Asp

Ile

Asp

65

Asp

Lys

Gln

Val

Glu

145

Ser

Gly

Lys

50

Ala

Ile

Asp

Gln

Ile

130

Glu

Arg

<210>
<21l>

Lys Asn

35

Ile

Ser

Thr

Gly

Ala

115

Gln

Arg

Val

30
920

Val

Thr

Ala

Ala

100

Glu

Pro

Ser

Asp

Lys

Thr

Trp

Tyr

Phe

Asn

85

Val

Ser

Leu

Arg

Pro
165

Asn

Lys

Tyr

Asp

Asn

70

Arg

Ile

Gln

Glu

Leu

150

Ala

Asn

Glu

Glu

Pro

Arg

Lys

Lys

Arg

135

Glu

Asn

Lys

Phe

Glu

40

Asn

Glu

Ala

Arg

Ala

120

Ala

Ala

Pro

805

Ser

Asp

25

Val

Asn

Gly

Asp

Ile

105

Ala

Val

Trp

Glu

Gly

10

Val

Ser

Ile

Phe

Asp

90

Tyxr

Leu

Arg

Glu

Trp
170

Asn

Ile

Asn

Ile

Ser

Ser

Thr

Leu

Leu

Arg

155

Pro

Pro

Trp

Phe

Val

60

Val

Gly

Ala

Asn
140

Tyr

Glu

Lys

Leu

Gln

45

Gly

Vail

Lys

Asp

Glu

125

Met

Ser

Met

910

Thr

Trp

30

Glu

Ile

Glu

Trp

Glu

110

Ala

Ala

Val

Pro

Lys

15

Ser

Asp

Thyr

Val

Met

Gln

Glu

Thr

Leu

Gln
175

Glu

Glu

Thr

Arg

Pro

80

Phe

Gln

Ser

Asp

Val
160



132

<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Constructo sintético — bacteriocina hmw modificada -R2- L413 C fusdo n proteina
<400> 30

Met Ala Thr Asn Thr Pro Lys Tyr Gly Gly Leu Leu Thr Asp Ile Gly
1 5 10 15

Ala Ala Ala Leu Ala Thr ARla Ser Ala Ala Gly Lys Lys Trp Gln Pro
20 25 30

Thr His Met Leu Ile Gly Asp Ala Gly Gly Ala Pro Gly Asp Thr Pro
35 40 45

Asp Pro Leu Pro Ser Ala Ala Gln Lys Ser Leu Ile Asn Gln Arg His

Arg Ala Gln Leu Asn Arg Leu Phe Val Ser Asp Lys Asn Ala Asn Thr
65 70 75 80

Leu Val Ala Glu Val Val Leu Pro Val Glu Val Gly Gly Phe Trp Ile
85 30 95

Arg Glu Ile Gly Leu Gln Asp Ala Asp Gly Lys Phe Val Ala Val Ser
100 . 108 110

Asn Cys Pro Pro Ser Tyr Lys Ala Ala Met Glu Ser Gly Ser Ala Arg
115 120 125

Thr Gln Thr Ile Arg Val Asn Ile Ala Leu Ser Gly Leu Glu Asn Val
130 135 140

Gln Leu Leu Ile Asp Asn Gly Ile Ile Tyr Ala Thr Gln Asp Trp Val
145 150 155 160

Lys Glu Lys Val Ala Glu His Glu Gln Ser Arg Arg His Pro Asp Ala
165 170 175

Thr Leu Thr Glu Lys Gly Phe Thr Gln Leu Ser Ser Ala Thr Asn Ser
180 185 190

Thr Ser Glu Lys Leu Ala Ala Thr Pro Lys Ala Val Lys Ala Ala Asn
185 200 205




Asp

Gln

225

Phe

Tyr

Sexr

Val

Thr

305

Asn

Thr

Glu

Glu

Val

385

Ser

Asn

Trp

Ser

Asn

210

Asp

Met

Gly

Thr

Leu

290

Thr

Pro

Arg

His

Arg

370

Phe

Gly

Pro

Thr

Val

Ala

Lys

Lys

Pro

Ala

275

Glu

Arg

Ala

Pro

Leu

355

His

Glu

Thr

Gln

Tyr

435

Thr

Asn

Ser

His

Glu

260

Lys

Val

Thr

Ser

Leu

340

Gly

Phe

Gly

Met

Trp

420

Ser

Lys

Ser

Ala

Asn

245

Glu

Pro

Phe

Gly

Pro

325

Ser

Ille

Pro

Gly

Tyr

405

Glu

Gly

Gln

Arg

Phe

230

Gly

Lys

Glu

Asn

Asn

310

Thr

Thr

Trp

Glu

Leu

390

Iie

Asp

Asp

Ala

Leu

215

Leu

Met

Tyr

Ser

Ala

295

Ile

Trp

Ser

Arg

Asp

375

Tyr

Arg

Trp

Leu

Thr

133

Ala

Asp

Ile

Leu

Gly

280

Gly

Tyr

Ser

Ile

Asn

360

Gly

Gly

Gly

Ile

Asp

440

Asn

Lys

Asn

Pro

Gly

265

Tyr

Arg

Ile

Ala

Asp

345

Ser

Ser

Arg

Leu

Ala

425

Asp

Ala

Asn

Ile

Thr

250

Thr

Pro

Phe

Arg

Trp

330

Leu

Ser

Phe

Met

Thr

410

Val

Leu

Pro

Gln

Gly

235

Thr

Trp

Glu

His

Met

315

Arg

Asn

Thx

Gly

Gln

395

Ala

Leu

val

Asn

220

Val

Asp

Ser

Asp

Cys

300

Leu

Val

Ser

Ser

Gln

380

Arg

Ser

Tyr

Lys

Thr

Gly

Thr

Asn

Cys

Lys

285

Thr

Asp

Ile

Leu

Ile

365

Gly

Tyr

Trp

Gln

Pro

445

Asp

Ala

Ser

Leu

Pro

270

Gly

Gln

Ala

Thx

Gly

350

Ala

Ile

Thr

Asp

Ser

430

Gly

Ser

Asp

Leu

Asp

255

Ser

Asn

Arg

Glu

Ser

335

Gly

Ser

Leu

Thr

Ala

415

Thr

Ile

Lys

Ile

Thr

240

Ser

Gln

Gly

Tyr

Trp

320

Gly

Bla

Phe

Glu

Arg

400

Glu

Gly

Tyr

Asp



Leu

465

Ser

Asn

Glu

val

Asp

545

Asn

Asn

Gln

Val

Leu

625

Ser

Lys

Ser

Lys

450

Ala

Tyr

Arg

Trp

Gly

530

Phe

Ile

Ile

Val

Arg

610

Pro

Ala

Leu

Asp

Thr
690

Val

Ile

Thr

Ala

515

Gly

val

Pro

Thx

Trp

595

Leu

Ile

Gly

Lys

Ile

675

Gly

Gly
Gln
Phe
500
Glu
vVal
Pro
Asp
Val
580
Arg
Tyxr
Ile
Leu
Thr
660

Asn

Asp

Ser

Thr

485

Gln

Val

Thr

Gly

Gly

565

Gly

Ser

Gly

Asp

Ser

645

Ala

Leu

Thr

Ile

470

Tyr

Arg

Tyr

Asp

Ser

550

Met

Pro

Thr

Asn

Giu

630

Gly

Arg

Thr

Val

455

Val

Thr

Thr

Asn

Arg

535

Met

Glu

Sex

Ser

Pro

615

Ala

Glu

Lys

Pro

Ala
695

134

Glu

Thr

Arg

Ser

520

Leu

Ile

Trp

Glu

Asn

600

Gly

Gln

Leu

Ile

Lys

680

Asn

Val

Val

Ala

505

Lys

Ser

Thr

Gly

Gly

585

Lys

Glu

Thr

Ser

Asn

665

Asn

Asp

Lys

Ser

430

Ser

Ser

Ser

Val

Val

570

Gly

Thr

Arg

Trp

Gly

650

Asn

Ile

Lys

Lys
475
Ala
Gly
Leu
Leu
Arg
55%
Ile
Gly
Asn
Sex
Glu
635
Asn
val

Gly

Ala

460

Arg

Thr

Glu

Leu

Asp

540

Leu

Asp

val

Tyr

Phe

620

Ala

Ala

Ser

Ala

Val
700

Cys

Asp

Ala

Thr

525

Trp

Ser

Thr

Ala

Arg

605

Asn

Lys

Ala

Phe

Phe

685

Gly

Asp

Ala

Asp

510

Lys

Gln

Asp

Asn

Arg

580

Phe

Iie

Gin

Thr

Asp

670

Trp

Ile

Trp

Leu

Thr

Met

Leu

575

Ser

Phe

Arg

Thr

ala

655

Gly

Ser

Asn

Glu
480

Lys

Gly

Gly~

Tyr

Thr

560

Ile

Met

Thr

Arg

Phe

640

Thr

Thr

Gly

Trp



Ser

705

Leu

Val

Tyr

Asn

785

Ile

Asn

Gly

Pro

Leu

865

Lys

Gly

Thr

Ser

His

Asn

Gly

Thr

770

Gly

Val

Leu

Serxr

Ser

850

Gly

Ser

Asp

Trp

<210>
<211>
<212>

Gly

Phe

Tyr

Phe

755

Ala

Ala

Leu

Asp

Ile

835

Asp

Thr

Gly

Asp

Tyr
915

31
1026
PRT

Ala

Asn

Lys

740

Glu

Gly

Leu

Gly

Vail

820

Gln

Tyxr

Arg

His

Pro

900

Asn

Tyr

Ile

725

Asn

Ala

Asp

Gly

Asp

805

Tyr

Ser

Gly

Val

Val

885

Ala

Val

Asn

710

Gly

Gly

Asp

Val

Ile

790

Asn

Ala

Asn

Asn

Val

870

Ile

Val

Ala

Ala

Glu

Gly

Trp

Gly

775

Gly

Asp

Asn

Lys

Phe

855

Gln

Thr

Phe

Gln

135

Thr

Gly

Ile

Ser

760

Ala

Thr

Thr

Ser

Thr

840

Asp

Thr

Gly

Arg

Val
920

Thr

Ser

Phe

745

Glu

Leu

Ser

Gly

Val

825

Ile

Ser

Met

Leu

Pro
305

Gly

Cys

730

Tyx

Phe

Ser

Ser

Phe

810

His

Asn

Arg

Gln

Gly

890

Ile

Gly

715

Pro

Arg

Tyr

Leu

Asp

795

Lys

Val

Ile

Tyr

Lys

875

1le

Gln

Ala

Ala

Ser

Thr

Ser

780

Leu

Gln

Met

Thr

vVal

860

Gly

Val

Lys

Ser

Ala

Ala

Thr

765

Gly

Gly

Asn

Arg

Gly

845

Arg

Val

Gly

Tyr

Thr

Gln

Arg

750

Thr

Gly

Gly

Gly

Phe

830

Asp

Met

Glu

Ile
910

Leu

Phe
735%

Asp

Arg

Gln

Asn

Asp

815

Val

g Val

Val

Tyr

Val
895

Asn

Ile

720

Arg

Gly

Lys

Leu

Ser

800

Gly

Ser

Asn

Arg

Glu

880

Asp

Gly



<213>

<400>

31

Met Ala Thr

1

Thr

Leu

Asp

Asn

65

Thr

Phe

Ser

Val

Arg

145

Arg

Asp

Ala

Tyr

Arg

Arg

Lys

Leu

50

Gly

Val

Arg

Asn

Ile

130

Val

Ser

Ser

Lys

Pro

.210

Ala

Pro

Asp

35

Gly

Leu

Asn

Ser

Ala

115

Tyr

Arg

Ile

Leu

Ala

195

Gly

Lys

Leu

Ala

20

Arg

Phe

Leu

Cly

Thr

100

His

Ala

Gln

Asn

Val

180

Phe

Thr

Ser

Lys

Ala

Thr

Ala

Arg

Pro

85

Gln

Leu

Arg

Gly

Gly

165

Thr

Gly

Gly

Gly

Bacteriéfago AV17

Gln I

Ser

Ile

Lys

Leu

70

Ile

Gly

Trp

Thr

150

Gly

Lys

Gln

Glu

Gly

Val

Phe

Gly

Asn

Gly

Ser

Phe

Gln

135

Gly

Glu

Arg

Tyr

Thr

215

Thr

136

Gln

Leu

Thr

40

Gly

Gly

Ser

Phe

Glu

120

Thr

Ser

Phe

Ile

Asp

209

Asn

ile

Phe

Ala

25

Lys

Gln

Asp

Thr

Tyr

105

Asn

Thr

Thr

Gln

Ala

185

Ser

Gly

Tyr

Lys

10

Glu

Asp

Val

Tyr

Asp

90

Ala

Ala

Thr

Ala

Ala

170

Val

His

Val

His

Arg

Gly

Asp

Asp

val

75

Gly

Asp

Asp

Asn

155

Asn

Asp

Ser

Asn

Glu

Serxr

Glu

Ser

Gly

60

Gln

Val

Ala

Gly

Gly

140

Ser

Arg

Thr

Leu

Tyr

220

Ile

Lys

Leu

Gly

Asn

Thr

Thr

Thr

Thr

125

Glu

Glu

Tie

Val

Val

205

Leu

Val

Ile

Ala

30

Asn

Val

Gly

Gly

Asn

110

Glu

Ile

Phe

Leu

Ile

190

Asn

Arg

Thx

Ala

15

Ile

Ile

Thr

Gly

Lys

95

Asp

Arg

Arg

Tyr

Ala

175

His

Tyr

Lys

Ala

Gly

Asn

Ile

Ile

Met

80

Ile

Thr

Gly

Leu

Phe

160

Ser

Asp

Val

Val

Gln



225

Thr

Phe

Ser

Gly

val

305

Gly

Arg

Met

Asn

Gly

385

Thr

Gly

Gln

Thr

Thr
465

Gly

Lys

Leu

Asn

290

Thr

Gly

Lys

Pro

Asn

370

Lys

Gin

Ser

Pro

Ala

450

Ile

Leu

Leu

Ala

275

val

Gly

Tyr

Gly

Gly

355

Asn

Met

Gln

Asn

Ile

435

Gly

Gln

Ala

Tyr

260

Leu

Gly

Leu

Ser

Ile

340

Thr

Ala

Asn

Gly

Asn

420

Lys

Leu

Trp

Asp

245

Gly

Gly

Val

Ser

230

Glu

Ile

Thr

Met

Tyr

. 310

Val

325

Phe

Asn

Gly

His

Met

405

Val

Leu

Lys

Asn

Aia

Ala

Asp

Tyx

350

Glu

Gln

Asp

Phe

Gly
470

Val

Axg

Phe

Gly

295

Lys

Ser

Arg

Ala

Gly

375

Phe

Ile

Phe

Asn

Gly

455

Gly

137

Ser

Asp

Thr

280

Asp

Lys

Ile

Ser

Leu

360

Gln

Arg

Asn

Tyr

Glu

440

Ala

Thr

Trp

Asp

265

Lys

Thr

Thr

Glu

345

Leu

Thr

Gly

Pro

Ala

425

Ile

Pro

Arg

Trp

250

Gly

Asn

Tyr

Pro

330

Asp

Ser

His

Thx

Gly

410

Asp

Phe

Ser

Glu

235

Ser

Arg

Phe

Leu

Val

315

Asp

Gln

Val

ile

Gly

3985

Ile

Gly

Leu

Gln

Gly
475

Gly

Met

Fro

Val

300

Phe

Ser

Gly

Gln

Gly

380

Gln

Leu

Thr

Thr

Val

460

Gln

Asp

Ile

Ser

285

Leu

Asp

Phe

Ala

Thr

365

Tyr

Met

Lys

Ile

Lys

445

Asp

Asn

Thr

Ile

270

Ser

Gly

Leu

Arg

Thr

350

Gln

Asn

Asn

Leu

Ser

430

Ser

Gly

Lys

Pro
255
Arg
Asp
Asp
Val
Ser
335
Trp
Ala
Ala
Ile
Val
415
Ser
Asn

Thr

Asn

240

val

Asn

Tyr

Thr

Gly

320

Thr

Ile

Asp

Gly

Asn

400

Thr

Ile

Asn

Arg

Tyr
480



Val

Ser

Tyr

Glu

Gly

545

Met

Val

Tyxr

Thr

Pro

625

Ser

Ser

Ile

Phe

Tle
705

Ile

Arg

Ala

Ala

530

Asn

Ser

Lys

Gly

Asn

610

Val

Phe

Arg

Asp

Ala

690

Asp

Ile.

