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DESCRIPCION

Mutantes atenuados de SPI2 de Salmonella como portadores de antigeno.
Antecedentes de la invencion

En 1996, mas de 17 millones de personas en todo el mundo, principalmente en paises en desarrollo, muerieron
por infecciones diversas. La aparicién y la propagacion de resistencias a los antibidticos asociadas con el incremen-
to en los viajes por todo el mundo han conducido a un riesgo creciente para el desencadenamiento de infecciones
pandémicas. Esta posibilidad debe ser tomada muy seriamente dado que, para algunas bacterias patégenas, las alter-
nativas terapéuticas disponibles se hayan reducidas a una Unica opcidn. Desconcertantemente, se ha descubierto que
las bacterias patégenas también son un factor relevante en muchas enfermedades crénicas. El cancer del estémago,
por ejemplo, es el segundo cdncer mundial mds comun y estd directamente vinculado con las infecciones crénicas
de Helicobacter pylori. Las neumonias por Clamidia han sido detectadas en placas arteriosclerdticas y recientemente
esta bacteria ha sido encontrada en las regiones enfermas del cerebro de personas que sufren de la enfermedad de
Alzheimer. Muchas enfermedades autoinmunes, tales como la artritis reumatoide, parecen tener un origen bacteriano.
La Borrelia burgdMLAeri es, ademds de muchas otras bacterias, un ejemplo prominente de un organismo que causa
la enfermedad que afecta un nimero en aumento de personas. Finalmente, la Nanobacteria ha sido identificada en los
rifiones crénicamente enfermos de pacientes con depositos cristalinos. Otras enfermedades crénicas severas se deben
a los agentes patégenos virales, los mas clinicamente relevantes son los virus de Hepatitis By C (cancer del higado) y
el virus del papiloma humano (céncer cervical).

La importancia clinica creciente de los agentes patégenos bacterianos ha provocado la discusion creciente que
considera el paradigma de prevencién o tratamiento medicinal como la manera de tratar las enfermedades crénicas.
Consistentemente, algunas enfermedades crénicas han sido exitosamente curadas por tratamiento con antibiéticos.
Sin embargo, como se ha indicado anteriormente, todos los microorganismos son genéticamente capaces de generar
progenies rapidamente con resistencias adecuadas al antibidtico, impidiendo asi el tratamiento eficiente de rutina.
Concluyentemente, las vacunas representan una alternativa excelente para las drogas farmacoldgicas, y, consideran-
do el aspecto financiero de que la prevencién de la enfermedad es menos costosa que la terapia, la opcién de la
vacunacidn es ain mds atractiva. Por consiguiente, el advenimiento de la vacunacidn terapéutica se ha vuelto particu-
larmente relevante, especialmente con relacién al tratamiento del cdncer y de las enfermedades crénicas bacterianas o
virales.

La estrategia mds frecuentemente practicada usa la entrega oral ya sea de agentes patégenos desactivados (vacu-
na muerta) o de inyecciones parenterales de una mezcla definida de componentes purificados (vacunas de unidades
secundarias). La mayoria de las vacunas muertas son eficaces, sin embargo, el riesgo de que el procedimiento de de-
sactivacion sea incompleto y que las vacunas puedan volverse infecciosas permanece como un problema. Ademas, las
vacunas muertas muy a menudo no cubren todas las variantes genéticas que aparecen en la naturaleza. Las vacunas
de unidades secundarias cancelan la mayoria de las desventajas de las vacunas muertas tradicionales. Sin embargo,
requieren un antigeno y preparaciones adyuvantes desarrollados tecnolégicamente, lo cual hace tales vacunas relati-
vamente caras. Ademds, las vacunas de unidades secundarias son preferentemente inoculadas por la ruta parenteral,
la cual no es la ruta 6ptima para producir una respuesta inmune amplia. En particular, la rama mucosa del sistema
inmunoldgico, la cual es la linea primaria de proteccion en contra de muchos agentes patdgenos, estd fuertemente
abandonada para las inmunizaciones parenterales.

Otra generacién de vacunas es representada por vacunas atenuadas vivas, las cuales se basan en virus o bacterias
patégenas que han sido mutadas a las variantes no patogénicas. Estas variantes se multiplican in vivo por un periodo
de tiempo limitado antes de que sean completamente liberadas por el huésped. Su prevalencia limitada en el tejido
huésped es suficiente para provocar adecuadamente que el sistema inmunoldgico del huésped, el cual es entonces
capaz de establecer una respuesta inmune protectora. Desde el aspecto de la seguridad, las vacunas bacterianas vivas
atenuadas estin mas favorecidas que las vacunas virales vivas atenuadas. Si una vacuna bacteriana se convirtiera en
una amenaza para una vacuna, la bacteria atenuada puede generalmente controlarse por el tratamiento de antibidtico.
En contraste, las vacunas virales vivas, que usan el mecanismo de replicacién de la célula huésped, son casi imposibles
de controlar. Las vacunas bacterianas vivas son tipicamente administradas oralmente y sirven de estimuladores exce-
lentes del sistema inmunolégico mucoso. Ademds, las vacunas bacterianas vivas son también buenos estimuladores
del sistema inmunoldgico sistemdticamente activo, a saber las ramas celulares y humorales. Debido a estas excelentes
caracteristicas inmunoestimuladoras, las cepas de la vacuna bacteriana viva, como la Salmonella, son portadores idea-
les para la expresion de los antigenos de un agente patdgeno heterélogo. Tales vacunas bivalentes (o multivalentes)
median la proteccién en contra de dos agentes patogenos: el agente patégeno homdlogo para el portador asi como
también el agente patdgeno cuyo antigeno protector (s) son expresados por el portador. Aunque ninguna vacuna bac-
teriana bivalente que expresa antigenos heter6logos estd actualmente en uso, los portadores potenciales actualmente
bajo investigacion incluyen a las especies Bacille Calmette Guerin (BCG), Salmonella, Vibrio cholerae y Escherichia
coli.

En el proceso de atenuacién, las mutaciones son preferentemente dirigidas a sectores especificos para los genes que
soportan la supervivencia del agente patégeno en el huésped. Inicialmente, los regimenes quimicos de mutacién fueron
aplicados para la cepa Ty2 de Salmonella typhi, resultando en lo que fuera pensado para ser perfectamente atenuados
los agentes patégenos capaces de mediar la inmunidad protectora, en contraste al del homélogo muerto. Sin embargo,
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las subsiguientes pruebas clinicas en gran escala revelaron que tales cepas no fueron todavia suficientemente eficaces
en la prevencion de la fiebre tifoidea. Aparece que tales cepas fueron mutadas en varios genes, resultando en una sobre
atenuacion, que adversamente afecta el potencial inmunogénico de la cepa. Las nuevas cepas de la vacuna de tifoidea
han sido desarrolladas por la introduccién de mutaciones genéticamente definidas. La mayoria de estas mutaciones
han sido establecidas en la S. typhimurium. La infeccioén con la S. typhimurium causa sintomas parecidos a los de la
fiebre tifoidea en ratones y la salmonelosis murina es un modelo bien aceptado para la fiebre tifoidea humana. Tales
cepas de la vacuna contienen mutaciones en proteinas que causan deficiencias en la biosintesis de los aminoacidos
aromadticos (por ejemplo aroA, aroC y aroD) o en las purinas (por ejemplo purA y purE), en el gen ciclasa adenilato
(cya) o en la proteina del receptor cAMP (crp), o posee mutaciones que afectan la regulacién de varios factores de
virulencia (phoP y phoQ). Sin embargo, aunque un nimero de mutantes atenuados han sido generados y caracterizados
en el modelo de ratén con respecto a su papel en la virulencia, relativamente pocos de ellos han sido evaluados como
portadores de vacunas en humanos. La razén para esto es que los mutantes usados estdn ya sea todavia demasiado
virulentos, causando efectos secundarios severos en el huésped, o no son suficientemente inmunogénicos, debido a
la presentacion inadecuada al sistema inmunoldgico, la cual requiere un nivel critico de persistencia de la cepa de la
vacuna en el huésped para la activacion.

Un estudio reciente revel6 que la desactivacién de genes individuales de la Salmonella que causan atenuacién de la
virulencia directamente influye en la calidad de una respuesta inmune en contra de la cepa portadora de la vacuna. De
este descubrimiento, uno puede concluir que podria lograrse generar una variedad de cepas de vacunas de Salmonella
atenuadas diferentemente, cada una con un tnico perfil y capacidades individuales para producir como respuesta una
respuesta inmune. Con este repertorio, podria lograrse hacer a la medida una cepa de vacuna segin las demandas
inmunoldgicas especificas. Como una consecuencia légica, uno también deberia poder desarrollar cepas de vacunas
de Salmonella atenuadas ya sea para propdsitos profilacticos o terapéuticos. Sin embargo, la manera por la cual un
repertorio tan representativo de cepas de vacunas de Salmonella es obtenido y adicionalmente desarrollado en una
vacuna eficaz debe ser determinada.

En los casos en los cuales una cepa de vacuna de Salmonella es utilizada como portador para antigenos heterélogos,
los pardmetros adicionales deben ser considerados. Tradicionalmente, los antigenos heter6logos han sido expresados
en el citosol de la Salmonella. En el modelo de tifoidea del rat6n, fue demostrado que, cuando los antigenos heterélogos
son expresados en niveles altos en el Citosol de la Salmonella, los cuerpos de inclusién se forman a menudo, lo cual
negativamente influye en la inmunogenicidad de la cepa de la vacuna viva recombinante en el huésped vacunado.
Se concluy6 que la formacién de cuerpos de inclusién podria ser fatal para la bacteria, disminuyendo la vitalidad y
aumentando la atenuacién adicionalmente, y asi bajando la inmunogenicidad. Ciertamente, los sistemas de expresion
especificos que soslayan este principio secundario de atenuacién, por ejemplo el sistema de expresidon regulado de
dos fases, pueden mejorar la eficacia de la presentacion de antigenos heterdlogos para el sistema inmunoldgico del
huésped.

Ha sido demostrado que la secrecion de antigenos por la Salmonella viva atenuada puede ser superior para la
expresion intracelular de los mismos antigenos tanto en producir como respuesta respuestas de la célula T pro-
tectora (Hess et al., 1996, Hess et al., 1997b) como en producir como respuesta niveles elevados de anticuerpo
especifico de antigeno (Gentschev Et AL, 1998). Las eficiencias de los sistemas de secrecion dirigidos HlyA, sin
embargo, son usualmente bajas (30% o menos del total de antigeno sintetizado) (Hess Et Al., 1997a; Hess et al.,
1996), y el sistema parece ser problemdtico en S. typhi para la exportacién de antigenos heterélogos (Orr Et AL,
1999).

Un perfil inmunolégico similar es inducido por los dos sistemas de secrecién del tipo III, los cuales estan codifica-
dos por las Islas 1 y 2 de patogenicidad de la Salmonella. Estas maquinarias complicadas de secrecién naturalmente
entregan “protefnas efectoras” en el citosol de la célula huésped infectada, dando apoyo a la supervivencia del agente
patdgeno dentro de la célula huésped. Por medio de la tecnologia de gen, las “proteinas efectoras” pueden convertirse
en vehiculos portadores para los epitopes de los antigenos heterélogos. Tales “proteinas efectoras” quiméricas pierden
su cardcter virulento pero retienen su caracter secretor. Consecuentemente, la “proteina efectora” quimérica es entre-
gada en el lumen de la célula huésped, en donde es apropiadamente procesada y subsiguientemente estimula la rama
citotéxica del sistema inmunolégico huésped.

La proteina mds abundante secretada por la Salmonella es la flagelina (ver, por ejemplo (Hueck Et AL, 1995)).
En la S. typhimurium, la flagelina ocurre en dos variantes alélicas, FliC o FljB, mientras la S. typhi porta sélo el
gen FliC. La flagelinaes secretada mediante la senda de exportacién especifica del flagelo (FEX) (Macnab, 1996;
Minamino y Macnab, 1999), el cual es homdlogo a la senda de secrecion de tipo Il (Hueck, 1998). También ha sido
mostrado recientemente que la senda FEX funciona en la secrecién de proteinas no flagélicas en Yersinia enterocolitica
(Young et al., 1999). Como en la secrecidn del tipo III, el terminal amino de FliC dirige la secrecion. Asi, una versioén
truncada de 183 amino4acidos de terminal amino de FliC (la longitud total es 495 aa) es constitutivamente secretada en
cantidades grandes (Kuwajima et al 1989). En analogia a una secrecion del tipo III, la sefial de secrecion efectiva en
FliC puede ser tan pequefia como 10 a 20 aminoécidos. Las sefales de excrecién FliC o FljB potencialmente pueden
usarse para secretar cantidades grandes de una proteina heteréloga que puede servir como antigeno en la vacunacion de
heterdlogos. Es probable que la cantidad de antigeno secretado pueda estar aun adicionalmente aumentada en mutantes
reguladores afectando la expresion de biosintesis de genes flagelares (Macnab, 1996; Schmitt et al., 1996) o usando
promotores recombinantes para conducir la expresion del gen de flagelina.
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La secrecién por medio de la senda de FEX puede permitir la entrega de grandes cantidades de antigeno en la Sal-
monella que contiene el fagosoma para el procesamiento rdpido y eficiente del antigeno y la presentacién del antigeno
al sistema inmunoldégico huésped. Especialmente la rama dependiente clase II de CPH del sistema inmunolégico del
huésped es fuertemente respaldada por el sendero de la entrega de antigeno mediado de FEX.

Las otras maquinarias conocidas de exportacion y los sistemas de despliegue de la superficie de bacterias gram
negativas pueden ser también aplicadas para los portadores de vacuna bacteriana tales como la Salmonella. En gene-
ral, una buena respuesta inmune es lograda cuando el antigeno es presentado en la superficie de la Salmonella. Sin
embargo, como se sabe poco acerca de la consecuencia inmunoldgica de tales sistemas de presentacion del antigeno,
el trabajo experimental adicional es necesario.

Los efectos adicionales inmunomodulatorios pueden ser logrados cuando los promotores de Salmonella ambien-
talmente regulados se usan para la expresion de antigenos heterélogos. Por ejemplo, la expresion de un gen heterélogo
en una cepa portadora de Salmonella bajo el control del promotor del gen htrA de respuesta de estrés regulada in
vivo resultd en una respuesta inmune mas fuerte que fue obtenida cuando estd bajo el control del promotor inducible
anaerdbicamente del gen nirB.

El WO 96/17951 se relaciona con un método para identificar un microorganismo que tiene una adaptacién reducida
a un ambiente particular, y a microorganismos mutantes y genes identificados por el método.

Hensel et al (1997) Mol. Microbiol. 24, 155-167 trata sobre el andlisis funcional de ssaJ y el ssak/U operon.

Ochman et al (1996) Proc. Natl. Acad Sci. USA 93, 7800-7804 se relaciona con la identificacion de una isla de
patogenicidad requerida para la supervivencia de la Salmonella en las células huéspedes.

El acceso No. AF 0208080 de la base de datos EMBL/GenBank se relaciona con una secuencia parcial de la isla 2
de patogenicidad de la Salmonella typhimurium.

El acceso No. Z 95891 de la base de datos EMBL/GenBank se relaciona con los genes ssrA y ssrB de la Salmonella
typhimurium

Valentine (1998) Infection Immun. 66, 3378-3383 se relaciona con la identificacion de tres mutantes de la Salmo-
nella typhimurium altamente atenuados que son mds inmunogénicos y protectores en ratones que un mutante del aroA
prototipico.

El mecanismo presente describe una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de acido
nucleico que consta de al menos 50 nucleé6tidos a) de la secuencia de dcido nucleico de una de las Figs. 21 A, B, b) de
un alelo de la secuencia de 4cido nucleico de una de las Figs. 21 A, B, o ¢) de una secuencia de 4cido nucleico la cual
bajo condiciones estrictas hibridiza con la secuencia de dcido nucleico de una de las Figs. 21 A, B.

Las condiciones estrictas de hibridacion en el sentido de la invencion presente estdn definidas como las descritas
por Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), 1.101-
1.104. Segun esto, la hibridacién bajo condiciones estrictas quiere decir que una sefial positiva de hibridacion es
todavia observada después de lavar por 1 hora con tampén 1 x SSC y 0,1% a 55°C, preferentemente a 62°C y mas
preferentemente a 68°C, en particular, por 1 hora en tampén 0,2 x SSC y de 0,1% a 55°C, preferentemente a 62°C y
mas preferentemente a 68°C.

En particular, el mecanismo presente describe tal molécula de 4cido nucleico la cual comprende las regiones
completas de codificacion o partes de la misma de los genes ssaD, ssaE, sseA, sseB, sscA, sseC, sseD, sseE, sscB,
sseF, sseG, ssaG, ssaH, ssaE, ssal, ssrA y ssrB. La invencion se aplica también para tales dcidos nucleicos, en donde
al menos una region de codificacion de dichos genes es funcionalmente suprimida.

En una realizacién, la molécula de 4dcido nucleico comprende un casete de insercioén para facilitar la introduccién
de una molécula de dcido nucleico heter6loga por el mecanismo mediado por transposén o fago.

Ademds, dichas moléculas de dcido nucleico pueden comprender al menos una molécula de 4cido nucleico he-
ter6loga. En este caso la molécula de dcido nucleico heteréloga puede ser combinada 5’ o 3’, insertada o delecion-
insertada a la molécula de 4cido nucleico inventiva. Por el término “delecion-insertada” estd sobreentendido que la
insercion de la molécula heteréloga de acido nucleico se asocia con una delecién concurrente de partes de la molécula
de 4cido nucleico inventiva. Preferentemente, la molécula de 4cido nucleico estd insertada o delecidén-insertada y en
una realizacion preferida la molécula de dcido nucleico heteréloga estd flanqueada 5° y 3’ por las secuencias de la
molécula de 4cido nucleico segun la invencidén, en donde cada una de dichas secuencias tiene un largo de al menos 50
nucledtidos, preferentemente 200 a 250 nucledtidos.

Preferiblemente, la molécula de dcido nucleico heterdloga codifica para un polipéptido o péptido, mas preferible-
mente codifica para un antigeno bacteriano o viral o un homélogo del mismo o para un antigeno del tumor.
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Es preferido que la molécula de dcido nucleico también comprenda al menos un casete de expresion del gen para
permitir la expresion eficiente de la molécula de dcido nucleico heterdloga. Tal casete de expresion del gen usual-
mente comprende elementos tales como promotores y/o mejoradores los cuales mejoran la expresién de la molécula
de 4cido nucleico heteréloga. Usualmente, tal casete de expresion del gen comprende elementos para la terminacién
de la transcripcion. La presencia de terminadores de la transcripcion, sin embargo, no puede ser preferida en ca-
sos donde la molécula de dcido nucleico heter6loga debe trascribirse conjuntamente con otros genes en un mRNA
cistrénico.

La molécula de dcido nucleico, uno o mas casetes marcadores selectivos y uno o més casetes transactivadores
y opcionalmente casetes de invertasa para permitir la expresion de las moléculas de acido nucleico heterdlogas en
un sistema de una fase o un sistema de dos fases. Ademas, las secuencias pueden estar presentes la cuales codifican
para un polipéptido o un dominio de selecciéon de péptido y, asi, permitir la seleccién del producto de expresién
de la molécula de dcido nucleico heter6loga en un compartimiento de la célula predeterminado tal como citosol,
periplasma o una membrana exterior, o la secrecién de dicho producto de expresion, o el cudl codifica para un dominio
inmunoestimulador.

La presente solicitud también describe un vector recombinante que comprende la molécula de 4cido nucleico
descrita arriba. La presente solicitud también describe una célula que comprende una molécula de 4cido nucleico
inventiva modificada como se describi6 arriba por la insercién de una secuencia heteréloga o el vector recombinante.
La célula puede ser una célula procaridtica tal como una célula gram negativa, por ejemplo una célula de Salmonella,
o puede ser una célula eucaridtica tal como una célula de mamifero, por ejemplo una célula humana, y, en particular,
un macréfago.

La presente solicitud describe un péptido o un polipéptido que comprende una secuencia péptida que comprende al
menos 20 aminodacidos, a) de la secuencia de una de las Figs. 23 A-Q, o b) de una secuencia que es el 60%, preferible
el 65% y mas preferible el 70% de los homologos a la secuencia de una de las Figs. 23 A-Q. En particular, la invencién
refiere a un polipéptido que comprende la secuencia a) de una de las Figs. 23 A-Q, o b) la cual es el 60%, preferible el
65% y mas preferible el 70% del homdlogo para la secuencia de una de las Figs. 23 A-Q.

Los porcentajes (%) de homologia son determinados segun la siguiente ecuacion:

X 100

en donde las H son los % de homologfa, L es la longitud de la secuencia bédsica y n es el niimero de las diferencias de
nucleétido o de aminodcido de una secuencia a la secuencia bésica dada.

La presente solicitud también describe un anticuerpo el cual es dirigido en contra de un epitope el cual estd com-
prendido del péptido o polipéptido antes mencionados. El anticuerpo puede ser policlonal o monoclonal. Los métodos
para producir tal anticuerpo son conocidos por el experto en la técnica.

La presente solicitud también describe una proteina de fusiéon que comprende el polipéptido segiin cualesquiera de
las reivindicaciones 17 y 18 teniendo insertado o insertado por delecién o estando combinada C- 6 NH,- terminalmente
con al menos un polipéptido heterélogo. El polipéptido heterélogo preferido es un antigeno, mds preferido un antigeno
bacteriano o viral o un antigeno del tumor.

La presente solicitud ademds provee instrucciones para el desarrollo de una variedad de cepas de vacunas de
Salmonella vivas potenciales con niveles de atenuacion diferentes, las cuales subsiguientemente sirven como plata-
formas para el desarrollo de cepas portadoras de vacunas de Salmonella vivas recombinantes que expresan antigenos
de agentes patégenos heterdlogos, asi sirviendo de vacunas multivalentes. Tales portadores de vacuna recombinante
de Salmonella viva estdn equipados con médulos que comprenden casetes de gen variable que regulan la expresion
de antigenos heterdlogos en la Salmonella y determina la presentacion de los antigenos heter6logos para el sistema
inmunoldgico del huésped. Por combinaciones de ambos sistemas, las cepas de la vacuna de Salmonella viva atenua-
das diferentemente y los casetes del gen variable, una variedad de cepas portadoras de la vacuna viva recombinante
puede ser generada que tiene, debido a sus caracteristicas inmunogénicas variables, un espectro amplio de aplicacién
para ambos usos profildctico y terapéutico. El principio bésico de atenuacidn se origina de las mutaciones nuevas en el
locus del gen (SPI2) de la Isla 2 de patogenicidad de la Salmonella. Las mutaciones adicionales, las cuales pueden ser
usadas ya sea solas o en combinacién con las mutaciones en genes sse 0 SPI-2 o en combinacién con la mutacién del
aroA para la atenuacion 6ptima de las cepas portadoras de la vacuna viva, se han reportado recientemente (Heithoff et
al., 1999; Valentine et al., 1998). Por la combinacién de las mutaciones individuales en el locus del gen SP1-2 con cada
otro y con otras mutaciones atenuantes del gen conocidas, tal como aroA, etc., un repertorio amplio de atenuacién e
immunogenicidad puede ser logrado. Los casetes de expresion diferentes pueden ser introducidos en estas plataformas,
permitiendo la modulacién adicional de la respuesta inmunoldgica dirigida en contra de los antigenos heterélogos. Fi-
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nalmente, una biblioteca de cepas portadoras de la vacuna de Salmonella viva recombinante individual es generada,
cubriendo un espectro amplio de potencial inmunoestimulante, de la cual una cepa de vacuna viva genuina puede estar
hecha a la medida para el tratamiento o proteccién 6ptima de humanos y/o animales en contra de la enfermedad o de
los agentes patégenos especificos.

Asi, la presente solicitud también describe una célula gram negativa atenuada que comprende el locus del gen
SPI2, en donde al menos un gen del locus del SPI2 es desactivado, en donde dicha desactivacién resulta en una
atenuacion/reduccién de la virulencia comparada al tipo natural de dicha célula.

Los genes presentes en la isla 2 de patogenicidad de la Salmonella que codifica para una variedad de proteinas
involucradas en la secrecidn tipo III y esas que son requeridas para la propagacién y la supervivencia sistémica dentro
de las células fagocitarias son candidatos ideales para la atenuacion del ssp de la Salmonella patégena.

Varios agentes patdgenos bacterianos gram negativos secretan ciertas proteinas de virulencia por los sistemas
de secrecion de tipo III especializados. Los factores de virulencia posibilitan a la bacteria patégena colonizar un
nicho en el huésped a pesar de los ataques especificos del sistema inmunoldgico. Los sistemas de secrecién del ti-
po III comprenden un nimero grande de proteinas requeridas para transferir las proteinas efectoras especificas en
las células huéspedes eucaridticas en una manera de contacto dependiente, asi han sido nombrados los sistemas
secretorios de contacto dependiente. Aunque varios componentes del mecanismo del sistema de secreciéon mues-
tran conservacion evolutiva y funcional a través de las especies bacterianas, las proteinas efectoras son menos bien
conservadas y tienen funciones diferentes. Los efectores Yersinia YpkA y YopH tienen actividades treonina/serina
quinasa y tirosina fosfatasa, respectivamente. Las acciones de estos y otros Yops inhiben la fagocitosis bacteria-
na por las células huéspedes, lo cual se piensa que posibilita la proliferacion bacteriana extracelular. Las protei-
nas Shigella Ipa, secretadas por el sistema de secrecion del tipo III de mxi/spa promueven la entrada de esta bac-
teria en las células epiteliales. EspA, EspB y EspD, codificadas por el locus de eliminacién de enterocita (LEE)
de la Escherichia coli enteropatogénica (ECEP) son requeridos para la translocacién de las proteinas que causan
nuevas disposiciones del citoesqueleto y la formacién de estructuras como pedestales en la superficie de la célula
huésped.

Para los propdsitos de la solicitud presente una “célula gram negativa que comprende el locus del gen SPI2” es una
célula que tiene un locus del gen que alberga los genes requeridos para la propagacion y la supervivencia sistémica
dentro de las células fagocitarias y, asi, es un homoélogo o equivalente funcional del locus del SP12 de la Salmonella.
Preferente, la célula gram negativa atenuada inventiva es una célula Enterobactérica, mds preferente, una célula de
Salmonella, una célula Shigella o una célula Vibrio. En general, las células que tienen un rango huésped amplio
son preferidas. Los huéspedes tipicos son mamiferos, por ejemplo, el hombre, y las aves, por ejemplo, el pollo. Las
células de la Salmonella son mas preferidas, y particularmente preferidas es la Salmonella Serotipo Typhimurium Tipo
Definitivo 104 (DT 104).

La Salmonella typhimurium es inusual en que contiene dos sistemas de secrecién de tipo III para los factores
determinantes de virulencia. El primero controla la invasién bacteriana de células epiteliales, y estd codificada por
genes dentro de una isla (SP11) de patogenicidad de 40 kb. El otro estd codificado por genes dentro de una segunda
isla (SPI2) de patogenicidad de 40 kb y es requerido para el crecimiento sistémico de este agente patégeno dentro
de su huésped. Los genes localizados en la isla de patogenicidad SPI1 son principalmente responsables de los pasos
primarios del proceso de infeccidn, la invasion de células huéspedes no fagocitarias por la bacteria. Para la mayo-
ria de los genes SPI1, las mutaciones resultan en una invasividad reducida in vitro. Sin embargo, los mutantes que
son defectuosos en la invasién no son necesariamente no virulentos; los estudios en ratones demostraron que, mien-
tras estas mutaciones en los genes SPI1 significativamente redujeron la virulencia en la entrega por la ruta oral, no
tuvieron influencia en la virulencia siguiendo una ruta intraperitoneal de infeccién. Tomados conjuntamente, estos
resultados indican que las mutaciones en genes dentro de la isla SPI1 de patogenicitdad no cancelan la infeccion sis-
témica y son por consiguiente no muy utiles para el desarrollo de una cepa portadora de Salmonella atenuada inocua.
En contraste, los estudios de virulencia de mutantes del SPI2 han mostrado estar atenuados por al menos en cinco
ordenes de magnitud comparados con la cepa de tipo natural después de ambas inoculaciones oral e intraperitoneal en
ratones.

Muchos de los componentes de codificaciéon de genes del sistema de secrecién del SPI2 estdn ubicados en un
segmento de 25 kb de SPI2. El SPI2 contiene genes para un mecanismo de secrecion de tipo III (ssa) y un sistema
regulador de dos componentes de (ssr), asi como también genes candidatos para un conjunto de efectores secretados
(sse) y sus chaperones especificos (ssc). En base de las similitudes con genes presentes en otros agentes patdgenos
bacterianos, los primeros 13 genes dentro del ssaK/U operén y ssaJ codifican los componentes del mecanismo del
sistema de secrecién. Un nimero de genes adicionales, incluyendo ssaC (MLA 11 en Shea et al., 1996; spiA en
Ochman et al., 1996) y sstA (MLA 12 en Shea et al., 1996; spiR en Ochman et al., 1996), los cuales codifican una
proteina del mecanismo del sistema de secrecién y una proteina de dos componentes reguladores, respectivamente,
son encontrados en una region de aproximadamente 8 kb de ssal.

Preferentemente, la célula gram negativa atenuada ha desactivado al menos un gen seleccionado de los genes
(ssa) del mecanismo de secrecion del gen efector (sse), genes chaperones (ssc) y genes de regulacién (ssr). Mas
preferentemente, al menos un gen desactivado es un gen sse, ssc y/o ssr, ain mds preferente es un gen sse y/o un ssc.
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Hasta que los genes sse son afectados por la desactivacidn, el gen desactivado es preferentemente sseC, sseD, sseE
0 una combinacién de los mismos. Hasta que los genes ssr son afectados por la desactivacion, preferentemente al
menos el ssrB estd desactivado. Hasta que los genes ssc son afectados por la desactivacidn, preferentemente al menos
el sscB estd desactivado.

La desactivacion de dicho gen del locus del SPI2 (o el homdlogo funcional del mismo en células que no sean de
la Salmonella) es efectuada por una mutacién que puede comprender la delecién. Son preferidas las deleciones de al
menos seis nucledtidos, y mas preferida es una delecién parcial y, en particular, la secuencia de codificacién completa
para dicho gen. La mutacién también puede comprender la insercién de una molécula de 4cido nucleico heterdloga en
dicho gen para ser desactivada o una combinacién de delecién e insercion.

El ssp de la Salmonella patégena sirve una base para la construccién de un panel de prototipos de vacunas
de Salmonella viva diferentes generados por atenuaciones graduales logradas a través de la introduccién de mu-
taciones del locus del gen SPI2 definidas. Cada prototipo de vacuna de Salmonella viva individual resultante es
adicionalmente transformado en una vacuna multivalente recombinante por la introduccién de médulos portadores
de ADN intercambiables (1) los genes genéticamente disefiados de agentes patdgenos heter6logos y (2) los siste-
mas adecuados de expresién que ejecutan la presentacion eficaz del antigeno al sistema inmunolégico del hués-
ped. De concierto, estas caracteristicas provocan una respuesta inmune especifica que o bien protege a los hués-
pedes vacunados en contra de la Salmonella que subsiguientemente invade a y/u otros agentes patégenos (vacu-
nacién profilactica) o elimina los agentes patdgenos persistentes, tales como el Helicobacter pylori (vacunacién
terapéutica).