Glu

His

515

Gln

Phe

Asn

Ile

Ala

595

Gln

Arg

Ile

Ile

Ala

675

Ser

Arg

Lys

Thr

500

Arg

Phe

Arg

Gly

Gly

580

Ile

Asn

Ile

Val

Asn

660

Glu

Gln

Thr

Ala

485

Val

Lys

Ala

Val

Leu

565

Gly

Phe

Glu

Gly

Asp

645

Ala

Cys

Asn

Asp

Trp

Phe

Ala

Gly

Val

550

Phe

Thr

Arg

Gly

Leu

630

Gln

Asn

Thr

Asn

Ala
710

Gly

Gln

Pro

Asp

535

Gly

Val

Ala

Arg

Glu

615

Asn

Asn

Phe

Asp

Glu

695

Ser

138

Asn
Val
Thr
520
val
Ser
Gin
Asn
Ser
600
Ser
Asp
Asn
Arg
Ala
680

Asp

Ala

Ser

Ser

505

Gly

Tyx

Ser

Gly

Ala

585

Glu

Gly

Gly

Ala

Met

665

Val

Val

Tyr

Phe

490

Asp

Asp

Ala

Ala

Gly

570

Leu

Ser

Asp

Met

Leu

650

Gln

Arg

Arg

Val

Asn

Ser

Glu

Lys

Leu

S55

Ser

Arxg

Asn

Ile

Val

635

Thr

Leu

Pro

Ala

Pro
715

Ala

Gln

Thr

Gly

540

Ala

Ser

Ile

Phe

His

620

Gly

Thr

Gly

Ala

Pro

700

Ile

Thr
Gly
Ile
525
Ile
Gly
Ile
Trp
Tyr
605
Ser
Leu
Ile
Gln
Gly
685

Phe

Leu

Gly

Tyr

510

Gly

Ile

Asn

Thr

Asn

590

Ile

Ser

Gly

Asn

Ser

670

Ala

Tyr

Lys

Asp

495

Tyr

Arg

Ala

val

Gly

575

Ala

Ile

L—-i
(0]
c

Arg

Ser

655

Ala

Gly

Met

Gln

Arg

Phe

Ile

Asn

Thr

560

Gln

Glu

Pro

Arg

Asp

640

Asn

Tyx

Ser

Asn

Arg
720



Tyr

Gly

Gly

Phe

Thr

785

Thr

Ala

Met

Ala

Gly

865

Lys

Lys

Gly

His

Lys
945

val

Asn

Pro

Ile

770

Gly

Ile

Pro

Glu

Tyr

850

Lys

Ala

Thr

Gly

Ser

930

Met

Gln

Phe

Gln

753

Ser

Asn

Glu

Ile

Gly

835

Pro

Pro

His

Thxr

His

915

His

Ser

Gly

Arg

740

Thr

Pro

Ile

Ser

Pro

820

Gln

Ser

Ser

Ser

Ser

900

Thr

Tyr

Ser

Asn

725

Val

Ala

Arg

Thr

Leu

805

Txp

Thr

Gly

Gly

His

885

Ser

His

Ile

Tyr

Gly

His

Asp

Asp

Gly

790

Lys

Pro

Phe

Val

Arg

870

Ser

Phe

Ser

Glu

Ala
950

Cys

Tyr

Phe

Leu

775

Gly

Thr

Ser

Asp

Ile

855

Ala

Ala

AsSp

Gly

Ala

935

Ile

139

Tyr

His

Gly

760

Ile

Ser

Asp

Asp

Lys

840

Pro

Val

Ser

Tyr

Ser

920

Trp

Ser

Ser

Gly

745

Trp

Alz

Gly

Ile

Ser

825

Ser

Asp

Leu

Gly

Q05

Gly

Asn

Tyr

Leu

730

Gly

Glu

Gly

Asn

Met

810

Val

Ala

Met

Ser

Ser

890

Thr

Ser

Gly

Arg

Gly

Gly

Phe

Lys

Phe

795

Ser

Pro

Tyr

Arg

Thr

Asp

Ile

Val

786

Ala

Ser

Ala

Pro

Gly

- 860

Ala

875

Ser

Lys

Thr

Thr

Ala
955

Glu

Gly

Ser

Gly
940

Gly

Leu

Asn

Lys

765

Arg

Asn

Tyr

Gly

Lys

845

Gln

Ala

Asp

Thr

Thr

925

Val

Gly

ile

Gly

750

Asn

Phe

Leu

Pro

Phe

830

Leu

Thr

Asp

Leu

Asn

910

Asn

Gly

Ser

Asn
735

Serx

Asp

Asn

ile

815

Ala

Ala

Ile

Gly

Gly

895

Ser

Gly

Gly

Asn

Asn

Thr

Asp

Arg

Ser

800

Gly

Leu

Val

Lys

Val

880

Thr

Thr

Glu

Asn

Thr
960



140

Asn Ala Ala Gly Asn His Ser His Thr Phe Ser Phe Gly Thr Sexr Ser
965 970 975
Ala Gly Asp His Ser His Ser Val Gly lle Gly Ala His Thr His Thr
980 985 9390
Val Ala Ile Gly Ser His Gly His Thr Ile Thr Val Asn Ser Thr Gly
995 1000 1005

Asn Thr Glu Asn Thr Val Lys Asn Ile Ala Phe Asn Tyr Ile Val
1010 1015 1020

Arg Leu Ala
1025

<210> 32

<211> 183

<212> PRT

<213> Bacteriéfago T4

<400> 32

Met

1

Giu

Ile

Glu

Ala

65

Pro

Asp

Asn

Met

Lys Ile Tyr His Tyr Tyr Phe Asp Thr Lys Glu Phe Tyr Lys Glu

Asn Tyr Lys Pro Val Lys Gly Leu Gly Leu Pro Ala His Ser Thx
20 25 30

Lys Lys Pro Leu Glu Prc Lys Glu Gly Tyr Ala Val Val Phe Asp
35 40 45

Arg Thr Gln Asp Trp Ile Tyr Glu Glu Asp His 2rg Gly Lys Arg

Trp Thr Phe Asn Lys Glu Glu Ile Phe Ile Ser Asp Ile Gly Serx
70 75 80

Val Gly Ile Thr Phe Asp Glu Pro Gly Glu Phe Asp Ile Trp Thr
85 S0 95

Asp Gly Trp Lys Glu Asp Glu Thr Tyr Lys Arg Val Leu Ile Arg
100 105 110

Arg Lys Ile Glu Glu Leu Tyr Lys Glu Phe Gln Val Leu Asn Asn
115 120 125

Ile Glu Ala Ser Val Ala Asn Lys Lys Glu Lys Phe Tyr Tyr Lys
130 g 135 140



Asn Leu Lys Arg Phe Phe

145

150

Gly Glu Phe Pro Ser Trp

165

Arg Leu Phe Lys His

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

<400>

33
1083
PRT

180

Tyr

Bacteriéfago AV17

33

Met Ala Thr

1

Ala

Leu

Asp

Thr

65

Thr

Asp

Thr

Arg

Gln
145

Arg

Lys

Leu

50

Gly

Gln

Ile

Lys

Pro

Asp

35

Gly

Asn

Thr

Ile

Ser

115

Glu
130

Val

Leu

Leu

Ala

Arg

Phe

Tyx

Gly

Ala

100

Ser

Asn

Lys

Ala

Val

Ala

Asn

Asn

85

Ala

Gly

Ile

Ile

Gln

Ser

Leu

Lys

Gln

70

Phe

Gly

Thr

Ile

Arg
150

141

Ala Leu Leu Glu Lys His Glu His Leu Gly

155

160

Pro Glu Lys Glu Gln Lys Pro Trp Tyr Lys

Val

Ile

Val

Phe

Gly

55

Thr

Asn

Gln

Ala

Tyr

135

Val

Gln

Leu

Thr

40

Gly

Gly

Leu

Ile

His

120

Ala

Gln

170

Phe Lys
10

Ala Glu
25

Lys Asp

Ser Ile

Asp Tyr

Thr Gly

30

Met Thr

105

Val Arg

Pro Ala

Asp Tyr

Arg

Gly

Asp

Asp

Thr

75

Glu

Phe

Asn

Ala
155

Ser

Glu

Gln

Gly

60

Leu

Ala

Gly

Asp
140

Ala

Lys
Leu
Gly
45

Asn
Asn
Arg
Gly
Asp
125

Gly

Gly

Thr

Ala

30

Asn

Val

Gly

Val

Glu

110

Asn

Leu

Ser

175

Ala

15

Ile

Ile

Ile

Val

Thr

95

Leu

Asn

Thr

Gly

Asn

Ile

His

Phe

80

Arg

Ile

Ser

Thr

Ser
160



Thr

Ala

Thr

Asn

Met

225

Asp

Ser

Gly

Ile

Tyxr

305

Ser

Gly

Val

Leu

Gly

385

Asn

Tyx

Trp

Asn

Val

210

Arg

Gly

Phe

Leu

Ala

290

Tyr

Glu

Thr

Val

Gly

370

Thr

Ile

Ala

Lys

Asn

195

Pro

Asn

Ile

Thr

Thr

275

Leu

Phe

Thr

Asp

Thr

355

Tyr

Thr

Asp

Phe

Ser
180

Lys

Leu

Ala

Thr

Trp

260

Pro

Gly

Ser

Thr

Leu

340

Tyr

Tyxr

Asn

Val

Ser

165

Ile

Ser

Ser

Val

Trp

245

Ser

Gly

Asp

Val

Ser

325

Thr

His

Gln

Ile

Ile

Gly

Ser

Thx

Glu

Gly

230

Tyrxr

Gly

Asn

Asn

Asn

310

Leu

Thr

Asp

Gly

Asn
390

Ser

Ser

Gly

Ser

215

Ser

Serx

Gly

Lys

Asp

29S

Asn

Arg

Pre

Asn

Gly

375

Gly

142

Gly

Pro

Asp

200

Thr

Gly

Gly

Ile

Asp

280

Thr

Gly

Lys

Pro

Asn

360

Asn

His

Ser

Leu

Gln

185

Tyr

Thr

Ile

Asp

Lys

265

Tyxr

Gly

Thr

Phe

Thr

345

Ala

Tyr

Gly

Val

Phe

170

Ile

Asp

Ala

Phe

Gly

250

Ser

Ser

Phe

Lys

Val

330

Giu

Phe

His

Gly

Asn

Thr

Leu

Ile

Ile

His

235

Leu

Ser

Ile

Lys

Thr

315

Ala

Asn

Gly

His

Leun

395

Ile

Serx
Thr
Tyr
Asn
220
Glu
Asp
His
Leu
Trp
300
Phe
Gly
Tyr
Asp
Tyr
380

Leu

AsSp

Pro

Asn

Ser

205

His

val

Ala

Ser

Gly

285

His

Leu

Tyr

Ala

Gly

365

Phe

Vail

Gly

Glu

Lys

190

Met

Leu

Tyr

Iie

270

Pro

Gin

Phe

Ser

Leu

350

Gln

Arg

Thr

Arg

Val

175

val

Ala

Arg

Asp

Leu

255

Ser

Ser

Asp

Asn

Thr

335

Ala

Thr

Gly

Pro

Asn

Ser

Ile

Asp

Val

Asn

240

Trp

Ile

Ser

Gly

Pro

320

Asn

Thr

Leu

Lys

Gly

400

Asn



Ser

Asp

Gly

Met

465

Asn

His

Trp

His

Pro

545

Pre

Lys

Ala

Lys

Trp

625

Leu

Ser

Asn

Gly

450

Ser

Gly

Thr

Asn

Ile

530

Leu

Asp

Phe

Gln

Tyr

610

Ser

Lys

Thr

Met

435

Ile

Tyr

Ser

Thr

Ala

515

Ile

Axrg

Leu

Val

Ala

595

Tyr

Leu

Glu

Leu

420

Asp

Arg

Ile

Phe

Gly

500

Asp

Pro

Pro

Gly

580

Ala

Pro

Gly

Asp

405

Met

Ile

Lys

Gln

Glu

485

Glu

Tyr

Thr

Phe

Ser

565

His

Pro

Ile

Thr

Gly
645

Phe

Lys

Asn

Arg

470

Ser

Ile

Gly

Ala

Ser

550

Ser

Gly

Ile

Val

Glu

630

Ser

Arg

vVal

Ile

455

Leu

Ser

Ser

Ala

Tyr

535

Leu

Tyr

Ala

Phe

Lys

615

Ile

Gln

143

Gly

Trp

440

Met

Thr

Gly

Ser

Ile

520

Gly

Ala

Asn

Gly

Gln

€00

Gin

Asn

Gly

Asn

425

Gly

Glu

Thr

Val

Gly

508

Phe

Glu

Leu

Thr

Ala

585

Glu

Lys

Ser

His

410

Thr

Asn

Ile

Gly

Thr

490

Ala

Arg

Gly

Asp

Phe

570

Gly

Ile

Phe

Gly

Thr
650

Thr

Thr

Ser

Glu

475

Ala

val

Arg

Thr

555

Ala

Gly

Asp

Leu

Thr

635

Ser

Gly
Phe
Asp
460
vVal
Gly
Asn
Ser
Asn
540
Gly
Ala
Tyr
Asp
Asn
620

Phe

Arg

Tyr

val

445

Ala

Glu

Asp

Ala

Glu

525

Gly

Lys

Asn

Asp

Asp

605

Gly

val

Phe

Ser

430

Asp

Thr

Met

Arg

Leu

510

Gly

Asp

Val

Gly

Ile

590

Ala

Lys

Ile

Asn

415

Ser

Pro

Ser

Asn

Gly

495

Arg

Ser

Ile

Thr

Tyr

575

Gln

Val

Ala

His

Gln
655

vVal

Ser

Trp

Val

480

Val

Ile

Leu

Gly

Ile

560

Ile

Tyxr

Ser

Val

His

640

Asp




Gly

Thr

Thr

Val

705

Asp

Phe

Gly

Gly

Gln

785

Gln

Glu

Tyr

Ser

Gly

865

Val

Thr

Ile

Ser

690

Ser

Ala

Ile

Gly

Val

770

Gly

Trp

BRla

Pro

Gly

850

Ile

Tyr

Val

Ala

675

Ala

Lys

Ala

Arg

Ala

755

Tyr

Thr

Ala

Pro

Ile

835

Val

Ile

Glu

Asn

660

Arg

Gly

Glu

Gly

Ser

740

Asp

Ile

Phe

Ala

Val

820

Ile

Asp

Arg

Phe

Phe

Asn

Asp

Gly

Ile

725

Asp

Asn

Thr

Asn

His

B80S

Phe

Lys

Phe

Val

His
885

Pro

Gly

Thr

Asp

710

Val

Thr

Gly

Asn

Phe

790

Gln

Val

Gly

Gly

Gly

870

His

Asp

Asn

Thr

695

Thr

Leu

Ala

Leu

Asn

775

Asn

Gly

Asp

Lys

Met

855

Asn

Asn

144

Asn

Ile

680

Asn

Met

Asn

Gly

Gly

760

Gly

Arg

Gly

Phe

Ser

840

Arg

Gln

Gly

Val

665

Trp

Ile

Thr

Pro

Ala

745

Phe

Glu

Asp

Gly

Gly

825

Gly

Arg

Glu

Thrx

Ser

Ser

Arg

Gly

Pro

730

Asn

Tyr

Ile

Arg

Trp

810

Asn

Ile

Ile

Asn

Phe
890

Val

Asp

Asp

Thr

715

Leu

Asn

Ser

Ser

Leu

795

Gly

Val

Thr

Thr

Gly

875

Tyr

Gly

Ile

Ala

700

Leu

Thr

Trp

Tyr

Leu

780

His

Asn

Gly

Asn

Asn

860

Tyr

Ala

Gly

Trp

685

Ile

Trp

Ser

Tyr

Val

765

Ser

ITle

Gln

Asn

Glu

845

Thr

Asp

Pro

Gly
670
Lys
Ala
Ile
Asp
Ile
750
Thr
Pro
Asn
Trp
Asp
830
Gly

Trp

Ser

Glu

Thr

Thr

Asn

Ser

735

Gly

Gln

Gln

Gly

Asn

815

Ser

Tyr

Ala

Gln

Leu
895

Ala

Phe

Arg

Lys

720

Ser

Gly

Gly

Thx

800

Gln ,

Tyx

Ile

Gln

Ala

880

Leu



145

Lys Ser Ser Arg Val Ser Ala Gly Gly Gly Asp Pro Ala Trp Gly Gly
900 905 810

Pro Cys Ile Val Leu Gly Asp Asn Asp Thr Gly Leu Leu Trp Glu Asn
915 920 925

Asp Gly Ile Phe Asn Ala Tyr Ala Asn Gly Gln Gly Val Phe Ser Phe
930 935 940

Arg Pro Gly Leu Ala Gln Thr Phe Gly Asp Val Asn Phe His Cys Asn
945 950 955 960

Ala Gly Met Tyr Val Arg Asp Asn Ile Asp Val Asn Asp Val Tyr Ile
965 970 975

Arg Ser Asp Ile Arg Cys Lys Ser Glu Ile Lys Leu Ile Lys Asn Ala
980 985 990

Gln Glu Lys Ser Lys Leu Leu Gly Gly Tyr Thr Tyr Leu Leu Lys Asn
995 1000 . 1005

Ser Val Thr Asp Glu Val Lys Pro Ser Ala Gly Leu Ile Ala Gln
1010 1015 1020

Glu Val Gln Glu Val Leu Pro Glu Leu Val Ser Glu Asp Lys Glu
1025 1030 1035

Thr Gly Leu Leu Arg Leu Asn Tyr Asn Gly Ile Ile Gly Leu Asn
1040 1045 1050

Thr Ala Ala Ile Asn Glu His Thr Asp Glu Ile Lys Glu Leu Lys
1055 1060 1065

Ser Glu Ile Thr Glu Leu Lys Ala Leu Ile Lys Ser Leu Ile Lys

1070 1075 1080
<210> 34
<211> 259
<212> PRT

<213> Bacteriofago AV17

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (164)..(164)