El ssp de Salmonella patogena estd gradualmente atenuado por mutaciones en los genes individuales de virulen-
cia que son parte del locus del gen SPI2, por ejemplo, un gen sse que codifica para una proteina efectora, tal como
sseC, sseD o sseE, o un gen ssc, tal como sscB, que codifican para un chaperén, o un gen ssr, tal como ssrB, que
codifican para un regulador. La mutacién individual de cada uno de estos genes conduce a un unico grado de atenua-
ci6n individual, la cual, a su vez, efectiia una caracteristica de respuesta inmune en los niveles mucoso, humoral y
celular. El grado individual de atenuacién puede ser moderadamente aumentado por combinaciones de al menos dos
mutaciones del gen dentro del locus del gen SP12 o por combinacién con una mutacién en otro gen de Salmonella
conocido para atenuar la virulencia, por ejemplo, un gen aro, tal como aroA. Un grado mds fuerte de atenuacién es
logrado por la mutacién de un gen virulento que es parte de un grupo de genes policistrénicos que codifican varios
factores de virulencia, tal como la unidad transcripcional que consiste de los genes sseC, sseD, sseE y sscB, tal que
la mutacién ejerce un efecto polar, que desestabiliza la expresion de los siguientes genes. El grado de atenuacién
directamente puede depender del nimero de genes de virulencia que son afectados por la mutacién polar asi como
también sus caracteristicas individuales. Finalmente, la atenuacién mads fuerte es lograda cuando los genes regula-
dores, tales como el ssrB, son mutados. Otra vez, cada modo de atenuacién de una ssp de Salmonella conduce a la
generacion de un cepa de vacuna de Salmonella viva que evoca una respuesta inmune en los niveles mucoso, humoral
y celular que es caracteristica para el tipo y/o la combinacién de las mutaciones atenuantes presentes en esa cepa.
El panel de cepas de vacuna de Salmonella viva atenuadas diferentemente que es generada representa un grupo de
cepas portadoras potenciales del cual el portador puede ser seleccionado para que provoque la respuesta inmune mas
eficaz para ya sea la prevencion o la erradicacion de la enfermedad en conjunto con los antigenos heter6logos que son
expresados.

Las mutaciones que conducen a la atenuacion de los genes de virulencia de la Salmonella indicados son pre-
ferentemente introducidas por la tecnologia de ADN recombinante como deleciones definidas que ya sea suprimir
completamente el gen de virulencia seleccionado o resulta en un gen truncado que codifica un factor de virulencia
inactivo. En ambos casos, la mutacién implica un dnico gen y no afecta la expresion de genes vecinos (mutacién
no polar). Una mutacién interseccional en uno de los genes de virulencia indicados es preferida cuando el gen se-
leccionado es parte de un grupo de genes de virulencia policistrénica y todos los genes de virulencia siguientes son
incluidos en el proceso de atenuacién (mutacion polar). Las mutaciones insercionales con efectos no polares estdn en
general restringidas para los genes que son ya sea individualmente transcritos o estan localizados al final de un grupo
policistrénico, tal como el ssrB. Sin embargo, otras mutaciones atenuantes pueden originarse espontdneamente, por
productos quimicos, energia u otras formas de mutagénesis fisicas o como un resultado de aparejarse u otras formas
de intercambio genético.

Asi, la mutacion que resulta en la preparacion de la célula gram negativa atenuada puede ser una mutacién polar o
no polar. Ademds, el grado de atenuacién puede ser modificado desactivando un gen adicional fuera del locus del SPI2,
por ejemplo, otro gen de virulencia o un gen que estd involucrado en la biosintesis de un metabolito o un precursor del
mismo tales como los genes aro, en particular, aroA, o cualquier otro gen adecuado tal como el superéxido dismutasa
(SOD).

La célula atenuada segtin la presente solicitud ademds puede comprender elementos que facilitan la deteccion de
dicha célula y/o la expresion de una molécula de 4cido nucleico heteréloga insertada. Un ejemplo de un elemento
que facilita la deteccion de la célula atenuada es un casete marcador selectivo en particular, un casete marcador
selectivo que es capaz de adjudicar resistencia antibidtica a la célula. En una realizacion, el casete marcador selectivo
confiere una resistencia antibidtica a un antibidtico el cual no se usa para la terapia en un mamifero. Los ejemplos de
elementos que facilitan la expresion de una molécula de dcido nucleico heter6loga son un casete de expresion del gen
el cual puede comprender uno o mas promotores, aumentadores, opcionalmente terminadores de transcripcién o una
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combinacién de los mismos, un casete transactivador, un casete de invertasa para la expresion de una fase o de dos
fases de un 4cido nucleico heter6logo. Un ejemplo de un elemento que facilita la insercién de una molécula de 4cido
nucleico heterdloga es un casete de insercion.

En un primer aspecto, la invencién provee un portador para la presentacion de un antigeno a un huésped, cuyo
portador es una célula gram negativa atenuada que comprende el locus del gene SPI2, en donde al menos uno de los
genes efectores sseA, sseC, sseD, sseE, sseF y sseG es desactivado y/o en donde el gen chaperén sscB es desactivado
y/o en donde al menos uno de los genes ssaE, ssaG y ssaH del mecanismo de secrecion es desactivado y en donde los
resultados de la desactivacién en una atenuacién/reduccién de la virulencia se compararon al tipo natural de dichas
células, en donde dicha célula comprende al menos una molécula de 4cido nucleico heter6loga que comprende una
secuencia de 4cido nucleico que codifica para dicho antigeno, en donde dicha célula es capaz de expresar dicha
molécula de 4cido nucleico o es capaz de causar la expresion de dicha molécula de dcido nucleico en una célula
seleccionada.

Preferentemente, dichas moléculas de dcido nucleico comprenden una secuencia de dcido nucleico que codifica
para un antigeno bacteriano o viral o para un antigeno del tumor. Los ejemplos de antigenos bacterianos son los
antigenos de Helicobacter pyori, Chlamydia pneumoniae, Borrelia burgdMLAeri y Nanobacteria. Los ejemplos de
antigenos virales son los antigenos del virus de Hepatitis, por ejemplo, las hepatitis B y C, el virus del papiloma hu-
mano y el Herpes virus. La molécula de dcido nucleico heteréloga puede comprender una secuencia de dcido nucleico
que codifica al menos un polipéptido o un dominio de péptido seleccionado y/o el dominio immunoestimulante. Asi,
el producto de expresion de dicha molécula de acido nucleico heterdloga puede ser seleccionado especificamente para
compartimientos predeterminados tales como el periplasma, la membrana exterior, etc. La molécula de dcido nucleico
heter6loga puede codificar para una proteina de fusién.

Segtin una realizacién la molécula de 4cido nucleico heter6loga es introducida en el locus del SPI2, preferiblemen-
te, en un gen sse y, mds preferiblemente, en sseC, sseD y/o sseE, en particular, sseC.

La insercién puede ser una insercion polar o una insercion no polar. Generalmente, la introduccién de una insercién
no polar es preferida, ya que permite la expresién de los genes restantes de un grupo de gen policistrénico, lo cual
puede ser usado para la generacion de portadores que tienen grados diferentes de atenuacién.

Las vacunas de Salmonella vivas atenuadas son utilizadas como portadores para antigenos especificos de agentes
patégenos heterdlogos, por ejemplo, Helicobacter, etc., asi actuando como una vacuna multivalente. Los antigenos
heter6logos son provistos por un casete de expresién del gen (CEG) que estd insertado por ingenieria genética en
el genoma de una cepa de Salmonella atenuada. Preferentemente, la insercidn del casete de expresion del gen es
seleccionada para uno de los genes de virulencia indicados, por consiguiente causando una mutacién insercional
como la descrita en el parrafo anterior. En otra forma de aplicacién, la expresion de los genes heterélogos en el
casete de expresion del gen estd regulada por los factores que transactian codificados por un casete transactivador
(CT) o un casete de invertasa realizando un modo variable de expresion de dos fases. Preferentemente, la insercién
del casete transactivador es seleccionada por un segundo gen de virulencia escogido, el cual es entonces desactivado.
Alternativamente, el casete de expresion del gen o el casete transactivador o el casete de invertasa puede ser introducido
en el genoma de Salmonella por la insercién mediada por transposén, lo cual no tiene efecto de atenuacidn.

Se requieren principios de ingenieria genética para generar ya sea mutaciones de delecion ya sea insercion en genes
de virulencia de Salmonella. Generalmente, un plasmido suicida que transporta un casete de gen de virulencia mutado
el cual contiene un casete marcador selectivo (CMS) solo o en combinacién con un casete de expresién de gen, o
un casete transactivador, o el casete invertasa, es introducido en la cepa receptora de Salmonella por conjugacién. El
gen original de virulencia es reemplazado con el casete de gen de virulencia mutado por medio de la recombinacién
homodloga, y el pldsmido suicida, incapaz de replicarse en la cepa receptora de Salmonella, se vuelve rdpidamente
agotado. La Salmonella exitosamente recombinada puede ser seleccionada en base a las propiedades (tales como la
resistencia antibidtica, aunque no se limitada a ella) conferidas por el producto del gen (s) dentro del casete marcador
selectivo. El casete del gen de virulencia mutado comprende secuencias de ADN que son homoélogas al genoma de
la cepa de Salmonella receptora en donde el gen de virulencia original es localizado. En el caso en donde el gen
de virulencia original debe ser completamente suprimido, s6lo esas secuencias de ADN gendémicas que bordean el
gen de virulencia original (indicado como regiones de flanqueo) son incluidas en el casete del gen de virulencia
mutado. La arquitectura general de un casete del gen de virulencia mutado incluye en cada extremo una secuencia
de ADN de al menos 50 nucleétidos, idealmente de 200 a 250 nucleétidos, que es homdloga para el segmento de
genoma en donde el gen de virulencia original es localizado. Estas secuencias de ADN flanquean un casete marcador
selectivo y los otros casetes, tales como el casete de expresién del gen (CEG) o el casete transactivador (CT) o el
casete del invertasa. Como se indic anteriormente, estos casetes son usados para generar mutaciones insercionales que
deterioran la expresion del gen original. Para las deleciones en marco, un casete marcador selectivo es preferentemente
usado.

El casete marcador selectivo (CMS) principalmente consiste en un gen que media la resistencia para un antibidtico
el cual puede desactivar la cepa de Salmonella receptora pero el cual no es usado actualmente en el tratamiento de
la Salmonelosis. Alternativamente, otro marcador seleccionable puede ser usado. El casete marcador selectivo esta
insertado en el marco en el gen de virulencia seleccionado y, consecuentemente, la expresion del gen marcador estd
bajo el control del promotor del gen de virulencia. Alternativamente, el casete estd insertado dentro de una unidad
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transcriptional policistrénica, en cuyo caso el gen marcador estd bajo el control del promotor para esta unidad. En
otra aplicacidn, el gen marcador selectivo estd bajo el control de su propio promotor, en este caso un terminador
transcriptional es adicionado secuencia abajo del gen. El marcador selectivo es necesario para indicar la introduccién
exitosa del casete del gen de virulencia mutado en el genoma de la cepa de Salmonella receptora. Ademds, el marcador
de resistencia antibidtica es necesario para facilitar la valoracién immunoldgica preclinica de las diversas cepas de
Salmonella atenuadas. En otra forma de aplicacion, el marcador selectivo estd flanqueado por repeticiones directas,
las cuales, en ausencia de la presion selectiva, conduce a la excision recombinatoria del casete marcador selectivo del
genoma, dejando la secuencia corta de la repeticion directa. Alternativamente, el casete marcador selectivo puede ser
completamente removido por la tecnologia de ADN recombinante. En primer lugar, el casete selectivo del marcador es
removido por la endonucleasa de restricciéon adecuada del casete del gen de virulencia mutado original en el pldsmido
suicida dejando las secuencias de la region flanqueadora las cuales son homdlogas para el genoma de Salmonella. El
plasmido suicida es entonces transferido en la cepa de Salmonella receptora atenuada por conjugacién en donde el
casete del gene de virulencia mutado de CMS agotado reemplaza el CMS que lleva el casete del gen de virulencia
mutado por recombinacidn. Después de la extracciéon del marcador selectivo, la cepa de Salmonella atenuada esta
libre para la aplicacién en humanos. Las secuencias del terminador transcripcional son generalmente incluidas en los
casetes cuando las mutaciones polares son establecidas.

El casete de expresion del gen (CEG) comprende elementos que permiten, facilitan o mejoran la expresion de
un gen. En un modo funcional el casete de expresion del gen adicionalmente comprende una o mds unidades de
expresion del gen derivadas ya sea de genes completos de una fuente de heterélogos o fragmentos de los mismos,
con un tamafio minimo de un epitope. Las unidades mdltiples de expresion del gen estan preferentemente organizadas
como una estructura concatemérica. Los genes o los fragmentos del gen son adicionalmente disefiados genéticamente,
tales que las proteinas resultantes o las proteinas de fusién son expresadas en el citosol, en el periplasma, en la
superficie exhibida o secretada. Ademads los genes o los fragmentos de gen pueden ser combinados con secuencias de
ADN que codifican immunologicamente porciones de proteina reactivas, por ejemplo, citoquinas o toxinas bacterianas
atenuadas. Los genes o los fragmentos de gen son o controlados en un modo de una fase de un promotor dentro del
casete de expresion del gen o en un modo de dos fases o indirectamente por un casete transactivador (CT). En el
modo de una fase el promotor es preferentemente un promotor de Salmonella que es activado, por ejemplo, inducido,
por las sefiales ambientales sino también por promotores constitutivos de fortaleza diferente pueden ser usados. En
el modo de dos fases, la expresion del casete del gen se controla por una invertasa que se derivé de un casete de
invertasa. La invertasa cataliza la inversion de un segmento de ADN que comprende el casete del gen. El segmento de
ADN estd flanqueado en cada extremo por una repeticién invertida la cudl es el substrato especifico para la invertasa
finalmente causando dos orientaciones del casete del gen con relacién al promotor del casete de expresion del gen.
En la orientacién ON el casete del gen es colocado correctamente permitiendo la transcripcién del casete del gen. En
OFF, la orientacion del casete del gen es incorrecta y ninguna transcripcion ocurre. El casete de invertasa comprende
de una invertasa que se controla por un promotor constitutivo o un promotor de Salmonella inducido o reducido por
las sefiales ambientales.

Los antigenos heterdlogos codificados dentro del casete de expresion del gen pueden ser expresados bajo el control
de un promotor, por ejemplo, un promotor especifico de tejido, el cual puede ser constitutivo o inducible. La expresién
puede ser activada en una célula seleccionada, por medio de la cual una sefal es transmitida de la célula seleccionada
al interior de la célula de Salmonella, cuya sefial induce la expresion. La célula seleccionada, por ejemplo, puede ser un
macréfago. El producto de expresion puede comprender un dominio de seleccién o dominio immunoestimulante por
ejemplo, en forma de una proteina de fusién La proteina heter6loga misma también puede ser una proteina de fusién.
Los antigenos heter6logos pueden ser opcionalmente expresados como citosélico, peripldsmico, superficie exhibida o
proteinas secretorias o proteinas de fusién para lograr una respuesta inmune eficaz. Las secuencias de codificacion del
antigeno pueden estar combinadas para las secuencias accesorias que dirigen las proteinas al periplasma o la membrana
exterior de la célula de Salmonella o en el ambiente extracelular. Si los polipéptidos heterélogos son secretados, la
secrecion puede ocurrir usando un sistema de secrecion de tipo III. La secrecidn por el sistema de secrecion de tipo 11T
de SP12 esta disponible. Las proteinas que estidn destinadas al compartimiento citosélico de la Salmonella no necesitan
secuencias accesorias, en este caso, las secuencias accesorias que ocurren naturalmente deben ser removidas de los
genes que codifican tales antigenos.

Las secuencias accesorias para el compartimiento periplasmatico de la Salmonella comprenden una secuencia
de ADN deducida del péptido de la sefial amino terminalmente localizado de una proteina heteréloga naturalmente
translocalizada por medio de la senda de secrecion general, por ejemplo, CtxA, etc.

Las secuencias accesorias para el compartimiento exterior de la membrana de la Salmonella preferentemente com-
prenden las secuencias de ADN deducidas de las porciones funcionalmente relevantes de una proteina secretora tipo
IV (autoportadora), por ejemplo, proteasa AIDA o IgA. La proteina apropiada de fusién contiene un péptido de la
seflal amino terminalmente localizada y, en los terminales carboxi, un dominio de la transmembrana en forma de $-
barril al cual la proteina pasajera extrafa estd acoplada por un espaciador que ancla la proteina pasajera a la superficie
bacteriana.

Las secuencias accesorias para la secrecion en el ambiente extracelular comprenden las secuencias de ADN de-
ducidas de las proteinas naturalmente secretadas por el sistema de secrecion de tipo III. En una proteina de fusién
generalmente funcional, el antigeno heter6logo es combinado en el centro de una proteina naturalmente secretada por
la senda de tipo III o en el extremo terminal carboxi de la proteina respectiva.
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Los casetes transactivadores (CT) suministran activadores que generalmente mejoran la expresion de los antige-
nos heterélogos codificados por los variados casetes de expresion de gen. Tales activadores actian o directamente
(polimerasa de ARN) o indirectamente (activador transcripcional) sobre el nivel de transcripcién en un orden muy
especifico. Preferencialmente, la expresion de tales activadores son controlados por promotores de Salmonella los
cuales son producidos in vivo por sefiales ambientales. En otra forma de aplicacién la sintesis del activador dentro del
casete transactivador es regulada en un modo de dos fases. La invertasa expresada por el casete de invertasa coloca
el activador que codifica al fragmento de ADN en dos orientaciones con respecto al promotor transcripcional. En la
orientacion ON el gen activador estd en el orden transcripcional correcto. En el modo OFF el activador es orientado
incorrectamente y ninguna expresion ocurre.

En el sistema simple, el producto de gen del casete transactivador ejerce su efecto directamente sobre el promotor
presente en el casete de expresion de gen, directamente activando o reprimiendo la expresién del gen heterélogo. En el
sistema complejo, la activacién del promotor en el casete de expresion de gen heterélogo es dependiente de dos 0 méis
factores interactuantes, al menos uno de los cuales (codificado en el casete transactivador) puede ser regulado por las
sefales externas. La complejidad adicional es encontrada en los sistemas de cascada, en los cuales la sefal externa no
ejerce directamente su efecto sobre el casete transactivador, sino mds bien a través de un proceso de multiples pasos,
o en el cual el producto de gen del casete transactivador no ejerce directamente su efecto en el casete de expresion de
gen heterologo, sino mds bien a través de un proceso multifase.

La presente solicitud describe una célula gram negativa atenuada que comprende el locus del gen SPI2, caracte-
rizada por una falta de al menos un polipéptido SPI2, en donde dicha falta resulta en una atenuacién/reduccién de
la virulencia comparada con el tipo natural de dicha célula. Preferentemente, dicho polipéptido SPI2 faltante es uno
o maés polipéptidos efectores, polipéptido de mecanismo de secrecion, polipéptido chaperén o polipéptido regulador.
Ademds, dicha célula atenuada puede ser una portadora la cual entonces es caracterizada por la presencia de al menos
un péptido heterélogo o polipéptido que tiene propiedades inmunogénicas.

Un aspecto adicional de la invencién presente es una composicién farmacéutica la cual comprende como agente
activo una vacuna viva protectora immunologicamente la cual es una portadora gram negativa atenuada de acuer-
do con la invencién. La composicién farmacéutica comprendera aditivos tales como diluentes, portadores y/o ad-
yuvantes aceptables farmacéuticamente. Estos aditivos son conocidos por la persona experta en la técnica. General-
mente, la composicién se administrard a un paciente por medio de una superficie mucosa o por medio de la ruta
parenteral.

Los aspectos adicionales de la invencién presente incluyen un método para la preparacién de una vacuna viva, la
cual comprende suministrar una célula gram negativa viva que comprende el locus de SPI2 y desactivar al menos un
gen del locus de SPI2 para obtener una célula gram negativa atenuada de la invencion, e insertar al menos una molécula
de 4cido de nucleico heter6logos que codifica para un antigeno para obtener un portador de acuerdo con la invencion.
Un aspecto adicional esta relacionado con un método para la preparacion de una composicién de vacuna viva que
comprende la formulacién de un portador de acuerdo con la invencién en una cantidad efectiva farmaceuticamente
junto con diluentes, portadores y/o adyuvantes aceptables farmaceuticamente. Un aspecto adicional de la invencién
se relaciona con un método para la deteccién de un portador de acuerdo con la invencién, que comprende suministrar
una muestra que contiene dicha célula portadora y detectar una propiedad especifica no presente en una célula de tipo
natural. Los métodos para detectar una propiedad especifica del portador, la cual no estd presente en el tipo natural,
son conocidos por la persona experta en la técnica. Por ejemplo, si esta propiedad especifica de la célula atenuada
comprende una delecién de uno o mds partes del locus de SPI2, entonces la presencia de dicha célula puede ser
detectada proveyendo un par de cebadores especificos los cuales son complementarios a las secuencias que flanquean
esta delecién y que amplifican un fragmento de longitud especifica usando métodos de amplificacién tales como PCR.
Los métodos para detectar la presencia de un portador inventivo comprenden la amplificacién PCR de un fragmento
insertado o un fragmento que cruza el limite de insercion, los métodos de hibridizacién o la deteccion del producto de
expresion de heterélogos o de un marcador selectivo.

Un aspecto adicional de la invencién es un método para establecer una biblioteca de portadores atenuados de
acuerdo con la invencién. El método comprende la preparacion de cepas de vacuna recombinante atenuadas cada una
teniendo una mutacién diferente en el locus de SPI2 que resulta en un grado de atenuacién diferente. La patogenicidad
o el potencial de virulencia de dichas cepas puede ser entonces determinada usando métodos conocidos como la
determinacién del LDS50, y las cepas son evaluadas de acuerdo con las patogenicidades diferentes, o sea, a un grado
diferente de atenuacién. Preferentemente, el método comprende también la determinacién de los otros pardmetros de
interés tales como la inmunogenicidad o la respuesta immunoestimulatoria levantada en un huésped. Los métodos
para determinar el potencial immunoestimulante son conocidos por la persona experta en la técnica y algunos de
ellos son descritos en el Ejemplo 6. Preferentemente, el potencial immunoestimulante de los portadores inventivos es
determinado en el nivel humoral, celular y/o mucoso. De este modo es posible establecer una biblioteca de portadores
los cuales tienen un grado de atenuacion predeterminado y propiedades immuno estimulatoras predeterminadas. Por
lo tanto, para cada aplicacion, la cepa que tiene las propiedades deseadas puede ser seleccionada especificamente. Por
ejemplo, serd usualmente preferido seleccionar una cepa atenuada fuerte para la administracion a pacientes los cuales
reciben farmacos inmunosupresores.

De manera similar, la invencién permite el establecimiento de bibliotecas de portadores atenuados que tienen
definidas patogenicidades y opcionalmente immunogenicidades. El establecimiento de una biblioteca de portadores
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adicionalmente comprenderd la determinacidn de la presentacién de antigeno de dichas cepas portadoras a un huésped,
en donde un panel de cepas portadoras diferentes serd obtenido habiendo definido las propiedades con respecto a la
patogenicidad, el potencial immunoestimulante de los antigenos portadores y el potencial immunoestimulante del
antigeno heter6logo.

Otro aspecto de la invencion es el uso del portador de acuerdo con la invencidn para la preparacion de un fairmaco
para el tratamiento preventivo o terapéutico de una enfermedad aguda o crénica causada esencialmente por una bacteria
o virus. Un portador de acuerdo con la invencion puede ser usado para la preparacién de un farmaco para el tratamiento
preventivo o terapéutico de un tumor.

El potencial inmunoprotector individual de cada una de las cepas de vacuna de Salmonella recombinante es-
tablecidas es determinado en un modelo de ratén que usa una Salmonella typhimurium patogénica como cepa de
provocacion.

- Determinacién del potencial de virulencia de la cepa de la vacuna de Salmonella recombinante: (1) Indice
competitivo o LD50; (2) Prevalencia sistémica en sangre, higado y bazo estrictamente excluida.

- Determinacion del potencial immunoestimulante de la cepa portadora con un antigeno de prueba hete-
rélogo citosdlicamente expresado: (1) Inmunizacién oral tnica y evaluacion subsiguiente de la respuesta
inmunoldgica a corto y largo plazo: (a) andlisis del perfil de respuesta inmunoldgica humoral, (b) anélisis
del perfil de respuesta inmunolédgica de la mucosa, (c) andlisis del perfil de respuesta inmunoldgica celu-
lar; (2) Inmunizaciones orales multiples y evaluacion subsiguiente de la respuesta inmunolégica a corto y
largo plazo: (a) andlisis del perfil de respuesta inmunoldgica humoral, (b) andlisis del perfil de respuesta
inmunoldgica de la mucosa, ¢) andlisis del perfil de respuesta inmunoldgica celular;

- Determinacion del potencial immunoestimulante de la cepa portadora para la entrega de ADN heterélogo
(vacunacién de ADN).

Preferencialmente, la cepa aceptora de Salmonella tiene un rango de huésped amplio, que exhibe patogenicidad
importante tanto en animales como en humanos. Idealmente, esta es una cepa de Salmonella que es fuertemente
patogénica para los ratones, tal como la S. typhimurium Después del desarrollo exitoso de la cepa de vacuna de
salmonella recombinante, la cepa es directamente aplicable para el uso tanto en animales como en humanos. Si tal
cepa aceptora de Salmonella ideal no es satisfactoria para el huésped respectivo, otro huésped de Salmonella especifica
debe ser seleccionado, tal como S. typhi para humanos.

Otros aspectos de la invencién se relacionan con el uso de una molécula de acido nucleico como se muestra en las
Figs. 21 A o B o en una de las Figs. 22 A - Q, modificadas opcionalmente como se describe mds arriba o de un vector
como se describe mds arriba para la preparacién de un portador para la presentacion de un antigeno a un huésped y
para el uso del locus de SPI2 de Salmonella para la preparacion de un portador para la presentacion de un antigeno
a un huésped. En este contexto el término “Locus de SPI2 de Salmonella” se refiere a cualquier secuencia de dcido
nucleico, que codifica o no codifica, y al producto de expresion de las secuencias de codificacién.

La presente solicitud también describe una molécula de 4cido nucleico aislada que comprende un dcido nuclei-
co de al menos 100 nucleétidos a) de la secuencia de dcido nucleico de una de las Figs. 24 A, B, b) de una se-
cuencia de 4cido nucleico la cual bajo las condiciones estrictas hibridiza con la secuencia de dcido nucleico de una
de las Figs. 24 A, B. Dicha molécula de acido nucleico la cual es capaz de inducir la expresién de una secuencia
de 4cido nucleico que codifica para un péptido o polipéptido operativamente conectado a dicha molécula de 4cido
nucleico.

El Pivi promotor inducible in vivo comprende un fragmento de ADN que porta las secuencias para un operador y un
promotor transcripcional. Tal promotor inducible in vivo puede ser identificado aplicando un método de gen reportero
adecuado. Dos de tales promotores inducibles in vivo han sido identificados dentro del locus de SPI2 los cuales
inician la expresion del operén ssaBCDE (promotor A2) y el operén de sseABsscAsseCDEsscBsseFG (promotor B),
respectivamente. Estos promotores son inducidos por un sistema regulativo que comprende los productos de gen ssrA
y ssrB. Este sistema regulativo es parte del locus de SPI2 responsable de la activacién de genes de locus de SPI2
adicionales. El sistema regulativo es activado en macréfagos por sefial (s) ambiental por medio de la proteina sensora
SsrA. La proteina SsrB se une definitivamente en una secuencia de ADN definida la cual inicia la transcripcidn a través
de la polimerasa de ARN.

En una forma de aplicacién el fragmento de ADN que comprende las secuencias operadora/promotora es insertado
delante de un gen invertasa o un gen activador o un casete de expresién de gen, para por ello ejecutar una expresion
inducible in vivo en bacterias que llevan por lo menos el y los genes ssrA y sstB o el locus de SPI2 completo.

Por lo tanto, la presente solicitud describe un sistema de expresion para la expresion inducible in vivo de un
acido nucleico heterélogo en una célula seleccionada, que comprende una célula portadora para dicho 4cido nucleico
heter6logo, en donde dicha célula portadora comprende (a) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacido
mostrada en la Fig. 23 P (ssrA) o un homdélogo funcional del mismo, (b) un polipéptido que tiene la secuencia de
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aminodcido mostrada en la Fig. 23 Q (ssrB) o un homélogo funcional del mismo, y, (c) la molécula de 4cido nucleico
de una de las Figs. 24 A, B o un homdlogo funcional del mismo, como se describid arriba.

La célula seleccionada podria ser cualquier célula apropiada pero preferentemente es un macréfago. La célula
portadora preferentemente es una célula de Salmonella. La célula seleccionada también podria comprender uno o
mads de los elementos descritos més arriba tales como los casetes marcadores selectivos, casetes de expresion de gen,
casetes transactivadores, casetes de invertasa y/o casetes de inserciéon. Ademads, podria comprender un 4dcido nucleico
heter6logo, en particular, los 4cidos nucleicos heterélogos pueden ser insertados en un casete de expresién de gen,
dando por lo tanto el GEC funcional.

La presente solicitud también describe el uso de una molécula de dcido nucleico que comprende al menos 100
nucledtidos de la secuencia de acido nucleico mostrada en una de las Figs. 24 A, B o hibridizar con éstos y que tiene
actividad promotora, para la expresion inducible in vivo de una molécula de dcido nucleico heter6loga.

La presente solicitud también describe el uso de dicha molécula de 4cido nucleico para la deteccion de promotores
inducibles in vivo.

Procedimientos experimentales

Las cepas, el material, y los métodos usados en el sistema de secrecion de tipo III de la Isla 2 del trabajo de
Patogenicidad de la Salmonella (SPI2) como se describid arriba son como sigue:

Ratones

Las hembras BALB/c (H-2%) de 6 a 12 semanas de edad fueron mantenidas bajo las condiciones estidndar de
acuerdo con las pautas institucionales. Este estudio fue aprobado por un comité de ética para el uso de animales en la
investigacién experimental.

Cepas bacterianas, fagosy pldsmidos

Las cepas bacterianas, fagos y pldsmidos usados en este estudio son listados en la Tabla 1. A menos que se indique
otra cosa, las bacterias fueron cultivadas a 37°C en caldo de Luria Bertani (LB) o agar, complementado con ampicillin
(50 pug/ml), kanamicina (50 pg/ml), o cloramfenicol (50 ug/ml) donde fue apropiado. Las células eucariéticas fueron
cultivadas en RPMI 1640 complementada con 10% de suero de feto de ternero (SFT), 100 U/ml de penicilina, 50 pg/ml
estreptomicina, 5x10° M de 2-mercaptoetanol y 1 mM de L-glutamina (GIBCO BRL Prisley, Escocia). Para lograr
la expresion constitutiva de g-gal, el plasmido pAH97 (Holtel et al., 1992) fue electroporado en las cepas portadoras
como se describi6 en otra parte (O’ Callaghan y Charbit, 1990).