<223> Outra

<400> 34



Met

Glu

Gly

Ile

Asp

65

Gly

Gly

His

Thr

Ile

145

Val

Gly

Gly

Phe

Trp
225

Ala

Thr

Asn

His

50

Arg

Asn

Asp

Met

Asn

130

Trp

Ser

Gly

Asn

Gly

210

Gly

Val

Pro

35

Thr

Cys

Leu

Thr

Trp

115

Gly

Asn

Leu

Arg

Ala

195

Gly

Asn

Val

Gln

20

Ser

Leu

Phe

Val

Pro

100

Gly

Gly

Tyxr

Xaa

Pro

180

Ser

Gly

His

Gly

Arg

‘Trp

Gly

Glu

Ser

85

Asn

Arg

Asp

Gly

Asn

165

Phe

Tyr

Asn

Leu

Ile

Trp

Met

Ala

Ala

70

Tyr

Glu

Gly

Val

Val

150

Ser

Gly

Asp

Gly

Ser
230

146

Pro Gly Trp

Met

Ser

Asp

Gly

Ser

Tyr

Gly

Ile

135

Ile

Trp

Ile

Ala

Gly

215

Arg

Thr

Gln

40

His

Ser

Lys

Val

Asn

120

Gln

Ala

Ala

Gly

Pro

200

Asp

Ser

Ala

25

Phe

Asn

Ala

Asp

Thr

105

Gly

Asn

Ser

Pro

Gly

185

Gly

Ala

Gly

Ile

10

Ala

Ala

Phe

Pro

Val

90

Leu

Thr

Asp

Gly

Asn

170

Gly

Gly

Giy

Gly

Gly

Ser

Gly

Asn

Ile

75

Pro

Asn

Val

Ile

Gly

155

Ala

Gly

Ala

Gly

Gly
235

Thr

Arg

Arg

Gly

60

val

Leu

Ile

Asn

Gly

140

Gly

Thr

Val

Gly

Arg

220

Ala

Ser

Glu

Ser

45

Gln

Fhe

Phe

His

Gly

125

Gly

Gly

Ala

Asn

Tyr

205

Gly

Pro

Ala

Leu

30

Arg

Trp

Asn

Phe

Gly

110

Asn

Arg

Gly

Gly

Trp

190

Thr

Gly

Gly

Val

15

Glu

Phe

Ile

Met

85

Gly

Pro

Leu

Gly

Gly

175

Pro

Ser

Asp

Arg

Ala

Leu

Ile

Arg

Thr

80

Tyx

Val

Gly

Arg

Ala
160

Gln

Gly

Ala
240




147

Val Phe Gly Ser Ser Pro Ser Trp Gly Ala Thr Gly Thr Ile Tyr Gily

Ser Trp Ile

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

<400>

35
472
PRT

245

Pseudomonas aeruginosa

35

Met Lys ‘Asn Leu

1

Gly

Trp

Trp

Ala

65

Gln

Leu

Gly

Phe

Arg

145

Tyxr

Ser

Ser

Arg

Trp

50

Leu

Ala

Asn

Tyr

Ser

130

Gln

Asp

Tyr

Thr

Tyr

35

Lys

Leu

Gln

Ala

Ser

115

Ala

Ala

Arg

Leu

Pro

20

Leu

Ala

Asn

Ala

Thr

100

Gly

Gly

Rla

Rla

Gln
180

Ala

Phe

Ser

Ser

85

Leu

Thr

Leu

Tyr

Thr

165

Val

Leu

Pro

Ala

Gly

Gln

70

Ala

Gly

Asp

Ser

Arg

150

Val

Leu

Ile

Leu

Gly

Ala

55

Asp

Val

Ala

Ala

Ala

135

Ser

Glu

Rla

Asp

Arg

40

Pro

Leu

Ile

Ser

Thr

120

Ser

Ala

Leu

Leu

Ala

Ser

Glu

Gly

Ala

Arg

105

Ser

Tyr

Leu

Thr

Arg
185

250

Cys

10

Gly

Asp

Leu

Ala

Gly

S0

Gln

Asp

Glu

Glu

Leu

170

Glu

Leu

Leu

Ala

Asp

Ala

75

Ala

Lys

Asn

Val

Ser

1585

Leu

Gin

Leu

Ala

Ser

Ser

€0

Val

Pro

Leu

Asp

Asp

140

Leu

Ser

Gln

Leu Gly

Ala Pro
30

Asp Ile
45

Leu Leu

Ala Arg

Leu Leu

Leu Arg
110

Ala Val

125

Phe Trp

Lys Ala

Gly Val

Arg Ile
190

255

Ala

15

Ser

Arg

Gln

Val

Pro
95

Asp

Asp

Gly

Ser

Ala

175

Ala

Cys

Gln

Gln

Arg

Arg

80

Glu

Ser

Ser

Gly

Glu

160

Asn

Arg



Leu

His

Leu

225

His

Ala

Thr

Ala

Ala

305

Ser

Leu

Ala

Tyr

Asn

385

Leu

Ala

Asn

Ala

210

vVal

Glu

Leu

Gly

Asn

290

Arg

Gly

Gly

Glu

Arg

370

Ser

Glu

Gly

Leu

195

Ala

Ala

Ala

Gln

Ala

275

Ala

Ala

Ala

Ala

Arg

358

Lys

Ile

Gin

Ala

AsSp

Gly

Ser

Leu

Val

260

Gly

Glu

Ala

Asn

Asn

340

Asp

Ala

Asp

Ala

Glu
420

Asn

Ser

Gln

Ile

245

Ala

Leu

Ala

Leu

Arg

325

Leu

Arg

Ile

Gly

Gln

405

Thr

Ala

Ala

Arg

230

Thr

Glu

Pro

Gln

Phe

310

Ala

Leu

Ser

Leu

Leu

3390

Arg

Leu

Glu

Thr

215

Lys

Leu

Arg

Ser

Leu

295

Pro

Ala

Ala

Leu

Thr

375

Asp

Ala

Leu

148

His Val
200

Ala Leu

Gln Leu

Ala Thr

Pro Phe

265

Glu Leu
280

Ala Ala

Lys Leu

Asp Thr

Pro Ile

345

Ala Arg

360

Ala Phe

Arg Gln

Phe Asp

Thr Val
425

Leu

Glu

Pro

Leu

250

Asp

Leu

Ala

Thr

Phe

330

Phe

Gln

Ala

Leu

Leu

410

Leu

Arg

Val

Leu

235

Ile

Ser

Ser

Gln

Leu

315

Arg

Asn

Glu

Asp

His

395

Glu

Leu

Ala

220

Leu

Gly

Leu

Arg

Ala

300

Ser

Asn

His

Glu

Thr

380

Trp

Asp

Thr

Val

205

Gln

Glu

Glu

Arg

Arg

285

Asp

Ala

Pro

Gly

Leu

365

Glu

Gln

Ser

Gln

Glu

Gln

Gln

Pro

Trp

270

Pro

Val

Ser

Tyr

Arg

350

Leu

Arg

Gln

Arg

Arg
430

Thr

Ser

Gln

Val

255

Pro

Asp

Gln

Leu

Tyr

335

Leu

Glu

Ser

Gln

Tyr

415

Thr

Arg

Ser

Ala

240

Gln

Glu

Ile

Val

Ser

320

Asn

Arg

Thr

Leu

Glu

400

Gln

Leu




Tyx

Ala

149

Ala Ala Gln Asp Ala Ala Val

435

Ser Val Gly Leu Tyr Lys

450

455

Arg Gln Gly Leu Ala Arg Lys

465

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

<400>

36
498
PRT

470

440

Ala

Asp

Pseudomonas aeruginosa

36

Met Lys His

1

Gly

Pro

Asp

Leu

65

Gln

Arg

Ser

Thr

Asn

145

Gln

Gly

Ala

Val

50

Asn

Ser

Ala

Gly

Val

130

Leu

Leu

Cys
Glu
35

Phe
Asp
Val
Ala
Gln
115
Ser

Ser

Glu

Thr

Ala

20

Phe

Gln

Leu

Ala

Phe

100

Gly

Ser

Val

Ala

Pro

Ile

Lys

Arg

Gln

Gln

85

Phe

Gly

Gly

Ser

Asn

Ser

Gly

Glu

Gly

Met

70

Phe

Pro

Gly

Gly

Trp

150

Gin

Leu

Pro

Ala

Ala

55

His

Arg

Ser

Asp

Ser

135

Glu

Ala

Leu

Asp

Glu

40

Trp

Leu

Gln

Ile

Ser

120

Gly

Val

Ser

Gln Leu Arg Leu Ala Arg Leu Gln

445

Leu Gly Gly Gly Trp Gln Ser Asp

Ala

Tyr

25

Gly

Trp

Glu

Ala

Thr

105

Thr

Ala

Asp

Leu

Leu

10

Gln

Trp

Glu

Arg

Glu

90

Gly

val

Ile

Leu

His

Ala

Arg

Arg

Leu

Ser

75

Ala

Asn

Leu

Ser

Trp

155

Ala

460

Leu

Pro

Arg

Tyr

60

Asn

Leu

Val

Leu

Thr

140

Gly

Ser

vVal

Asp

Ala

45

Gly

Gln

Val

Gly

Pro

125

Ser

Lys

Ala

Ala

Leu

30

Glu

Asp

Thr

Arg

Lys

110

Gly

Tyxr

Leu

Ala

Ala

15

Ala

Pro

Gln

Leu

Gly

95

Thr

Gly

Ser

Arg

Asp

Leu

Val

Arg

Thr

Ala

80

Ala

Arg

Ser

Thr

Arg

160

Leu




&la

Gln

Thr

Gly

225

Ser

Glu

Leu

Val

Arg

308

Tyr

Ser

Pro

Val

Gln

385

Leu

Ala

Leu

Ala

210

Ile

Thr

His

Pro

Pro

290

Lys

Phe

Leu

Gln

Asp

370

Thr

Ser

val

Arg

195

Tyr

Val

Gln

Ala

Pro

275

Ser

val

Pro

Ser

Phe

355

Gln

Val

Val

Arg

180

Val

Glu

Thr

Ala

Ile

260

Val

Gln

Ile

Asp

Asn

340

Ala

Ala

Leu

Leu

165

Leu

Met

Arg

Arg

Gln

245

Ala

Ala

Leu

Sexr

Leu

325

Trp

Met

Glu

Asp

Asp
405

Ser
Asp
Ser
Ala
230
Ala
Val
Ser
Leu
Ala
310
Thr
Ile
Thr
Ala
Gly

390

Glua

Gln

Glu

Leu

215

Asp

Ile

Leu

Val

Glu

295

Asn

Leu

Ser

Leu

Thr

375

Phe

Glu

150

Glin

Gln

200

Lys

Val

Val

Pro

280

Arg

Ala

Ser

Thr

Phe

360

Tyr

Arg

Ser

Ser
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165

Phe Tyr Pro Asn Leu Asn Leu Gly Ala Met Ala Gly Leu Ala Ala Leu
325 330 33S

His Thr Ser Asp Val Leu Gln Ala Pro Ser Arg Phe Phe Gln Val Ala
340 345 350

Pro Ala Ile Ser Leu Pro Ile Phe Asp Gly Gly Arg Arg Arg Ala Asn
355 360 . 365

Leu Ala Glu Arg Asp Ala Asp Tyr Asp Leu Ala Val Gly Gln Tyr Asn
370 375 380

Lys Thr Leu Val Gln Ala Leu Gly Glu Val Ser Asp Asp Leu Gly Lys
385 390 395 400

Leu Arg Ser Leu Glu Gln Gln Val Ile Asp Gln Arg Gln Ala Arg Asp
405 410 415

Ile Ala Arg Ser Asn Phe Asp Leu Ala Met Arg Arg Tyr Gly Giu Gly
420 425 430

Val Gly Ser Tyr Leu Asp Ala Leu Ser Val Gln Gln Gln Leu Leu Val
435 440 445

Ala Glu Arg Gln Leu Ala Ser Leu Glu Ser Gln Gln Ile Asp Leu Ser
450 455 460

Val Gln Leu Val Gln Ala Leu Gly Gly Gly Phe Gln Pro Asp Ser Arg
465 470 475 480

Ser Ala Ala Leu Ala Thr Ala Lys Ala Prc Ala Glu
485 490

<21C> 39
<211> 506
<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 3¢9

Val Pro Arg Ala Leu Arg Lys Glu Leu Thr Leu Val Gly Ser Phe Val
1 5 10 15

Gly Phe Leu Val Val Phe Ser Ala Ile Ser Gly Cys Val Ser Thr Gly
20 25 30

Asp Ile Ala Pro Glu Ala Ala Thr Leu Asp Ala Asn Ala Leu Ala Thr
35 40 45
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Ala
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Leu
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Ala

Tyr

Asp

His

125

Gly

Ala

Ala

Ser

Ala

Leu
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Met

110

Axg

Arg
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Leu
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Gln

Leu

Arg

Ala

Leu

290
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Gly

Leu
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Ala
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Tyr

420

Ala

Ala

Leu
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405
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Leu
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Gln

Leu
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Arg
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Gly

Gln

Ala
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Glu
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Leu

Gln
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Leu
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Leu
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385
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Leu
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Leu
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Leu
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Leu
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Leu
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Leu
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Leu
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Leu
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Leu
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Val

Leu
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Trp
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Gln

Asp

Thr

Leu

180

Ala

5

Val Asn

Gly Arxg

Asp Ala

Tyr Leu

70

Ala Phe

85

Ala Thr
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Glu

Val

Ala

Val

40

Arg

Pro

Asp

Glu

120

Ala

val

Leu

Ala

Leu
200

425

Leu
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Leu
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Leu
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Leu
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Arg
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Leu
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Asn
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Glu
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Glu
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Ala

Arg

Val

245

Ser
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Asp

Arg
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405

Arg

Leu

Leu

Ala

230

Ala
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Arg
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Asn

Arg

Ser

Arg

Leu

390

Val

Ala

Arg
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Gly
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Arg

Gln

295

Leu
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Tyr
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Ile

Arg

Thr

Val
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Arg

Arg
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Leu
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Ala
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Glu
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Gly
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Ala
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Leu

Asp
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Trp
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Ser
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Gly
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Ser
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Asn

Leu
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Glu
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Arg
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Arg
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Leu
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Leu
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Phe
445

Glu
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Ala

Asp

Val

Val

310

Ala

Leu

Thr

val

Val

390

val

Asp

Leu

Gly

215

His

Leu

Thr

Ala

Leu

295

Thr

Ser

Pro

Ala

Ser

375

Thr

Asn

Ile

Glu

Ala

Asn

Ala

Thr

280

Thr

Val

Asp

Ala

Vail

360

Gly

Leu

Ala

Pro

Arg
440

169

Asn

Ser

Ala

Ser

265

Trp

Leu

Asn

Ile

Ala

345

Lys

Ser

Ala

Lys

Ala

425

Leu

Pro

Glu

Ala

250

Arg

Ser

Ala

Ala

Pro

330

Arg

Leu

Thr

Asn

Gly

410

Leu

Pro

Thr

Ala

235

Gly

Leu

Ala

Asn

Lys

318

Ala

Gly

Val

Thr

Gly

395

Leu

Leu

Thr

220

Val

Leu

Ala

Arg

Ser

300

Gly

Leu

Gly

Ala

Phe

380

Val

Val

Ala

Val

203

Leu

Thr

Leu

Ala

Phe

285

Gly

Leu

Asp

Thr

Pro

365

Asp

Asn

Thr

Ser

Ser
445

Gly

Thr

Pro

Pro

270

Asp

Val

Ala

Gly

350

Arg

Gly

Ala

Gly

Lys

430

Gln

Gly

Pro

Ala

255

Ile

Gly

Thr

Thr

Gly

335

Asn

Thr

Ser

Gly

Gly

415

Ile

Gly

Tyr

Thr

240

Ser

Thr

Ala

Ala

Gly

320

Lys

Gly

Ile

Ala

Ser

400

Gly

Ala

Leu
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Leu

465

Tyr

Ile

Tyr

Trp

Glu

545

Trp

Val

Ile

Cys

Gly

625

Ala

His

Thr

Thr

450

Val

Ile

Ala

Ala

Val

530

Leu

His

Gly

Tyr

Arg

610

Asn

Ser

Ser

Gly

Ala

Leu

Gln

Thr

Ser

5158

Arg

Gly

Gln

Glu

Gln

585

Tyr

Phe

Leu

Ala

Val
675

Val

Thr

Thr

Gly

500

Pro

Cys

Gly

Pro

Ala

580

Thr

Asn

Asn

Pro

Ala

660

Ile

His

Asn

Met

485

Tyx

Ala

Asp

Tyr

Phe

565

Gly

Tyr

Gly

Pro

Gly
645

Ser

Phe

Thr

His

470

Phe

Ala

Thr

Leu

val

550

Thr

Leu

Arg

Thx

Ala

630

Lys

Arg

Gln

Ser

455

Ala

Tyrxr

Gly

Thr

Gly

535

Asn

Ala

Leu

Gly

Trp

615

Asn

Pro

Gly

Trp

170

Val

Asn

Pro

Val

Asp

520

Gly

Leu

Asn

Thr

Tyr

600

Ser

Tyr

Ser

Val

Val
680

Asp

Gly

Thr

Ala

505

Ser

Ala

Asp

Ala

Val

585

Ala

Ala

Val

Asn

Ser

665

Asn

Pro

Pro

Val

490

Asp

Ser

Phe

Ser

Lys

570

His

Ala

Trp

Ala

Phe

650

Gly

Leu

Asn

Val
475

Glu

Met

Lys'

Ala

Met

555

Asn

Ala

Gly

Tyr

Lys

635

Pro

Trp

Ser

Ser

460

Ala

Gly

Tyr

Arg

His

540

Ile

Pro

Gly

Arg

620

Ser

Pro

Tyr

Ile

Val

Gly

Asn

vVal

Glu

525

Ala

Ala

Ala

Thr

Leu

605

Ala

Glu

Ser

Lys

Gly
685

Val

Arg

Ala

Arg

510

Trp

Pro

Ser

Asn

Ala

590

Tyr

Trp

Tyr

Val

Asn

670

Asp

Ile

Tyr

Thr

495

Tyr

Ser

Asp

Gly

Tyr

575

Ser

Trp

Asp

Ser

His

655

Asn

His

Pro

Tyr

480

Gln

Ala

Ala

Gly

Trp

560

Pro

Met

Arg

Ser

Trp

640

Val

Asp

Pro
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Gly Gly Val Ile Asp Arg Val Val Thr Phe Pro
6390 695

Ala Cys Leu His Val Val Pro Thr Val Arg Glu

705

710 715

Ile Pro Ala Ser Thr Val Thr Val Ala Glu Lys

725 730

Asn Cys Thr Ile Val Ser Ser Glu Tyr Ile Gly

740 745

Gly Ile Asn Val Phe Ala Ile Gly Tyr

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

<220>
<223>

<400>

755 760

46
21
DNA

Sequéncia Artificial

Iniciador AV085

46

gcttcaatgt gcagegtttyg ¢

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

<220>
<223>

<400>

47
40

DNA

Sequéncia Artificial

Iniciador AV088

47

gccacaccgg tagcggaaag gccaccgtat ttcggagtat

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

<220>
<223>

<400>

48

40

DNA

Sequéncia Artificial

Iniciador AV087

48

atactccgaa atacggtggce ctttccgcta cecggtgtggce

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

49
31
DNA

Sequéncia Artificial

Ile

700

Asn

Ala

Asn

Ala

Gly

Arg

Val

Phe

Arg

Thr

Gln
750

Pro Asn

Pro Ala
720

Ala Thr
735

Asn Phe

21

40

40
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<220> .
<223> Iniciador AV086

<400> 49
tccttgaatt ccgecttgetg ccgaagttet t

<210> 50

<211> 38

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Iniciador AV110

<400> 50
tttattagcg gaagagcecga ctgcacggtg caccaatg

<210> 51
<211> 38
<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> |niciador AV114

<400> 51
ccctegaatt catgaatact gtttectgtg tgaaattg

<210> 52
<211> 29
<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Iniciador AV118

<400> 52
cttectttca tgacgaccaa tactccgaa

<210> 53
<211> 30
<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Iniciador AV116

<400> 53
accacgaatt cttcatcgtc caaatgcctc

<210> 54
<211> 31
<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

31

38

38

29

30




<220>
<223>

<400>

caccatctag acaatacgag agcgacaagt ¢

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

<220>
<223>

<400>

tcctcaaget tacgttggtt accgtaacgce cgtg

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

<220>
<223>

<400>

Iniciador AV107

54

55

34

DNA

Sequéncia Artificial

Iniciador AV091

55

56

30

DNA

Sequéncia Artificial

Iniciadores AV118 e AV127

56

ttctttaage ttttccttca cccagtoctg

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

<220>
<223>

<400>

57
29
DNA

Sequéncia Artificial

Iniciador AV124

57

cctcecctgaat tcttattgeg gcatttccg

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

<220>
<223>

<400>

58
29
DNA

Sequéncia Artificial

Iniciador AV126

58

tecttcgaat tcecttacacct gcgcaacgt

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

<220>

59

29

DNA

Sequéncia Atrtificial

31

34

30

29

29



<223> Iniciadores AV124 e AV125

<400> 59
cctcctgaat tcttattgeg gcattteceg

29
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REIVINDICAGCOES

1. Molécula de acido nucléico que codifica uma proteina de fibra
caudal de bacteriocina de peso molecular alto (hmw) compreendendo uma
regido de ligacao de placa de base (BPAR) e um dominio de ligagcédo de re-
ceptor heterélogo (RBD).

2. Molécula de acido nucléico de acordo com a reivindicagao 1,
em que o dito RBD compreende uma substituicdo, inser¢ao, ou delecao de
um ou mais aminodacidos com relagcdo a um RBD de ocorréncia natural de
uma proteina de fibra caudal.

3. Molécula de &cido nucléico de acordo com a reivindicagao 2,
em que o dito RBD é de uma proteina de fibra caudal de bacteriofago.

4. Molécula de acido nucléico de acordo com a reivindicagao 3,
em que o dito RBD de uma proteina de fibra caudal de bacteriéfago ou de
bacteriocina de hmw compreende de cerca de 347 a cerca de 755 aminoaci-
dos, em comprimento, incluindo o término C, da dita proteina.

5. Molécula de &cido nucléico de acordo com a reivindicagao 1,
adicionalmente compreendendo uma sequéncia de acido nucléico que codi-
fica uma chaperona cognata da proteina de fibra caudal.

6. Molécula de acido nucléico de acordo com a reivindicagédo 1,
em que o RBD expresso liga um receptor correspondente em uma superficie
de uma célula bacteriana depois compromete a integridade de uma mem-
brana citoplasmica da dita célula.

7. Molécula de acido nucléico de acordo com a reivindicagao 1,
em que a bacteriocina € uma piocina do tipo R, monocina, enterocoliticina,
Ou meningocina.

8. Molécula de acido nucléico de acordo com a reivindicagao 1,
em que o RBD expresso liga um fator de viruléncia ou aptidao em uma su-
perficie de uma célula bacteriana.

9. Bacteriocina de hmw compreendendo uma proteina de fibra
caudal codificada por uma molécula de acido nucléico como definido em
quaisquer das reivindicagoes 1-8.

10. Bacteriocina de acordo com a reivindicagdo 9 em que a pro-
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teina de fibra caudal compreende toda ou parte da seqiéncia de aminoéacido
representada pela SEQ ID N¢: 1, 3, 5, 7, 9, 27, e/ou 30.

11. Bacteriocina de acordo com a reivindicacao 9, em que o dito
RBD liga um fator de viruléncia ou aptidao bacteriana.

12. Porgao da bacteriocina como definido na reivindicagao 9, em
que a porcao de RBD liga um receptor em uma superficie da célula e depois
compromete a integridade da membrana citoplasmica da célula.

13. Composicao antibacteriana compreendendo a bacteriocina
como definido na reivindicagcao 9, e um veiculo ou excipiente.

14. Composicao de acordo com a reivindicagao 13, em que O
veiculo ou excipiente é farmaceuticamente aceitavel.

15. Composigao de acordo com a reivindicagao 14, em que O
dito veiculo ou excipiente € adequado para administragao tdpica, oral, ou
sistémica.