(Tabla pasa a pdgina siguiente)

12



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2313792 T3

TABLA 1

Fagos, plasmidos y cepas bacterianas usados en este trabajo

Fago, plasmido o cepa

Descripcion

Referencia

Fagos
A

A2
A5

Piasmidos
pBluescriptKS+,
pBiuescriptSK+
puC18

pT7-Blue

pCVD442
pACYC184
pPGPLO1

pLBO2

pGP704

pKAS32
pNQ705 pSB315

p1-6

p1-20
p1-21
pi-22
p2-2

p2-20

p2-21
p2-22
p2-50
p5-2

p5-30
p5-31
p5-33
p5-4

p5-40
p5-41
p5-43
p5-5

p5-50
p5-51

p5-83
p5-60
p5-8

psseA
psseB
psseC

Clon de la biblioteca genémica de S. typhimurium
ADN en A 1059
Clon de la biblioteca genémica de S. typhimurium
ADN en A 1059
Clon de la biblioteca gendmica de S. typhimurium
ADN en A 1059

Amp" vectores de clonacién de alta cantidad de copias

Amp" vectores de clonacién de alta cantidad de copias

Amp" vectores de clonacion de alta cantidad de copias

Vector suicida

Cm', Tet'; vector de clonacién de baja cantidad de copias
REK ori, Amp", vector suicida dependiente de Apir para
fusiones fuc

R6K ori, Amp", vector suicida dependiente de Apir para
fusiones luc

R6K ori, Amp’; vector suicida dependiente de Apir

Ampr; vector suicida dependiente de Apir; rpsl®

R6K ori, Cm", vector suicida dependiente de Apir
Kanr, Ampr

Amp’, 4,8 kb de fragmento de A1 Pstl/BamH| en pT7-
Blue

1,7 kb de fragmento BamHI/Hincll de p1-6 en pKS+
Casete aphT en el sitioc EcoRV de p1-20

Xbal/Kpnl inserto de p1-21 en pKAS32

Ampr, 5,7kb de fragmento BamH| de A2 en pUC18
1,6kb de fragmento HindlIl / Hincll de p2-2 en
Hindlli/fSmal-asimilado pKS+

Casete aphT en el sitio Hincll de p2-20

Inserio de p2-21 en pKAS32

3,7 kb de fragmento BamHi/Kpni p2-2 en pKS+
Ampr; 5.7kb EcoRl fragmento de 05 en pKS+

3.0kb Psti/EcoR| fragmento de p5-2 in pUC18

aphT casete en EcoRYV sitio de p5-30

Sphi/EcoRl inserto de p5-31 en pGP704

Ampr; 5.8kb Hindlll fragmento de 15 in pSK+

4.5kb Ssti/H indill fragmento de p5-2 in pKS+

aphT casete n Smal sitio de p5-40

Kpni/S stl inserto de p5-41 en pNQ705

Ampr, Pstl digestion de p5-4 y religacion del fragmento
seleccionado

2 6kb BamHl/ Clal fragmento de p5-2 en pKS+

aphT casete en Hindlll sitio de p5-50 después de llenado
Kienow

Xbal/Sall inserto de p5-51 en pGP704

Clal digestién de p5-2 y religacién de fragmento mayor
Amp’, 2.2kb PstliMindlll fragmento de p5-2 en pSK+
Cm'; sseA en pACYC 184

Cm'; sseB in pACYC184

Cm'; sseC in pACYC184

Shea et al., 1996

Shea et al., 1996

Stratagene, Heidelberg

Gibco-BRL,

Novagen,
Heidelberg

Donnenberg et al., 1991
Chang y Cohen, 1978

Gunn y Miller, 1996

Gunn y Miller, 1996

Miller y Mekalanos, 1988

Skorupski y Taylor, 1996
Forsberg et al., 1994

Galanetal,, 1992
Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
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Cepas de E. coli

DH5a Ver referencia Gibco-BRL
S17-1 Apir Apir fago liségeno (ver referencia) Miller y Mekalanos, 1988
CC118 Apir Apir fago lisogeno (ver referencia) Herrero et al., 1990
XL1-Blue ver referencia Stratagene
Cepas de S. typhimurium
NCTC12023 tipo natural Colindale, UK
CSo015 phoP-102:Tn10d-Cm Miller et al., 1989
CS022 phoP°® Miller et al., 1989
P2D6 ssaV:mTn5 Shea et al., 1996
P3F4 ssrA:m Tn5 Shea et al., 1996
P4H2 hilA:mTn5 Monack et al., 1996
P6E11 spaRS:mTn5 Shea et al., 1996
P8G12 ssrB:mTn5 Shea et al., 1996
P9B6 ssaV:mTin5 Shea et al., 1996
P9B7 ssaT::mTnb Shea et al., 1996
P11D10 ssaJ::mTn5 Shea et al., 1996
NpssaV ssaV::aphT, Km'; mutacién no polar Deiwick et al., 1998
HH100 sseAA:::aphT, Km', mutacion no polar Este estudio
HH101 HH100 conteniendo psseA Este estudio
HH102 sseBA:::a phT, Km'; mutacion no polar Este estudio
HH103 HH102 conteniendo psseB Este estudio
HH107 sseFA::aphT, Km'; mutacion no polar Este estudio
HH108 sseG.::a phT, Km'; mutacién no polar Este estudio
MvP102 sseEA:::sscB, Km', mutacion no polar Este trabajo
MvP103 sseC::aphT, Km'; mutacién no polar Este trabajo
MvP103 [psseC] MvP 103 conteniendo psseC Este trabajo
MvP131 ssaB::luc en S. Typhimurium NCTC12023 Este trabajo
MvP127 sseA:luc en S. typhimurium NCTC12023 Este trabajo
MvP244 ssaB:luc en S. Typhimurium P8G12 Este trabajo
MvP266 ssaH:luc en S. Typhimurium NCTC12023 Este trabajo
Cepas de S. typhimurium
MvP284 ssrA::a phT, Km"; mutacion no polar Este trabajo
MvP320 ssrB::aphT, Km'; mutacién no polar Este trabajo
MvP337 Delecién en marco en sseC Este trabajo
MvP338 Delecion en marco en sseD Este trabajo
MvP339 Delecién en marco en sscB Este trabajo
MvP340 Delecion en marco en ssrA Este trabajo
SL7207 S. typhimurium 2337-65 hisG46, DEL407 aroA:Tnl(Tc-s)  Forma de donacién de
B.A.D. Stocker
H1-57 sseC AsseC Este trabajo
Ejemplo 1

Distribucion de la patogenicidad de la isla SPI-2 dentro de cepas diferentes de Salmonella

La presencia de marcos de lectura abiertos de la regién SPI-2 en varias Salmonellas aisladas y E. coli k -12 fueron
analizadas por hibridizacién Southern como se muestra en la Tabla 2.
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TABLA 2

Prevalencia de los genes SPI-2 en ssp de Salmonella diversas deducidas de las sondas del gen representativo

Especies Sub especies serovar/serotipo ssrAB MLA
S. entérica | typhimurium + +
S. entérica I typhi + +
S. entérica I ++ ++
S. entérica llla + +
S. entérica llib + +
S. entérica v + +
S. entérica Vi + +
S. bongori VI 66:z41:- - - +
S. bongori 44:748.- - - +
E. coli K-12 - .

La presencia o falta de bandas de hibridizacion son indicadas por + o -, respectivamente.
Hibridizacion

El ADN gendémico de distintas cepas de Salmonella y E. coli k-12 fue preparado como previamente se describi
(Hensel et al., 1997a). Para el andlisis de hibridizacién Southern, el ADN genémico fue digerido con EcoRI o EcoRY,
fraccionado sobre 0,6% de geles de agarosa y se transfirieron a membranas N* de Hybond (Amersham, Braunschweig).
Diversas sondas que corresponden a la regién de SPI - 2 fueron obtenidas como fragmentos de restriccion de la inser-
cién subclonados de A1. Las sondas que corresponden a MLA 242 y a MLA 319 fueron generadas por PCR usando
juegos de cebadores D89 (5’-TTTTTACGTGAAGCGGGGTG-3") y D90 (5’-GGCATTAGCGGATGTCTGACTG-
3%), y D91 (5-CACCAGGAACCATTTTCTCTGG-3") y D92 (5’-CAGCGATGACGA- TATTCGACAAG- 3’), res-
pectivamente. El PCR fue efectuado de acuerdo con las especificaciones del fabricante (Perkin - Elmer, Weiterstadt).
Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis de gel de agarosa y los fragmentos del tamafio esperado
fueron recuperados y purificados. Las sondas de hibridizacién fueron etiquetadas usando el sistema de etiquetamiento
DIG como se describe por el fabricante (Boehringer, Mannheim).

Ejemplo 2

Caracterizacion de los genes sse y construccion de sseC::aphT, sseD::a phT y sseEA de las cepas mutantes de S.
Typhimurium MvP103, MvP101 y MvP102

Organizacion de los genes sse y ssc

Para caracterizar el SPI2 genéticamente y funcionalmente, una regién central de la isla de patogenicidad (Fig. 1
A) ha sido clonada y secuenciada. Los fragmentos de ADN que cubren la region entre ssaC y ssal fueron subclonados
en plasmidos p5 - 2 y p5 - 4 como se indica en la Fig. 1C. El arreglo y la designacién de los genes en la region de
8 kb entre ssaC y ssaK son mostrados en la Fig. 1 B. Esta secuencia estard disponible en la base de datos de EMBL
bajo el nimero de acceso AJ224892 en un futuro préximo. La region secuenciada extiende el marco de lectura abierto
(MLA) de un gen que codifica una subunidad putativa de los mecanismos de secrecién de tipo III referido como spiB
(Ochman et al., 1996). Para la coherencia con la nomenclatura universal para subunidades del sistema de secrecién
de tipo III (Bogdanove et al.., 1996) y la nomenclatura de otros genes SPI2 (Hensel et al., 1997D), este gen ha sido
designado ssaD. La secuencia de aminodcido deducida de ssaD es 24% idéntico a YscD de la Y. Enterocolitica. Esto
es seguido por un MLA con la capacidad de codificacién para 9,3 kDa de una proteina, 34% idéntica a YscE de
Y. enterocolitica. Por lo tanto, este gen es designado ssaE. Una secuencia de 263 bp separa el ssaE y un juego de
nueve genes, varios de los cuales codifican proteinas con secuencia semejante a las proteinas efectoras segregadas o
sus chaperones de otros agentes patogenos. Estos genes estdn separados por las regiones intergénicas cortas o tienen
marcos de lectura de superposicion y es probable que algunos sean cotranscritos y acoplados translacionalmente. Por
lo tanto, los genes con semejanza a esos chaperones de codificacion fueron designados sscA y sscB, y los otros sseA -
E. La secuencia de aminoacido deducida de sscA muestra el 26% de identidad y el 49% de semejanza sobre residuos
de aminodcidos 158 a SycD, el producto de lcrH de Y. Pseudotuberculosis que actian como chaperones especificos
de secrecion para YopB y YopD (Wattiau et al., 1994). La secuencia de aminoacido deducida de sscB muestra el
23% de identidad y el 36% de semejanza sobre los residuos de aminoécido 98 a Ippl de Shigella flexneri. Ippl es un
chaperdn para las proteinas de invasion S. flexneri (Ipas) (Baundry et al., 1988). Como es el caso para los chaperones
de secrecion SycD, Ippl y SicA (Kaniga et al.., 1995), SscB tiene un pl 4cido (Tabla 3), mientras que SscA tiene un pl
inusitadamente alto de 8,8. SseB es el 25% idéntica y el 47% similar al EspA de EPEC sobre la longitud completa de
la proteina de residuo de aminoécido 192 (Fig. 2b). SseD es el 27% idéntico y el 51% similar al EspB de EPEC sobre
residuos de aminodcido 166. SseC tiene semejanza de secuencia a una clase de proteinas efectoras involucradas en el
translocacion de otros efectores en la célula huésped seleccionada. Estas incluyen YopB de Y. Enterocolitica, EspD
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de EPEC y PepB de Pseudomonas aerugunosa. SseC es aproximadamente el 24% idéntico y el 48% similar a tanto
el EspD de EPEC como a la YopB de Y. Enterocolitica (Fig. 2 a). EspD y YopB tienen dos dominios hidrofébicos
que son previstos para insertarse en las membranas celulares seleccionadas (Pallen et al., 1997). SseC contiene tres
regiones hidrofébicas que podian representar dominios extensores de membrana. Las otras caracteristicas de estas
proteinas efectoras previstas se muestran en la Tabla 1. Usando el programa de prondstico TM (Hofmann y Stoffel,
1993), las hélices transmembrana son previstas para todas las proteinas efectoras separadas de SseA las cuales son
muy hidrofilicas. Las alineaciones de SseC a los hom6logos en otros agentes patégenos son mostradas en la Fig. 2 b.
Los aminoécidos conservados estan principalmente agrupados en la parte central mas hidrofébica de la proteina, pero
a diferencia de YopB, no hay ninguna semejanza importante a la familia RTX de toxinas. Los residuos conservados
en SseD estdn presentes principalmente en la mitad terminal N de la proteina. La comparacién de las secuencias de
aminodcido deducidas de sseABCDEEF con las anotaciones en la base de datos de PROSITE no revela la presencia de
ninglin motivo de proteina caracteristica. Nosotros sometimos las secuencias de aminoécido pronosticadas de los genes
sse a las busquedas usando los programas COIL y MULTICOIL como se describe por (Pallen et al.. (1997). SseA'y
SseD son previstos para que tengan una espiral trimérica cada uno, y SseC es previsto para que tenga dos espirales
triméricas (Tabla 3). Ya que EspB y EspD son previstos para tengan una y dos espirales triméricas, respectivamente
(Pallen et al.., 1997), esto provee pruebas adicionales de que estas proteinas estdn relacionadas funcionalmente.

TABLA 3

Caracteristicas de las proteinas previstas

Proteina M, (kDa) p! Predicciones Tm Espirales previstas
SseA 12,5 93 Hidrofilico Al menos una (trimer)
SseB 21,5 47 Hélice de una transmembrana Ninguna
SseC 52,8 6,3 Hélices de tres transmembranas Al menos dos (trimer)
SseD 20,6 438 Hélices de tres transmembranas Al menos una (trimer)
SseE 16,3 97 Hélice de una transmembrana Ninguna
SscA 18,1 8,8 Hidrofilico Ninguna
SscB 16,4 47 Hidrofilico Ninguna

Expresion de genes SPI2
Generacion de anticuerpos contra proteinas SPI2 recombinantes

Para monitorear la expresion de genes SPI2 sseB, sseA y ssaP, fue realizado un andlisis de transferencia Western
de células bacterianas totales con anticuerpos policlonales levantados contra las proteinas SPI2 recombinantes SseB,
SscA, y SsaP.

La electroforesis de gel de proteina y la prueba de manchado Western fueron realizadas como se describié en otra
parte (Laemmli, 1970 y Sambrook et al., 1989). Los plasmidos para la expresion de la proteina SPI2 recombinante
fueron construidos clonando los genes SPI2 individuales en pldsmidos pQE30, pQE31 o pQE32 (Qiagen, Hilden)
para generar la fusién en marco a la etiqueta 6His de terminal N. Los genes SP12 recombinantes fueron expresados
en E. coli M 15 [pREP] (Qiagen) y purificados por cromatografia quelante de metal de acuerdo con las recomenda-
ciones del fabricante (Qiagen). Para la inmunizacién, aproximadamente 1 mg de proteinas SPI2 recombinantes fueron
emulsionadas con el adyuvante completo e incompleto de Freund para las inmunizaciones primaria y de refuerzo,
respectivamente. Los conejos fueron inmunizados subcutdneamente de acuerdo con los protocolos estandar (Harlow
y Lane, 1988). Las proteinas SPI2 fueron detectadas con antisuero levantados contra las proteinas SPI2 recombinan-
tes después de la separacion electroforética de las proteinas de las células totales y transferidas en una membrana
nitrocelulosa (Schleicher y Schuell) usando un dispositivo de manchado “Semi Seco” (Bio - Rad) de acuerdo con el
manual del fabricante. El anticuerpo unido fue visualizado usando una combinacién de fosfatasa alcalina anticuerpo
secundaria de acuerdo con los protocolos estandar (Harlow y Lane).

Generacion de fusiones de gen reportero

Las fusiones de la luciferasa de luciérnaga (luc) del gen reportero a varios genes SPI2 fueron obtenidas usando los
vectores suicidas pLB02 y pGPLO1 (Gunn y Miller, 1996), 1os cuales fueron amablemente suministrados por los Drs.
Gunn y Miller (Seattle).

Para la generacién de una fusién a ssaB, un fragmento de EcoRV de 831 bp de p2 - 2 fue subclonado en EcoRV
pSK* digerido. Para la generacién de una fusién transcripcional a sseA, un fragmento de Smal/Hincll de 1060 bp de
pS - 4 fue subclonado en pSK*. Las insersiones de las contrucciones resultantes pGPLO1 y pLB02 fueron recuperadas
como un fragmento de EcoRI/Kpnl y ligados con los vectores reporteros digeridos de EcoR/Kpnl. Para la generacion
de una fusion transcripcional a ssaJ, un fragmento de Smal/Kpnl de 3 kb de p5 - 2 fue directamente subclonado en
pGPLO1 y pLBO2.
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Las construcciones con fusiones transcripcionales de los genes SPI2 a luc fueron entonces integradas en el cromo-
soma de la S. typhimurium por el apareamiento entre E. coli S17-1 Apir que alberga la construccion respectiva y un
mutante esponténeo de S ryphimurium resistente a 100 ug x de ml™!' de dcido nalidixico y la seleccién para exconjugan-
tes resistentes a la carbenicilina y al 4cido nalidixico. La integracion seleccionada en SPI2 (para las construcciones que
usan pGLPO1) o la region zch (para las construcciones que usan pLLB02) fue confirmada por el andlisis de manchado
Southern. Las fusiones fueron entonces instaladas en una cepa NCTC12023 de S. Typhimurium pasada a un ratén por
una transduccion P22 de acuerdo con los procedimientos estindar (Maloy et al., 1996).

Ensayo de genes reporteros

Las actividades de 8-galactosidasa de las fusiones de gen reportero fueron determinadas de acuerdo con los proce-
dimientos estandar (Miller, 1992).

Las cepas bacterianas que albergan las fusiones de la luciferasa de luciérnaga a los genes SPI2 (cepa MvP127,
sseA:: luc, cepa MvP131, ssaB:: luc, cepa MvP266, ssaH:: luc) fueron cultivadas en un medio con varias concen-
traciones de Mg**. La actividad luciferasa de los alicuotas de los cultivos fueron determinadas usando el equipo de
ensayo de luciferasa Promega (Heidelberg) o reactivos hechos al efecto consecuentemente.

En resumen, las bacterias fueron granuladas por centrifugacién durante 5 minutos en 20.000 x g a 4°C y resuspen-
didas en tampén de disolucién (100 mM de KHPO, de pH 7,8, 2 mM de EDTA, 1% de Triton X - 100, 5 mg x ml~' de
albimina de suero bovino, 1 mM de DTT, 5 mg x ml™! de lisozima). Los lisatos fueron incubados durante 15 minutos
en temperatura ambiente con agitacion repetida y sometida a un ciclo de congelacion/descongelacion. Los alicuotas
de los lisatos (25 ul) fueron transferidos a placas de microtitulo (MicroFLUOR, Dynatech) e inmediatamente probados
después de la adicién de 50 u de reactivo de luciferasa (20 mM deTricina-HCl, de pH 7,8, 1,07 mM de (MgCO;),Mg
(OH),, 100 uM de EDTA, 33,3 mM de DTT, 270 uM de MLi3-coenzima A, 470 uM de D (-)-luciferina, 530 uM
de Mg-ATP) para la emision de fotén usando el luminémetro TriLux MicroBeta (Wallac, Turku). Todos los ensayos
fueron hechos en triplicado y repetidos en ocasiones independientes.

La expresion de genes SPI2 como ssaB y ssaH es inducida por concentraciones bajas de Mg** del medio de cultivo

La cepa de S. typhimurium y las cepas de tipo natural que albergan las fusiones de gen reportero luc a ssaB (cepa
MvP131) y a ssaH (cepa MvP266 ) fue cultivada a la fase media del registro (OD en 600 nm de aproximadamente 0,5)
en medios minimos que contienen las cantidades altas de Mg** (10 mM de MgCl,). Este medio es referido como el
medio G. Las bacterias fueron recuperadas por centrifugacion, lavadas tres veces en un medio minimo que contiene
8 uM de Mg2+, Este medio es referido como el medio F. Las bacterias fueron resuspendidas en el medio F o en el
medio G y el cultivo a 37°C fue continuado. Los alicuotas de los cultivos de las cepas MvP131 y MvP266 fueron
retirados en varios puntos de tiempo diferentes y sometidas al andlisis de la actividad de luciferasa. Los alicuotas de
la cepa de tipo natural fueron retirados en los mismos puntos de tiempo. La proteina de las células bacterianas totales
fueron separada por SDS - PAGE y transferidas a membranas de nitrocelulosa. Estas manchas fueron incubadas con
anticuerpos levantados contra la proteina recombinante SsaP y SscA para detectar proteinas sintetizadas después del
cambio de concentracién de magnesio en la concentraciéon de magnesio.

Después de cambiar las bacterias de un medio de cultivo con cantidades altas de Mg?** a un medio con cantidades
limitadas de Mg?*, la expresion de genes SPI2 fue altamente inducida. Esta induccién puede ser monitoreada usando
el gen reportero luc combinado en posiciones diferentes de SPI2. Ademds, las proteinas sintetizadas después de la
induccion de SPI2 fueron detectadas por manchas Western. Sin embargo, atin en presencia de cantidades altas de
Mg?>*, un bajo nivel de expresion de genes SPI2 fue observado.

La expresion de genes SPI2 como sseA 'y ssaB es modulada por la regulacion de PhoP/PhoQ

Ninguna expresion de sseB o sscA fue observada durante el cultivo en varios medios ricos, o medios de cultivo
de células con o sin suero. Sin embargo una cantidad baja de SsaP fue detectada después del cultivo en LB u otros
medios ricos como la infusién de cerebro corazén (BHI). El cultivo en un medio minimo que contiene menos de 30
uM de Mg** induce la expresion de genes SPI2. Tal efecto de la concentracién de Mg** hasta ahora ha sido observado
solamente para los genes regulados por PhoP/PhoQ. Esta observacion estd en contraposicién con un informe anterior
de Valdivia y Falkow (1997) que postularon que la expresion del gen SPI2 era independiente de PhoP/PhoQ. Sin
embargo, en un ambiente de cepa (constitutiva) de PhoP*¢ (CS022, Miller et al., 1989) la expresién de genes SPI2 no
era constitutiva sino atn asi era dependiente de la concentraciéon de Mg?* del medio. Esto indica que la expresion
del gen de SPI2 es modulada por PhoP/PhoQ, pero que los elementos reguladores adicionales tales como SsrA/B son
necesarios.

Clonacion y secuenciacion de ADN
Las preparaciones y manipulaciones genéticas de ADN fueron realizadas de acuerdo con los protocolos estandar

(Sambrook et al, 1989). La transformacién de ADN pldsmido de células bacterianas fue realizada por electroporacién
(O’Callaghan y Charbit, 1990).
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Los clones que albergan fragmentos de SP12 fueron identificados de una biblioteca de ADN genémicos de S.
typhimurium de 41059 la cual ha sido descrita previamente (Shea et al., 1996). Los genes sse y ssc fueron subclo-
nados del clon A5 en un fragmento de 5,7 kb de EcoRI (p5 - 2) y un fragmento de HindIII (p5 - 4) de 5,8 kb en de
pBluescriptKS+ como se induce en la Fig. 1 y en la Tabla 1. La secuenciacién del ADN fue realizada usando una es-
trategia de cebador errante. El método didesoxi (Sanger et al., 1977) fue aplicado usando el sistema de secuenciacion
de Pharmacia T7 para la secuenciaciéon manual y la quimica de terminador de tinte por el andlisis automdtico en un
instrumento de secuenciacién ABI377. El ensamblaje de céntigos de las secuencias de ADN fue realizada por medio
del programa AssemblyLign and MacVector (Oxford Molecular, Oxford). Para los andlisis de las secuencia adicionales,
los programas de la versién 8 del paquete GCG (Devereux et al., 1984) fueron usados en la red de HGMP.

Construccion de mutaciones no polares

La construccién de las mutaciones no polares en sseC (MvP103), sseD (MvP101) y sseE (MvP102) son descritas
abajo. Todas las modificaciones cromosémicas fueron confirmadas por PCR y el andlisis de hibridizacién Southern
(Southern, 1975, J. Mol. Biol. 98: 503-517).

- El MvP103 mutante, sseC. Un fragmento de 2,6 kb fue recuperado después de la digestion de BamHI y
Clal de p5 - 2 y subclonado en pBluescript II KS+ digerido por BamHI/Clal. La construccién roma re-
sultante llamada p5 - 50 fue digerida por HindIII, terminada roma usando el fragmento Klenow de ADN
polimerasa y ligada al casete aphT. Un fragmento Hincll de 900 bp de pSB315 que contiene un gen de
aminoglicdsido 3’-fosfotransferasa (aphT) del cual el terminador transcripcional habia sido retirado (Ga-
ldn et al., 1992) fue ligado en la misma orientacion en el sitio HindIII romo del plasmido p5 - 50. Después
de la transformacién de E. coli XL - 1 Blue y la seleccién para la resistencia en contra de la kanamicina
y la carbenicilina (50 ug/ml de cada una) un clon ha sido escogido y el plasmido de alojamiento se aislo.
Este plasmido fue nombrado p5 - 51 y su identidad confirmada por el andlisis de restriccién. Fue ademas
digerido con Sall y Xbal y el inserto de 3,5 kb fue ligado a pGP704 digerido por Sall/Xbal. Este plasmido
fue electroporado en E. coli CC 118 Apir y los transformantes seleccionados para la resistencia a la kana-
micina y la carbenicilina (50 pg/ml cada una). Como se hizo antes, un clon fue escogido, su plasmido con
el correspondiente fragmento de ADN en pGP704, nombrado p5 - 53, aislado y confirmado por el analisis
de restriccién. El pldsmido P5 - 53 fue electroporado en E. coli S17-1 Apir y transferido en NCTC12023
de S typhimurium (resistente al dcido nalidixico, 100 ug/ml) por conjugacién como ha sido descrito previa-
mente (de Lorenzo y Timmis, 1994). Los exconjugantes en los cuales el gen sseC habia sido reemplazado
por el gen clonado alterado por la insercién del casete aphT fueron seleccionados para la resistencia a la
kanamicina y al 4cido nalidixico (100 ug/ml). Los exconjugantes resultantes fueron finalmente probados
para un fenotipo de lactosa negativa y sus sensibilidades a la carbenicilina. Los clones seleccionados fueron
ademads examinados por el andlisis de manchado Southern. Para excluir las posibles mutaciones que han
sido adquiridas durante el procedimiento de clonacién el alelo sseC mutado fue transferido en un ambien-
te de Salmonella fresca por transduccion de P22 (descrito por Maloy et al., 1996). La cepa MvP103 de
Salmonella resultante fue examinada para la presencia del casete de resistencia dentro del gen sseC por el
uso de PCR. La amplificacion fue realizada usando los cebadores E25 (5’-GAAATCCCGCAGAAATG-3")
y E28 (5’-AAGGCGATAATATAAAC-3’). El fragmento resultante tuvo un tamafio de 1.6 kb para el tipo
natural de S. typhimurium y 2,5 kb para la cepa MvP103. Para la complementacién de las mutaciones no
polares en sseC, los genes correspondientes fueron amplificados por PCR de ADN gendmico usando una
serie de cebadores que corresponden a la regién 5° de los codones de inicio putativos y a los extremos 3’
de los genes. Estos cebadores introdujeron sitios de restriccién de BamHI en los terminales de los genes
amplificados. Después de la digestion con BamHI, los genes fueron ligados a pACYC184 digerido por
BamHI (Chang y Cohen, 1978) y transferidos en E. coli DH5a. La orientacién del inserto fue determinada
por PCR, y ademds, la secuenciaciéon de ADN fue realizada para confirmar la orientacién y la secuencia
de ADN correcta de los insertos. Los plasmidos con insertos en la misma orientacidn transcripcional como
el gen Tetr de pACYC184 fueron seleccionados para estudios de complementacién y electroporados en las
cepas de S typhimurium que albergan las mutaciones no polares correspondientes.

- MvP101 mutante, sseD. Un fragmento de 3,0 kb fue recuperado después de la digestién de Pstl y EcoRI
de p5-2 y subclonado en pUCI18 digerido por Pstl/EcoRI. La construccion resultante llamada p5 - 30 fue
digerida por EcoRV y tratada con fosfatasa alcalina. El casete aphT fue aislado como se describié arriba
y ligado al pldsmido linearizado p5-30 en la misma orientacién en el sitio de EcoRV unica. Después de la
transformacion de E. coli XL - 1 Blue y la seleccién en contra de la kanamicina y la carbenicilina (50 pg/ml
cada una) un clon ha sido escogido y el plasmido de alojamiento aislado. Este plasmido fue nombrado p5
-31 y su identidad confirmada por el andlisis de restricciéon. El p5 - 31 fue ademds digerido con Sphl y
EcoRI, un fragmento de 4,0 kb aislado y ligado a pGP704 digerido por Sphl/EcoRI. Este pldsmido fue
electroporado en E. coli CC118 Apir y los transformantes seleccionados a la kanamicina y a la carbenici-
lina (50 pg/ml cada una). Como se hizo antes, un clon fue escogido, su pldsmido con el correspondiente
fragmento de ADN en pGP704, nombrado p5 - 33, aislado y confirmado por el andlisis de restriccién. El
plasmido P5 -33 fue electroporado en E. coli S17-1 Apir y trasferido en S Typhimurium NCTC12023 (resis-
tente al 4cido nalidixico) por conjugacién como ha sido descrito previamente (de Lorenzo y Timmis, 1994).
Los exconjugantes en los cuales el gen sseD habia sido reemplazado por el gen clonado alterado por la in-
sercion del casete aphT fueron seleccionados para la resistencia a la kanamicina y al 4cido nalidixico (100
pg/ml). Los exconjugantes resultantes fueron finalmente probados para un fenotipo de lactosa negativa y
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su sensibilidad a la carbenicilina. Los clones seleccionados fueron ademds examinados por el andlisis de
manchado Southern. Para excluir las posibles mutaciones las cuales podrian haber sido acumuladas durante
el procedimiento de clonacién el alelo sseD mutado fue transferido en un ambiente de Salmonella fresca
por transduccién de P22 (descrita por Maloy et al., 1996). La cepa de MvP101de Salmonella resultante fue
examinada para la presencia del casete de resistencia en el gen sseD por el uso de PCR. La amplificacién
fue realizada usando los cebadores E6 (5’-AGAGATGTATTAGATAC-3) y E28 (5’-AAGGCGATAATA-
TAAAC-3’). El fragmento resultante tuvo un tamafio de 0,8 kb para la S. ryphimurium de tipo natural fue
usado y 1,7 kb en el caso de la cepa MvP101.

- MvP102 mutante, la delecién de partes de sseE y sscB. Un fragmento de 4,5 kb fue recuperado después
de la digestion de Sstl y HindIII de p5-2 y subclonado en pKS+ digerido por Sstl/HindIII. La construccién
resultante llamada p5-40 fue digerida por Smal, digerida con fosfatasa alcalina y ligada al casete aphT en
la misma orientacion en el sitio Smal tnico creado en el plasmido de delecidon p5-40 sseE/sseB como se
describi6 arriba. Después de la transformacién de E. coli XL-1 Blue y la seleccién en contra de la kana-
micina y la carbenicilina (50 pug/ml cada una) un clon fue escogido y el pldsmido de alojamiento aislado.
Este plasmido fue nombrado p5-41 y su identidad confirmada por medio del andlisis de restriccién. Fue
ademds digerido con Kpnl y Sstl y el inserto fue ligado a pNQ705 digerido por Kpnl/Sstl. Este pldsmido
fue electroporado en E. coli CC118 Apir y las bacterias transformadas seleccionadas a la kanamicina y al
cloramfenicol (50 ug/ml cada una) Como se hizo antes, un clon fue escogido, su pldsmido con el correspon-
diente fragmento de ADN en pNQ705, nombrado p5-43, aislado y confirmado por el andlisis de restriccion.
El plasmido resultante fue usado para transferir el gen mutado en el cromosoma de la Salmonella como se
describi6 arriba. Los clones resultantes han sido examinados por el andlisis de manchas Southern. Para
excluir las mutaciones posibles las cuales pueden haber sido adquiridas durante el procedimiento de clo-
nacidn el alelo sseE/SscB mutado fue transferido en un ambiente de Salmonella fresca por transduccién
de P22 (descrita por Maloy et al., 1996). La cepa MvP102 de Salmonella resultante fue examinada para la
presencia del casete de resistencia dentro del gen sseE/sseB por el uso de PCR. La amplificacién fue rea-
lizada usando los cebadores E6 (5’-AGAGATGTATTAGATAC-3’) y E4 (5’-GCAATAAGAGTATCAAC-
3’). El fragmento resultante tuvo un tamafio de 1,6 kb para la S. typhimurium del tipo natural y un tamafio
de 1,9 kb para la cepa MvP102.

Construccion de cepas mutantes que portan las deleciones en marco en sseC, sseD y sscB

En base a la observacion de que un no polar en sseE no result6 en una atenuacién importante de la virulencia en el
modelo de ratén (Hensel et al., 1998), la generacioén de un mutante de delecion para el gen sseE no es de interés para
la generacién de cepas portadoras.

Construccion de una delecion en marco en sseC, MvP337 mutante

Una delecién de 158 bp entre el codén 264 y 422 de sseC se generd. El plasmido p5-2 fue digerido por Clal y el
fragmento mds grande que contiene la porcién del vector se recuperd y se autoligé para generar p5-60. El plasmido p5-
60 fue linearizado por digestiéon con HindIII el cual corta una vez dentro del gen sseC. Los cebadores sseC-del-1 (5°-
GCT AAG CTT CGG CTC AAATTG TTT GGA AAA C-3’) y sseE-del-2 (5’-GCT AAG CTT AGA GAT GTA TTA
GAT ACC-3’) fueron disefiados para introducir sitios de HindIII. PCR se realiz6 usando un p5-60 linearizado como
plantilla de ADN. La polimerasa TaqPlus (Stratagene) se us6 segun las instrucciones del fabricante. Las reacciones
de volumen de 100 ul fueron fijadas a usando un 10 ul de tampén de 10 x TagPlus Precision que contiene cloruro de
magnesio, 0,8 ul de 100 mM de dNTPs, 250 ng de plantilla de ADN (p5-8 linearizado), 250 ng de cada cebador y 5 U de
polimerasa de ADN TagPlus. PCR fue realizado durante 35 ciclos de: 95°C durante 1 minuto, 60°C durante 1 minuto,
72°C durante 6 minutos. Entonces un paso final de 72°C durante 10 minutos fue agregado. 10 ul de la reaccién de PCR
se analizaron. Un producto del tamafio esperado fue recuperado, digerido por HindIlIl, autoligado, y la mezcla de la
ligacién fue usada para transformar E. coli DHS5a a la resistencia a la carbenicilina. Los plasmidos se aislaron de los
transformantes y la integridad del inserto y la delecién fueron analizadas por digestion de la restriccion y secuenciacién
de ADN. El inserto de una estructura confirmada se aislé después de la digestiéon con Xbal y Kpnl y ligado al vector
pKAS32 digerido por Xbal/Kpnl. La construccion resultante fue usada para transformar la E. coli S17-1 Apir a la
resistencia a la carbenicilina, y la transferencia conjugacional del plasmido a la S. typhimurium (NalR, StrepR) se
realizé segin los procedimientos estindar (de Lorenzo y Timmis, 1994). Los exconjugantes que habian integrado el
pldsmido suicida por recombinaciéon homdéloga fueron seleccionados a través de resistencia al dcido nalidixico y a la
carbenicilina, y protegidos para la sensibilidad a la estreptomicina. Tales clones fueron crecidos en LB a OD600 de
aproximadamente 0,5 y los alicuotas fueron colocados en placas en LB que contienen 250 pg/ml de estreptomicina
para seleccionar por colonias que habian perdido el plasmido integrado y habfan sufrido intercambio alélico. Los
clones resistentes a la estreptomicina pero sensibles a la carbenicilina se usaron para el andlisis ulterior. El filtrado
de los mutantes con una delecién dentro del locus sseC fue realizado por PCR usando los cebadores sseC-For (5°-
ATT GGA TCC GCA AGC GTC CAG AA-3’) y sseC-Rev (5-TAT GGA TCC TCA GAT TAA GCG CG-3’). La
amplificacion de ADN de clones que contienen el alelo de sseC de tipo natural resulté en un producto de PCR de 1520
bp, el uso de ADN de los clones que albergan un alelo de sseC con una delecién interna resulté en un producto de
PCR de 1050 bp. La integridad de los clones que albergan la delecion de sseC fue ademds confirmada por el andlisis
Southern del locus de sseC. Finalmente, el locus del sseC que contiene la delecién interna en marco se pasé a un
ambiente de cepa fresca de S. typhimurium a través de la transduccién P22 (Maloy et al., 1996) y la cepa resultante se
nombré MvP 337.
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Construccion de una delecion en marco en sseD, cepa mutante MvP338

Una delecién de 116 bp entre el codén 26 y 142 de sseD se generd. El plasmido p5-2 fue digerido por HindIII/Pstl
y un fragmento de 2,1 kb se aislé y subcloné en un vector pBluescript SK+ digerido por HindIII/PstI. La construccién
resultante se nombré p5-8. El p5-8 fue linearizado por digestién con EcoRV el cual corta dos veces dentro del gen
sseD. Los cebadores sseD-del-1 (5’-ATA GAA TTC GGA GGG AGA TGG AGT GGA AG -3’) y sseD-del-2 (5’-ATA
GAA TTC GAA GAT AAA GCG ATT GCC GAC-3’) fueron disefiados para introducir sitios de EcoRI. PCR se realiz6
usando p5-8 linearizado como plantilla de ADN. La polimerasa TagPlus (Stratagene) se usé segun las instrucciones
del fabricante. Las reacciones de volumen de 100 ul fueron fijadas usando 10 ul de tampén 10 x TagPlus Precision que
contiene cloruro de magnesio, 0,8 ul de 100 mM de dNTPs, 250 ng de plantilla de ADN (p5-8 linearizada), 250 ng de
cada cebador y 5 U de polimerasa de ADN 7TagPlus.. PCR se realiz6 durante 35 ciclos de: 95°C durante 1 minuto, 60°C
durante 1 minuto, 72°C durante 5 minutos. Entonces un paso final de 72°C durante 10 minutos fue agregado. 10 ul de
la reaccion de PCR se analizaron. Un producto del tamafio esperado fue recuperado, digerido por EcoRI, autolimitado,
y la mezcla de la ligacién fue usada para transformar la E. coli DH5« a la resistencia a la carbenicilina. Los plasmidos
se aislaron de los transformantes y la integridad del inserto y la delecion fueron analizadas por mapeo de restriccién y
secuenciacién de ADN. El inserto de una construccién confirmada se aislé después de la digestién con Xbal y Kpnl y
ligado al vector pKAS32 digerido por Xbal/Kpnl. La construccion resultante fue usada para transformar la E. coli S17-
1 Apir a la resistencia a la carbenicilina, y la transferencia conjugacional del plasmido a la S. ryphimurium de (Nal¥,
Strep®) se realizé segiin los procedimientos estdndar (de Lorenzo y Timmis, 1994). Los exconjugantes que habian
integrado el pldsmido suicida por recombinaciéon homdéloga fueron seleccionados por la resistencia al dcido nadilixico
y a la carbenicilina, y protegidos para la sensibilidad a la estreptomicina. Tales clones fueron crecidos en LB a OD600
de aproximadamente 0,5 y los alicuotas se colocaron en placas en LB que contienen 250 pg/ml de estreptomicina para
seleccionar por las colonias que habian perdido el plasmido integrado y habian sufrido intercambio alélico. Los clones
resistentes a la estreptomicina pero sensibles a la carbenicilina se usaron para el andlisis ulterior. La proteccién de
los mutantes con una delecién dentro del locus del sseD fue realizada por PCR usando los cebadores sseD-For (5’-
GAA GGA TCC ACT CCA TCT CCC TC-3’) y sseD-Rev (5-GAA GGA TCC ATT TGC TCT ATT TCT TGC-3").
La amplificacién de ADN de clones que contienen el alelo de sseD de tipo natural resulté en un producto de PCR de
560 bp, el uso del ADN de los clones que albergan un alelo del sseD con una delecién interna resulté en un producto
de PCR de 220 bp. La integridad de los clones que albergan la delecién del sseD fue ademds confirmada por anélisis
Southern del locus del sseD. Finalmente, el locus del sseD que contiene la delecion interna en marco se pasé a un
ambiente de cepa fresca de S. typhimurium a través de la transduccioén de P22 (Maloy et al., 1996) y la cepa resultante
se nombré MvP338.

Construccion de una delecion en marco en sscB, cepa mutante MvP339

Una delecion de 128 bp entre el codén 32 y 160 de sscBse se generé. Un fragmento de 3kb de Bg/II de plasmido
pS-2 fue ligado en el sitio de BamHI de pBluescript KS+ para generar el plasmido p5-70. El plasmido p5-70 fue
linearizado por digestion con Ncol que corta una vez dentro del gen sscB. Los cebadores sscB-del-1 (5’-ATG GGA
TCC GAG ATT CGC CAG AAT GCG CAA-3’) y sscB-del-2 (5’-ATG GGA TCC ACT GGC ATA AAC GGT TTC
CGG-3’) fueron disefiados para introducir sitios BamHI. PCR se realizé usando p5-70 linearizado como plantilla de
ADN. La polimerasa TaqPlus (Stratagene) se us6 segun las instrucciones del fabricante. Las reacciones de volumen
de 100 pl fueron fijadas usando 10 ul de tampén de 10 x TagPlus Precision que contiene cloruro de magnesio, 0.8 ul
de 100 mM de dNTPs, 250 ng de plantilla de ADN (p5-70 linearizado), 250 ng de cada cebador y 5 U de polimerasa
de ADN TagPlus.. PCR se realiz6 durante 35 ciclos de: 95°C durante 1 minuto, 60°C durante 1 minuto, 72°C durante 6
minutos. Entonces un paso final de 72°C durante 10 minutos fue agregado. 10 ul de la reaccién PCR fue analizada. Un
producto del tamaiio esperado fue recuperado, digerido por BamHI, autoligado, y la mezcla de la ligacién fue usada
para transformar E. coli DH5« a la resistencia a la carbenicilina. Los pldsmidos se aislaron de los transformantes y la
integridad del inserto y la delecion fueron analizadas por andlisis de restriccion y secuenciacion de ADN. El inserto
de una construccién confirmada se aislé después de la digestiéon con Xbal y Kpnl y ligado al vector pKAS32 pnl
digerido por Xbal/K.. La construccién resultante fue usada para transformar la E. coli S17-1 Apir a la resistencia a
la carbenicilina, y la transferencia conjugacional del pldsmido a la S. typhimurium (Nal®, Strep®) se realiz6 segin los
procedimientos estandar (de Lorenzo y Timmis, 1994). Los exconjugantes que habian integrado el pldsmido suicida
por recombinacién homéloga fueron seleccionados a través de la resistencia al 4cido nadilixico y a la carbenicilina, y
protegidos para la sensibilidad a la estreptomicina. Tales clones fueron crecidos en LB a OD600 de aproximadamente
0,5 y los alicuotas se colocaron en placas en LB que contienen 250 pg/ml de estreptomicina para seleccionar por
colonias que habian perdido el pldsmido integrado y habian sufrido intercambio alélico. Los clones resistentes a la
estreptomicina pero sensibles a la carbenicilina se usaron para el andlisis ulterior. La proteccién de los mutantes con
una delecion dentro del locus sseC fue realizada por PCR que usa los cebadores sscB-For (5’-ATT GGA TCC TGA
CGT AAATCATTA TCA -3’) y sscB-Rev (5-ATT GGA TCC TTA AGC AAT AAG TGA ATC -3’). La amplificacién
de ADN de clones que contienen el alelo de sscB de tipo natural result6 en un producto de PCR de 480 bp, el uso de
ADN del de clones que albergan un alelo del sscB con una delecién interna resulté en un producto de PCR de 100
bp. La integridad de los clones que albergan la delecién del sseC fue ademds confirmada por andlisis de manchado
Southern del locus del sscB. Finalmente, el locus del sscB que contiene la delecidon en marco interna se pasé a un
ambiente de cepa fresca de S. typhimurium a través de la transduccion P22 (Maloy et al., 1996) y la cepa resultante se
nombré MvP339.
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Construccion de una mutacion de delecion en el gen sseC

En un acercamiento ulterior la secuencia completa del gen sseC cromosomal fue suprimida por el reemplazo
alélico con una copia suprimida del gen. La delecién se construyé en un plasmido suicida pCVD442 (Donnenberg
et al., 1991). Primero, dos fragmentos de ADN que flanquean el gen sseC (fragmento A, que porta sitios artificia-
les Sall y Xbal en sus extremos 5’ y 3’, respectivamente; y un fragmento B, que porta los sitios artificiales Xbal
y Sacl en sus extremos 5’ y 3’, respectivamente, fueron amplificados por PCR. Los oligonucledtidos usados para
PCR fueron: 1.) sseDelfor] GCTGTCGACTTGTAGTGAGTGAGCAAG (el nucleétido 3* corresponde a 941 bp en
la secuencia incluida en la Fig. 21 A); 2.) sseCDelrev2 GGATCTAGATTTTAGCTCCTGTCAGAAAG (el nucleétido
3’ corresponde a 2585 bp en la secuencia incluida, el oligo liga a la cadena inversa); 3.) sseCDelfor2 GGATCTA
GATCTGAGGATAAAAATATGG (el nucledtido 3’ corresponde a 4078 bp en la secuencia incluida); 4.) sseDelrev1
GCTGAGCTCTGCCGCTGACGGA-ATATG (el nucleétido 3’ corresponde a 5592 bp en la secuencia incluida, el
oligo liga a la cadena inversa). Los fragmentos de PCR resultantes se fundieron juntos por la via del sitio Xbal. El
fragmento resultante fue cortado con Sall y Sacl y clonado en pCVD442 cortado con Sall y Sacl. El plasmido resultan-
te se introdujo en S. Typhimurium NCTC12023 por la conjugacion y los integrantes cromosémicos del pldsmido en el
locus del sseC se seleccionaron por medio del marcador para la resistencia de ampicillina codificado por el pldsmido.
En un segundo paso, los clones que habian perdido el pldsmido se protegieron para la pérdida de la resistencia a la
ampicillina. Los clones resultantes se probaron para la delecion cromosomal del gen sseC por PCR, y la delecion de
un fragmento de 1455 bp que comprende un marco de lectura abierto del sseC entero, fueron confirmadas. Esta cepa
mutante de AsseC se nombr6 II1-57AsseC.

Construccion de un mutante doble sseC-aroA

Para construir un mutante doble el cual puede servir como un prototipo para una vacuna atenuada viva, el marcador
sseC:aphT (Km") de MvP103 fue transferido a través de la transduccién de fago P22 en S. typhimurium SL7207
(hisG46 DEL407 [aroA544:Tn10], Tc®) una cepa que porta una delecién estable en el gen aroA.

Ejemplo 3
La invasion y el crecimiento intracelular en el cultivo del tejido
Replicacion intramacrofaga de cepas mutantes

Varias cepas las cuales son defectuosas en su habilidad de replicarse dentro de las lineas celulares macréfagas y si-
milares a macréfagas se han probado, como la supervivencia del macréfago y la replicacion se piensa que representen
un aspecto importante de la patogénesis de la Salmonella en vivo (Fields et al., 1986). Se ha reportado previamente
que varias cepas mutantes SPI2 no eran defectuosas para la supervivencia o la replicacién dentro de los macréfagos
RAW (Hensel et al., 1997b) sino que los experimentos subsiguientes han revelado que algunos mutantes SP12 pueden
mostrarse que tienen un defecto de replicacion si los cultivos bacterianos de fase estacionaria se airean opsonizados
con suero de ratén normal (vea también articulo chaperén: Cirillo et al., 1998). El incremento en cfu para las cepas
diferentes en macr6fagos RAW en un periodo de 16 horas se muestra en la Fig. 3. Los defectos de la replicacion se
observaron para cepas que portan mutaciones en ssaV (codificando un componente del mecanismo de secrecién), sseB
y sseC y en menor extension para las cepas que portan las mutaciones en sseE. La complementacion parcial de este
defecto se logr6 con cepas de plasmidos que albergan que portan copias funcionales de sseB y sseC, HH103 y MvP103
[psseC], respectivamente. La habilidad de las cepas mutantes SPI2 de replicarse dentro de la linea de la célula macré-
faga J 774.1 (Fig. 4 A) y en macréfagos peritoneales producidos como respuesta de periodato de ratones C3H/HeN
(Fig. 4 B) también se ha probado. Los defectos de replicacién similares de S. typhimurium que portan transposon o
mutaciones no polares en genes SPI2 se observaron, sin tener en cuenta el tipo de célula fagocita examinada, aunque
las células peritoneales dadas como respuesta tenian una actividad antimicrobiana superior comparadas a cualquier
linea de células.

Ensayos de supervivencia de macrofago

Las células RAW 264.7 (ECACC 91062702), una linea de la célula similar al macréfago murino, fueron cultivadas
en el medio Eagle’s modificado de Dulbecco (DMEM) que contiene 10% de suero de feto de ternero (SFT) y 2 mM de
glutamina a 37°C en 5% de CO,. Las cepas de S. typhimurium fueron crecidas en LB a la fase estacionaria y diluidas a
un OD600 de 0,1 y opsonizadas por 20 minutos en DMEM que contiene 10% de suero de ratén normal. Las bacterias
se centrifugaron entonces en macréfagos sembrados en 24 placas de cultivo de tejido sano a una multiplicidad de
infeccion de aproximadamente 1:10 y se incubaron por 30 minutos. A continuacién de la Infeccién, los macréfagos
se lavaron dos veces con PBS para quitar las bacterias extracelulares e incubadas por 90 minutos (2 horas después de
la infeccién) o 16 horas en un medio que contiene gentamicina (12 pg/ml). Los macréfagos infectados se lavaron dos
veces con PBS y se diluyeron con 1% de Triton X-100 por 10 minutos y los alicuotas apropiados y las diluciones se
colocaron en placas en agar LB para contar los cfu.
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La supervivencia de las cepas opsonizadas de S. typhimurium en las células J774.1 (Ralph et al., 1975) o en
células exudadas peritoneales murinas C3H/HeN (de Charles River Laboratories, Wilmington, MA) fue esencialmente
determinada como se describié por (DeGroote et al. 1997), pero sin la adicién del interferén y. En resumen, las
células peritoneales cosechadas en PBS con 10% de suero de feto de ternero inactivado por calor 4 dias después de
la inyeccioén intraperitoneal de 5 mM de periodato de sodio (Sigma, St. Louis, MO) se colocaron bien al fondo de 96
placas de microtitulo (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ) y se les permitié adherirse por 2 horas. Las células no
adherentes se enjuagaron con un medio pre calentado que contiene 10% de suero de feto de ternero inactivado por
calor. En estudios anteriores, nosotros hemos establecido que mas del 95% de las células que permanecen después
de este procedimiento son macréfagos. La S. typhimurium de los cultivos aireados toda la noche fue opsonizada con
suero de ratén normal y centrifugada en las células adherentes en un efector a la proporcién seleccionada de 1:10. A las
bacterias se les permiti6 internalizar por 15 minutos, y se lavaron con un medio que contiene 6 ug/ml de gentamicina
para matar las bacterias extracelulares. A las 0 horas y 20 horas, las células fueron diluidas con PBS que contiene 0,5%
de deoxicolato (Sigma, St. Louis, MO), con la colocacion en placas de las diluciones en serie para contar las unidades
formadas en colonias.

Ejemplo 4
Evaluacion de la seguridad en el modelo de raton de la S. typhimurium de la Salmonelosis
Pruebas de virulencia con cepas que portan las mutaciones no polares

El andlisis de la secuencia de ADN sugirié que los genes sse podrian codificar proteinas efectoras del sistema
de secrecién, pero aparte de un posible efecto polar de una insercién de transposén en sscA ninguna cepa que porta
mutaciones en estos genes se recuperd en el filtrado de STM original para los genes de virulencia de S. typhimurium
que usan mutagénesis mTnS (Hensel et al., 1995), y sus papeles en la virulencia eran poco claros. Para salir de dudas,
las cepas que portan mutaciones no polares en sseC, sseD y sseEsscB (Fig. 1) se han construido y se han sometido a
las pruebas de virulencia. La Tabla 4 muestra que todos los ratones inoculados con cepas que portan las mutaciones
sseC y sseD sobrevivieron a una dosis de 1 x 10* cfu, tres 6rdenes de magnitud mayor que el LD50 de la cepa del tipo
natural, la cual es menor de 10 cfu cuando la vacuna es administrada por la ruta i.p. (Buchmeier et al., 1993; Shea et
al, 1996). Las mismas cepas que contienen un plasmido que porta el alelo del tipo natural correspondiente también se
inocularon en los ratones a una dosis de 1 x 10* cfu. Ningiin ratén sobrevivié estas infecciones, lo cual muestra que
cada mutacion puede ser complementada por la presencia de una copia funcional de cada gen, y que cada uno de estos
genes juega un papel importante en la virulencia de la Salmonella. Las cepas que portan las mutaciones no polares
en sseEsscB causaron infecciones letales cuando aproximadamente 1 x 10* de células de cada cepa se inocularon en
los ratones por la ruta i.p. (Tabla 4) y se analizaron en mas detalle por un ensayo de competencia con la cepa de tipo
natural en infecciones mixtas (cinco ratones por prueba) para determinar si ellas se atenuaron en virulencia. El indice
de competencia, definido como la proporcion del rendimiento de salida del mutante a las bacterias del tipo natural,
dividido por la proporcién de la entrada del mutante a las bacterias del tipo natural, muestra que el mutante sseEsscB
no era significativamente diferente al de una cepa totalmente virulenta que porta un marcador de resistencia a los
antibidticos, lo cual implica que este gen no juega un papel significante en la infeccion de Salmonella sistémica del
ratén.

TABLA 4
Virulencia de las cepas de S. Typhimurium en ratones

Cepa Genotipo Supervivencia del Supervivencia del raton Indice de
ratén después de después de la inoculacién®  competencia in
lainoculacién® con  con mutante mas plasmido  vivo
cepas bacterianas complementario

NCTC12023  Tipo natural 0/5 n.d. 0,98°
MvP101 AsseD::aphT 5/5 n.d. >0,1
MvP102 AsseEsscB:aphT  4/4 n.d. 0,79
MvP103 sseC::aphT 5/5 0/5 > 0,1 oral
>0,1i.p.

? Ratones inoculados intraperitoneaimente. con 1 x 10” de células de cada cepa
® Resultado de la competencia entre la cepa de tipo natural NCTC12023 y un mutante mTn5 identificado en el
filtrado STM
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Ejemplo 5
Vacunacion con cepas MvP103 y MvP101 de S. typhimurium sseC::aphT, y AsseD::aphT
Cepas que portan mutaciones no polares como portadoras de vacuna viva

Para confirmar la conveniencia de los mutantes MvP101 y MvP103 como portadores de la vacuna viva sus niveles
de atenuacién fueron evaluados determinando los LDs, después de la inoculacién oral en ratones. Grupos de 10 ratones
se alimentaron con las diluciones de cepas MvP101, MvP103 o del tipo natural de cepa parental NCTCNCTC12023
y los animales muertos fueron registrados dentro de un periodo de 10 dias post infeccién. Los resultados obtenidos
demostraron que ambos mutantes son muy atenuados cuando se dan oralmente a los ratones de BALB/c (LDs, sobre
10%) cuando se comparan con la cepa parenteral (LDs, = 6.9 x 10> CFU). Después de la inoculacién intraperitoneal
los LDs, de la S. typhimurium NCTC12023 de tipo natural en BALB/c es 6 de bacterias, y los LDs, de MvP103 en
BALB/c es 2,77 x 10° después de la inoculacién intraperitoneal. La mutacion puede ser complementada por psseC,
pero ninguna determinacién LDs, para la cepa mutante complementada fue realizada. LDs, de MvP101 en BALB/c es
3,54 x 10° después de la inoculacion intraperitoneal. Una complementacién parcial por el pldsmido p5-K 1 fue posible.
Un LDs, intraperitoneal para MvP101 [p5-K1] de 8,45 x 10* fue determinado. (Descripcién de p5-K1: un fragmento
de 3,2 kb PstI de p5-2 que contiene sseC’sseDsseEsscBsseF’ fue subclonado en un vector de clonacién de niimero de
copias bajo pWSK29).

Determinacion del LDx,

Dosis en el rango de 10° a 10° CFU de S. typhimurium NCTCNCTC12023 (tipo natural) o los mutantes MvP103 y
MvP101 se inocularon oralmente en grupos de 10 ratones y los supervivientes se registraron sobre 10 dias de LDs, de
S typhimurium del tipo natural y las cepas mutantes MvP101 y MvP103 después de la infeccidn intraperitoneal fueron
determinadas por inoculacién de dosis en el rango de 10" a 10’ CFU en los grupos de 5 ratones BALB/c hembras
de 6 a 8 semanas de edad. La supervivencia se registré sobre un periodo de tres semanas. La dosis de las cepas de
provocacién fue calculada por el método de Reed y Muench (Reed y Muench, 1938).

Protocolos de inmunizacion

Para la vacunacion, las bacterias fueron crecidas durante la noche hasta que alcanzaron la fase de registro media.
Entonces, ellas fueron cosechadas por centrifugacién (3,000 x g) y resuspendidas en 5% de bicarbonato de sodio.
Los ratones se inmunizaron cuatro veces a intervalos de 1 5 dias alimentdndolos delicadamente con la suspensién
bacteriana (10° CFU por ratén) en un volumen de aproximadamente 30 ul. Los ratones de control se vacunaron con el
portador, carente de plasmido.

Ensayo de citotoxicidad

Las células del bazo de los ratones se obtuvieron 14 dias después de la dltima inmunizacién y 2x10° células
efectoras fueron reestimuladas in vitro durante 5 dias en un medio completo complementado. con 20 U/ml de rIL-2
y 20 uM de péptido BGP1 (B-gal p876-884, TPHPARIGL), los cuales abarcan el epitope 5-galH inmunodominante
restringido por H-2L¢. Después de la reestimulacion, el ensayo se realizé usando el método de incorporacién de [*H]-
timidina. En resumen, 2x10° de células P815 por ml fueron etiquetadas con [*H]-timidina por 4 horas en un medio
completo o en un medio completo complementado con 20 uM de péptido BGP1 y usadas como células seleccionadas.
A continuacién del lavado, se incubaron 2x10° selecciones etiquetadas con diluciones en serie de células efectoras en
200 p1 del medio completo por 4 horas a 37°C. Las células se cosecharon y la dilucién especifica fue determinada
como sigue:

[(c.p.m. retenidos en ausencia de efectores) — (c.p.m retenidos experimentalmente en presencia de efectores)/
c.p.m. retenidos en ausencia de efectores] x 100.

Ejemplo 6
Evaluacion de la respuesta inmunoldgica inducida

Induccion de las respuestas inmunologicas mucosas después de la vacunacion oral

Para lograr la proteccion contra los patdgenos mucosos que usan portadores de Salmonella viva, la estimulacion
de una respuesta mucosa eficaz es altamente deseable.

Por consiguiente, la presencia de anticuerpos especificos 5-gal en lavados intestinales de ratones inmunizados con
MvP101, MvP103 o SL7207 que portan pAH97 se investigd 52 dias después de la inmunizacién. Como es mostrado
en la Fig. 5., la inmunizacién con todos los tres portadores estimula la produccion de cantidades significantes de IgA
B-gal especifica y, en menor grado, favorece la transudacién de IgG de antigeno especifico en el lumen intestinal.
Ningunas diferencias significantes estadisticamente se observaron entre las respuestas a los clones recombinantes
mucosos diferentes.
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Respuestas inmunoldgicas celulares activadas después de la inmunizacion oral con mutantes sseC y sseD que
expresan 3-gal

Para evaluar la eficacia de las respuestas de las células T antigeno especificas generadas en ratones inmunizados, las
células del bazo se enriquecieron en células CD4+T y se reestimularon in vitro durante cuatro dias con S-gal. Como es
mostrado en la Fig. 6, aunque las células del bazo enriquecidas con el antigeno especifico CD4+ se generaron después
de la vacunacién con los tres portadores, MvP1 03 y MvP101 fueron significativamente mas eficaces que SL7207 (P
0,05) al activar la respuesta inmunolégica celular especifica. En contraste, las células aisladas de ratones inmunizados
con el portador solo fallaron al proliferar en la presencia de S-gal.

Para investigar el tipo Th de respuesta inmunoldgica activada por la inmunizacion, el contenido de IFN -y, IL-2, IL-
4,1L-5, IL-6 y IL-10 fue medido en los fluidos sobrenadantes de las células reestimuladas. Los resultados demostraron
que un patrén de respuesta Thl predominante fue inducido en ratones inmunizados con todos los portadores. La
IFN-y fue la tinica citoquina con niveles aumentados significativamente en comparacién con aquéllos observados en
los sobrenadantes de las células del bazo aisladas de los ratones inmunizados con portadores sin plasmido (Fig. 7).
Interesantemente, de acuerdo con los patrones isotipo de IgG, los niveles de IFN-y detectados en los sobrernadantes
de las células de ratones inmunizados con MvP103 [pAH97] fueron significativamente mas altos (P 0,05) que aquéllos
de los animales que reciben MvP101 [pAH97] o SL7207 [pAH97] (Fig. 7).

Respuestas de anticuerpo antigeno especifico generadas en ratones inmunizados oralmente con portadores de
vacuna S. typhimurium atenuada que expresan el antigeno [3-gal modelo

Los grupos de ratones se inmunizaron con las cepas recombinantes MvP101 [pAH97] y MvP103 [pAH97]. Para
estimar la eficacia de los prototipos otro grupo se vacuné con la cepa portadora SL7207 [pAH97] bien establecida. Las
habilidades de los portadores diferentes de inducir una respuesta humoral sistémica fueron determinadas midiendo
el titulo de los anticuerpos especificos 8-gal en el suero de los ratones vacunados. Como es mostrado en la Fig.
8, los titulos significantes de IgG especificos S-gal y los anticuerpos IgM se detectaron en el dia 30 en todos los
animales vacunados. En contraste con los titulos de IgM los cuales alcanzan una meseta en el dia 30, los titulos de IgG
aumentaron continuamente hasta el dia 52 de la inmunizacién cuando el experimento fue concluido. Aunque todos los
portadores probados exhiben una actuacién excelente, el mutante MvP1 03 fue el mas eficaz en inducir anticuerpos
IgG anti 8-gal (P 0,05). Ningunos niveles significantes de IgA especifico 3-gal se descubrieron en ratones inmunizados
con cualquiera de los tres clones recombinantes (datos no mostrados).

Para determinar la distribucioén de las subclases de IgG anti-3-gal, las muestras de suero se analizaron para los
niveles especificos de IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3. Los resultados mostrados en la Fig. 9 demuestran que el isotipo
de IgG especifico 5-gal principal presente en los sueros de todos los ratones inmunizados era el IgG2, sugiriendo
una respuesta de Th1 predominante. Interesantemente, una concentracién mds baja de IgG1 (P 0,05) se observé en los
ratones inmunizados con MvP103 que en aquéllos que recibieron MvP101 y SL.7202, indicando un patrén de respuesta
similar en los animales inmunizados con los dltimos dos portadores.