16. Célula bacteriana transfeccionada ou transformada com, ou
contendo, uma molécula de acido nucléico como definido em qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 8.

17. Célula bacteriana de acordo com a reivindicacao 16, em que
a expressao da dita proteina de fibra caudal e/ou sua chaperona cognata é
regulada por um promotor sensivel a prtN ou um promotor natural.

18. Célula bacteriana de acordo com a reivindicagédo 17, em que
a célula codifica e € capaz de expressar a proteina de fibra caudal de bacte-
riocina.

19. Célula bacteriana de acordo com a reivindicagao 18, em que
a sequéncia de codificacao da proteina de fibra caudal enddégena da bacteri-
ocina é inativada ou excluida.

20. Método de produzir uma bacteriocina de hmw, o dito método
compreendendo cultivar a célula bacteriana como definido na reivindicagao
16, sob condi¢des que resultam na produgdo da bacteriocina.

21. Método de acordo com a reivindicagao 20, em que as ditas
condi¢cdes sao in vivo.

22. Método de comprometer a integridade de uma membrana
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citoplasmica de uma célula bacteriana, o dito método compreendendo conta-
tar a dita bactéria com a bacteriocina como definido na reivindicagao 9.

23. Método de acordo com a reivindicagdo 22, em que o dito
contato ocorre in vivo.

24. Método de comprometer a integridade de uma membrana
citoplasmica de uma célula bacteriana em um sujeito, o dito método compre-
endendo administrar uma bacteriocina como definido na reivindicacao 9, ao
dito sujeito.

25. Método de formar progénie de bactérias nao-virulentas de
bactérias progenitoras virulentas, o dito método compreendendo contatar as
bactérias virulentas com uma bacteriocina como definido reivindicagao 11,
em que a bacteriocina liga o fator de viruléncia ou aptidao das ditas bactérias
progenitoras virulentas, e selecionar a progénie de bactérias ndo-virulentas.

26. Método de manter uma populacdo de bactérias nao-
virulentas, o dito método compreendendo contatar a dita populagao com
uma bacteriocina como definido na reivindicagdo 11, em que a bacteriocina
liga o fator de viruléncia ou aptidao de bactérias virulentas, para impedir a

propagac¢ao das bactérias virulentas.
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A)

/ Envoltorio

)0 0000000 0000000000000

00000008090 00925032080000)

POSONOIDEO0DDINGC0000000

[0000080000000000900000600)

B)

Placa base

Nucleo

Fibra caudal

FIG. 1



2/20

Ensaios de diluigdo serial de tingimento

R2

R2 APrf15
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Complementagao da estrutura de piocina R2 com
uma fusao da fibra caudal R2-P2
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FIG. 3



4/20

Fusbes R2-P2 multiplas e suas atividades bactericidas

Fibra

caudal
de R2 - Fibra caudal de P2
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|

FIG. 4

Atividade




5/20

Varias porgdes do término N da fibra caudal de R2 (BPAR) fundidas
a porgao 158-669 C-terminal (RBD) da fibra caudal de P2

Fibra
caudal
de R2 Fibra caudal de P2 Atividade
L | i
I I |
|1 164'158 659 .
1 169, 158 669 .

-

I1 172I158 669| +
=1 1891158 669l .
1 204, 158 669

l
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l

240, 158 669 +

l

FIG. 5



Fusdes R2-P2 multiplas e suas atividades bactericidas

Fibra
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Varias porgdes do término N da fibra caudal de R2 (BPAR)
fundidas a porg¢ao 322-669 C-terminal (RBD) da fibra caudal de P2
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FIG. 7
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Complementagao trans da estrutura de piocina de R2 de
Aprf15 de PAO1 com varias fibras caudais de piocina do
tipo R, fusdes de fibras caudais e chaperonas

Fibra  Atividade  Atividade
‘L . % de identidade % de % de % de
(C;rij‘?fsl bactericida  bactericida 4o coiancia identidade  identidade  identidade
de de de de seqiiéncia
prf15 prfis e PRF15a seqiiéncia  seqUéncia  dePrf16a
expresso chaperona prri15deR2  de aa 1-429 de aa Prf16 de R2
sozinho cognata 430-fim
R1 + +++ 82 99 52 32
R2 ++ +4+ 100 100 100 100
R3 ++ +++ 99 99 98 g8
R4 ++ +++ 98 99 99 99
R5 - +++ 83 97 58 35
R2-P2 - +++(P2) 14 na na 6
R2- - +++(413) 19 na na 6
L413c

FIG. 8
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Vetor de expressao da fibra caudal de piocina & chaperona

I
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a

Vetor de expresséao de piocina
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Construgao da fibra caudal de piocina especifica para Yerhinia pestis

R% BPAR . P2 5BD
N lc R2-P2
[} ]
1 ]
NI T T T T C R2-L413

A
L413c RBD

FIG. 10
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Listagens de seqiéncia

SEQ ID NO:1 >Rl prflSs
MTTNTPKYGGLLTDIGAAALAAASAAGKKWQPTHMLIGDAGGAPGDTPDPLPSAAQKSLI
NQRHRAQLNRLFVSDKNANTLVAEVVLPVEVGGFWIREIGLQDADGKFVAVSNCPPSYKA
AMESGSARTQTIRVNIALSGLENVQLLIDNGIIYATQDWVKEKVAADFKGRKILAGNGLV
GGGDLSADRS IGLAPSGVTAGSYRSVTVNANGVVTQGSNPTTLAGYAIGDAYTKADTDGK
LAQKANKATTLAGYGITDALRVDGNAVSSSRLAAPRSLAASGDASWSVTFDGSANVSAPL
SLSATGVAAGSYPKVTVDTKGRVTAGMALAATDI PGLDASKLVSGVLAEQRLPVFARGLA
TAVSNSSDPNTATVPLMLTNHANGPVAGRYFYIQSMFYPDQNGNASQIATSYNATSEMYV
RVSYAANPSIREWLPWQRCDIGGSFTKTTDGSIGNGVNINSFVNSGWWLQSTSEWAAGGA
NYPVGLAGLLIVYRAHADHIYQTYVTLNGSTYSRCCYAGSWRPWRQNWDDGNFDPASYLP
KAGFTWAALPGKPATFPPSGHNHDTSQITSGILPLARGGLGANTAAGARNNIGAGVPATA
SRALNGWWKDNDTGLIVQWMQVNVGDHPGGIIDRTLTFPIAFPSACLHVVPTVKEVGRPA
TSASTVTVADVSVSNTGCVIVSSEYYGLAQNYGIRVMAIGY

SEQ ID NO:2 >Rl prflé
MIFFHAATGGFYSKEIHGSRMPLEDEMHPLEDAEYQALLRAQSEGKRIVTDHTGRPICVD
PPAPAKDILVQRERIWRDRQLQLTDGPLARHRDEQDLGKTTTLSQEQLRELTLYRAVLRD
WPIAAEFPDLNARPEPPAWLQSLITP

SEQ ID NO:3 >R2 prfls
MATNTPKYGGLLTDIGAAALATASAAGKKWQPTHMLIGDAGGAPGDTPDPLPSAAQKSLI
NQRHRAQLNRLFVSDKNANTLVAEVVLPVEVGGFWIREIGLQDADGKFVAVSNCPPSYKA
AMESGSARTQTIRVNIALSGLENVQLLIDNGIIYATQDWVKEKVAADFKGRKILAGNGLL .
GGGDLSADRSIGLAPSGVTAGSYRSVTVNANGVVTQGSNPTTLAGYAIGDAYTKADTDGK
LAQKANKATTLAGYGITDALRVDGNAVSSSRLAAPRSLAASGDASWSVTFDGSANVSAPL
SLSATGVAAGSYPKVTVDTKGRVTAGMALAATDIPGLDASKLVSGVLAEQRLPVFARGLA
TAVSNSSDPNTATVPLMLTNHANGPVAGRYFYIQSMFYPDQNGNASQIATSYNATSEMYV
RVSYAANPS IREWLPWQRCDIGGSFTKEADGELPGGVNLDSMVTSGWWSQSFTAQAASGA
NYPIVRAGLLHVYAASSNFIYQTYQAYDGESFYFRCRHSNTWFPWRRMWHGGDFNPSDYL
LKSGFYWNALPGKPATFPPSAHNHDVGQLTSGILPLARGGVGSNTAAGARSTIGAGVPAT
ASLGASGWWRDNDTGLIRQWGQVTCPADADASITFPIPFPTLCLGGYANQTSAFHPGTDA
STGFRGATTTTAVIRNGYFAQAVLSWEAFGR

SEQ ID NO:4 >R2 PRF16
MKGEYYFSPSQVAFYPASLREVYEYAGCWPVDGEWVSAELHEQLMNEQAAGRAISSDVNG
NPVAIERPPLSRQQRSTHERRWRDSQLLATDGLVVRHRDQLETGKETTLLPVQYHELMSY
RASLRDWPEEPLFPDSGGRPSVPDWLRRYVTP

SEQ ID NO:5 >R3 prfls
MTTNTPKYGGLLTDIGAAALAAASAAGKKWQPTHMLIGDAGGAPGDTLDPLPSAAQKSLI
NQRHRAQLNRLFVSDKNANTLVAEVVLPVEVGGFWIREIGLQDADGKFVAVSNCPPSYKA
AMESGSARTQTIRVNIALSGLENVQLLIDNGIIYATQDWVKEKVAADFKGRKILAGNGLL
GGGDLSADRSIGLAPSGVTAGSYRSVTVNANGVVTQGSNPTTLAGYAIGDAYTKADTDGK
LAQKANKATTLAGYGITDALRVDGNAVSSSRLAAPRSLAASGDASWSVTFDGSANVSAPL
SLSATGVAAGSYPKVTVDTKGRVXAGMALAATDIPGLDASKLVSGVLAEQRLPVFARGLA
TAVSNSSDPNTATVPLMLTNHANGPVAGRYFYIQSMFYPDONGNASQIATSYNATSEMYV
RVSYAANPSIREWLPWQRCDIGGSFTKEADGELPGGVNLDSMVTSGWWSQSFTAQAASGA
NYPIARAGLLHVYAASSNFIYQTYQAYDGESFYFRCRYSNTWLPWRRMWHGGDFNPSDYL
LKSGFYWNALPGKPATFPPSAHNHDVGQLTSGILPLARGGVGSNTAAGARSTIGAGVPAT
ASLGASGWWRDNDTGLIRQWGQVTCPADADASITFPIPFPTLCLGGYANQTSAFQPGTDA
STGFRGATTTTAVIRNGYFAQAVLSWEAFGR

FIG. 11A
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SEQ ID NO:6 >R3 prfle
MKGEYYFSPSQVAFYPASLREVYEHAGCWPVDGEWVSAELHEQLMNEQAAGRAISSDVNG
NPVAIERPPLSRQQRSTHERRWRDSQLLATDGLVVRHRDQLETGKETTLLPVQYHELMSY
RASLRDWPEEPLFPDSGGRPSVPDWLRRYVTP

SEQ ID NO:7 >R4 prfls
MTTNTPKYGGLLTDIGAAALAARASAAGKKWQPTHMLIGDAGGAPGDTPDPLPSAAQKSLI
NQRHRAQLNRLFVSDKNANTLVAEVVLPVEVGGFWIREIGLODADGKFVAVSNCPPSYKA
AMESGSARTQTIRVNIALSGLENVQLLIDNGIIYATQDWVKEKVAADFKGRKILAGNGLV
GGGDLSADRSIGLAPSGVTAGSYRSVTVNANGVVTQGSNPTTLAGYAIGDAYTKADTDGK
LAQKANKATTLAGYGITDALRVDGNAVSSSRLAAPRSLAASGDASWSVTFDGSANVSAPL
SLSATGVAAGSYPKVTVDTKGRVTAGMALAATDI PGLDASKLVSGVLAEQRLPVFARGLA
TAVSNSSDPNTATVPLMLTNHANGPVAGRYFYIQSMFYPDQONGNASQIATS YNATSEMYV
RVSYAANPSIREWLPWQRCDIGGSFTKEADGELRGGVNLDSMVTSGWWSQS FTAQAATGA
NYPIVRAGLLHVYAASSNFIYQTYQAYDGESFYFRCRHSNTWFPWRRMWHGGDFNPSDYL
LKSGFYWNALPGKPATFPPSAHNHDVGQLTSGILPLARGGVGSNTAAGARSTIGAGVPAT
ASLGASGWWRDNDTGLIRQWGQVTCPADADASITFPIPFPTLCLGGYANQTSAFHPGTDA
STGFRGATTTTAVIRNGYFAQAVLSWEAFGR

SEQ ID NO:8 >R4 prflé
MKGEYYPSPSQVAFYPXSLREVYEYAGCWPVDGEWVSAELHEQLMNEQAAGRAISSDVNG
NPVAIERPPLSRQQRSAHERRWRDSQLLATDGLVVRHRDQLETGKETTLLPVQYHELMSY
RASLRDWPEEPLFPDSGGRPSVPDWLRRYVTP

SEQ ID NO:9 >RS5 prfls
MTTNTPKYGGLLTDIGAAALAAASAAGKKWQPTHMLIGDAGGAPGATPDPIPAATQTKLI
NQRYRAQLNRLFVSDKNINTLVAEVVLPVEVGGFWIREIGLQDADGKFVAVSNCPPSYKA
AMESGSARTQTIRVNIALSGLENVQLLIDNGIIYATQDWVKEKVAADFKGRKILAGNGLV
GGGDLSADRSIGLAPSGVTAGSYRSVTVNANGVVTQGSNPSTLAGYAIGDAYTKADTDGK
LAQKANKATTLAGYGITDALRVDGNAVSSSRLAAPRSLAASGDASWSVTFDGSANVSAPL
SLSATGVAAGSYPKVTVDTKGRVTAGMALAATDIPGLDASKLVSGVLAEQRLPVFARGLA
TAVSTTSDPNTATVPLMLTNHANGPVAGRYFYIQSMFYPDQNGNASQIATSYNATSEMYV
RVSYAANPSARDWLPWKRCDIGGSFSKEADGALGGAVNLNSLITSGWWYQTANAQAESGA
NYPVPRAGLLQVHNAGTNFIYQTYQVYDGEGFYFRCRYTNTWY PWRRVWHGADFNPNDYL
LKSGFTWAALPGKPATFPPTGHNEDAAQITSGILPLARGGLGSNTAAGARNNIGAGVPAT
ANRSLNGWWKDNDTGLIVQWMTVSVGDHPGGIVNRSLTFPIAFPTTCLHVVPSVKELGRP
ATSASTVTLADVSVSTTGCVIVATEYHGAVQNYAIRLVAIGC