Coleccion de muestras

Las muestras de suero fueron recogidas en puntos de tiempo diferentes y monitoreados para la presencia de los an-
ticuerpos 3-gal especificos. Al dia 52 después de la inmunizacién, las purgas intestinales fueron obtenidas enjuagando
el pequefio intestino con 2 ml de PBS complementados con 50 mM de EDTA, 0,1% albtimina de suero bovino y 0,1
mg/ml de inhibidor de tripsina de soja (Sigma). Entonces, las purgas fueron centrifugadas (10 minutos a 600 x g) para
remover los restos, los sobrenadantes fueron removidos y se complementaron con fluoruro de fenilmetilsulfonilo (10
mM) y NaNj;, y guardados a -20°C.

Ensayo de anticuerpos

Los titulos de anticuerpo fueron determinados por un ensayo de inmunosorbentes unidos por enzima (ELISA).
Brevemente, 96 placas sanas de ensayo Nunc-Inmuno MaxiSorp™ (Nunc, Roskilde, Dinamarca) se cubrieron con
50 ul de B-gal sano (5 pg/ml) en tampoén de recubrimiento (0,1 M de Na,HPO,, pH 9,0). Después de la incubacién
de noche a 4°C, las placas se bloquearon con 10% de FCS en PBS por 1 hora a 37°C. Las diluciones dobles en
serie de suero en FCS-PBS se agregaron (100 ul/sano y las placas se incubaron por 2 horas a 37°C. Después de
cuatro lavados con PBS al 0.05% deTween 20, los anticuerpos secundarios se agregaron: IgG de anti ratén de cabra
especifico de cadena vy biotinilatada, [gM de anti ratén de cabra especifico de cadena u, anticuerpos IgA de anti ratén
de cabra especifico de cadena a (Sigma, St. Louis, MO) o, para determinar las sublases IgG, los IgG1, IgG2a, IgG2b
y 1gG3 de anti ratén de rata combinada con biotina (Pharmingen) y las placas ademds se incubaron por 2 horas a
37°C. Después de cuatro lavados, 100 ul de estreptavidina combinada con peroxidasa (Pharmingen, St. Diego, CA) se
agregaron a cada sano y las placas se incubaron a temperatura ambiente por 1 hora. Después de cuatro lavados, las
reacciones se desarrollaron usando ABTS [2,2’-azino-bis-(4cido 3-etibenzotiazolina-6-sulftirico)] en 0,1 M de tamp6n
de citratofosfato (pH 4,35) que contiene 0,01% de H,O, Los titulos finales se expresaron como el reciproco del log,
de la dltima dilucién la cual dio una densidad 6ptica en 405 nm, 0,1 unidad sobre los valores de los controles negativos
después de una incubacién de 30 minutos.
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Para determinar la concentracién de Ig total presente en el lavado intestinal, diluciones en serie de las muestras
correspondientes se incubaron en placas de microtitulo que se habian cubierto con Ig anti ratén de cabra, IgM y
IgA como anticuerpos de captura (100 ug/sano, Sigma) y las diluciones en serie de ratén IgG, IgM y IgA (Sigma)
purificadas fueron usadas para generar curvas estindar. La deteccién de Ig antigeno especifico se realiz6 como se
describid anteriormente.

Induccion de respuestas CTL antigeno especificas en ratones oralmente inmunizados con las cepas portadoras que
expresan 3-gal

La estimulacién de respuestas restringidas de clase I de CPH son particularmente importantes para la proteccion
contra muchos agentes patdgenos y tumores intracelulares. Se ha mostrado que CD8 + CTL antigeno especifico puede
generarse tanto in vitro como in vivo después de la inmunizacién con el spp de la Salmonella recombinante que expre-
san antigenos heterélogos. Por consiguiente, nosotros lo consideramos importante para determinar si los portadores
probados también eran capaces de activar una respuesta CTL -gal especifica. Las células del bazo fueron recolec-
tadas de ratones vacunados con cualquiera MvP101 [pAH97], MvP103 [pAH97] o SL7207 [pAH97] al dia 52 de la
inmunizacién y reestimuladas in vitro con células de bazo singénicas pulsadas por SGP1 durante 5 dias. Como es mos-
trado en la Fig. 10, las células del bazo de ratones inmunizados con cualquiera de las tres construcciones indujeron la
lisis significante de células designadas cargadas con S-GP1 comparadas con los controles descargados. Las respuestas
m4s eficaces se observaron usando la cepa portadora MvP103. La lisis fue mediada a través de células CD8 + T ya
que la actividad citotéxica fue completamente abrogada cuando las células efectoras CD8 + T se agotaron (datos no
mostrados).

Determinacion de la citoquina

Los sobrenadantes del cultivo fueron colectados de las células proliferantes en los dias 2 y 4, y guardados a -70°C.
La determinacién de IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 y IFN -y fue realizada por ELISA especifico. En resumen, 96 placas
de microtitulo sano se cubrieron toda la noche a 4°C con IL-2 mAb (clon JESG-1A12) anti ratén de rata purificado,
anti IL-4 mAb (clon 11B11), anti IL-5 mAb (clon TRFKS), anti IL-6 mAb (clon MP5-20F3), anti IL-10 mAb (clone
JES5-2AS5), y anti IFN-ymAb (clon R4-6A2) (Pharmingen). Después de tres lavados, las placas se bloquearon y las
diluciones dobles de fluidos sobrenadantes se agregaron. Una curva estdndar se generd para cada citocina usando
murina recombinante IL-2 (rIL-2), rIL-4, rIL-5, rIL-6, rIFN-y, rIL-10 (Pharmingen). Las placas se incubaron ademas
a 4°C toda la noche. Después de lavar, 100 ul/sano de anticuerpos monoclonales IL-2 (clon JES6-5H4), IL-4 (clon
BVD6-24G2), IL-5 (clon TRFK4), IL-6 (clon MP5-32C11), IL-10 (clon SXC-1) y INF-y (clon XMG1.2) de antiratén
de rata biotinilatados se agregaron y se incubaron por 45 minutos a temperatura ambiente. Después de seis lavados,
la estreptavidina y la peroxidasa combinadas se agregaron y se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, las placas se desarrollaron usando ABTS.

Agotamiento de las células del bazo CD8

Los subconjuntos celulares CD8+ se agotaron usando MiniMACS Magnetics Ly-2 Microbeads segtn las instruc-
ciones del fabricante (Miltenyi Biotec). Las preparaciones celulares agotadas contenian 1% de células CDS8 +.

Andlisis FACScan

Aproximadamente 5x10° de células se incubaron en tampén de manchado (PBS complementado con 2% de FCS
y 0,1% de azida de sodio) con el anticuerpo o la combinacién de anticuerpos deseados por 30 minutos a 4°C. Después
de los lavados, las células se analizaron en un FACScan (Becton Dickinson). Los anticuerpos monoclonales usados
anti CD4 y anti CDS (clones H129.19 y 53-6.7; Pharmingen) se conjugaron por FITC.

Ejemplo 7
Proliferacion celular
Ensayo de proliferacion celular

Las suspensiones de célula de bazo se enriquecieron por células CD4 + T usando MiniMACS Magnetic Ly-2 y
Microcuentas 1gG de anti ratén de cabra indirectos segtn las instrucciones del fabricante (Mitenyi Biotec GmbH,
Alemania). Las preparaciones celulares contuvieron > 65% de células CD4+. Las células se ajustaron a 2 x 10°
células/ml en un medio completo complementado con 20 U/ml de rIL-2 de ratén (Pharmigen), sembradas en 100
wl/sano en una placa de fondo llano de microtitulo 96 sano (Nunc, Roskilde, Dinamarca) e incubadas durante cuatro
dias en presencia de concentraciones diferentes de $-gal soluble. Durante el final de 18 horas de cultivo 1 uCi de
[*H]-timidina (Amersham International, Amersham, Reino Unido) fue afiadido por sano. Las células se cosecharon en
filtros de papel usando a un cosechador celular y la [*H]-timidina incorporada en el ADN de las células proliferantes
fue determinada en un contador de centelleo de .
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Ejemplo 8

Caracterizacion de los genes ssry construccion y caracterizacion de las cepas mutantes MvP284, MvP320 y MvP333

de S. typhimurium

Homologia de dos genes reguladores componentes ssrA 'y ssrB de SPI2 con otras proteinas bacterianas

El ssrA del gen SPI2 codifica una proteina similar a los componentes sensores de dos sistemas reguladores com-
ponentes bacterianos como se ha descrito antes (Ochman et al., 1996). Para la consistencia con la nomenclatura de
genes de virulencia SP12 (Hensel et al., 1997b; Valdivia y Falkow, 1997), este gen se nombra ssrA. Secuencia abajo
del ssrA, un MLA con capacidad de codificar para una proteina de 24,3 kDa se identific6. Este gen comparte una
similitud significante con una familia de genes que codifican los activadores transcripcionales similares al DegU del
Bacilus subtilis, UvrY de E. coli y BvgA de Bordetella pertussis. Por consiguiente, es probable que la proteina actie
como el componente regulador del sistema del ssr y el gen se nombro ssrB.

Regulacion inversa de SPI1 y SPI2

La expresion de los sistemas de secrecion del tipo III de SPI1 y SPI2 son estrechamente regulados por las con-
diciones ambientales. Mientras el SPI1 es inducido durante la fase estacionaria previa/registro tardio después del
crecimiento en un medio rico de alta osmolaridad y que limita la concentraciéon de O, (oxigeno), ninguna induccién
de expresion del gen SPI2 fue observada. En contraste, después del crecimiento en un medio minimo con cantidades
limitantes de Mg** (8 uM) la fusién de ssaB::luc fue muy expresada mientras la fusién de sipC::lacZ no fue expresada.
La expresion de la fusion de ssaB::luc es dependiente de la funcién de SsrA/B, ya que no hay ninguna expresion en
la cepa P8G12 del ambiente de ssrB negativa (Hensel et al., 1998). La expresion de la fusion de sipC::lacZ es depen-
diente de HilA, el regulador transcripcional de SPI1. Nosotros también observamos que una mutacién en ssrB afecta
la expresion de la fusion de ipC::lacZ. Esto indica que el SPI2 tiene un efecto regulador en la expresion de los genes
SPI1.

Las cepas bacterianas que albergan una fusién de luc al ssaB en la SPI2 (cepa MvP131) y una fusién de lacZ al
sipC en la SPI1 (cepa MvP239) fueron crecidas bajo las condiciones previamente mostradas para inducir la expresion
del gen SPI. Las bacterias fueron crecidas durante toda la noche en un medio minimo que contiene 8 uM de Mg** o
durante toda la noche en un caldo de LB que contiene 1% de NaCl (LB 1% de NaCl). La actividad de luc de la cepa
MvP131 y la actividad de -galactosidasa de la cepa MvP239 fueron determinadas. Como un control, ambas fusiones
reporteras se ensayaron en el ambiente de la cepa ssrB negativa de P8G12.

La expresion de los niveles de fusiones del gen reportero lacZ a los genes SPI se ensayé como se describe en Miller,
1992.

Construccion y andlisis de la fusion del gen reportero sseA

Un fragmento de 1,1 kb de Smal/HincllI de p5-4 fue subclonado en pGPLO1, un vector suicida para la generacién
de fusiones de luc (Gunn y Miller, 1996). La construccién resultante, en la cual 1,0 kb secuencia arriba y 112 bp de
sseA es transcripcionalmente fusionado al luc fue usada para transformar la E. coli de S17-1 Apir, y la transferencia
conjugacional a la S. typhimurium fue realizada como es descrito previamente (Gunn y Miller, 1996). Las cepas que
habian integrado la fusién del gen reportero en el cromosoma por recombinacién homdéloga fueron confirmadas por
PCR y el anilisis de hibridacién Southern. Seguidamente, la fusién fue pasada a través de la transduccién de P22 al
tipo natural y los varios ambientes de la cepa mutante con inserciones de mTn5 en los genes SPI1 o SPI2 (Maloy et
al., 1996). Como un control, una cepa fue construida albergando una integracién cromosomal de pLB02, un pldsmido
suicida sin una fusién promotora al gen luc (Gunn y Miller, 1996). Para el andlisis de expresion de las cepas fueron
crecidas por 16 horas en un medio minimo con ventilacién. Los alicuotas de los cultivos bacterianos fueron lisados y la
actividad de la luciferasa fue determinada usando un equipo de ensayo de luciferasa segtin el protocolo del fabricante
(Boehringer Mannheim). La deteccién del foton se realizé en un contador Microplaca de centelleo/luminiscencia
(Wallac, Turku). Todos los ensayos se hicieron en triplicado, y replicados en ocasiones independientes.

La expresion de sseA es dependiente de SrrAB

Para establecer si los genes del sse son parte del sistema de secrecion de SPI2, la expresion de la fusién de un gen
reportero sseA::luc, integrada por recombinacién homdloga en el cromosoma de las cepas mutantes SPI2 diferentes,
se ha investigado (Fig. 11). La actividad transcripcional de sseA en un ambiente de tipo natural durante el crecimiento
en un medio minimo fue draméticamente reducida por la desactivacion del sistema de dos componentes SPI2. Las
inserciones de transposon en ssrA (cepa mutante P3F4) y ssrB (cepa mutante de P§G12), que codifican el componente
sensor y el activador transcripcional, respectivamente, resultaron en la expresion. reducida 250 a 300 veces de sseA.
La desactivacién de hilA, el activador transcripcional de SPI1 (Bajaj et al., 1996), no tuvo efecto en la expresion del
gen sseA. Las inserciones de transposén en dos genes que codifican componentes del mecanismo de secrecién tipo
IIT de SP12 (ssal::mTn5 y ssaT::mTn35; cepas mutantes P11D10 y P9B7; Shea et al., 1996) tampoco tenian ninguna
significacion. Estos datos muestran que el SsrA/B se requiere para la expresion del sseA, pero que AilA no lo es.
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La expresion de los genes SPI2 dentro de los macrdfagos es dependiente del SsrA/B

La presencia de la S. ryphimurium dentro de las células eucaridticas (macréfagos) induce la expresion de los genes
SPI2 como es indicado por el andlisis de las fusiones al ssaB y ssaH. Esta expresion es dependiente del sistema
regulador de dos componente SsrA/B codificados por SPI2.

La estirpe celular de la estirpe de macréfago murino J744 se usé para este experimento. Los macréfagos se infec-
taron a una multiplicidad de infeccién de 10 bacterias por macréfago con MvP131 (fusién de luc al ssaB), MvP266
(fusién de luc de ssaH) y MvP244 (fusion de luc al ssaB en un ambiente negativo de ssrB). Las bacterias extra-
celulares fueron matadas por la adicién de gentamicina (20 ug/ml). En varios puntos de tiempo, los macréfagos
fueron lisados por la adicién de 0,1% de Triton X-100, las bacterias intracelulares fueron enumeradas en diluciones
en serie de revestimiento sobre las placas de agar LB. Un alicuota ulterior de las bacterias fue recuperado y la ac-
tividad de la luciferasa fue determinada. Las actividades de la luciferasa expresaron una emision ligera relativa por
bacteria.

Efectos de una mutacion en ssrB en la proteina efectora secretada de SPI1 SipC

El andlisis de las proteinas secretadas en el medio de crecimiento por la cepa mutante MvP320 de SPI2 de la
S. typhimurium (mutacién no polar en a, Fig. 12) revel6 la ausencia o la reduccién fuerte en las cantidades de las
proteinas efectoras secretadas SPI1 (Hensel et al., 1997b). Estos mutantes de SPI2 también estdn reducidos en su ha-
bilidad de invadir las células epiteliales cultivadas o los macréfagos cultivados (Hensel et al., 1997b). Para examinar
este fendmeno en mayor detalle, nosotros expresamos el recombinante SipC (rSipC) y levantamos anticuerpos con-
tra el rSipC en conejos. En las prueba de manchado Western, el antisuero contra rSipC reacciond con una proteina
de 42 kDa de los precipitados sobrenadantes del cultivo de la cepa de tipo natural NCTC12023 de S. typhimurium.
Ninguna reaccién se observd con los sobrenadantes de los cultivos de EE638, una cepa deficiente en SipC (Hueck
et al., 1995). Ademads, en la prueba de manchado Western el SipC no pudo detectarse en los sobrenadantes del cul-
tivo de los MvP320 mutantes de SPI2. Sin embargo, el SipC se detectd en los sobrenadantes del cultivo de otros
mutantes de SPI2 como P2D6 (ssaV::mTn5), P9B6 (ssaV::m Tn5) y NPssa V (ssaV::aphT) (Deiwick et al., 1998).
La deteccién por el antisuero de SipC en los sobrenadantes del cultivo de varias cepas estuvo de acuerdo con la
presencia o ausencia de SipC cuando se detecté por SDS-PAGE. Ademds fue analizado si la ausencia de SipC en
sobrenadantes del cultivo de cepas mutantes de SPI2 era debida a la secrecién defectuosa de SipC por medio del
sistema de secrecién del tipo III o redujo la sintesis de SipC en estas cepas. El antisuero contra el rSipC fue usado
para detectar SipC en los granulos de los cultivos crecidos bajo condiciones de induccién para la expresion de los
genes SPI1 (es decir la fase estacionaria, alta osmolaridad, oxigeno bajo) (Bajaj et al., 1996). El andlisis de tipo na-
tural y las cepas que portan varias mutaciones en los genes SPI1 y SPI2 indicé cantidades altamente reducidas de
SipC en los mutantes con una mutacidon no polar en ssrB. Sin embargo, SipC fue detectado en niveles comparables
a aquéllos observados en los granulos de cultivos de tipo natural y en las cepas mutantes P2D6, PO9B6 y NPssa V de
SPI2. El efecto en la sintesis de SipC no es debido a las tasas de crecimiento reducido o a los niveles de proteina
reducidos en los mutantes de SPI2, ya que ambos parametros eran comparables para el tipo natural y los mutantes de
SPI2.

Efectos de una mutacion en el gen de SPI2 ssrB en la expresion de genes SPI1

Para ensayar el efecto de las mutaciones de SPI2 en la expresion de los genes SPI1, las fusiones previamente
caracterizadas de lacZ a varios genes SPI1 (Bajaj et al., 1995; Bajaj et al., 1996) fueron transducidas en el mutante
MvP320 de SPI2 y en varios mutantes de SPI1 para generar un juego de cepas de fusién reporteras. La expresion de la
[B-galactosidasa reportera en cultivos crecidos bajo condiciones que inducen para la expresion de SPI1 (vea arriba) se
ensay6. Una insercién de Tn en hilA (P4H2) redujo la expresion de prgK asi como del sipC, mientras que una insercion
en spaRS (P6E11) sélo afectd la expresion de sipC. Algunas cepas mutantes con una mutacién en ssrB del gen SPI2 que
codifica a los componentes del sistema regulador de dos componentes mostraron una expresion reducida de fusiones
reporteras a prgK y a sipC (Fig. 11). Los efectos en la expresion de ambos genes fueron similares. Otro cepas mutantes
con inserciones de Tn en ssaV (P2D6, P9B6), asi como el NPssaV mutante que alberga inserciones no polares en
ssaV, tuvieron niveles de expresion de prgK y sipC comparables al de las fusiones reporteras correspondientes en un
ambiente genético de tipo natural. El andlisis de las fusiones del lacZ a prgH y invF revelaron un efecto similar en la
expresion como es mostrado para el prgK 'y sipC.

Una mutacion en el gen de SPI2 ssrB afecta la expresion del hilA regulador de SPI1

El andlisis de las fusiones reporteras al sipC y prgK indicd que esa expresion de genes en dos operones dife-
rentes de SPI1 puede ser afectada por las mutaciones de SPI2, sugiriendo que estas mutaciones afectan otros genes
SPI1 involucrados en la regulacion de sipC y prgK. Se ha demostrado previamente que la expresién de los genes
SPI1 estd bajo el control del activador transcripcional HilA (Bajaj et al., 1995; Bajaj et al., 1996). La expresion
de hilA por consiguiente se analizé en presencia de una mutaciéon de SPI2 en ssrB. La MvP320 cepa mutante de
SPI2 habia disminuido grandemente los niveles de expresion del hilA. De nuevo, niveles muy bajos de expresion
de hilA se observaron en mutantes que tenian niveles reducidos de expresion de prgK y de sipC. Para analizar si el
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efecto de la mutacién de SPI2 en la expresion de sipC resulté de la expresiéon reducida de hilA, nosotros a conti-
nuacioén realizamos experimentos de complementacion en varias cepas mutantes que albergan el pVV135 (expresion
constitutiva de hilA) (Bajaj et al., 1996) o pVV214 (expresion de hilA del promotor nativo) (Bajaj et al., 1995).
En acuerdo con un estudio anterior (Bajaj et al., 1995), la mutacién hilA de la cepa P4H2 fue complementada por
pVV214. Sin embargo, la expresion del sipC o no se restaurd en la cepa mutante MvP320 que alberga el pVV 135 o el
pVV214.

Construccion de las cepas MvP284 y MvP320 de S. typhimurium mutantes de ssrA y ssrB

- MvP284 mutante, ssrA. El gen ssrA (Fig. 12) fue subclonado del clon del fago A2 de plasmido p2-2 de-
rivado en un fragmento de 5,7 kb de BamHI en pUC18 como se indicé en la Tabla 1. Un fragmento de
1,6 kb se recuperd después de la digestion de HindIII y de EcoRV de p2-2 y subclonado en pBluescript 11
KS + digerido por HindIII/HinclIl. La construccion resultante nombrada p2-20 fue digerida con Hincll y
defosforilada con fosfatasa alcalina. El casete de aphT se aislé como se describié anteriormente y ligado al
plasmido linearizado p2-20 en la misma orientacién en el unico sitio de Hincll. Después de la transforma-
cién de E. coli XL-1 Blue y la seleccién contra la kanamicina y la carbenicilina (50 ug/ml de cada una) un
clon ha sido escogido y el pldsmido albergante se aisl6. Este plasmido fue nombrado p2-21 y su identidad
demostrada por medio del andlisis de restriccion. El p2-21 fue ademds digerido con Kpnl y Xbal, un frag-
mento de 2,5 kb se aisld y se ligé a pKAS32 digerido por Kpnl/Xbal. Este plasmido fue electroporado en E.
coli CC 118 Apir y los transformantes seleccionados a la kanamicina y la carbenicilina (50 ug/ml cada una).
Como se hizo antes, un clon fue escogido, su plasmido con el fragmento de ADN concordante en pKAS32,
nombrado p2-22, aislado y confirmado por el andlisis de restriccién. El plasmido p2-22 fue electropora-
do en E. coli S17-1 Apir y transferido en NCTC12023 de S. typhimurium (resistente a la estreptomicina)
por combinacién como se ha descrito previamente (de Lorenzo y Timmis, 1994). Los exconjugantes en los
cuales el gen ssrA habia sido reemplazado por el gen clonado afectado por la insercion del casete de aphT
fue seleccionado para su crecimiento en placas de agar de un medio minimo de glucosa M9 + 1 (Maloy et
al., 1996) y su resistencia a la kanamicina y a la carbenicilina (100 ug/ml). Los exconjugantes resultantes
finalmente mostraron tener un fenotipo negativo de lactosa y ser sensibles a la kanamicina y a la estrep-
tomicina. Los clones seleccionados fueron ademds examinados por andlisis de Southern. Para excluir las
posibles mutaciones que se podrian haber desarrollado durante el procedimiento de clonacién el alelo de
ssrA mutado fue transferido en un ambiente de Salmonella fresca por la transduccién de P22 (descrito por
Maloy et al., 1996). La cepa MvP284 resultante de Salmonella se examiné para la presencia del casete de
resistencia dentro del gen del ssrA por el uso de los cebadores ssrAFor (5’- AAG GAA TTC AAC AGG
CAA CTG GAG G-3’) y sstA-Rev (5- CTG CCC TCG CGA AAA TTA AGA TAA TA -3’). La amplifica-
cion de ADN de clones que contienen el alelo de ssrA de tipo natural result6 en un producto PCR de 2.800
bp, el uso de ADN de los clones que albergan un alelo del ssrA afectado por el casete de aphT result6 en
un producto de PCR de 3.750 bp. La cepa MvP320 resultante de Salmonella se examind para la presencia
del casete de resistencia dentro del gen ssrB por el uso del andlisis de hibridacién Southern del ADN total
de los exconjugantes.

- MvP320 mutante, ssrB. El gen ssrB (Fig. 12) fue subclonado del clon del fago A1 de plasmido p1-6 derivado
en un fragmento de 4,8 kb de amHI-Pstl/B en pT7-Blue como se indicé en la Tabla 1. Un fragmento de
1,7 kb se recuperd después de la digestion de BamHI y Hincll de p1-6 y subclonado en pBluescript 11
KS + digerido por BamHI/Hincll. La construccién resultante nombrada p1-20 fue digerida con EcoRV
y defosforilatada con fosfatasa alcalino. El casete de aphT se aislé como se describié anteriormente y
ligado al pldsmido linearizado p1-20 en la misma orientacion en el Unico sitio de EcoRV. Después de la
transformacién de E. coli XL-1 Blue y la seleccion contra la kanamicina y la carbenicilina (50 pg/ml de
cada una) un clon ha sido escogido y el plasmido huésped se aisl6. Este plasmido fue nombrado pl1-21
y su identidad confirmada por andlisis de restriccién. El p1-21 fue ademds digerido con Kpnl y Xbal, un
fragmento de 2, 5 kb se aislé y ligd a pKAS32 digerido por Kpnl/Xbal. Este plasmido fue electroporado en
E. coli CC118 Apir y las bacterias transformadas seleccionadas a la kanamicina y la carbenicilina (50 u g/ml
de cada una) se realizaron. Como se hizo antes, un clon fue escogido, su plasmido con el fragmento de ADN
concordante en pKAS32, nombrado p1-22, aislado y confirmado por anélisis de restriccion. El plasmido p
1-22 fue electroporado en E. coli E. S17-1 Apir y transferido en NCTC12023 de S. typhimurium (resistente
a la estreptomicina) por conjugacién como se ha descrito previamente (de Lorenzo y Timmis, 1994). Los
exconjugantes en los cuales el gen ssrB habia sido reemplazado por el gen clonado desestabilizado por
la insercidn del casete de aphT fue seleccionado por su crecimiento en placas de agar de medio minimo
de glucosa M9 + (Maloy et al., 1996) y su resistencia a la kanamicina y a la carbenicilina (100 pg/ml).
Los exconjugantes resultantes mostraron finalmente que tienen un fenotipo negativo de lactosa y que son
sensibles a la kanamicina y a la estreptomicina. Los clones seleccionados fueron ademds examinados por
andlisis del manchado de Southern. Para excluir las posibles mutaciones que se podrian haber desarrollado
durante el procedimiento de clonacién el alelo ssrB mutado se ha transferido en un ambiente de Salmonella
fresca por la transduccién de P22 (descrito por Maloy et al., 1996). El muestreo de los mutantes con una
insercién del casete de aphT dentro del sitio del ssrB fue realizado por PCR usando los cebadores ssrB-
For (5°- CTT AAT TTT CGC GAG GG -3’) y sstB-Rev (5’- GGA CGC CCC TGG TTA ATA -3°). La
amplificacion de ADN de clones que contienen el alelo de ssrB de tipo natural resulté en un producto PCR
de 660 bp, el uso de ADN de los clones que albergan un alelo del ssrB desestabilizado por la insercién
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del casete de aphT result6 en un producto PCR de 1.600 bp. La cepa MvP320 resultante de Salmonella se
examind para la presencia del casete de resistencia dentro del gen ssrB por el uso del andlisis de hibridacién
Southern del ADN total de los ex conjugantes.

Construccion de la cepa mutante MvP340 que porta una delecion en marco en ssrA

Una delecién de 407 codones entre el codén 44 y el 451 de ssrB se gener6. El plasmido p2-2 fue digerido por
BamHI y Kpnl, un fragmento de 3,7 kb fue recuperado y subclonado en pBluescript KS + para generar p2-50. El
plasmido p2-50 fue linearizado por digestiéon con Pstl el cual corta una vez dentro del fragmento del gen subclonado
sstA. Los cebadores ssrA-del-1 (5°-GGT CTG CAG GAT TTT TCA CGC ATC GCG TC -3’) y ssrB-del-2 (5’-GGT
CTG CAG AAC CAT TGA TAT ATA AGC TGC -3’) fueron disefiados para introducir sitios Pstl. PCR se realiz6
usando p2-50 linearizado como plantilla de ADN. La polimerasa TaqPlus (Stratagene) se usé segin las instrucciones
del fabricante. Las reacciones de volumen de 100 ul fueron fijadas usando 10 ul de tampén 10 x TagPlus Precision
que contiene cloruro de magnesio, 0,8 ul de 100 nM de dNTPs, 250 ng de plantilla de ADN (linearizado p2-50),
250 ng de cada cebador y 5 U de polimerasa de ADN TaqPlus. PCR se realizé durante 35 ciclos a 95°C durante
1 minuto, 60°C durante 1 minuto, 72°C durante 6 minutos. Entonces un paso final de 72°C durante 10 minutos fue
agregado. 10 ul de la reaccién PCR se analizaron. Un producto del tamafio esperado fue recuperado, digerido por
Pstl, autoligado, y 1a mezcla de la ligacion fue usada para transformar E. coli DHS5« a la resistencia a la carbenicilina.
Los plasmidos se aislaron de los transformantes y la integridad de la insercién y la delecién fueron analizadas por el
analisis de restriccion y la secuenciacién de ADN. La insercion de una construccién confirmada se aislé después de la
digestion con Xbal y Kpnl y ligada al vector pKAS32 digerido por Xbal/Kpnl. La construccién resultante fue usada
para transformar E. coli S17-1 Apir a la resistencia a la carbenicilina, y la transferencia conjugacional del plasmido
ala S. typhimurium (NaI?, Strep®) se realizé segiin los procedimientos estdndar (de Lorenzo y Timmis, 1994). Los
exconjugantes que habian integrado el plasmido suicida por recombinacién homdloga fueron seleccionados por la
resistencia al 4cido nadilixico y a la carbenicilina, y protegidos para la sensibilidad a la estreptomicina. Tales clones
fueron crecidos en LB a OD600 de aproximadamente 0,5 y los alicuotas se colocaron en placas LB que contienen 250
de ug/ml de estreptomicina para seleccionar por colonias las cuales habian perdido el pldsmido integrado y habian
sufrido intercambio alélico. Los clones resistentes a la estreptomicina pero sensibles a la carbenicilina se usaron para
el andlisis ulterior. El filtrado de los mutantes con una delecién dentro del sitio de ssrA fue realizado por PCR usando
los cebadores ssrA-F o (5’-AAG GAA TTC AAC AGG CAA CTG GAG G-3’) y ssrA-Rev (5-CTG CCC TCG CGA
AAA TTA AGA TAA TA -3’). La amplificacién de clones de ADN que contienen el alelo ssrA de tipo natural resulto
en un producto PCR de 2,800 bp, el uso de los clones de ADN que albergan un alelo ssrA con una delecién interna
resulté en un producto PCR de 1.580 bp, La integridad de los clones que albergan la delecién de ssrA fue ademds
confirmada por el andlisis Southern del locus del ssrA. Finalmente, el locus del ssrA que contiene la delecion en
marco interna se pasé a un ambiente de la cepa fresca de S. typhimurium por transduccion de P22 (Maloy et al., 1996)
y la cepa resultante se nombré MvP340.

Hibridacion Southern

El ADN gendémico de la Salmonella se preparé6 ADN como se describié previamente (Hensel et al., 1997). Para el
andlisis de hibridacién Southern, el ADN genémico fue digerido con EcoRI o EcoRYV, fraccionado en 0,6% de geles
de agarosa y transferido a las membranas Hybond N+ (Amersham, Braunschweig). Varias sondas que corresponden a
la regién ssrA y ssrB se obtuvieron como fragmentos de restriccion de la insercion subclonada de A1y A2.

Ejemplo 9
Evaluacion de la seguridad de la cepa MvP320 de S. typhimurium

Para los ensayos de la competencia entre el S. typhimurium de tipo natural y la cepa mutante MvP320, las bacterias
fueron crecidas en LB a una densidad éptica a 600 nm de 0,4 - 0,6. Los cultivos se diluyeron y los alicuotas de las
dos cultivos se mezclaron para formar un indculo que contiene cantidades iguales de ambas cepas. La proporcion de
ambas cepas fue determinada por diluciones de revestimiento en placas de LB que contienen antibiéticos selectivos
para las cepas individuales. Un inéculo de aproximadamente 10* unidades que forman colonia (cfu) fue usado para
infectar los ratones BALB/c hembras viejas de 6 a 8 semanas (Charles River Breeders, Wiga) por inyeccién en la
cavidad peritoneal. A varios puntos de tiempo después de la infeccion los ratones fueron sacrificados por dislocacién
cervical y la carga bacteriana del higado y del bazo fue determinada por revestimiento de homogenatos del tejido
usando el dispositivo de recubrimiento espiral “WASP” (Meintrup, Lihden). El plaqueo se realizé usando placas LB
conteniendo 50 pg/ml de kanamicina o 100 pg/ml de 4cido nadilixico para seleccionar las cepas mutantes o el tipo
natural, respectivamente.

La cepa MvP320 que alberga el casete de gen aphT en ssrB se recuperé en por lo menos en nimeros 1.000 veces

mads bajos que la cepa del tipo natural de S. typhimurium. Estos datos indican que ssrB contribuye significativamente
a las infecciones sistémicas de de S. typhimurium en el modelo de ratén de la salmonelosis.
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Andlisis estadistico de todos los experimentos

La importancia estadistica entre las muestras apareadas fue determinada por la prueba ¢ de Student. La importancia
de los resultados obtenidos fue determinada usando el software statgraphic plus para Windows 2,0 (Statistical Graphic
Corp.).

Ejemplo 10
Caracterizacion del Promotor de P, inducible in vivo (Promotor B, Fig. 24 B)

El promotor el cual se localiza secuencia arriba del ssaE (P, anteriormente nombrado Promotor B) fue mostrado
para ser regulado por el locus del ssTAB. Un fragmento de ADN que comprende nucleétido 800 a 120 (800-1.205) en la
secuencia incluida (Fig.21 A) fue mostrado para conferir regulacién dependiente de ssrB sobre la expresién de un gen
reportero (gfp) combinado al promotor. El fragmento de ADN fue clonado en un pldsmido de copia baja delante del
gen gfp. Como se ha mostrado previamente para otras construcciones de gen reportero, la induccién de la expresion de
Py.x (800-1,205) se observé en un medio minimo de magnesio (Deiwick et al., 1999) y fue dependiente en la presencia
de un alelo de tipo natural cromosomal de ssrB. Un fragmento mas corto de ADN, que comprende nucleétido 923 a
1205 (923-1,205) en la secuencia incluida, no confiri6é regulacion en la expresion de gfp. Sin embargo, la expresion era
reducida comparada al fragmento de P, (800-1205) el y no era inducida en el medio minimo de magnesio ni era ello
dependiente en ssrB. Asi, el fragmento PssaE (800-1205) comprende al promotor activo y las secuencias reguladoras,
probablemente incluyendo un sitio de unién SsrB.

Descripcion de los dibujos

Fig. 1. Mapa de la Isla 2 de la Patogenicidad de la Salmonella (A) que indica las posiciones de las mutaciones en
las cepas MvP101, MvP102, y MvP103 (B). Un mapa de la restriccion parcial de la regién gendmica se muestra, y las
posiciones de las inserciones del plasmido pertinentes para este trabajo se indican (C). B, BamHI,; C, Clal,; E, EcoRL,;
P, Pstl,; V, EcoRV,; S, Smal; los nimeros de acceso a la base de datos EMBL se indican para las secuencias en (A).

Fig. 2a. La alineacioén de la secuencia de aminodcido de SseB deducida a EspA de EPEC (Elliot et al., 1998). El al-
goritmo Clustal W del programa MacVector 6,0 fue usado para construir las alineaciones.. Los residuos de aminoécido
similares se embalan, los residuos idénticos se embalan y se oscurecen.

Fig. 2b. La alineacién de la secuencia de aminodcido SseC deducida a EspD de EPEC (Elliot et al., 1998), YopB
de Yersinia enterocolitica (Hakansson et al., 1993), y PepB de Pseudomonas aeruinosa (Hauser et al., 1998). El
algoritmo ClustalW del programa MacVector 6.0 fue usado para construir las alineaciones. Las posiciones en donde
por lo menos tres residuos de aminoécido son similares se embalan, en donde por lo menos tres residuos son idénticos
se embalan y se oscurecen.

Fig. 3. La acumulacién intracelular de los mutantes SP12 de S. typhimurium en macréfagos 264,7 de RAW. A
continuacién de la opsonizacién y la infeccidn, los macréfagos fueron lisados y cultivados para la enumeracién de las
bacterias intracelulares (gentamicina protegida) a 2 horas y 16 horas después de la infeccién. Los valores mostrados
representan el aumento de pliegue calculados como una proporcion de las bacterias intracelulares entre las 2 horas
y las 16 horas después de la infeccién. La infeccidn se realizé en triplicado para cada cepa y el error estandar del
promedio se muestra.

Fig. 4. La supervivencia intracelular y la repeticién de la S. typhimurium mutante SP12 en (A) células J774.1 y (B)
los periodatos sacados de macréfagos peritoneales de ratones C3H/HeN. Después de la opsonizacién y la internaliza-
cion, los fagocitos fueron lisados y cultivados para la enumeracién de las bacterias intracelulares viables en el tiempo
de 0 horas. Los valores muestran la proporcién de este indculo intracelular al represente viable a 20 horas + el error
estandar del promedio. Las muestras se procesaron en triplicado, y cada experimento fue realizado por lo menos dos
veces.

Fig. 5. Los anticuerpos especificos 5-gal en los lavados intestinales de los ratones oralmente inmunizados con o
MvP101[pAH97], MvP103 [pAH97], SL7207 [pAH97] o MvP101 al dia 52 después de la inmunizacién. Los resul-
tados se expresan como el porcentaje de la subclase Ig total correspondiente presente en el lavado intestinal, el SEM
es indicado por lineas verticales. Niveles significantes de antigeno IgM especifico no pudieron ser detectados en cual-
quiera de los grupos. Los resultados obtenidos con MvP103 y SL'7207 (no mostrados)fueron similares a aquéllos para
MvP101.

Fig. 6. La respuesta proliferativa especifica 5-gal de las células del bazo enriquecidas CD4+ de ratones oralmente
inmunizados con o MvP101 [pAH97], MvP103 [pAH97], SL7207 [pAH97] o MvP101. Las células fueron reestimu-
ladas in vitro durante una incubacioén al dia 4 con diferentes concentraciones de 8-gal soluble. Los valores se expresan
como cpm promedio de triplicados; el SEM fue en todos los casos menor que el 10%. Los valores del ambiente ob-
tenidos de los sanos sin el antigeno estimulante se sustrajeron. Los resultados obtenidos con MvP103 y SL7207 (no
mostrados) eran similares a aquéllos obtenidos con MvP101.
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Fig. 7. IFN-y presente en los sobrenadantes de las células del bazo CD4+ enriquecido de los ratones oralmente
inmunizados con o MvP101 [pAH97], MvP103 [pAH97], SL7207 [pAH97] o MvP101 sin pldsmido al dia 2 y 4 de
cultivo. Las células del bazo de los ratones se aislaron al dia 52 después de la inmunizacién, y las poblaciones de CD4+
enriquecidas fueron reestimuladas in vitro durante cuatro dias en presencia de $5-gal soluble (20 pg/ml). La produccién
de IFN-y fue determinada por ELISA, los resultados representan los promedios de tres determinaciones. E1 SEM es
indicado por lineas verticales, resultados similares se obtuvieron usando cualquiera de los portadores sin plasmido (no
mostrados). Ninguna diferencia significante con los grupos de control se observé cuando IL- 2, IL-4, IL-5, IL-6 y IL-
10 se probaron (no mostrados).

Fig. 8. Cinética de IgG del suero §-gal especifico (simbolos cerrados) y las respuestas anticuerpo IgM (simbolos
abiertos) en ratones (n = 5) después de la inmunizacién oral con o MvP101 [pAH97] (tridngulo), MvP103 [pAH97]
(circulo), SL7207 [pAH97] (cuadrado) o MvP101 sin plasmido (diamante). Los resultados se expresan como el log2
reciproco del promedio geométrico del punto extremo del titulo (GMT), el SEM fue en todos los casos menor que el
10%. Resultados similares se obtuvieron usando cualquiera de los portadores sin pldsmido (no mostrado), las inmuni-
zaciones son indicadas por flechas.

Fig. 9. Perfiles de las subclases de los anticuerpos IgG $-gal especificos presentes en el suero de los ratones (n = 5)
oralmente inmunizados con o MvP101 [pAH97], MvP103 [pAH97], SL7207 [pAH97] o MvP101 sin pldsmido al dia
52 después de la inmunizacién. Los resultados se expresaron como ng/ml, el SEM es indicado por lineas verticales.
Resultados similares se obtuvieron usando cualquiera de los portadores sin plasmido (no mostrados).

Fig. 10. Reconocimiento del epitope SGP1 restringido por CPH de clase I por linfocitos cebados in vivo en ratones
por vacunacién oral con o MvP101 [pAH97], MvP103 [pAH97], SL7207 [pAH97] o MvP101 sin pldsmido. Las
células del bazo de los ratones inmunizados fueron reestimuladas in vitro cinco dias en presencia de 20 uM de SGP1.
Al final del cultivo, los linfocitos se probaron en un ensayo de liberacién de [*H]-timidina usando P815 (simbolos
abiertos) y P815 cargado de SGP1 (simbolos cerrados) como blancos. Los resultados son valores promedio de sanos
triplicados (uno fuera de tres experimentos independientes se muestra) y fueron expresados como: [(cpm retenido
en | ausencia de efectores) - (cpm retenido experimentalmente en presencia de efectores)/cpm retenido en ausencia
de efectores] x 100; SEM fueron mds bajos que el 5% de los valores. Resultados similares se obtuvieron usando
cualquiera de los portadores sin pldsmido (no mostrados).

Fig. 11. Expresion de una fusion de sseA::luc en cepas mTn5 de tipo natural y mutantes de S typhimurium.

Fig. 12. Mapa de la Isla 2 de Patogenicidad de la Salmonella (A) que indica las posiciones de las mutaciones en
las cepas MvP284 y MvP320 (B). Un mapa de restriccidn parcial de la region gendmica se muestra, y la posicion de
las inserciones de plasmidos pertinentes para este trabajo se indica (C). B, BamHI; C, Clal; H, HindIII; P, Pstl; V; S,
Smal; EcoRV; 11, Hincll.

Fig. 13. Modelo para la organizacidn transcripcional de los genes de virulencia SPI2. Este modelo estd basado en
la observacion de la direccidn transcripcional de los genes SPI2, caracterizacion de las actividades del promotor.

Fig. 14 muestra el principio de cémo las mutaciones que tienen una calidad diferente de atenuacién pueden gene-
rarse. Como es mostrado en A, la desactivacion de un gen efector como sse resulta en un grado bajo de atenuacion.
Como es mostrado en B, la desactivacién adicional de un gen localizado fuera del locus de SPI2 como aroA resulta un
grado mediano de atenuacién. Por la mutacidn insercional con un efecto polar todos los genes en un grupo policistro-
nico son afectados lo cual resulta en un grado alto de atenuacién, como es mostrado en C. Como es mostrado en D, la
desactivacion de un gen regulador tal como ssrB resulta en una atenuacién suprema.

Fig. 15 muestra el principio de la mutacién insercional por el ejemplo de la mutacién insercional en un gen de
virulencia. Casetes diferentes tales como SMC, GEC, TC y/o el casete de invertasa pueden ser insertados en un gen
de virulencia clonado, produciendo asi un gen de virulencia desactivado el cual puede introducirse en una célula por
recombinacién homdloga usando un casete de gen de virulencia.

Fig. 16 ilustra el casete marcador selectivo.

Fig. 17 ilustra el casete de expresion de gen y la induccién del mismo en un sistema de dos fases. El casete de
expresion de gen comprende un promotor, opcionalmente un casete de gen que comprenden una o mds unidades
de expresidon y opcionalmente uno o mds terminadores transcripcionales para las unidades de la expresién y/o una
secuencia 5’ transcrita al casete de expresion de gen.

Fig. 18 muestra los requisitos estructurales de la unidad de expresién de gen para la entrega de antigenos he-
ter6logos en varios compartimientos, es decir, secuencias accesorias que dirigen la seleccién del producto de la
expresion.

Fig. 19 muestra un casete transactivador en un sistema de una fase y en un sistema de dos fases.

Fig. 20 muestra los modos diferentes de expresion del gen como realizados por la combinacidon de secuencias
accesorias diferentes y/o casetes en un sistema de una fase y en un sistema de dos fases.
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Fig. 21 A muestra la secuencia genémica de una regién del locus de SPI2 de Salmonella que comprende las
secuencias completas de los genes ssaE a ssal y las secuencias parciales de ssaD y ssal (cf. Fig. 12).

Fig. 21 B muestra la secuencia de nucleétidos de una regién del locus de SPI2 de la Salmonella que comprende las
5 secuencias codificadas para el ssrA y ssrB.

Figs. 22 A-Q muestran cada una la secuencia nucleétida del gen respectivo indicado.
Figs. 23 A-Q muestran cada una la secuencia de aminodcido del polipéptido respectivo indicado.

10
Figs. 24 A, B muestran cada una, una secuencia nucleétida comprendiendo un promotor inducible in vivo.

15 Listado de secuencias

0 SEQ ID NO: 1 regién genémica acido nucleico FIG21 A
SEQ ID NO: 2 regiéon gendémica acido nucleico FIG21B
SEQIDNO: 3 sseA acido nucleico FIG22 A
25 SEQ ID NO: 4 sseA producto de traslacion FIG23 A
SEQID NO: 5 sseB acido nucleico FIG22B
SEQID NO: 6 sseB producto de traslacién FIG23B
30 SEQID NO: 7 sseC acido nucleico FIG22C
SEQ ID NO: 8 sseC producto de traslacion FIG23C
SEQID NO: 9 sseD acido nucleico FIG22D
35 SEQID NO: 10 sseD producto de traslacién
SEQ ID NO: 11 sseD proteina FIG23D
SEQID NO: 12 ssekE acido nucleico FIG22 E
40 SEQ ID NO: 13 sseE producto de traslacion FIG23 E
SEQID NO: 14 ssef acido nucleico FIG22F
SEQ ID NO: 15 sseF producto de traslacién FIG23F
45 SEQ ID NO: 16 sseG acido nucleico FIG22G
SEQ ID NO: 17 sseG producto de traslacion FIG23 G
SEQ ID NO: 18 SSCA acido nucleico FIG22H
>0 SEQ ID NO: 19 sscA producto de traslacion ~ FIG 23 H
SEQ ID NO: 20 sscB acido nucleico FIG 221
SEQ ID NO: 21 sscB producto de traslacién FIG 23 |
» SEQ ID NO: 22 ssaD 4cido nucleico FIG 22 J
SEQ ID NO: 23 ssaD producto de traslacién FIG23J
SEQ ID NO: 24 ssak acido nucleico FIG 22 K
%0 SEQIDNO:25  ssaE producto de traslacion  FIG 23 K
SEQID NO: 26 ssaG acido nucleico FIG22L
65
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SEQ ID NO: 67 ssrB-Rev acido nucleico pagina 67
SEQ ID NO: 68 ssrA-del1 acido nucleico pagina 67
SEQ ID NO: 69 ssrB-del2 acido nucleico pagina 68
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REIVINDICACIONES

1. Un portador para la presentacion de un antigeno a un huésped cuyo portador es una célula gram-negativa ate-
nuada que comprende el locus SPI2 del gen, en donde por lo menos uno de los genes efectores sseA de, sseC, el sseD,
sseE, sseF y sseG es desactivado y/o en donde el gen chaperén sscB es desactivado y/o en donde por lo menos uno
de los genes del aparato de secrecion ssaE, ssaG y ssaH es desactivado y en donde dicha desactivacién resulta en una
atenuacioén/reduccion de la virulencia comparada al tipo natural de dichas células, en donde la célula comprende por
lo menos una molécula heteréloga de dcido nucleico que comprende una secuencia de 4cido nucleico que codifica
para dicho antigeno, en donde dicha célula es capaz de expresar la molécula de dcido nucleico o capaz de causar la
expresion de la molécula de 4dcido nucleico en una célula seleccionada.

2.Lacélula gram-negativa atenuada segtn la reivindicacién 1, en donde dicha célula es una célula enterobacteriana,
en particular, una célula de Salmonella, una célula de Shigella o una célula de Vibrio.

3. La célula segun la reivindicacion 1 6 2, en donde por lo menos un gen adicional localizado fuera del locus de
SP12 es desactivada, en donde la desactivacion produce una atenuacién/reduccion adicional de virulencia comparada
al tipo natural.

4. La célula segun la reivindicacién 3, en donde dicho gen adicional comprende un gen aro, particularmente el
aroA.

5. El portador segtin cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 4, en donde dicha molécula de 4cido nucleico com-
prende una secuencia de acido nucleico que codifica para un antigeno de una bacteria o antigeno viral o a un antigeno
de tumor, preferentemente para un antigeno de Helicobacter pylori, Chlamydia pneumoniae, Borrelia burgdMLAeri,
Nanobacteria, Hepatitis virus, virus de papiloma humano o virus Herpes.

6. El portador segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicha molécula de 4cido nucleico es
insertada en el locus de SPI2.

7. El portador segun la reivindicacién 6, en donde dicha molécula de 4cido nucleico es insertada en un gen sse,
particularmente en el gen sseC, sseD y sseE.

8. El portador segtin cualquiera de las Reivindicaciones precedentes, en donde dicha insercion es una insercién no
polar.

9. El portador segin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicha molécula de 4cido nucleico
comprende una secuencia de 4cido nucleico que codifica para por lo menos un polipéptido o un péptido que seleccionan
y/o un dominio inmunoestimulador.

10. EI portador segtin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicha molécula de 4cido nu-
cleico codifica para una proteina de fusion.

11. Un portador para la presentacion de un antigeno a un huésped, en donde dicho portador es una célula gram-
negativa atenuada que comprende al locus de SPI2, caracterizado por una falta de por lo menos un polipéptido
SPI2, en donde ducha falta resulta en una atenuacién/reduccion de la virulencia comparado al tipo natural de dicha
célula, ademds caracterizado por la presencia de por lo menos un péptido heterélogo o polipéptido con propiedades
inmunogénicas.

12. Una composicién farmacéutica, que comprende como agente activo una vacuna viviente protectora inmuno-
l6gicamente, la cual es una portadora segin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, opcionalmente junto
con diluentes, portadores y/o adyuvantes aceptables farmacéuticamente.

13. La composicién segun la reivindicacién 12 la cual es conveniente para la administracién a una superficie
mucosa o por medio de la ruta parenteral.

14. Un método para la preparacion de una vacuna viviente, que comprende el suministro de una célula gram-nega-
tiva viviente que comprende el locus de SPI2 y que desactiva por lo menos un gen del locus de SPI2 para obtener una
célula gram-negativa atenuada, que ademas comprende por lo menos una insercién de una molécula de acido nucleico
heterélogo que codifica para un antigeno para obtener un portador segin cualquiera de una de las reivindicaciones 1 a
11, opcionalmente junto con diluentes, portadores y/o adyuvantes aceptables farmacéuticamente.

15. Un método para la deteccién de un portador segin cualquiera de una de las reivindicaciones 1 a 11, que
comprende proporcionar una muestra que contiene dicha célula y detectar la desactivacion de un gen seleccionado de
cualquiera de sseA, sseC, sseD, sseE, sseF, sseG, sscB, ssaE, ssaG y ssaH cuya desactivacién no estd presente en el
tipo natural.
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16. Un método para establecer una biblioteca de portadores atenuados para la presentacion de un antigeno a un
huésped, que comprende obtener por lo menos a dos portadores seglin cualquiera de una de las reivindicaciones 1 a
11, que determina (a) la patogenicidad de dichas células y la relacién de la patogenicidad de dichas células, y (b) que
determina el efecto de dicha presentacion del antigeno en dicho portador y que determina la relacién de los efectos
causados por dichas células.

17. El método de la reivindicacién 16, en donde el efecto de la presentacion del antigeno estd determinada en el
nivel humoral, celular y/o mucoso.

18. El método segtin una cualquiera de las reivindicaciones 16 6 17 que ademdas comprende determinar la im-
munogenicidad de dichas células y determinar la relacién de la immunogenicidad de dichas células, en donde dicha
determinacién opcionalmente es una determinacién de la inmunogenicidad humoral, celular y/o mucosa.

19. El uso de un portador segtin cualquiera de una de las reivindicaciones 1 a 11 para la preparacién de un farmaco
para el tratamiento preventivo o terapéutico de una enfermedad aguda o crénica causada esencialmente por una bacteria
o virus o para la preparacién de un farmaco para el tratamiento preventivo o terapéutico de un tumor.

20. El uso de una molécula de dcido nucleico o un vector, que comprende una secuencia de dcido nucleico

a) de la secuencia de 4cido nucleico de una de las Figs. 21 A, B,
b) de un alelo de la secuencia de 4cido nucleico de una de las Figs. 21 A, B, o
¢) de una secuencia de dcido nucleico la cual bajo condiciones severas hibridizan con la secuencia de 4cido
nucleico de una de las Figs. 21 A, B, para la preparacion de un portador para la presentaciéon de un antigeno
a un huésped como se defini6 en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.
21. El uso segtn la reivindicacién 20, en donde dicha secuencia de dcido nucleico comprende

a) la secuencia de dcido nucleico de una de las Figs. 22 A-Q,

b) una secuencia de 4cido nucleico que corresponde a la secuencia de 4cido nucleico de una de las Figs. 22 A-
Q, dentro de la degeneracién del cédigo genético, o

¢) de una secuencia de dcido nucleico que bajo condiciones severas hibridiza con la secuencia de acido nu-
cleico de una de las Figs. 22 A-Q.

22. El uso segun la reivindicacién 20 6 21, en donde por lo menos una regién codificadora de dicha molécula de
acido nucleico se suprime funcionalmente.

23. El uso segtn una cualquiera de las reivindicaciones 20 6 22, en donde dicha molécula de dcido nucleico tiene
insertado por lo menos un casete de insercién para la insercién mediada por transposén o fago.

24. El uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 23, en donde por lo menos una molécula de acido
nucleico heter6loga que codifica para un polipéptido o péptido es insertada o suprimida-insertada en dicha molécula
de 4cido nucleico, en donde dicha molécula de 4dcido nucleico heterélogo preferentemente codifica para un antigeno
bacteriano o viral u homologo de los mismos.

25. El uso segitin la reivindicacién 24, en donde dicha molécula de 4cido nucleico heter6logo comprende por lo
menos un casete de expresion de un gen, opcionalmente con por lo menos un casete transactivador, un casete marcador
selectivo, un casete de invertasa o combinacion de los mismos.

26. El uso segin una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 25, en donde dicha molécula de acido nucleico
heter6logo comprende por lo menos una secuencia de 4cido nucleico que codifica para un polipéptido o péptido
seleccionado y/o un dominio immunoestimulante.

27. El uso del locus SPI2 de Salmonella para la preparacién de un portador para la presentacién de un antigeno a
un huésped como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.

28. El uso de un locus de gen de virulencia de una célula gram-negativa para la preparacion de un portador para la
presentacion de un antigeno a un huésped como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.
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Fig. 1: posicion de mutaciones en MvP101, MvP102 y MvP103

< 31cs 30cs>

ssal TSRQPO N V MLK JIHG ED CB sssA B
i —

ssaJ | H G sseG sseF  sscB sseE sseD sseC SSCA  sseB  ss0A ssaF ssaD’

C

SseB
EapA

SueB
EspA

SueB
EipA

S3eB
EspA

§s¢B
Espa

e » c c b &c 8w H EE E ¢ 8 8 &3
p5-2 S
L ]
p5-8 ¢.....'.
p5-4
1kb

Alineamiento de SseB con EspA

1 [Ms{Slofl- 1L wofSlofNle 1vexkn . - - s FlGlvs naAfojrGs @ ousqlr@AeovolL“
t@osr/«sv/;@n@nsrsrsu YDLSMSKD-V!LFN LV Q/«An.v»
a v filuMy 1 Qa[TANN IEVQKNAERRNTQEKEE\"KI\AKO-AK”
SOAVVQAOSDIA@ADMNlEAKSSTTA X MANLIVDIAKIIAIDY QS S SIDKNAl®

w [T]o v ofa N nfT]o LiMsiQjaiQ 1T EALQL Gl KWGE!S@ QK W
N?SAKANNLTTT NiNis{Q LIE]1 QQ i NiLiLlTis]A risjDiMQISjL Q YR T 1iS]G LG 19

194 T YS 19

192 K 192 F'g za

4



ES 2313792 T3
to de SseC con EspB, YopB y PepB

ineamien

Al

Fig. 2b

£

Z8A%F R2Ez :Ezz E23%

- IR Okrxw Eara [P

00 >¥eq > e> -y

BBoe z<E fw-TY X .-

<O ™€ «Ta¥] WCews o ER E 3

.W._OAA - e w <O Q0 o X e L 5

i) »>><<c  X=Ta e Orm<

b %1 >eme Ww K K] Y

Iaxwe w X e 2 X Oow - s . b

QM\.VVV - gD < wr > "llﬂl—

YAAZ— L0009 "=z [ XX

e, rvtl— »Afsw .E

P Qe .fML."“ML ﬁ

[~ I LR IR —-——EE

L3 0 ¥-2 o oe I 1
HOXw ww oo [ SRR

.tW.ﬂ.J > - @ e -
XCcX> S - e ~
Lit'o o @ o —

! .
' w s I

or>> o W Zx

BxTg MR m..\ﬂhm_

—.Aoc e s ® Y-

.AmnHMAA - e < +Ow

rmom-(l. "o oe e L A~ - g
| XX CX-INN-4 wie w

<> X “wx 3

> €€ [—

Bioo

vC-I-AA ™

oL & & .
Ta << y

w s e 2

PR .

PP

P

S

- /
~Zo 6]

>

]‘

e, IS el '(‘r,o 24, 9.

J"’O
<
43

o

Veg,

-
Mutantes de cepas en genes individuales

@y,

“v

Sty fre' ‘\rq -".r,o ".r,&

oy

I

160
140
120
100
80
0

0

0

seie|njeoenul seusyoeq us anbaijd sp oyuswny

M K ILYALLADCS FK

M GAEFSAKVAQISTGISN
m

» NN M T

w N_}\‘]

n s]o

»e olvjalN of

"
m
m
m
8

SuC
yo
VYopl
Pep8
Sl
D 2
Yord
Pepd
Yopl
Prpl
S
LD
Yol
L
C
GpDd Y

Vop8 W0
Pl



Incremento de pliegue

Incremento de pliegue

ES 2313792 T3

10 ]
8
6
4
2
"I |
; || B
wt ssrd ssrJ ssaV ssed sseB
Cepas mutantes en genes SPI2 individuales
Fig.4B
0.1
0.03
0.08
0.07
0.06
0.05
0.04
0.03
0.02
0.01
wt sseA sseB

Mutantes de cepas en genes SPI2 individuales

Anticuerpos especificos p-gal
en purgas intestinales

{% de Ig total)

W
—

3 mvpri0l
N MvP103 pAHY?
W MyPIOL pAHS?
SL7207 pAHY?

MR-

44




Ulml

ES 2313792 T3

Mvyi'iol

)

SLYIUT pAHY?

MyPLO1 pATIST

AR

MeP103 pAHY?

Conteos de *H-timidina i(x 1

i ‘0 1'5 20 25
B-gal (ug/ml)

(=4
[,

Fig.6

30

0 mrinn [N MyPIOY pARY?
25 || MVPI0I1 PAH97 [d SL7207 pAH9?

20 -

15 - -

10 -

NN/

Dia 2

GMT flog, )

Anticuerpos especificos p-gal

Tiempo (dias)

Fig. 8

45



ES 2313792 T3

{ng/ml)

subclases de IgG p-gal especifico

|
|
©

% de lisis especifica
e

—dh—  MvP101

—dp— SL7207 pAHET
i~ MvP103 pAHO?
——- MvP101 pAHET

2(;:1

10:1 5:1

relacién E:T

46




ES 2313792 T3

Fig. 11
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Fig. 12: Posicion de las mutaciones en MvP284 y MvP 320
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Modelo para las unidades transcripcionales
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Principio de mutacién insercional

R¢ = Sitios de restriccién para clonar fragmentos de grupos de genes de virulencia
Rm = Sitios de restriccién para mutacién genética

Columna de II(‘ R, R, R
plasmido suicida — -
Region Gen de virulencia Region
flanqueadora flanqueadora

Casete para insercion

R SMC
/3 GEC

s BN TC
R. Rfupresmn W [nvertasa
Ses——
Insercion
individual Combinacion
?‘ R. R, jl' }I“ R,, Otrofs) casete{siRa j‘
£ syt — C S — 1 —J
Region  SMC  Region Region  gMC Region
flanqueadora flanuueadora flanqueadora flangueadora
Casete de gen de virulencia mutado Casete de gen de virulencia mutado

Casete marcador selectivo (CMS)

Casete marcador selectivo permanente

*T = Terminador transcripcional opcional si se
requiere mutacion insercional polar

Marcador selectivo

Casete marcador selectivo reversible

DR=Repetir directo

DR ag
selectivo

49



ES 2313792 T3

Casete de expresion de gen

Sistema de una fase
P = Promotor consistente en

R, R,, - un promotor actuando
TP T constitutivamente en Salmonella, o
L‘l:‘ nj - un promotor inducible in vivo de Salmonella u,
Casete de gen - otro promotor.