SEQ ID NO:10 >R5 prflé
MIFFHAATGGFYSKDVHGDRMPIDARMYPLEEAEYLALLVAQSEGKQIVADAAGRPFCID
PPAPAEEVLAHRERIWRDRQLTLTDGPIARHRDELDLGKITTLNQAQLLELTLYRASLRD
WPASAAFPDLGARPEPPLWLEPLITP

SEQ ID NO:11 > OprM
MKRSFLSLAVAAVVLSGCSLIPDYQRPEAPVAAAYPQGQAYGQNTGAAAVPAADIGWREF
FRDPQLQQLIGVALENNRDLRVAALNVEAFRAQYRIQRADLFPRIGVDGSGTRQRLPGDL
STTGSPAISSQYGVTLGTTAWELDLFGRLRSLRDQALEQYLATEQAQRSAQTTLVASVAT
AYLTLKADQAQLQLTKDTLGTYQKSFDLTQRSYDVGVASALDLRQAQTAVEGARATLAQY
TRLVAQDONALVLLLGSGIPANLPQGLGLDQTLLTEVPAGLPSDLLQRRPDILEAEHQLM
AANASIGAARAAFFPSISLTANAGTMSROLSGLFDAGSGSWLFQPSINLPIFTAGSLRAS
LDYAKIQKDINVAQYEKAIQTAFQEVADGLAARGTFTEQLQAQRDLVKASDEYYQLADKR
YRTGVDNYLTLLDAQRSLFTAQQQLITDRLNQLTSEVNLYKALGGGWNQQTVTQQQTAKK
EDPQA :
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SEQ ID NO:12 > OprdJd
MRKPAFGVSALLIALTLGACSMAPTYERPAAPVADSWSGAAAQRQGAAIDTLDWKSFIVD
AELRRLVDMALDNNRSLRQTLLDIEAARAQYRIQRADRVPGLNAAATGNRQRQPADLSAG
NRSEVASSYQVGLALPEYELDLFGRVKSLTDAALQQYLASEEAARAARIALVAEVSQAYL
SYDGALRRLALTRQTLVSREYSFALIDQRRAAGAATALDYQEALGLVEQARAEQERNLRQ
KQQAFNALVLLLGSDDAAQAIPRSPGQRPKLLQDIAPGTPSELIERRPDILAAEHRLRAR
NADIGAARAAFFPRISLTGSFGTSSAEMSGLFDGGSRSWSFLPTLTLPIFDGGRNRANLS
LAEARKDSAVAAYEGTIQTAFREVADALAASDTLRREEKALRALANSSNEALKLAKARYE
SGVDNHLRYLDAQRSSFLNEIAFIDGSTQRQIALVDLFRALGGGWDEGRSLVVHRGGRS

SEQ ID NO:13 > OprN
MIHAQSIRSGLASALGLFSLLALSACTVGPDYRTPDTAAAKIDATASKPYDRSRFESLWW
KQFDDPTLNQLVEQSLSGNRDLRVAFARLRAARALRDDVANDRFPVVTSRASADIGKGQQ
PGVTEDRVNSERYDLGLDSAWELDLFGRIRRQLESSDALSEAAEADLQQLQVSLIAELVD
AYGQLRGAQLREKIALSNLENQKESRQLTEQLRDAGVGAELDVLRADARLAATAASVPQL
QAEAERARHRIATLLGQRPEELTVDLSPRDLPAITKALPIGDPGELLRRRPNIRAAERRV
AASTADVGVATADLFPAGQPQRLPRLHRRAGSQIGSSAARAWSVCPSISWAAFDLGSVRA
RLRGAKADADAALASYEQQVLLALEESANAFSDYGKRQERLVSLVRQSEASRAAAQQAAT
RYREGTTDFLVLLDAEREQLSAEDAQAQAEVELYRGIVAIYRSLGGGWQPSA

SEQ ID NO:14 > AprFrF

MRRLMTWLFGAFLLLLREDAFALGLLDGYHLALENDPQFQAAIQEHEAGRQYRALGRAAL
LPRLVYSYNRGRSWSDVTQTTTRGDFKEDRDYDSYVSTLSLQQPLFDYEAFSRYRKGVAQ
ALLSDERFRSQSQELLVRVLEAYTGALLAQDQIELARAQKRSYREQFQLNQRQFERGNGT
RTDTLETQARFNLAQAQEIEARDSQDAALRELERLVGAPLEIADLAPLGERFQVRPLSPA
SYTAWRDLALAENPELASLRHAVDVARYEVEQNRADFLPRLGLYASTGKSKSGSENTYNQ
RYETDSVGIQLSVPLFSGGETLAATRQATHRMEKSHYDLDDKVRETLNQVRKMYNQSSSS
AAKIRAYEMTVDSARTLVMATRKSIAAGVRVNLDLLNAEQALYSAMNELSKAKYDYLTAW
ARLRFYAGVLDEADLELVAANFVSGETPARRRDCATTDCPAPLHTLSKTDTEENRSALN

SEQ ID NO:15 > OpmM
MNRLRACLLSSALLSASSAQALGLLDAYQLAVRHDPTFQAALHERRAGSENRAIGRAGLL
PSLRYDYNKARNDSTVSQGDARVERDYRSYASTLSLEQPLFDYEAYARYRQGEAQALFAD
EQFRGRSQELAVRLFAAYSETLFAREQVVLAEAQRRALETQLAFNQRAFEEGEGTRTDLL
ETRARLSLTRAEEIAASDRAAAARRTLEAMLGQALEDRELAAPIERFPALRLQPATFEGW
RQVALQRSAELGAQRHALEAPAYEVERNRAGHLPRLSLYASSSKTHSASESTYEQKYDTD
SVGLRLSLPLFEGGRVSAATRQAGDKYAQAQAELDAQVASVINDLHSQFDLTASSLAKVR
AYEMAVAAAREQVTATRRSVAGGERVNRDVLDAEQQFYGARRDLAEARYAYLNAWLRLRQ
LAGVLEDRDLAVLAAYFGAGEGRAQVTAAIR

SEQ ID NO:16 > OpmA
MKGTPLLLIASLALGACSLGPDFTRPDRPAPGEWSLQAAAGNPSHLAAAPLAAQWWTLFD
DAQLNALLQRVQRANLDLRSAAARLQQSRAIRRSLGGDALPSVDASGNYQRQRTTSAGLF
DPSGKAGKGNYNHALAGFDASWELDFWGRVRRELEAADATVEASENELRDVQVSVLAEAA
RDYIQLRGEQNRAAIIRDNLETARRSLELTRTRLANGVATDLEVAQALAQVASMEARLPE
VEKNQAHLVNALGYLVGAS PGSLLAELGPARAIPRPPGSVPVGLPSELAQRRPDIRRAEA
RLHAATASIGVAKADFYPRITLNGNFGFESLQLSSLGDWDHRQFAIGPAFSLPIFEGGRL
RGRLELREAQQQEAAIDYQRTVLRAWQEVDDAMHDYAANQRRQERLGEAVAQNRRALQSA
REQYRAGAVDFLSVLDSQRQLLDNQEQQVASDEAVSLTLVNLYKALGGGWS PTSDPASG

SEQ ID NO:17 > OpmD

MKRSYPNLSRLALALAVGTGLAACSVGPDYQRPQSPPPRVASEHLGEFSGERREAPWWSF
FDDPQLVRLVDQALARNHDIREARANLRSARALFDDRWLDQLPQVTSQAGYSRSIEQQLD
YDGEPRRRLAESYRAGFDAQWEIDLFGRLGRLSDAALARAEAADADLRLVRLSIAADTAR
AYFEIQGYQRRLDVARAQVRSWRDTLELTRSSLQLGSGLPEDVENAQANLLRSEAAIPPL
TTALESARYRLDVLRGEAPGSGAPILDGGAAAPLAKNLPLGDVDRLILQRPDVVSAERQL
AASTEDVGAATAELYPRLDLGGFIGFFALRSGDLGSASRAFELAPSVSWPAFRLGNVRAR
LRAVEAQSDAALARYQRSLLLAQEDVGNALNQLAEHQRRLVALFQSATHGANALEIANER
YRAGAGSYLAVLENQRALYQIREELAQAETASFVNVIALYKALGWGSGDLAPGAGQLAAG
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SEQ ID NO:18 > OpmE
MKPYLRSSLSALILLGGCAAVGPDYAPPSASAPASFGAMPAGIDGSGVEIEWWRGFDEPA
LESLIQRALAANLDIALAGARLDEAKALLRENREEFLPRGGPAFDYQARRRGEVETPAGQ
QRDIETYRGALDASWEIDLFGRVRRSVEAAEAQAGSREALLRNVQASVAATVAMSWFQLQ
GIEAELAVVHDIAGNQRDSLEMVERLVSAGSAHEFDRLRAEALLHNVEAAVPDLERRRAA
TRNALAVLLAEAPQAFSPPVARASGERLTLRTLGVGDPAGLLARRADIAAAERNLAAATA
RIGVETAGLYPQVEVRGSIGLVAGNLDALDESGTSFNVLNPVIRWALLDRGRVWARIAAS
EARAQEALILYDRTVLRALQETDDAFNGYGAAADRLRLRLLEATANREAARLARERFVQG
DGEYLDVLEAERSDYLSRRALSIARTEQRLAVVGIYKALGGGWEACAGARRCGVATDDTS
PGVARQRDSRS

SEQ ID NO:19 > Gene HdePs17
MSTNQYGGFLTDKGAAKQVEAASGGLRRNITHMLIGDAGGAPGQTPDPVPSPLQTKLVRQ
RYRVKLNRLVAADNSPSVLIAEAILPQDVGGWWMRELGLEDSDGDMIAVANCAPSYKPLV
NEGSGRTQTVRLEIAFSHAETVDLLIDPNVVTATVADLQNALLEVRATNDATGQMTRGTD
GKLALPLSLSLTGIAAGTYRSLTVDAKGRATSGSNPTTLGGYGITDALAKSDAVDVPAPN
KLLRLNAASQLPASITGNAATATKLAVPRMLSFTGDATGGASFDGSANAAVALTLANSGV
TAGTYAKVTVNGKGLVTGGAQLTAADI PALDAGKVVSGVLPIARGGTGNAIGQAATAVKL
ASPRTLAIAGDATGSAAFDGSANASISVTLANTGVAVGTYTKVRVNAKGLVTSAASLTAD
DVPWLDASKVTSGMFADARLPWYAQGLCTSAPNTTDPNTTNIPLILTNHENGPIPGTFFY
IQTMMYNQRNGNAAQIAVRYAANAEMYVRYMYDVGNKRGVWSAWKRCDVGGSFAKEADGE
LGGGVNLDTMIASGWWHQPFSANAKNGTNYPVGEAGLLTVHAPTSTMIYQTYRGYAAGGL
YWRCRYNGTWSAWYRAWDSGNFNPANYVARSEYSWASLPGKPATFPPSGHNHDATQITSG
ILPLARGGLGANNAVTARSNIGAGTIATASLGSSGWWRDNDTGYIRQWGRVTVPGDGSAA
ITFPIAFPSVCLGGFAGQTANFHPGTDASTSFYNQSTTGATLENGYQFQAVLLWEAFGR

SEQ ID NO:20 > Gene G de Ps17
MSASDYVFSPSARVFYPVALREVYETGEGWPADAVPVSNERYLHLLAGQEAGMRIAANAS
GQPVLVDPPPLTEAERRTKARAWRDAQLAQTDGMVARHRDERDLGNDTTLQPEQFVEVMN
YRAALRNWPDDPAFPDPASRPEPPAWLAEEGTN

SEQ ID NO:21 >VHML 34
MAGLKLQFTEAGLAELISAKEQGIKGAISHLAFGDMAYTPNKSQTRLQREQERVEIADYQ
DGGLSLRMAAVFSGEKEYAIREIGVFLSTGTLLGVYSQSGKTIGYRTPSVKVMQWLTLNI
TALPSDSVTVVVGTENLNLILDAEFMESAASFMRLGAAT IRQALWNLQLSEKIRALES

SEQ ID NO:22 >VHML 35
MGTITEQIESLKTASAEXTAAXQALAQEVSGKMAAIDKKTNDS IAKVKSTYDQKANGLTI
IATDGYRKAVEHNSGGRNTVIYDAQGNPNIMCVIPRFNIEDLGLTELDLGTGVHPAFVTN
GAPRGEILVGKYLASSAAGGSAVIGGPQPRTSVNYDTAKQLCTQKGDNWHLMS YHEWAAL
ALWSLANGTVPRGNTNYGRSHEAKWETARRADNGLPGDTSGTGRTDTGKGPATWNHDHTE
FGVCDLVGNVWEWIDQMKLDDGQILTTLDNNPGVAEANWHRHPAYFDSTSDNQSGAGNNG
SPVLSNSVTKRNGPADDDSHDYPYMHNPHFAAITKSAGYXPNELLRRLLIESATATTVGG
GLWCRNYGDRFPLRGGYWNNGS SAGLGALYLSYARSNSNSSIGFRPAFFV

SEQ ID NO:23 >VHML 238
MFSYIFQGRTHTDTTRSYMNSLGMTQEQVDSVLQQKDFEEAQNLVKRQEAYRLESDPLFM
EWQYDNTPESEQAWRDKVAEIKARYPLPSES

SEQ ID NO:24 >MTD
MSTAVQFRGGTTAQHATFTGAAREITVDTDKNTVVVHDGATAGGFPLARHDLVKTAFIKA
DKSAVAFTRTGNATASIKAGTIVEVNGKLVQFTADTAITMPALTAGTDYAIYVCDDGTVR
ADSNFSAPTGYTSTTARKVGGFHYAPGSNAAAQAGGNTTAQINEYSLWDIKFRPAALDPR
GMTLVAGAFWADIYLLGVNHLTDGTSKYNVTIADGSASPKKSTKFGGDGSAAYSDGAWYN
FAEVMTHHGKRLPNYNEFQALAFGTTEATSSGGTDVPTTGVNGTGATSAWNIFTSKWGVV
QASGCLWTWGNEFGGVNGASEYTANTGGRGSVYAQPAAALFGGAWNGTSLSGSRAALWYS
GPSFSFAFFGARGVCDHLILE
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SEQ ID NO:25 : Gene Hde P2
MSIKFRTVITTAGAAKLAAATAPGRRKVGITTMAVGDGGGKLPVPDAGQTGLIHEVWRHA
LNKISQDKRNSNYIIAELVIPPEVGGFWMRELGLYDDAGTLIAVANMAESYKPALAEGSG
RWQTCRMVIIVSSVASVELTIDTTTVMATQDYVDDKIAEHEQSRRHPDASLTAKGFTQLS
SATNSTSETLAATPKAVKAAYDLANGKYTAQDATTARKGLVQLS SATNSTSETLAATPKA
VKTVMDETNKKAPLNSPALTGTPTTPTARQGTNNTQIANTAFVMAAIAALVDSSPDALNT
LNELAAALGNDPNFATTMTNALAGKQPKDATLTALAGLATAADRFPYFTGNDVASLATLT
KVGRDILAKSTVAAVIEYLGLQETVNRAGNAVQKNGDTLSGGLTFENDSILAWIRNTDWA
KIGFKNDADGDTDSYMWFETGDNGNEYFKWRSRQSTTTKDLMTLKWDALNILVNAVINGC
FGVGTTNALGGSSIVLGDNDTGFKQNGDGILDVYANSQRVFRFQNGVAIAFKNIQAGDSK
KFSLSSSNTSTKNITFNLWGASTRPVVAELGDEAGWHFYSQRNTDNSVIFAVNGQMQPSN
WGNFDSRYVKDVRLGTRVVQLMARGGRYEKAGHTITGLRIIGEVDGDDEAIFRPIQKYIN
GTWYNVAQV

SEQ ID NO:26 > Gene GdeP2
MQHLKNIKSGNPKTKEQYQLTKNFDVIWLWSEDGKNWYEEVKNFQPDTIKIVYDENNIIV
AITRDASTLNPEGFSVVEVPDITSNRRADDSGKWMFKDGAVVKRIYTADEQQQQAESQKA
ALLSEAENVIQPLERAVRLNMATDEERARLESWERYSVLVSRVDPANPEWPEMPQ

SEQ ID NO:27 >R2-P2 1-164:158-669
MATNTPKYGGLLTDIGAAALATASAAGKKWQPTHMLIGDAGGAPGDTPDPLPSAAQKSLI
NQRHRAQLNRLFVSDKNANTLVAEVVLPVEVGGFWIREIGLQDADGKFVAVSNCPPSYKA
AMESGSARTQTIRVNIALSGLENVQLLIDNGIIYATQDWVKEKLAEHEQSRRHPDASLTA
KGFTQLSSATNSTSETLAATPKAVKAAYDLANGKYTAQDATTARKGLVQLSSATNSTSET
LAATPKAVKTVMDETNKKAPLNS PALTGTPTTPTARQGTNNTQIANTAFVMAAIAALVDS
SPDALNTLNELAAALGNDPNFATTMTNALAGKQPKDATLTALAGLATAADRFPYFTGNDV
ASLATLTKVGRDILAKSTVAAVIEYLGLQETVNRAGNAVQKNGDTLSGGLTFENDSILAW
IRNTDWAKIGFKNDADGDTDS YMWFETGDNGNEYFKWRSRQSTTTKDLMTLKWDALNILV
NAVINGCFGVGTTNALGGSSIVLGDNDTGFKONGDGILDVYANSQRVFRFONGVAIAFKN
IQAGDSKKFSLSSSNTSTKNITFNLWGASTRPVVAELGDEAGWHFYSQRNTDNSVIFAVN
GQMQPSNWGNFDSRYVKDVRLGTRVVQLMARGGRYEKAGHTITGLRIIGEVDGDDEAIFR
PIQKYINGTWYNVAQV

SEQ ID NO:28 > Gene Hde 413
MSTKFKTVITTAGAAKLAAATVPGGKKVNLSAMAVGDGNGKLPVPDAGQTKLVHEVWRHA
LNKVSVDNKNKNYIVAELVVPPEVGGFWMRELGLYDDAGTLIAVSNMAESYKPELAEGSG
RAQTCRMVIILSNVASVELSIDASTVMATQDYVDDKIAEHEQSRRHPDATLTEKGFTQLS
SATNSTSEKLAATPKAVKAANDNANSRLAKNQNGADIQDKSAFLDNIGVTSLTFMKHNGM
IPTTDNLDSYGPEEKYLGTWSCPSQSTAKPESGYPEDKGNGVLEVFNAGRFHCTQRYTTR
TGNIYIRMLDAEWNPASPTWSAWRVITSGTRPLSTSIDLNSLGGAEHLGIWRNSSTSIAS
FERHFPEDGSFGQGILEVFEGGLYGRMQRYTTRSGTMYIRGLTASWDAENPQWEDWIAVG
YQSTGWTYSGDLDDLLKPGIYSVTKQATNAPVTDSKDLAVGSIVEVKKRCDIESYIQTYT
TVSATDAYKNRTFQRTRASGEADWGEWAEVYNSKSLLTKLGVGGVTDRLSSLDWQTYDFV
PGSMITVRLSDMTNIPDGMEWGVIDTNLINITVGPSEGGGVARSMQVWRSTSNKTNYRFF
TVRLYGNPGERSFNIRRLPIIDEAQTWEAKQTFSAGLSGELSGNAATATKLKTARKINNV
SFDGTSDINLTPKNIGAFASGKTGDTVANDKAVGWNWSSGAYNATTGGASTLILHFNIGE
GSCPAAQFRVNYKNGGIFYRSARDGYGFEADWSEFYTTTRKPTAGDVGALSLSGGQLNGA
LGIGTSSDLGGNSIVLGDNDTGFKQNGDGNLDVYANSVHVMRFVSGSIQSNKTINITGRV
NPSDYGNFDSRYVRDVRLGTRVVQTMQKGVMYEKSGHVITGLGIVGEVDGDDPAVFRPIQ
KYINGTWYNVAQV

SEQ ID NO:29 >Gene Gdel413-c
MQHLKNIKSGNPKTKEQYQLTKNFDVIWLWSEDGKNWYEEVSNFQEDTIKIVYDENNIIV
GITRDASTFNPEGFSVVEVPDITANRRADDSGKWMFKDGAVIKRIYTADEQQRQQAESQKA
ALLSEAESVIQPLERAVRLNMATDEERSRLEAWERYSVLVSRVDPANPEWPEMPQ
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SEQ ID NO:30 >R2-L-413c 1-164:158-913
MATNTPKYGGLLTDIGAAALATASAAGKKWQPTHMLIGDAGGAPGDTPDPLPSAAQKSLI
NQRHRAQLNRLFVSDKNANTLVAEVVLPVEVGGFWIRE IGLQDADGKFVAVSNCPPSYKA
AMESGSARTQTIRVNIALSGLENVQLLIDNGIIYATQDWVKEKVAEHEQSRRHPDATLTE
KGFTQLSSATNSTSEKLAATPKAVKAANDNANSRLAKNQNGADIQDKSAFLDNIGVTSLT
FMKHNGMIPTTDNLDSYGPEEKYLGTWSCPSQSTAKPESGYPEDKGNGVLEVFNAGRFHC
TQRYTTRTGNIYIRMLDAEWNPASPTWSAWRVITSGTRPLSTSIDLNSLGGAEHLGIWRN
SSTSIASFERHFPEDGSFGQGILEVFEGGLYGRMQRYTTRSGTMYIRGLTASWDAENPQW
EDWIAVGYQSTGWTYSGDLDDLLKPGIYSVTKQATNAPVTDSKDLAVGSIVEVKKRCDIE
SYIQTYTTVSATDAYKNRTFQRTRASGEADWGEWAEVYNSKSLLTKLGVGGVTDRLSSLD
WQTYDFVPGSMITVRLSDMTNIPDGMEWGVIDTNLINITVGPSEGGGVARSMQVWRSTSN
KTNYRFFTVRLYGNPGERSFNIRRLPIIDEAQTWEAKQTFSAGLSGELSGNAATATKLKT
ARKINNVSFDGTSDINLTPKNIGAFASGKTGDTVANDKAVGWNWSSGAYNATTGGASTLI
LHFNIGEGSCPAAQFRVNYKNGGIFYRSARDGYGFEADWSEFYTTTRKPTAGDVGALSLS
GGQLNGALGIGTSSDLGGNSIVLGDNDTGFKQNGDGNLDVYANSVHVMRFVSGSIQSNKT
INITGRVNPSDYGNFDSRYVRDVRLGTRVVQTMQKGVMYEKSGHVITGLGIVGEVDGDDP
AVFRPIQKYINGTWYNVAQV

SEQ ID NO:31 : Fibracaudalde T4 (gp37)
MATLKQIQFKRSKIAGTRPAASVLAEGELAINLKDRTIFTKDDSGNI IDLGFAKGGQVDG
NVTINGLLRLNGDYVQTGGMTVNGPIGSTDGVTGKIFRSTQGSFYARATNDTSNAHLWFE
NADGTERGVIYARPQTTTDGEIRLRVRQGTGSTANSEFYFRSINGGEFQANRILASDSLV
TKRIAVDTVIHDAKAFGQYDSHSLVNYVYPGTGETNGVNYLRKVRAKSGGTIYHEIVTAQ
TGLADEVSWWSGDTPVFKLYGIRDDGRMI IRNSLALGTFTTNFPSSDYGNVGVMGDKYLV
LGDTVTGLSYKKTGVFDLVGGGYSVASITPDSFRSTRKGIFGRSEDQGATWIMPGTNAAL
LSVQTQADNNNAGDGQTHIGYNAGGKMNHYFRGTGQMNINTQQGME INPGILKLVTGSNN
VQFYADGTISSIQPIKLDNEIFLTKSNNTAGLKFGAPSQVDGTRTIQWNGGTREGQNKNY
VIIKAWGNSFNATGDRSRETVFQVSDSQGYYFYAHRKAPTGDETIGRIEAQFAGDVYAKG
IIANGNFRVVGSSALAGNVTMSNGLFVQGGSSITGQVKIGGTANALRIWNAEYGAIFRRS
ESNFYIIPTNQNEGESGDIHSSLRPVRIGLNDGMVGLGRDSFIVDQNNALTTINSNSRIN
ANFRMQLGQSAYIDAECTDAVRPAGAGSFASQNNEDVRAPFYMNIDRTDASAYVPILKQR
YVQGNGCYSLGTLINNGNFRVHYHGGGDNGSTGPQTADFGWEFIKNGDFISPRDLIAGKV
RFDRTGNITGGSGNFANLNSTIESLKTDIMSSYPIGAPIPWPSDSVPAGFALMEGQTFDK
SAYPKLAVAYPSGVIPDMRGQTIKGKPSGRAVLSAEADGVKAHSHSASASSTDLGTKTTS
SFDYGTKGTNSTGGHTHSGSGSTSTNGEHSHY IEAWNGTGVGGNKMSSYAISYRAGGSNT
NAAGNHSHTFSFGTSSAGDHSHSVGIGAHTHTVAIGSHGHTITVNSTGNTENTVKNIAFN
YIVRLA

SEQ ID NO:32 > ChaperonadeT4 (gp38)
MKIYHYYFDTKEFYKEENYKPVKGLGLPAHSTIKKPLEPKEGYAVVFDERTQDWIYEEDH
RGKRAWTFNKEEIFISDIGSPVGITFDEPGEFDIWTDDGWKEDETYKRVLIRNRKIEELY
KEFQVLNNMIEASVANKKEKFYYKNLKRFFALLEKHEHLGGEFPSWPEKEQKPWYKRLFK
HYV
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SEQ ID NO:33 > Fibra caudal de Ab17
MATLKQIQFKRSKTAGARPAASVLAEGELAINLKDRVLFTKDDQGNIIDLGFAKGGSIDG
NVIHTGNYNQTGDYTLNGVFTQTGNFNLTGIARVTRDIIAAGQIMTEGGELITKSSGTAH
VRFFDNNSRERGIIYAPANDGLTTQVLNIRVQDYAAGSESTYAFSGSGLFTSPEVSAWKS
ISSPQILTNKVITNNKSTGDYDIYSMADNVPLSESTTAINHLRVMRNAVGSGIFHEVKDN
DGITWYSGDGLDAYLWSFTWSGGIKSSHSISIGLTPGNKDYSILGPSSIALGDNDTGFKW
HQDGYYFSVNNGTKTFLFNPSETTSLRKFVAGYSTNGTDLTTPPTENYALATVVTYHDNN
AFGDGQTLLGYYQGGNYHHYFRGKGTTNINTHGGLLVTPGNIDVIGGSVNIDGRNNSSTL
MFRGNTTGYSSVDNMDIKVWGNTFVDPSGGIRKNIMEISDATSWMSYIQRLTTGEVEMNV
NGSFESSGVTAGDRGVHTTGEISSGAVNALRIWNADYGAIFRRSEGSLHIIPTAYGEGKN
GDIGPLRPFSLALDTGKVTIPDLQSSYNTFAANGY IKFVGHGAGAGGYDIQYAQAAPIFQ
EIDDDAVSKYYPIVKQKFLNGKAVWSLGTEINSGTFVIHHLKEDGSQGHTSRFNQDGTVN
FPDNVSVGGGEATIARNGNIWSDIWKTFTSAGDTTNIRDAIATRVSKEGDTMTGTLWINK
DAAGIVLNPPLTSDSSFIRSDTAGANNWY IGKGGADNGLGFYSYVTQGGVYITNNGEISL
SPQGQGTFNFNRDRLHINGTQWAAHQGGGWGNQWNQEAPVFVDFGNVGNDSYYPIIKGKS
GITNEGYISGVDFGMRRITNTWAQGI IRVGNQENGYDPQAVYEFHHNGTFYAPSLLKSSR
VSAGGGDPAWGGPCIVLGDNDTGLLWENDGI FNAYANGQGVFSFRPGLAQTFGDVNFHCN
AGMYVRDNIDVNDVYIRSDIRCKSEIKLIKNAQEKSKLLGGYTYLLKNSVTDEVKPSAGL
IAQEVQEVLPELVSEDKETGLLRLNYNGI IGLNTAAINEHTDEIKELKSEITELKALIKS
LIK

SEQ ID NO:34 > Montagem da fibra caudal de Ab17
MAVVGIPGWIGTSAVAETGQRWMTAASRELRLGNPSWMSQFAGRSREI IHTLGADHNFNG
QWFRDRCFEAGSAPIVFNITGNLVSYSKDVPLFFMYGDTPNEYVTLNIHGGVHMWGRGGN
GTVNGNPGTNGGDVIQNDIGGRLRIWNYGVIASGGGGGGAVSLXNSWAPNATAGGGGGRP
FGIGGGGVNWPGGNASYDAPGGAGYTSQFGGGNGGDAGGRGGDGWGNHLSRSGGGAPGRA
VFGSSPSWGATGTIYGSWI

SEQ ID NO:35 > OpmQ
MKNLSLISACLLLGACGSTPAPLDSGLAAPSQWRYLAAGRSDASDIRQWWKAFGAPELDS
LLQRALLNSQDLGAAVARVRQAQASAVIAGAPLLPELNATLGASRQKLLRDSGYSGTDAT
SDNDAVDSFSAGLSASYEVDFWGGRQAAYRSALESLKASEYDRATVELTLLSGVANSYLQ
VLALREQQRIARLNLDNAEHVLRLVETRHAAGSATALEVAQQSSLVASQRKQLPLLEQQA
HEALITLATLIGEPVQALQVAERPFDSLRWPETGAGLPSELLSRRPDIANAEAQLAAAQA
DVQVARAALFPKLTLSASLSSGANRAADTFRNPYYNLGANLLAPIFNHGRLRAERDRSLA
RQEELLETYRKAILTAFADTERSLNS IDGLDRQLHWQQQELEQAQRAFDLSDSRYQAGAE
TLLTVLETQRTLYAAQDAAVQLRLARLQASVGLYKALGGGWQSDRQGLARKD