T =Terminador transcripcional
Sistema de dos fases

Inversion
Casete invertasa /\Casete de expresion de gen
R. Ra
TP T TP, 4— —_ T
IR o) ON
R Invertasa TR R“r IR Casete de gen IR R,
L = - T
e —— - u = B
IR . IR
TR = Repeticion terminal para IR = Repeticion invertida
insercién transposicional usada por invertasa
Casete de gen
1 » C S i— -
Unidad de expresion Unidades de expresion
de gen individual de gen concatemérico

Requerimientos estructurales de unidad de expresion de gen para la entrega de
antigenos heterologos en los diversos compartimentos de Salmonella

Secuencia genética

g Compartimento citosolico

Péptido de

lasefial  Secuencia genética
: : Compartimento periplasmico

Péptido de sgecuencia B-barril

la sefial genetica .
g Compartimento de membrana

exterior

Separador

Secuencia genética

~

Proteina secretoria Tipo lI

Medio extracelular
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P = Promotot consistente en:
= un promotor que actua constituti
Salmonella. o
= un promotor inducible in vive de
= otro promotos
P = Promotor constitutivo
Pivi = Promotor inducible in vivo
Pact= Promotor activable

Sistema de una fase

Induccién
o

denrepresion

Paso unico
0 cascada

Seiial externa

Sistema de dos fases

TR Invertasa TR

T T
oI e T
TR Invertasa TR

Seiial externa
Induccion o derrepresion

en paso unico o cascada

T P, T
CO N m-aammbu T )
TR Invertasa TR
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Figura 21
Fig. 21A

CTGCAGTTGTCCGSTTIATTCC TCGTCARGCGAACACATGCARARGGTGAGAGCGACTCTCCGAATCATGGGGCGTCATGTA
TCGGGATGGTSTAATC TGTGATGAC TTAT TGO TACGAGAAGTGCAGGATGTTTTIGATAAAAATGGGTTACCCEGCATGCTG
AAGTATCCAGCGAAGGGCCGGEGAGCC T TTAATTCATGATGATATACAAATGGATCAGCAATGGCGCAAGGTTCAACCA
TTACTTGCAGATATTCC CGRGTTATTCCACTGGCAGATTAGT CACTCTCATCAGTCTCAGGGGGATGATATTATTITCTGC
GATAATAGAGAACGGTTTACTGGGECTTCTCAATCTTAGCCCAATGCGGCGCTCTTTTGTTATCAGTGGTGTACTGGATG
AATCTCATCAACGCATTTTGCAAGAAACGTTAGCAGCATTAAAGAAAAAGGATCCCGCTCTTTCT I TARTTTATCAGGAT
ATTCCCCCTTCCCATGATCAAAGCAACTATCTCCCTCCGCCAGTSGCTGGCTTTGTACAGAGTCGCCATGGTAATTACTT
ATTACTGACGAATAAAGAGCSTTTACGTGTAGGGECATTCTTACCCAATGOGGGAGAAATTGTCCATCTGAGTGCCGATG
PGGTAACGATTAAACATTATGATACTITCAT TAACTATCCATTAGATTTTAAGTGAGTGGAAAATGACAACTTIGACCCG
GTTAGAAGATTTACTGCTTCATTCCCCTCAAGAGGCCARAGECATAATTT TACAATTARGGGCTGCCCGGAARACAGTTAG
AAGAGRACAACGGCAAGT TACAGGATCCGCAGCAATATCAGCARAACACCTTATTGCTTGAAGCGATCGAGCAGGCCGAA
AATATCATCRACATTATTTATTATCGTTACCATAACAGCGCACT TG TAGTGAGTGAGCAAGAGTAAAGTAARAATATCTT
AGAGCCTATCCCACCAGGCOTTAATTGGCGCAGCCAGTTTGGACACGGATAGCGCGCAAAAACCGCAGCGTACACGTAGT
ACGTGAGGTTTGACTCSCTACCCTCOCCCTTCGEGCCGCCECTAGCGGCGTTCARAACGCTAACGCGTTTTGGCGAGCAC
TGCCCAGGTTCAANATGGCAAGTAAAATAGCCTAATGGGATAGGCTCTTAGT TAGCACGTTAATTATCTATCGTGTATAT
GGAGGGGAATGATGATAAAGARAAAGGC TGCGTTTAGTGAATAT CCTGATTTAGAGCAAAGTTACATGCAGCTAAATCAC
TGTCTTAAAAAATTTCACCAAATCCCGCCTAAGCTGAGTCAACAGC TTGCTGAAAGGGCAGAGAGCCCCARAAATAGCAG
AGAGACAGAGAGTATTCTTCATAACCTATTTCCACAAGGCGTTGCCGGGGTTAACCAGGAGGCCGAGAAGGATTTAAAGA
ARATAGTAAGTTTGTTTAAACAACTTCAAGTACGACTCAAACAACTTARTGC TCAAGCCCCGGTGGAGATACCGTCAGGA
AAAACAAAAAGGTAAAGCATAATCTCTTCAGGAAACATCTTATCGGGAAGTCAARACCCTATTGTGTTTAAAAATAGCTT
CCGCCTCAGCAACGCTGATACCGGGAGCCAGGATGACTTATCCCAGCAAAATCCGTITGCCCARGGGTATGGTGTTTIGC
TTATTCTCCTTATGGTTATTCAGGCTATCGCAAATAATAAATTTATTGAAGT CCAGRAGRACGCTCGAACGTGCCAGAART
ACCCAGGAAAAGTCAAATCAGATGGATGAGG TGATTGCTAAAGCAGCCAAAGGGGATCCTAARACCAAAGAGGAGGTGCC
TGAGGA TG TAATTAAATACATGCGTGATAATGGTATTCTCATCGATCCTATGACCATTGATGATTATATGGCTAARTATG
GCGATCATGGGAAGCTGGATAARGGTGGCCTACAGGCGATCARAGCGGCTTTGGATAATGACGCCAACCCGAATACCGAT
CTTATGAGTCAGGGGCAGATAACAATTCARAARATGTCTCAGGAGCTTAACGCTCTCCTTACCCARCTGACAGGGCTTAT
CAGTRAGTGGGAGGANATTTCCAGTATGATAGCGCAGAAAACSTACTCATGAAAAAAGACCCGACCCTACAACAGGCACA
TGACACGATGCGGTT T T TCCGGCGTGGCGGCTCGCTGCGTATG T TG TTGGATGACGATETTACACAGCCGCTTAATACTC
TGTATCCCTATGCCACGCAGCTTATGGAGCTAAAAGAATTCGCCGGCGCAGCGCEACTTTTTCAATTIGCTGACGATATAT
GATGCCTGGTCATTTGACTACTGS T TTCGGT TAGGGGAATGC TGCCAGGCTCAAARACATTGGGGGGAAGCGATATACGC
TTATGCGACGCGCGGCACAAATTAAGATTCATGCOCCGCAGGCGCCATGGGCCGCAGCGGAATGCTATCTCGCGTGTGATA
ACGTCTGTTATGCAATCAAAGCGTTARAGGCCGTGETGCGTAT T TCCGGCGAGGTCAGTGAACATCAAATTCTCCGACAS
CGTGCAGARRAGATCT TACACCAACTTICTGACAGGAGCTARAARTGAATCGAATTCACAGTAATAGCGACAGCGCCGECA
GGAGTAACCGCCTTAACACATCATCACTTAAGCAATGTCASTTIGCGTTTCCTCGGGTTCGCTGGGARAGCGCCAGCATCG
TCTGARTTC T ACTTT TGO COATGGCAACGCCGCOTE TCTGCTAT CCGGGARAATTAGTCTTCAGGAGGCAAGCARTGCGT
TCAAGCAACTGCTTGATGCCCTACCCGGAAATCATAAGCGTCCATCATTGCCTGACTTTTTGCAGACCAATCCCGCGRTT
TTATCAATGATGATGACGTCATTAATACTCAACGTCTTTGCTARTAACGCTCAATCGTTATGCCARCACCTTGAGCGRGE
AACTGAGGTGCAAAATGCATTACGTAATAAG CAGGTAAAGGACGT ATCAGGAGCAGATCCAGAAAGCGATAGAGCAGRBAGE
ATAAAGCGCOTAAMAGCGGGTAT T TTTGGCCCTATTTTICACTGGAT TACCCGCATATTTGAAACCCGTUATTGGCGCCTITA
AAAGTTGTGGAAGGT T TTCTGTCCGOAAATC CCOCAGAAATGECTAGCOCCCGTAGCTTATATGGCCGCAGG TTGTGCAGS
ARTGGTITAAAGCCGGAGCCGAAACGGCAATGATG TOCEGTGCTCGACCACGATACCTGTCAGGCAAT TATTGACGTGACAR
GTARGATTCAAT TTGG T TG TGAAGCCGTCGCGCTGGCACTGGATGTTTTCCAGATTGGCCOTGCTTTTATGGCCGACGAGA
GBTTTATCTGGCGCAGCTGCAARAGTGCTIGACTCCGG T T I TGGCGAGGAAGTGGTTGAGCGTATGGTAGGTGCAGGGGA
AGCAGAARTAGAGGAGT TGGCTGAAAAGTTTCGCGAAGAAGTGAGCCGAAAGTTTTTCCAAACAATTTGAGCCOCCTTGAAC
GTGAAATGGCTATGGCGAATGAGATGGCAGAGGAGGCTGCOGAGTTTTCTCGTAACGTAGAAAATAATATGACGCGAAGC
GCGGGAARARGCTTTACGAAAGAGGGGGTGAAAGCCATGGCAAAAGAAGCGGCARAAGARGCCCTGGARARATCTGTGCA
AGARGGTGGRARAGTTCCTGTTAAARARATTCCGTAATAAAGTTCTCTTCAATATG TTCARARAARTCCTGTATGCCTTAC
TGAGGGATTGTTCATTTAAAGGCTTACAGGC TATCAGATOTGCAACCGAGGGCGCCAGTCAGATGAATACTGGCATGGTT
AACACAGAARAAGCGAAGATCCAAAAGAARATACAGCAATTAATAACTCAGCARCGGTTTCTGGATTTCATAATGCAACA
AACAGARAACCAGAAAAAGATAGAACAAAAACGCTTAGAGGAGCTTTATAAGGGGACGGGTGCCGCGCTTAGAGATGTAT
TAGATACCATTGATCACTATAGTAGCCTTCACGCGAGAATAGCTCGCTATCGCGCTTAATCTGAGGATAARAATATGGAA
GCGAGTAACGTAGCACTGGTATTACCAGCCCCTTCCTIGTTAACACCTICTICCACTCCATCTCCCTCCGGGGAGGGAAT
GGGTACTGANTCARTGC T TCTG T TATTIGATGATATCTGGATGAAGC TAATCCAGCTTGCCAAAAAGCTGCGCGATATCA
TGCGCRGCTATAACCTAGAAAAACAACGGCTSGCCTOGCAACTGCAAGTCARTGTTTTACAGACGCAAATCARAAACARTT
GATGARGCGTTTAGAGCATCAATGAT TACTGCGGGTGGCGCAATGT TETCGCGTCTACTGACGATAGGATTAGGGGCCGT
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AGGCGGGGAMACCGGTCT TATAGCGGSTCAAGCCGTAGGCCACACAGCTGGEGGCGTCATGGGCCTCGGEGCTGGTGTAG
CGCRAACGTCAAAGTGATCARGATARAGCOAT TCCCCACCTSCAACAARATGGEGCCCAATCTTATAATARATCCCTGACG
GAMATTATGGAGARAGCAACTGAARATTATGCAGCAAATCATCGGCGTGGGE TCGTCACTGCTCACGGTTCTTGCTGAAAT
ACTCCGGGCATTAACCAGCTARACATCCTCGCAAGAAATAGAGCAATGGTTACGTCGGCATCAGGTGTTTACTGAGCCTGT
ATATTTAGGGCAGACCSCCATATTACTTGGGCAGCAGTTTATATTATCGCCTTACCTGGTGATCTATCGTATTGAGGCAA
AAGARAATGATTATTTGTGAGTTCAGGCGCCTGACGCCCGGGCAACCTCOACCACAGCAATTGTITCACTTACTGGGACTT
TTACGCGGGATATT TG TGCATCACCCGCAGT TAACATGTTTAAAGATG TTGATAATCACCCACGTTCTGGATGAAAARAA
AGCCATGCTACGCAGGARATTATTGCGCATC CTGACAGTAATGGCAGCGACCTTTACACAGCTTGATGGCGATAACTGGA
CAGTTTTATCCGCCGAGCATCTTATCCAGCGACGTTTTTAAATGACCTTCCTCACGTAAATCATTATCACGTGARRATAA
CAATCAATAGGTATGATGATGARAGAAGATC AGAAAAATAAAATACCCGARGACATICTGAARCAGCTATTATCCGTTGA
TCCGGARACCGTTTATGCCACTGGTTACCCC TCATGGCAGGAGGGGGATTATTCGCGCGCCETARTCAATITTAGTTEGC
TGGTGATGGCCCAGCCATGGAGTTGGCGTCC CCATATTCCATTGSCTCGCACCTGGATGATGCTTARAGAATACACGACG
GCCATTAATTTCTATGGACATGCCTTGATGCTGGATGCCAGCCATCCAGAACCGGTTTACCAAACGGGCGTCTGTCTCAA
AATGATGGGGGAACCCOGETTGGCGAGAGAGGCTTTTCAAACCGCAATCAAGATGAGTTATGCGGATGCCTCATGGAGTG
AGATTCSCCAGARTGCGCAAATAATCGTTGATACTCTTATTGCTTAAATAACAGAACGAMATATGAAAATTCATATICCG
TCAGCOGCAACTAATATAGTCOATGGTAATAGTCCTCCTTCCGATATACAACCCAAGGAGGTATCOTTTCCTCCCCCTGA
AATTCCAGCGCCTCGCACCCCCOCAGCCCCTGTGC TOCTTACGCCTUAACARATAAGGCAGCAGAGGGATTATGCAATAC
ATTTTATGCAATACACTATTCGTGCGCTEGG TGCGACACTCG TG TTTEGGTTATCGGTTGCTGCAGCCGTARTTTCTGRT
GGGGCAGGATTACCCATTGCTATTCTTGCGGGGGCGGCGCTCGTGATTGCTATTGCOCATACTTGCTGTGCGTATCATAR
TTATCAATCCATATCTCAGCAMAGGACCCATTACRAACCGCCAGTGATAGCGTTGCT CTTGTGCTCAGTECGCTGGCCT
TARAATGTGGGGCARGTCTTAACTGCGE TARCACCCTTGCTART TG TCTTTCTTTAT TARTACGTTCAGGRATCGCTRTT
TCTATGTTGGTTTTACCCCTACAGT TTCCACTGCCCGCGGCTGAAAATATTIGCGG CCTCTTTGGACATGGGGAGTGTAAT
TACCTCCGTTAGCCTGACGGCGATAGGTGCGGTACTGGATTATTGCCTTGCCCGCCCCTCTGGCBACGATCAGGAARATT
CTGTT GATGA.ACTTCATGCCGATCCCAGTGTGTTATTGGCGGMCAMTGGCAGCGCTCTGTCMTCTGCTACTACACCT
GCACCTGCATTARTGGACAGTTCTCATCATACATCTCGGGGAGAACCATGARACCTGTTAGCCCAARTGCTCAGGTAGGA
GGGCARCGTCCTGTTAACGCGCCTH GAGGAATCACC‘TCCATGTCCTTCA’I’I‘GCCACATCCGGmCCMTATGGWG
TAGARTAGGACCTCAACAAGGAAAAGAGCCGCTATTCGCCGGACTTGCGAARCGAGTGATAGAG TGTTTTCCAARAGRAA
T TTAGTIGGCAAACGG T TATTTTGGGCGGACAGAT I TTATGC TE TTCCGCTGGARTAGCATTAACAGTGCTAAGTEGT
GGAGGCGCECCGCTCATAGCCCTGGCAGGGATTGGCCTTGCTAT TGCCATCCOGGATGTCCCCTGTCTTATCTACCATCA
TAAACATCATTTGCCTATGGCTCACGACAGTATAGGCAATCCCGTTTTTTATATTGCTAATTGTTTCGCCAATCAACGCA
AAAGTATGGCGATTGCTAARGCCETCTCCCTGGGCGETAGATTAGCC T TAACCGCGACCGTAATGACTCATTCATACTGR
AGTCCTAGTTTGGGACTACAGCCTCATTTATTAGAGCGTCTTAATGATATTAC CTATGGACTAATGAGTTTTACTCGCIT
CGOTATCGATGGGATGGCAATGACCGGTATGCAGGTCAGCAGCCCATTATATCGTTTGCTGGCTCAGGTAACGCCAGARC
ARCGTGCGCCGGAGTAATCG TTTTCAGGTATATACCGGATGTTCATTGCTTTCTARATTTIGCTATGTTGCCAGTATCCT
TACGATGTATTTATT TTAAGGAARAGCATTATGGATATTGCACAAT TAGTGGATATGCTCTCCCACATGGCGCACCAGGT
AGGCCAGGCCATTAATGACAAAATCAATGGTRATGATTTGCTCAACCCAGAATCGATGATTAAAGCGCAATTTG CCTTAC
AGCR.GTATTCTACA’ITTA’ITMTTACGMAG’ITCACTGATCAMATGATCAMGATATGCTTAGTGGMTCATTGCTW
ATCTGAAGTTATTAGCGACCGATCTTCGACGET TGCTCCTCGAAATCATGTTTGCGGE CGTTAACCATAGCCTGATTTCCC
AGGTACATGCOATETTACCAGCGCTAACCG T TATTGTTCCGGATARAAAATTACAGTTGGTATGTC TGGCATTATTGTTG
GCGGGTTTARATGAGCCSCTAAAAGCCGCGARAATTTTATCGGATATAGATTTGCCAGAGGCTATGGCGCTGCGTCTOTT
ATTTCCTGCACCAA TGAGGGCTTTCAAAATTCAATATTTCTGATATGAGCCTAGTGCCTGTAAGCACTCAATCTTATGT
AAAGTCCTCTCCAGAACCOAGCCAGGAS CAAATTAATTITT T TCAACAATTCCOTCAAAGATGAACCATCCAL CACTAACS
COAGTGCTTTATTACCGCAGGTTATCTTGACCAGACAAATGGATTATATGCAGTTAACGGTAGGCGTCGATTATCTTGCC
AGAATATCAGGCGCAGCATCGCAAGCGCTTAATAAGC TGGATAACATGGCATAAAGGTTCATCGTATAGTATTTCTTACT
GTCCTTACGTTCTTTCTTACGGCATGTGATG TGGATCT T TATCGCTCATTGCCAGAAGATGAAGCGAATCAARTECTAAC
ATTACTTATGCAGCATCATATTCATGCGGAARAAAAACAGGAAGAGGATGGTGTAACCTTACGTGTCGAGCAGTCGCAGT
TTATTAATGCGG TTGAGCTACTTAGACTTAACGG T TATCOGCATAGGCAGT TTACAACGGCGGATARGATGTTTCCGGCT
AATCAGTTAGTGGTATCACCCCAGGAAGAACAGCAGAAGATTAATTTTTTAAAAGAACAARGRATTGAAGGAATGCTGAG
TCAGATGGAGGGCGTGATTAATCCAARAGTGACCATTGCGCTACCGACTTATGATGAGGGAARGTAACGCTTCTCCGAGCT
CAGTTGCCGTATTTATAAAATATTCACCTCAGGTCAATATGGAGGCCTTTCOGGTAAAARTT. AAAGATTTAATAGAGATG
TCARTCCCTGGGTTCCAATACAGTAAGATTAGTATCTTGATGCAGCCTGCTGAATTC
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Fig. 21B

AGCATTGACATAAAAACTTACAATTTGAAAAATTATTTATTAARTARARCTGTTACGATGTTTTTACATCGCCATCTTATT
ARRRAGTAARTTGTAGTCATCGACTGGGTTATATATGAARGAARTTTATCT TCCTAATGATAACACCATCGATTAATCTTCT
GRATGAAACTATATGTACTGCGATAGTGATCARGTGCCARRGATTITGCAACAGGCAACTGGAGGGAAGCATTATGAATTT
GCTCARTCTCAAGARATACGCTGCRARACATCTT TAGTAATCAGGCTAACT T TTTTAT T TTTATTAACAACAATAATTATTIT
GGCTGCTATCTATGCTTACCGCAGCTTATATATCARTGGTTCAGRAACGGCAGCATATARTAGAGGATTTATCCGTTICTA
TCCGAGATGAATATTGTACTARGCAATCAACGG T TTGAAGAAGCTGAACGTGACGCTAAARATTTARTGTATCAATGCTC
ATTAGCGACTCAGATTCATCATAACGATAT TTTCCCTGAGETCAGCCOGCATCTATC TG TCCGTCCTTCARATTGCACGC
CGACGCTAAACGGAGAGAAGCACCGTCTCT TTCTGCAGTCCTCTCATATCGATGARAATAGCTTTCGTCGCGATAGTTTT
ATTCTTAATCATAAARATGAGAT TTCOTTAT TATCTACTGATAACCCTTCAGATTATTCAACTCTACAGCCTTTAACGCS
AAARAGCTTTCCTTTATACCCAACCCATGCOGGGTTTTACTGGAGTGAACCAGAATACATARACGGCAAAGGATGGCACS
CTTCCOTTGCGGTIGCCGATCAGCAAGGCGTATT TTTTGAGGTGACGGTTAAACTTCCCGATCTCATTACTAAGAGCCAC
CTGCCATTAGATGATAGTATTCCAGTATGGCTGGATCAAAACARCCACTTATTGCCGTTTTCATACATCCCGCAAAAAAT
ACGTACACAGTTAGAAAATGTAACGCTGCATGATGGATSGCAGCARRTTCCCGGATTTCTGATATTACGCACAACCTTGC
ATGGCCCCGGATGGAGTCTGGTTACGCTGTACCCATACGGTAATCTACATAATCGCATCTTAAARATTATCCTTCAACAA
ATCCCCTTTACATTAACAGCATTGG TG TTGATGACGTCGGCTITTTGCTGGTTACTACATCGCTCACTGGCCAAACCATT
ATGGCGTTTTGTCGATGTCATTAATARARCCGCAACTGCACCGCTGAGCACACGTT TACCAGCACAACGACTGGATGAAT
TAGATAGTAT TGCCGGTGCTTTTAACCARACTGCTTGATACTCTACAAGTCCAATACGACAATCTGGAAAACAAAGTCGCA
GAGCGCACCCAGGCGCTARATGAAGC AARARAACGCGCTGAGCGAGCTAACAARCGTAARAGCATTCATCTTACGGTART
ARGTCATGAGTTACGTACTCCGATCAATCGCGTACTCGGTGCARTTGAATTATTACAARCCACCCCTTTAARCATAGAGC
AACAAGGATTAGCTGATACCGCCAGAAATTCTACACTGTCTTTCTTAGCTATTATTAATAATCTGCTGGATTTITTCACGE
ATCGAGTCTGGTCATTTCACATTACATATGCAAGAAACAGCGTTACTGCCCTTACTGGACCAGGCAATGCAAACCATCCA
GGGOCCACCACARAGCAAAAAACTC TCATTACGTACTTTTGTCOGTCAACATGTCCCTCTCTATT TTCATACCGACRGTA
TCCGTTTACGGCAAATTTTGGTTAATTTACTCGGGAACGCGGTAAAATT TACCGRAAACCGGAGGGATACGTCTGACCETC
AAGCGTCATGAGGAACAATTAATATITCTGGT TAGCGATAGCGOTAAAGGGATTGARATACAGCAGCAGTCTCAAATCTT
TACTGCTTTTTATCAAGCAGACACAAATTCGCAAGGTACAGGAATTGGACTGACTATTGCATCAAGCCTGGCTAAAATGA
TGGGCGGTAATCTGACACTAAAAAGTGTCCCCGGGGTTGGAACCTGTGTCTCGCTAGTATTACCCTTACAAGAATACCAG
CCGCCTCAACCAATTAAAGGGACGCTGTCAGCGCCGTTCTGCCTGCATCGGCAACTGGCT TG TGGEGARTACGCGGTGA
ACCACCCCACCAGCAAAATGCGCTTCTCAACGCAGAGCTTITGTATTTCTCCGGAARACTCTACGACCTGGCGCAACAGT
TAATATTGTGTACACCARATATGCCAGTAATAAATAATTTGTTACCACCCTGGCAGTIGCAGATTCTTTIGGTTGATGAT
GCCGATATTAATCGGGATATCATCGGCAAAATCCTTGTCAGCCTGGGCCAACACCTCACTATTGCCGCCAGTAGTAACGA
GGCTCTGACTTTATCACAACAGCAGCGAT T CGAT T TAGTACTGATTGACATTAGAATGCCAGARATAGATGGTATTGART
GTGCTACGATTATGGCATGATGAGCCGAATAAT TTAGATCCTGACTGCATSTTTGTGGCACTATCCGCTAGCGTAGCGACA
GAAGATATTCATCGTTGTAARAAAAATCGCAT TCATCATTACATTACAAAACCAGTGACATTGGCTACCTTAGCTCGCTA
CATCAGTATIGCCGCAGAATACCAACT I TTACGAAATATAGAGCTACAGGAGCAGGATCCGAGSTCGCTGCTCAGCGCTAC
TGGCGACAGATGATATGGTCATTAATAGCAAGATTTTCCAATCACTGCACCTCTIGCTGGCTGATATTGAAAATGCCGTA
TCGGCTGGAGARAAAATCGATCAGTTARTTCACACAT TARARGGC TG TTTAGGTCARAATAGGGCAGACTGRATTGGTATG
CTATGTCATAGACATTGAGAATCGCGTAAAARTGGGGARAATCATCGCGCTGGAGGAACTAACCGACTTACGCCAGAANA
TACGTATGATCTTCARAAACTACACCATTACT TARTATTATCTTARTTTTCGCGRGGGCAGCARAATGAAAGAATATAAG
ATCTTATTAGTAGACGATCATGAAATCATCAT TAACGGCATTATGAARTGCCTTATTACCCTAGCCTCATTITARAATTGT
AGRGCRTGTTRARRATGGTCTTGAGGTTTATRRTGCCTGTTGTGCATACGAGCCTGACATACTTATCCTTGATCTTAGTC
TACCTGGCATCAATGGCCTGGATATCATTCCTCAATTACATCAGCG T TGGCCAGCARTGARTATTCTGGTTTACACAGCA
TACCAACAAGAGTATATGACCATTAARACTTTAGCCGCAGGTGCTAATGGCTATGTTTTAARAAGCAGTAGTCAGCARGT
TCTGTTAGCGGCATTGCAAACAGTAGCAGTAAACAAGCGTTACATTGACCCAACCTTGAATCGGGAAGCTATCCTGGCTS
RATTAAACGCTGACACGACCAATCATCAACTGCTTACTTTGCGCGAGCGTCACGETTCTTAAACTTATTGACGAGGGGTAT
ACCAATCATGGGATCAGCGAARAGCTACATATCAGTATAAAAACCGTCGAAACACACCGGATGAATATGATGAGAAAGCT
ACAGGTTCATAAAGTGACAGAGTTACTTAACTGTGCCCGAAGAATGAGCTTAATAGAGTATTAACCAGGGGCSTCCGATG
GTATTAAGCATIGGTCATATTTIGATGAGCCT TACGCCACGCAGTATTGCTCATCATCGACAAAATCCATACGGATACCC
TCGTATGCCOGCACCAT T TATCACTACCT TAGTCTTCATTTGATCATGATATAGTAGAATCCCCTTATTTAACGGACTTTA
CCATGTCATATTCTATCOGCGAAT TTGCCAGAC TATGCCGTATCAATGCCGCCACGCTAAGGGCATGGCAGCGACGCTAT
G
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Figura 22

Fig. 22A

sS5eA

ATGATGATAAAGAAANAGGCIGCGT TTACTCAATATCGTGATTTACAGCAAAGTTACATCCAGCTAMATCACTGTCTTAA
AAAATTTCACCAAATCCGGGCTAAGG TGAGTCAARCAGCTTCCTGAAAGGGCAGAGAGCCCCAARAATAGCAGAGAGACAG
AGAGTATTCTTCATAACCTATTTCCACAAGGCOTTGCCGGGGTTARCCAGGAGGCCCAGAAGGATTTAAAGAAAATAGTA
AGTTTGTTTARACAACTTGAAGTACGACTGARACAACTTAATGCTCARGCCCCCGTCGGAGATACCGTCAGGARRAACARR

AARGGTAA

Fig. 228

sseB
ATGTCTTCAGGARACATC T TATGGGGAAGTCAAAACCCTATTGTGTTTAARAATAGCTTOGGCGTCAGCAACGCTCATAC

CGGGAGCCAGGATGACTTATCCCAGCAAAATCCGTTTGCCGAAGGGTATGETCTTTIGCTTATTCTCCTTATGGTTATTC
AGGCTATCGCAAATAATAARTTTATTCAAGTCCAGARGAACGCTGAACGTGCCAGAAATACCCAGGAAAAGTCAARTGAG
ATGGATGAGGTGATTGCTAAAGCACCCAAAGGGGATGCTAAAACCAAAGACGAGETGCCTGAGCATCTAATTAAATACAT
GCGTCGATAATGGTATTCT CATCGATGGTATGACCATTGATGAT TATATGGCTAARTATGGCGATCATGGGAAGCTGGATA
AAGGTGGCCTACAGGCCATCAAAGCGGCTTTGOATAATGACGCCAACCGGAATACCCGATCTTATGAGTCAGGGGCAGATA
ACARTTCAAAAAATGTCTCAGGAGC TTAACGCTGTCCTTACCCAACTGACAGGGCTTATCAGTAAGTGGGGGGARATTTC
CAGTATGATAGCGCAGARARCGTACTCATGA

Fig. 22C
sseC
ATGARTCGAATTCACAGTAATAGCCACAGCGCCGCAGGAGTAACCGCCTTARCACATCATCACTTAAGCRAATGTCAGTIG

CGTTTCCTCGGGTTCGCTGEGAAAGCCGCCAGCATCGTGTGAATTCTACTTTTGGCGATGGCAACGCCGCGTGTCTGCTAT
CCGGGAARATTAGTCTTCAGEAGGCAAGCAATGCGTTGAAGCAACTCC TTGATGCCGTACCCGGARATCATARAGCGTCCA
TCATTGCCTOACTTTTTGCAGACCAATCCCGCGGTTTTATCAATGATGATGACGTCATTARTACTCARCGTCTTTGETAR
TARCGCTCAATCCTTATGCCARCACCT TCAGCGGGCAACTGAGGTGCARAATGCATTACGTAATAAGCAGGTAAAGGAGT
ATCAGGAGCAGATC CAGAAAGCCATAGAGCAGGAGGATARAGCGCGTAAAGCGGGTATT T TTGGCCGCTATTTTTGACTGG
ATTACCGGCATATTTGAAACCGTGATTGCCGCCTTAAAAGTTCTCGAAGGTTTTCTGTCCGEARATCCCGCAGAAATGGE
TAGCGGCGTAGCTTATATGGCCGCAGS TTGTGCAGGAATGATTARAGCCCGAGCCGAAACGACARTGATGTCCCETECTG
ACCACGATACCTGTCAGGCAATTATTIGACGTGACAAGTAAGATTCAAT TTGGTTGTGAAGCCCTCGCOCTAGCACTGAAT
GTTTTCCAGATTGGCCGTGCT I TTATGCCGACGAGAGGTTTATCTGGCGCAGCTGCAAAAGTGCTTGACTCCIGTTTTES
CGAGGAAGTGGT TGAGCGTATGGTACG TGCAGGGGAAGCAGAAATAGAGGAGTTGGCTGAARAGTTTGGCGAAGAAGTAGA
GCGAARGTTTTTCCAAACAATTIGAGCCGCTTGAACGTCARATGGC TATGGCGRAATGAGATGGCAGAGGAGGCTACCAUAG
TTTICTCGTAACGTAGAAAATAATATGACGC GAAGLGCGGGAAAAAGC T TTACGARAGAGGGGGTGARAGCCATGGCAAR
AGAAGCGGCARARGAAGCCCTGGAAAAATGTCTGCAAGAAGG TGGAAAGTTCC TG TTARAARAATTCCGTARTARAGTTC
TCTTCARTATGTICAARARAATCCTGTATGC CTTACTGAGGGATTCTTCATTTARAGGCTTACAGGCTATCAGATGTGCA
ACCGAGGGCGCCAGTCAGATGARTACTGGCATGGTTAACACAGAARAAGCGARGATCGARARGAAARTAGAGCARTTAAT
AACTCAGCAACGGTTTCTGGATTTCATAATGCAACAAACAGARAACCAGARARAGATAGAACAARARCGCTTAGAGGAGC
TTTATAAGGGGACGGGTGCCGCGCTTACAGATGTAT TAGATACCATTGATCACTATAGTAGCGTTCAGGCGAGARTAGCT
GGCTATCGCGCTTAA