SEQ ID NO:36 > OpmB

MKHTPSLLALALVAALGGCAIGPDYQRPDLAVPAEFKEAEGWRRAEPRDVFQRGAWWELY
GDQTLNDLQMHLERSNQTLAQSVAQFRQAEALVRGARAAFFPSITGNVGKTRSGQGGGDS
TVLLPGGSTVSSGGSGAISTSYSTNLSVSWEVDLWGKLRRQLEANQASLHASAADLAAVR
LSQQSQLAQNYLQLRVMDEQIRLLNDTVTAYERSLKVAENKYRAGIVTRADVAQARTQLK
STQAQAIDLKYQRAQLEHAIAVLVGLPPAQFNLPPVASVPKLPDLPAVVPSQLLERRPDI
ASAERKVISANAQIGVAKAAYFPDLTLSAAGGYRSGSLSNWISTPNRFWSIGPQFAMTLF
DGGLIGSQVDQAEATYDQTVATYRQTVLDGFREVEDYLVQLSVLDEESGVQREALESARE
ALRLAENQYKAGTVDYTDVVTNQATALSNERTVLTLLGSRLTASVQLIAAMGGGWDSADI
ERTDERLGRVEEGLPPSP

SEQ ID NO:37 OpmJ

MPLASHLRCVALALGXSTALGCANRNQPAPRAESLDPGLSRVAGTRGDALPAQWWTLYQD
PGLNHLVAAALRHNRDLAAADAHARALLGHLRGAQGERWPRTEVGYGYQYGRDGDDQTLA
EATDEDLHSQWKHTVRLDLSYQLDLWGEVRARIAAAKADAEAAQAARDLLRVSVASQTTL
AYVRACALARRAEVQRRSVGLLDASLALSERQLAAGLSSELQRRRLLALRERTRAALPML
EARRRAALYELALLSGRS PRQLDAPAATCAGI PQLRRALPTGDGWSLLARRPDVRAAERR
LAAADARRALAEAELYPRISFAVGAETSAATLAGLGGSGALAYAAGPLLSWRFPNRESAR
GRLDSAAAERDAALARFDGAVLGALREVERALALYAGERQRRADLQRALDEQRHAYRLAR
SNYRAGALDALELLDSQRSLVADRARLVDAEMRVAERQVELFRALGGGWQAASS PSHQEN

GQ .
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SEQ ID NO:38 > OpmG
MPFPLLHPWPQRLALASAILLAAGCVTSEGLEPNARLQPAGALQAGRSLDGVALSPAAWP
RQDWWTGLGDRQLDQLIGEALQGTPDLQIAEARARQAAATAQAQDAARQPTLDAKASYSG
IRAPTSVAPAPLGGRYSAIKYLSLGFNYDFDLWGGERAAWEAALGOANAARIDSQAARIG
LSASIARAYSDLAHAFTVRDLAEEELKRSQRMTELSQKRMSAGLDSKVQLQQTQTQLATA
RQQLSAAEQDIASARIALAVLLGKGPDRGLELQRPQPLNPASLSLPSVLPAELLGRRADI
VAARWRVEAARRNIDSAKTEFYPNLNLGAMAGLAALHTSDVLOAPSRFFQVAPAISLPIF
DGGRRRANLAERDADYDLAVGQYNKTLVQALGEVSDDLGKLRSLEQQVIDQRQARDIARS
NFDLAMRRYGEGVGSYLDALSVQQQLLVAERQLASLESQQIDLSVQLVQALGGGFQPDSR
SAALATAKAPAE

SEQ ID NO:39 > OpmI
VPRALRKELTLVGSFVGFLVVFSAISGCVSTGDIAPEAATLDANALATDHAIQAAAREAG
WPQAQWWKVYADPQLDAW I EKALDGNPGLAVAHARVRQAKSMAGLVES IESPQIEGKGSL
VRHRWPDDYFYGPGDLARTTSWNNSTEIGLNYKLDLWGRDRSDSERAVDLAHMAAAEARQ
AQLELEGNIVRAYVQLSLQYAEMDIAKAMLQQQRDILALAQRRLRGGIGTHFEVSQAEVP
LPETERRIEVIDEEIQLTRNLLAALAGKGPGEGRTIRRPSLNLAAQPSLPSALPAELLGR
RPDVVARRWQVAALAKGVDVARADFY PNVDLMASVGFSAVGGGMLEFFRSAKYTYSAGPA
VTLPIFDGGRLRSQLGEAAAGYDAAVEQYNQTLVDALKNISDQLIRLHSVDIQKDFAAQS
VASAQKTYDIATLAYQRGLTDYLNVLNAQTRLFQQQLVQEQVQAARLAAHASLLTALGGG
VGAGADTPAQRKLAPENVPVRAVSSR

SEQ ID NO:40 > OpmH
MLRRLSLAAAVAAATGVAWAAQPTPLPTKTDLISVYKEAVDNNADLAAAQADYLARKEVV
PQARAGLLPQLGAGARVGDTRIAFDERPATVKRNSQVVQATLSQPLFRADRWFQWQAAKE
TSDQARLEFSATQQODLILRSAETYFTVLRAQDNLATSKAEEAAFKRQLDQANERFDVGLS
DKTDVLEAQASYDTARANRLIAEQRVDDAFQALVTLTNRDYSAIEGMRHTLPVVPPAPND
AKAWVDTAVQQONLRLLASNYAVNAAEETLRQRKAGHLPTLDAVAQYQKGDNDALGFANSA
ANPLVHYGKYVDERSIGLELNIPIYSGGLTSSQVRESYQRLNQSEQSREGQRRQVVQDTR
NLHRAVNTDVEQVQARRQAIISNQSSLEATEIGYQVGTRNIVDVLNAQRQLYAAVRDYNN
SRYDYILDTLRLKQAAGTLSPADLEALSAYLKQDYDPDKDFLPPDLAKAAAEQLQSKPRQ
QY

SEQ ID NO:41 > OpmK
MRALAGLLCGLLGLVPGAAAYEPDVFGTTGQVAGQAVYDLGGSGLPCRGGPPPTELSLEE
AIERILCHDPQTRLAWANAKAQAAQVGIGKSAYLPRLDGRLDASRGYSDMDYRDAPYLSG
DGHRHRRGASLQLSWVLFDFGRRSAALRNAQQLLLAANASQDATLONTFALAAQAYYDAL
AAQRSLAASRQVAELAAQNLEAADAKYRAGAAALSDRLQAQTALSQASLAQVRDEGALSN
ALGVIALRMGLAPDTPLRLSGELEAQPDTGFVKAIDEMLAEARREHPALLAAQARLKAAA
ASVEESRAAGRPSLALSANLARSHSDQAMAFNGDTRERDRSIGLQLNIPLFEGFERTYQV
RNALARREASEAELADTEQQVSLEVWNNYQSLSVETRSLARTRELVEQSRQSLEVVQGRY
RSGVGSMIELLNALTAYASAEDQHIRALGNWQTSRLRLAASLGRLGFWSLR

SEQ ID NO:42 > OpmN
MPILRPLASAGKRACWLLMGLCLGLPALANEAPVSFNGTSISLEQALERALRSNPELAAV
GRETEIASGARQQAGLIPNPDLSWSVEDTRQGNRQTSVSIAQPLELGGKRGARVEVAKRG
SEIAWTQLEVRRAELRAQVRGAYYAALTAQERVRLAKTSLDLARRALQAADRRVKAGSIS
SVERVRAQVLADNAQLDLSQABLEQQRTYVQLSSTWDEPQPGFARVGGALDAVPASITRG
ALLRHLDESPTLRLAAQEVARGEAQVDLEKRQRIPNLTVSIGSKYDQTARDGRGERVNLI
GLSMPLPLFDRNQGNIYAAQSRADQARDLQRATLLRLRSEAVQAYDQLRTSEQELALVRR
DLLPGAQSALDSMTRGFEMGKFNFLDVLDAQRTLVGVRAQYVRALDAAAQARVSMERLLG
EDIGHLGQ
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SEQ ID NO:43 > OpmF
MNRWGLGVLWLVTALPVAASVNPALSPDVPSMAREQGRSVLLSEQVIDLSLSDAVYLGLR
NNRGIRSAYLQRIAQKFDLRVAADAFNPKLVVRGDYRANRATEDRTRTSNVSPTATLLGE
YGTRFSLAWVKQFRTADEAGRYRSDGLDLTVVQPLLRDAGWDVTTAPLRLARLSEDANRL
QLKASVSQTISQVIGAYRELLRAQEQARIAREALARTQELLEVNRAMIRAGRMAEFEIVQ
TEADVASQELNVEESTNQVDSARLALLQLLALDLSTQIRASDALAATPIEVDRQQAIRTA
LQQQPEYLQRLIGSRQADLNLVLAKNQRLWDVSLVGGASQIRDRYSEGGGDNSRSWDSYA
GVQVEIPIGDLSRRQAEVRAQVDVENQKILIEDARQTLEQNVIDAVRDLGTRWRQYQIAQ
RATALSRRKLEIEREKLRVGRSSNFQVLSFETDLRNVENTQLNALISFLNAQTQLDLIVG
MTLDSWEISLNDH

SEQ ID NO:44 > OpmL
MRGRRQYARKGRRHGKGAIWLLSLGLPMFASAMPLDQAVRAGLAIHPEVRSAMAEADRAG
TEVEMAKGGYYPSVTMSGGPQEFDFGEIVYDLTASQMLYDWGRVTSKVDSASATQRKLSE
AVLVARDDAALDIVETYLDVLASERRVEAVREHIQRLDGIREMTQARGGDGYADRSELDR
ANLELSRAQEQLSLEKGNLQDARNQYAILVGQEPADLVEPEPMSLQRYLAASDMARVIRE
SPLQRKALEDANVAEREVREAKASLLPQLNLEASALRREIGGHPESDSVVSLRFRMDTFQ
GLSNFRRPTAAQQRLESAKWSADAMQRDIRRQLONLFDNGDTLRWREQSLTQQVTESEQV
GELYREQFEVGRRDVIDLLNVQRERFEAERQLINLRIERKRIEYRAAAQVGLLGPLLENR
LNHGS

SEQ ID NO:45 > Gene H de phiCTX
MTSPKYGGLLTDIGAAALIAASEAGKKWQPTHMLIGDAGGAPGETADPIPSAAQTKLIRQ
RYRAQLNRLFVSEQSANVLVAELVLPMAIGGFWIREIGLEDADGKFVAVANCPPSFKASV
ESGSARTQTIRVQIILSGMEHVELIIDDGIVYATQDWVTAKVAADFKGRKVLAGNGLVGG
GDLSADRTIALPASGVGAGTYRAVTVNANGIVTAGSNPTTLGGYGITDALHASEAVTTPT
ANKLLRLNAAGLLPASITGNAATASRLAAPITLSASGDATWSARFDGATNVNGVLTLANS
GVTAGTYAKVTVNAKGLVTGATGLVASDIPALDAGKITSGILPAARGGTGNGIGQAATAV
KLVAPRTIYLGGDVSGSTTFDGSANAGITVTLANGVNAGSYPKVTVNAKGLVTGGGGLTA
ADIPALDASKIATGRLDLERLPLVSQGLATAVHTSVDPNSVVIPLVLTNHANGPVAGRYY
YIQTMFYPTVEGNATQIATGYAGVADMYVRYAYASPATTDSSKREWSAWVRCDLGGAFAH
APDGELGGYVNLDSMIASGWWHQPFTANAKNGANY PVGEAGLLTVHAPTASMIYQTYRGY
AAGGLYWRCRYNGTWSAWYRAWDSGNFNPANYVAKSEYSWASLPGKPSNFPPSVHVHSAA
SRGVSGWYKNNDTGVIFQWVNLSIGDHPGGVIDRVVTFPIAFPNACLHVVPTVRENGRPA
IPASTVTVAEKARTATNCTIVSSEYIGNVONFGINVFAIGY

SEQ ID NO:46 > AVO0BS5
GCTTCAATGTGCAGCGTTTGC

SEQ ID NO:47 > AVO088
GCCACACCGGTAGCGGAAAGGCCACCGTATTTCGGAGTAT

SEQ ID NO:48 > AV087
ATACTCCGAAATACGGTGGCCTTTCCGCTACCGGTGTGGC

SEQ ID NO:49 > AVO086
TCCTTGAATTCCGCTTGCTGCCGAAGTTCTT

SEQ ID NO:50 > AV11l0
TTTATTAGCGGAAGAGCCGACTGCACGGTGCACCAATG

SEQ ID NO:51 > AV1il4
CCCTCGAATTCATGAATACTGTTTCCTGTGTGAAATTG

SEQ ID NO:52 > AV1ls8
CTTCCTTTCATGACGACCAATACTCCGAA

SEQ ID NO:53 > AV1lé
ACCACGAATTCTTCATCGTCCAAATGCCTC

" FIG. 111



20/20

SEQ ID NO:54 > AV107 =j
CACCATCTAGACAATACGAGAGCGACAAGTC

SEQ ID NO:55 > AV091
TCCTCAAGCTTACGTTGGTTACCGTAACGCCGTG

SEQ ID NO:56 > AV127
TTCTTTAAGCTTTTCCTTCACCCAGTCCTG

SEQ ID NO:57 > AV124 F'G, 11J

CCTCCTGAATTCTTATTGCGGCATTTCCG

SEQ ID NO:58 > AVi126
TCCTTCGAATTCTTACACCTGCGCAACGT

SEQ ID NO:59% > AV12S
CCTCCTGAATTCTTATTGCGGCATTTCCG



10

RESUMO
Patente de Invengdo: "BACTERIOCINAS MODIFICADAS E METODOS
PARA SEU USO".

A presente invencao refere-se a formas modificadas de bacterio-
cinas de ocorréncia natural, tais como as piocinas do tipo R de Pseudomo-
nas aeruginosa, sao descritas. As bacteriocinas sdo modificadas nas extre-
midades de suas fibras caudais em uma regiao responsavel pela especifici-
dade e afinidade de ligacao a seus pares de ligacdo cognatos, ou recepto-
res, tais como aqueles na superficie das bactérias. Métodos para o uso das
bacteriocinas modificadas, tais como para ligar receptores, incluindo fatores
de viruléncia ou aptidao, nas superficies das bactérias, sdo também descri-

tos.
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