Fig. 22D

sseD

ATGGGTACTGAATCAATGCTTCTGTTATTTCATGATATCTGGATGAAGCTAATGGAGC TTGCCAAARAGCTGCGCGATAT
CATGCECAGCTATAACGTAGAAAAACAACGGCTGCCCTGGGAACTGCAAGTCARTGTTTTACAGACGCAAATCARAACAA
TTGATGARGCGTTTAGAGCATCAATGAT TACTGCGGGTGGCECCAATCTTGTCGGGTGTACTGACGATAGGATTAGGGGCC
GTAGGCGGGGAAACCGUTCTTATAGCGGGTCAAGCCCTAGGCCACACAGCTGGGGGCGTCATGGGCCTAGAGECTGATAT
AGCGCAACGTCARAGTGATCAAGATAAAGCGATTCCCGACCTGCAACARARTGGGGCCCAATCTTATAATARRTCCCTGA
CGGAAATTATGGAGAAAGCAACTGAAAT TATGCAGCRAATCATCGGCGTGGGGTCGTCACTGGTCACGGTTCTTGCIGAA
ATACTCCGGGCATTAACGAGGTAA
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Fig. 2:2E
sgek

ATGGTGCAAGARATAGAGCAATCOTTACGTCGGCATCAGGTGTTTACTGAGCCTGCATATT TAGGGGAGACCGCCATATT
ACTTGGGCAGCAGT TTATATTATCGCCTTACCTGGTGATCTATCGTATTGAGGCAAAAGAAATCATTATTTGTGAGTTCA
GGCGCCTGACGCCCEGGCAACCTCGACCACAGCAAT TG TTTCACT TACTGGGACTTTTACGCGGGATATTIGTGCATCAC
CCGCAGTTAACATG TTTAAAGATC T TGATAATCACCCACG T TCTGGATGARRAARAAGCCATGCTACGTAGGRARTTATT
GCGCATCCTGACAGTAATGGGAGCGACCTTTACACAGCTTGATGGCGATAARCTGCACAGTTTTATCCGCCSAGCATCTTA

TCCAGCGACSTTTTTAA

Fig. 22F

ssef
ATGAAAATTCATATTCCGTCAGCGGCAAGTAATATAGTCGATGGTAATAGTCCTCCTTCCGATATACAAGCGAAGGAGGT
ATCGTTTCCTCCCCCTGAAAT TCCAGCGCCTGGCACCCCCACAGCCCCTGTGCTGCTTACGCCTCGAACAAATAAGGCAGT
AGAGGGATTATGCGATACATTTTATGCAATACACTATTCGTGCGCTGGGTGCGACAGTCGTETTTGGGTTRTCGGTTGCT
GCAGCGGTAAT TTCTGGLGGGGCAGCATTACCCATTGCTATTCTTGCGGGGGCGECGCTCGTGATTGCTATTCGGGATGC
TIGCTGTGCSTATCATAAT TATCAAT CGATATGTCAGCAARAGGAGCCATTACAAACCGCCAGTGATAGCGTTGCTCTTS
TGBTCAGTGOGCTGGCCTTAAAATGTGEGGCAAGTCTTAACTGCCCTAACACCCTTCCTAATTCTCTTITCTITATTAATA
COTTCAGGAATCOCTATTICTATGTTCGTTTTACCCCTACAGTT TCCACTGCCOGCGGCTGARAATATTGCGECCTCTIT
GGACATGGGCOAGTGTAATTACCTCCGTTAGCCTCACGGCGATAGGTGCGGTACTGGATTATTGCCTTGCCCGCCCCICTG
GCGACGATCAGGAARATTCTCTTCATGAACTTCATGCCGATCCCAGTCTGTTATTGGCGEAACAMATECCAGCCCTCTIGT
CAATCTGCTACTACACCTGCACCTGCATTAATCCACAGTTCTGATCATACATCTCGGGGAGAACCATGA

Fig. 226

s8eG
ATGARACCTGTTAGCCCARATGCTCAGGTAGGAGGCCARCGTCCTETTAACGCGCCTGAGEGAATCACCTCCATGTCCTTC

ATTGCCACATCCGGAAACCAATATGGAGAGTGGTAGRATAGGACCTCAACAAGGAAAAGAGCGGATATTGGCCGGACTTG
CGAAACGAGTGATAGAGTGTTTTCCAAAAGRAATTTT TAGTTGGCARACGGTTAT TTIGGGCGGACAGATTTITATGCTAT
TCCGCTGGAATAGCATTAACAGTGCTARGTGGTGEAGGCGCGCCGCTCGTAGCCCTGGCAGGGAT TGGCCTTGCTATTGE
CATCGCGGATGTCGCCTGTCTTATCTACCATCATARACATCATTTGCCTATGGCTCACGACAGTATAGGCAATGCCATTT
TTTATATTGCTAATTGTTICGCCAATCAACGCAAAAG TATGGCGATTGCTAARGCCGTCTCCCTGGGCGGTAGATTAGCC
TTARCCGCGACGGTAATGACTCATTCATACTGGAGTGGTAGTTTGGGACTACAGCCTCATT TATTAGAGCGTCTTARTGA
TATTACCTATGGACTAATGAGTTTTACTCCCTTCOGTATGGATGGGATGGCAATGACCGGTATGCAGGTCAGCAGCCCAT
TATATCGTTTGCTGGCTCAGGTAACGCCAGAACAACGTGCGCCGGAGTAA

Fig. 22H
-3-1=2.3

ATGAAAAAAGACCCGACCCTACAACAGGCACATGACACGATGCGGTTTTTCCOGCE TGGCGGCTCGCTCCGTATGTICTT
GGATGACGATGTTACACAGCCGCTTAATACTCTGTATCGCTATGCCACGCAGCTTATGGAGGTAAAAGAATTCCCCEACE
CAGCGCGACTT T TCARTTGCTGACGATATATGATGCCTGGTCAT T TOACTACTGGTTTCGGTTAGGGGAATGCTGCCAG
GCTCAARAACATTGGGGGGAAGCGATATACGC TTATGGACGCGCGGCACAAATTAAGATTOATGCGCCGTAGGCGCCATS
GGCCGCAGCGGAATGCTATCTCGCGTGTGATARCGTCTGTTATGCAATCARAGCGTTARRGGCCGTGG TGCGTATTTGCG
GCGAGGTCAGTGAACATCARATICTCCGACAGCGTGCAGARAAGATGTTACAGCAACTTTCTGACAGGAGCTAA

Fig. 221
S$3¢CB

ATGATGATGAAAGAAGATCAGAAARATARAA TACCCGAAGACATTCTGAAACAGC TATTATCCCTTGATCCGGAAACCGT
TTATGCCAGTGGTTACGCCTCATGGCAGGAGGGCEATTATTCGCGCGCCGTAATCCATTTTACT TGGCTGATGATGGCCC
AGCCATGGAGTTGGCETGCCCATATTGCATTGGCTGGCACCTCGATGATGCTTAARCAATACACGACGGCCATTAATTTC
TATGGACATCCCTTGATGCTGGATGCCAGCCATCCAGAACCEG TTTACCARACGGGCETCTGTCTCAAARTGATGGGGGA
ACCCOOUTTCOCGAGAGAGGCTTTTCAAACCGCAATCARGATGAGTTATGCGGATCCCTCATGGAGTGAGATTCCCCAGA
ATGCGCAAATAATGGTTGATACTCTTATTGCTTAA
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Fig. 22J

ssabD

ATGGCATATCTCATGGTTAATCCAAAGAGT TCCTCGARAATACGTTITTTAGGTCACGTTTTACAAGGCCGGGAAGTATG
GCTGAATGAAGGTAACCTGTCACTCGGGGACAAGGGATGCGATATTIGTATTCCGCTGGCTATAAATGAAAAAATTATTC
TGAGAGAMCAGGCAGATAGTTTATTTGCTTCATGCCGGGARAGCCACGAGTTAGAGTTAATGGCCGCAGATTTARTCCAMAT
RAGCCGCTACCATCCAGTGGGGTTTTGCAGGTTGCGCBAGTGGCTATCGCSTT TGGTAAACAGGATTGTGAACTTGCTGA
TTATCAARATACCCGTTTCCAGATCAGGGTACTGGTGGTTGGCTGGCGTATTCTTGATTTTCATCGGTGGAATGGGTGTCC
TCTTAAGTATTAGTGGTCAGCCTGRAACGGTAAATCACTTACCTTTGCGGGTTAAGTTTT TATTAGACAAAAGCAATATT
CATTATGTGCGGGCGCARTCGAAAGAAGATGGCAGCCTGCAGTTGTCCGCTTATTGCTCGTCAAGCGAACAGATGCAARA
GGTGAGAGCGACTCTCGAATCATCOGGEGTCATGTATCGGGATGE TGTAATCTCTGATGACTTATTGGTACGAGAAGTGL
AGGATGTTTTGATAAMAATCGGTTACCCGCATCCTGAAGTATCCAGCGAAGGGCCGGGGAGCGTGTTAATTCATGATGAT
ATACAAATGGATCAGCAATGGCGCAAGG T TCAACCAT TACTTGCAGATATTCCCGGGTTATTGCACTGGCAGATTAGTCA
CTCTCATCAGTCTCAGGGGGATCATATTAT TTCTCCGATAATAGAGAACGCTTTAGTGGGGCTTCTCAATGTTAGCCCAR
TGCGCCGCTCTTTIGTTATCAGTGG TG TACTGGATGAATCTCATCAACGCATT TTGCAAGAAACGTTAGCAGCATTARAG
ARAAAGGATCCCGCTCTTTCTTTAATTTATCAGGATATTGLGCCTTCCCATCATCAARGCAAGTATCTGCCTGCGCCAGT
GGCTGGCTTTGTACAGAGTCGCCATGGTAATTACTTATTACTGACGAATAAAGAGCGTTTACGTGTAGGGGCATTGTITAC
CCAATGGGGGAGARATTGTCCATCTGAGTGCCGATGTGGTAACGATTARACATTATGATACTTTGATTAACTATCCATTA

GATTTTAAGTGA

Fig. 22K

ssakE

ATGACAACTTTGACCCGGTTAGAAGATTTGCTCCTTCATTCCCGTGAAGAGGCCAARGGCATAATTTTACAATTARGGGE
TGCCCGGAAACAGT TAGAAGAGAACAACGGCAAGTTACAGGATCCGCAGCAATATCAGCARARCACCTTATTGCTIGAAG
CGATCGAGCAGGCCGAARATATCATCAACATTATTTATTATCGT TACCATAACAGCGCACTTIGTAGTGAGTGAGCAAGAG

TAA

Fig. 22L

8saG
ATGGATATTGCACAATTAGTGGATATGCTCTCCCACATGECGCACCAGGCAGGCCAGGCCATTAATGACAAAATGARTGG

TAATGATTTIGCTCAACCCAGAATCGATGATTAAAGCGCAATTTGCCTTACAGCAGTATTCTACATTTATTARTTACGAAA
GTTCACTGATCAAAATGATCAAGGATATGC T TAGTGGAATCATTGCTARAATCTGA

Fig. 22M

ssaH

ATGTTTGCGGGCGTTAACCATAGCCTGAT TTCCCAGGTACATGCGATGTTACCAGCGCTAACGGTTATTGTTCCGGATAA
AARATTACAGTIGGTATGTCTCGCATTATTCTTCGCGGCTTTAAATCAGCCCCTAAAAGCCGCGAAAATTTTATCGGATA
TAGATITGCCAGAGGCTATGGCGCTGCGTCTGTTATTTCCTGCACCAAATGAGGGGTTTGARAATTGA

Fig. 22N

ssal
ATGAGCGTAGTGCCTGTAAGCACTCARTCTTATGTAAAGTCCTCTCCAGAACCGAGCCAGGAGCAAATTRRTTTTTTTGA
ACAATTGCTGAARGATGAAGCATCCACCAGTAACGCCAGTGCTTTATTACCGCAGGTTATGTTGACCAGACAAATGGATT
ATATGCAGTTAACGGTAGGCGTCGATTATCTTGCCAGAATATCAGGCGCAGCATCGCAAGCGCTTARTARGCTGGATARC

ATGGCATGA

Fig. 220

ssaJd

ATGAAGGTTCATCGTATAGTATTTCTTACTG TCCTTACGTICTTTCTTACGGCATGTGATCTGGATCTTTATCGCTCATT
GCCAGAAGATGAAGCGRATCAAATGCTGGCATTACTTATGCAGCATCATATTGATGCGGAAARAANACAGGAAGAGGATG
GTGTAACCTTACGTGTCGAGCAGTCGCAGT T TATTAATGCGGTTGAGCTACTTAGACTTAACGG TTATCCGCATAGGCAG
TTTACAACGGCGGATAAGATC TTTCCGGCTARTCAGTTAGTGGTATCACCCCAGGAAGAACAGCAGAAGATTAATTITTIT
ARAAGAACAAAGAATTGAAGCAATGCTGAGT CAGATCGAGCGCGTGATTAATGCAARAGTGACCATTGCGCTACCGACTT
ATGATGACGGAAGTARCGCTTCTCCGAGCTCAGTTGCCCTATTTATARAATATTCACCTCAGGTCAATATCGAGGCCTTT
CGGGTAAAAATTAAAGATT TAATAGACATGTCAATCCCTGGGTTGCAATACAGTAAGATTAGTATCTTGATGCAGCCTGC
TGAATTCAGAATGGTAGCTGACG TACCCGCGAGACAARCATTCTGGATTATGGACGTTATCARCGCCAATAAAGGGARGG
TGGTGAAGTGGTTGATGAAATACCCT TATCCGTTGATG TTATCGTTGACAGGACTGTTATTAGGAGTGGGCATCCTGATC
GGCTATTTTTGCCTGAGACGCCGTTTTITGA
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Fig. 22p

SSTA

ATGAATITGCTCAARTCT CARGAATACGCTGCAAACATCT TTAGT AATCAGGCTAACTTTTTTATTITTATTAACAACAAT
AATTATTTGGCTGCTRTCTGTGC T TACCGCAGCTTATATATCAATGGT TCAGAAACGGCAGCATATAATAGAGGATTTAT
CCGTTCTATCCGAGATGAATATTGTACTAAGCAATCAACGCTTTGAAGAAGCTGAACGTGACGCTARARATTTAATGTAT
CAATGCTCATTAGCGACTGACATTCATCATAACGATATTTTCCCTGAGGTGAGCCGGCATCTATCTGTCGGTCCTTCARA
TTGCACGCCCACGCTAAACGCAGAGAAGCACCCGTCTCTTTCTGCAGTCCTCTGATATCGATGAAAATAGCTTTCGTCGCS
ATAGTITTATTCTTAATCATARAAATGAGATTTCGTTATTATCTACTGATAACCCTTCAGATTATTCAACTCTACAGCCT
TTAACGCGAAAAAGCTTTCCTTTATACCCAACCCATGCCGOGTTTTACTGGAGTGAACCAGAATACATAAACGGCAAAGG
ATGGCACGCTTCCGTTCCGGTTGCCGATCAGCAAGGCGTATTTTTTCAGGTCGACGGTTAAACTTCCCGATCTCATTACTA
AGAGCCACCTGCCATTAGATGATAGTATTCGAGTATGGCTGGATCAAAACAACCACTTATTGCCGTTTTCATACATCCCG
CAAAAAATACGTACACAGTTAGAAAATGTAACGCTGCATGATGGATGGCAGCAAATTCCCGGATTTCTGATATTACGCAC
AACCTTGCATGGCCCCGGATGGAGTCTGG TTACGCTGTACCCATACGGTAATCTACATAATCGCATCTTARAAATTATCC
TTCAACARATCCCCTTTACATTAACAGCAT TGGTGTTGATGACGTCGGCT TTTTGCTGGTTACTACATCGCTCACTCGCC
AAACCGTTATCGCGTTTTGTCGATGTCATTAATAAARCCGCARCTGCACCOCTGAGCACACGTTTACCAGCACAACGACT
GGATGAATTAGATAGTATTGCCGGTGCTTTTAACCAACTGCTTGATACTCTACAAGTCCAARTACGACAATCTGGAAAACA
ARGTCGCAGAGCGCACCCAGGCCCTAAATGAAGCAAAAAAACGCGCTGAGCGAGCTAACAAACGTAAAAGCATTCATCTT
ACGGTAATAAGTCATGAGTTACGTACTCCGATGAATCGCGTACTCGGTGCAATTGAATTATTACARACCACCCCTTTAAA
CATAGAGCAACAAGGATTAGCTGATACCGC CAGAPATTGTACACTGTCTTIGTTAGCTATTATTAATAATCTGCTGGATT
TTTCACGCATCGAGTCTGETCATTTCACAT TACATATGGAAGARACAGCGTTACTGCCGTTACTCGACCAGGCAATGCAA
ACCATCCAGGGGCCAGCGCAAAGCAARAAACTGTCATTACGTACTTTTGTCGGTCAACATGTCCCTCTCTATITTCATAC
CGACAGTATCCGTTTACGGCAAATTT TGG T TAATTTACTCGGGARCGCGGTAARATTTACCGAAACCGGAGGGATACGTC
TGACGGTCAAGCGTCATGAGGAACAATTAATATTTCTGGTTAGCGATAGCGGTAAAGGGATTGAARTACAGCAGCAGTCT
CAAATCT TTACTGCTTTTTATCAAGCAGACACAAAT TCGCAAGGTACAGGAATTGGACTGACTATTGCGTCARGCCTGGC
TAAAATGATGGGCGGTAATCTGACACTAAAAAGTGTCCCCGGGETTGGAACCTCTGTCTCGCTAGTATTACCCTTACARG
AATACCAGCCGCCTCARCCAAT TARAGGGACGC TGTCAGCGCCGTTCTGCCTGCATCGGCAACTGGCTTGCTGGGGAATA
CGCGGTGAACCACCCCACCAGCAAAATGCGCTTCTCARCGCAGAGCTTTI TGTATTTCTCCGGAAAACTCTACGACCTGGC
GCAACAGTTAATATIGTGTACACCAAATATGCCAGTAATARATAARTTTG TTACCACCCTGGCAGTTGCAGATTCTTTTGG
TTCATGATGCCGATAT TAATCGGGATATCATCGGCARARTGCTTGTCAGCCTGGGCCAACACGTCACTATTGCCGCCAGT
AGTARCGAGGCTCTGACT TTATCACAACAGCAGCGATTCGATTTAGTACTGATTGACATTAGAATGCCAGARAATAGATGG
TATTGAATGTGTACGAT TATGGCATGATGAGCCGAATAATTTAGATCCTGACTGCATGTTITGTGGCACTATCCGCTAGCG
TAGCGACAGAAGATATTCATCGT TG TAAAANAAATGGGATTCATCATTACATTACAARACCAGTGACATTGGCTACCTTA
GCTCGCTACATCAGTATTGCCGCAGAATACCAACTTTTACGAAATATAGAGCTACAGGAGCAGGATCCGAGTCGCTGCTC
AGCGCTACTGGCGACAGATGATATCGTCATTAATAGCARGATTT TCCAATCACTGGACCTCTTGCTGGCTGATATTGARA
ATGCCGTATCGGCTGGAGAARAAATCCATCAGTTAATTCACACATTARAAGGCTGTTTAGGTCAAATAGGGCAGACTGAA
TTGGTATGCTATGTCATAGACATTGAGAATCGCGTAARARTGCGGAARATCATCGCGCTGGAGGAACTAACCGACTTACG
CCAGAAAATACGTATGAT CTTCAAAAACTACACCATTACTITAA

Fig. 22Q

88YB .
ATGAAAGAATATAAGATCTTATTAGTAGACGATCATGARATCATCATTAACGGCATTATGAATGCCTTATTACCCTGGCC
TCATTTTAAAATTGTAGAGCATGTTAARARTGGTCTTGAGGTTTATAATGCCTGTTGTGCATACGAGCCTGACATACTTA
TCCTTGATCTTAGTCTACCTGGCATCAATGGCCTGGATATCATTCCTCAATTACATCAGCGTTGGCCAGCAATGAATATT
CTGGTTTACACAGCATACCAACARGAGTATATGACCATTAAARCTTTAGCCGCAGGTGCTARTGGCTATGTTTTARAARG
CAGTAGTCAGCRAGTTCTGTTAGCGGCATTGCAARCAGTAGCAGTRAAACARGCGTTACATTGACCCAACGTTGAATCGGG
ARGCTATCCTGGCTGAATTAAACGCTGACACGACCARTCATCARCTGCTTACTTTGCGCGAGCGTCAGGTTCTTARACTT
ATTGRCGAGGGGTATACCAATCATGGGATCAGCGAAAAGCTACATATCAGTATAARARCCGTCGAAACACACCCGATEAA
TATGATGAGAAAGCTACAGGTTCATAAAGTGACAGAGTTACTTAACTGTGCCCGARGARTGAGGTTAATAGAGTATTAA

Figura 23

Fig. 23A

SgeA

MMIKKKAAFSEYRDLEQS YMOLNHCLKKFHQ IRAKVSQQLAERAES PKNSRETES ILHRILFPQGVAGVNQEAEKDLKKIV
SLFKQLEVRLKQLNRQAPVEIPSGKTKR
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Fig. 23B

SgeB
MSSGNILWGSQNPIVFKNSFGVSNADTGSQDDLSQONPFAEGYGVLLILLMVIQAIANNKF IEVQKNAERARNTQEKSNE
MDEVIAKARKGDAKTKEEVPEIDVIKYMRDNGILIDGMTIDDYMAKYGDHRGKLDKGGLQAIKAALDNDANRNTDLMSQGQL

TIQKMSQELNAVLTQLTGLISKWGEISSMIAQKTYS

Fig. 23C

SseC
MNRIHSNSDSAAGVTALTHHHLSNVSCVSSGSLGKRQHRVNSTFGDGNAACLLSGKISLOEASNALKQLLDAVPGNHERP

SLPDFLQTNPAVLSMMMTSLILNVFGNNAQSLCQQLERATEVQNALRNKQVKEYQEQIQKAIEQEDKARKAGIFGAIFDW
ITGIFETVIGALKVVEGFLSGNPAEMASGVAYMAAGCAGMVKAGAETAMMCGADHDTCQAIIDVTSKIQFGCEAVALALD
VFQIGRAFMATRGLSGAAAKVLDSGFGEEVVERMVGAGEAEIEELAEKFGEEVSESFSKQFEPLEREMAMANEMAREAAE
FSRNVENNMTRSAGKSF TKEGVKAMAKERAKEALEKCVQEGGKFLLKKFRNKVLFNMFKKILYALLRDCSFKGLOAIRCA
TEGASQMNTGMVNTEKAKIEKKIEQLITQQRFLDFIMQQTENQKKIEQKRLEELYKGTGAALRDVLDTIDHYSSVQARIA
GYRA

Fig. 23D
SseD
MEASNVALVLPAPSLLTPSSTPSPSGEGMGTESMLLLFDDINMKLMELAKKLRDIMRS YNVEKORLAWELQVNVLQTQMK

TIDEAFRASMITAGGAMLSGVLTIGLGAVGGETGLIAGQAVGHTAGGVMGLGAGVAQRQSDQDKATADLOONGAQSYNKS
LTEIMEKATEIMQQIIGVGSSLVTVLAEILRALTR

Pig. 23E

SseE
MVQEYEQWLRRHQVFTEPAYLGETAILLGQQFILSPYLVIYRIEAKEMIICEFRRLTPGQPRPQQLFELLGLLRGIFVHH

POLTCLKMLIITDVLDEKKAMLRRKLLRILTVMGATF TOLDGDNWTVLSAEHLIQRRF

Pig. 23F

SseF
MKIHIPSAASNIVDGNSPPSDIQAKEVSFPPPEIPAPGTPAAPVLLTPEQIRQORDYAIHFMQYTIRALGATVVFGLSVA

AAVISGGAGLPIAILAGAALVIAIGDACCAYENYQSICQOKEPLQTASDSVALVVSALALKCGASLNCANTLANCLSLLI
RSGIAISMLVLPLQFPLPAAENIAASLDMGSVITSVSLTAIGAVLDYCLARPSGDDQENSVDELHADPSVLLAEQMAALC
QSATTPAPALMDSSDHTSRGEP

Fig. 213G

SseG

MKPVSPNAQVGGQRPVNAPEES PPCPSLPHPETNMESGRIGPQQGKERVLAGLAKRVIECFPKEIFSWQTVILGGQILCC
SAGIALTVLSGGGAPLVALAGIGLAIAIADVACLIYHHKHHLPMAHDS IGNAVFY IANCFANQRKSMATIAKAVSLGGRLA
LTATVMTHSYWSGSLGLOPHLLERLND I TYGEMSFTRFGMDOGMAMTGMQVS SPLYRLLAQVTPEQRAPE

Fig. 23H
SschA

MKKDPTLQQAHDTMRF FRRGGSLRMLLDDDVTQPLNTLYRYATQLMEVKEFAGAARLFQLLTIYDAWSFDYWFRLGECCQ
AQKHWGEAIYAYGRAAQIKIDAPQAPWAAAECYLACDNVCYAIKALKAVVRICGEVSEHQILRORAEKMLQQLSDRS

Fig. 231
SscB
MMMKEDQKNKIPEDILKQLLSVDPETVYASGYASWQEGDYSRAVIDFSWLVMAQPWSWRAHIALAGTWMMLKEYTTAINF

YGHALMLDASHPEPVYQTGVCLKMMGE PGLAREAFQTAIKMSYADASWSEIRQNAQIMVDTLIA
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Pig. 23J

SsabD
MAYLMVNPKSSWKIRFLGHVLQGREVWLNEGNLSLGEKGCDICIPLAINEKI ILREQADSLFVDAGKARVRVNGRRFNPN

KPLPSSGVLQVAGVAIAFGKQDCELADYQIPVSRSGYWWLAGVFLIFICGMGVLLS ISGQPETVNDLDPLRVKFLLDKSNYT
HYVRAQWKEDGSLQLSGYCSSSEQMQKVRATLESWGYMYRDGVICDOLLVREVQDVLIKMGY PHAEVSSEGPGSVLIHDD
IQMDQOWRKVQPLLADIPCLLHWQISHSHQSQCGDDIISAI IENGLVGLVNVS PMRRSFVISGVLDESHORILQETLAALK
KKDPALSLIYQDIAPSHDESKYLPAPVAGFVQSRHGNYLLLTNKERLRVGALLPNGGEIVHLSADVVTIKHYDTLINYPL

DFK

Fig. 23K
SsakE
MTTLTRLEDLLLHSREEAKGIILQLRAARKQLEENNGKLQDPQOYQUNTLLLEATIEQAENIINI IYYRYHNSALVVSEQE

Fig. 23L
SsaG
MDIAQLVDMLSHMAHQAGQAINDKMNGNDLLNPESMIKAQFALQRYSTFINYESSLIFKMIKDMLSGIIAKL

Fig. 23M

SsaH
MFAGVNHSLISQVHAMLPALTVIVPDKKLQLVCLALLLAGLNEPLXAAKILSDIDLPEAMALRLLFPAPNEGFEN

Fig. 23N
ssal

MSVVPVSTQSYVKSSAEPSQEQINFFEQLLKDEASTSNASALL PQVMLTROMDYMQLTVGVDYLARISGAASQALNKLDN
MA

Fig. 230

Ssad
MKVHRIVFLTVLTFFLTACDVDLYRSLPEDEANQMLALLMQHH I DAEKKQEEDGYTLRVEQSQF INAVELLRLNGYPHRQ
FTTADKMFPANQLVVS PQEEQQKINFLKEQRIEGMLSQMEGVINAKVTIALPTYDEGSNASPSSVAVFIKYSPQVNMEARP
RVKIKDLIEMSIPGLQYSKISILMQPAEFRMVADVPARQTFWIMDVINANKGKVVKWLMKYPYPLMLSLTGLLLGVGILI

GYFCLRRRF

Fig. 23p

SBTA

MNLLNLKNTLOTSLVIRLTFLFLLTTII IWLLSVLTAAYISMVQKRQHIIEDLSVLSEMNIVLSNQRFEEAERDAKNLMY
QCSLATEIHHNDIFPEVSRHLSVGPSNCTPTLNGEXHRLFLQSSDIDENSFRROSF ILNHKNEISLLSTDNPSDYSTLQP
LTRKSFPLYPTHAGFYWSEPEY INGKGWHASVAVADQQGVFFEVTVKLPDLITKSHLPLDDS IRVWLDONNHLLPFSYIP
QKIRTQLENVTLHDGWQQTPGFLILRTTLHGPGWSLVTLY PYGNLHENRILKIILQQIPFTLTALVIMTSAFCHLLHRSLA
KPLWRFVDVINKTATAPLSTRLPAQRLDELDS IAGAFNQLLDTLQVQYDNLENKVAER TOALNEAKKRAERANKRKS THL
TVISHELRTPMNGVLGAIELLQTTPLNIEQQGLADTARNCTLSLLAI INNLLDF SR IESGHFTLEMEETALLPLLDQAMO
TIQGPAQSKKLSLRTFVGOHVPLYFHTDSIRLRQILVNLLGNAVKF TETGG IRLTVKRHEEQLIFLVSDSGKGIEIQQQS
QIFTAFYQADTNSQGTGIGLTIASS LAKMMGGNLTLKSVPGVGTCVSLVLPLQEYQPPQPIKGTLSAPFCLHRQLACWGT
RGEPPHQONALLNAELLYFSGKLYDLAQOLILCTPNMPVINNLLPPWQLOILLVDDADINRDI IGKMLVSLGQHVTIAAS
SNEALTLSQQQRFDLVLIDIRMPEIDGIECVR LWHDEPNNLDPDCMFVALSASVATEDIHRCKKNGIHHY XTKPVTLATL
ARYISIAAEYQLLRNIELQEQDPSRCSALLATDDMVINSKIFOQSLOLLLADIENAVSAGEKIDQLIHTLKGCLGOQIGOTE
LYCYVIDIENRVKMGKI IALEELTDLROKIRMIFKNYTIT
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Fig. 23Q

8srB
MKEYKILLVDDHEIIINGIMNALLPWPHFKIVEHVKNGLEVYNACCAYEPDILILDLSLPGINGLDIIPQLHORWPAMNI

LVYTAYQQEYMT IKTLAAGANGYVLKSSSQQVLLAALQTVAVNKRY IDPTLNREAILAELNADTTNHOLLTLRERQVLKL
IDEGYTNHGISEKLHISIKTVETHRMNMMRKLQVHKVTELLNCARRMRLIEY

Figura 24

Fig. 24A

Promotor A2
GCTTCCCTCCAGTTGCC TG TTGCAAAATC T TGGCACTIGATCACTATCGCAGTACATATAGTTTCATCAGRRGATTAAT

CGRATGGTGTTATCATTAGGAAGATAAATTICTTCATATATAACCCAGTCGATGACTACAATTACTTTTTAATAAGATGGC
GATGTAARARCATCGTAACAGTTTATTTAATARATARTTI T TCAAAT TGTAAGTTTTTATGTCAATGCTGARAATGTAAT
TCTGAATTTATCGGAMAATCCCAATCATACAATCCCCTGTOACAAGGTATATGTAGACAGCATCCTGATATTGTACAAGA
AGAGATAGTCGAAATAAATGTGAATCAGGCTTTTTACGGATGTGGTTGTGAGCGARTTTGATAGAARC

Fig. 248

Promotor B

TAARRATATCTTAGAGCCTATCCCACCAGGCOT TARTTGGCGCAGCCAGTTTGGACACGGATAGCGCGCAARARCCGCAG
CGTACACGTAGTACGTGAGGT TTCACTCGCTACGCTCGCOCTTCGGGCCGCCGCTAGCOGLOGTTCAAAACGCTAACGCGT
TTTGGCGAGCACTOCCCAGGTTCRAAATGGCAAGTARAATAGCCTARTGGGATAGGCTCTTAGT TAGCACGTTAATTATC

TATCGTGTATATGGAGGGGAAT
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<400> 1

ctgcagttgt
gaatcatggg
gtgeaggatyg
gygagegige
ttacttygcag
ggggatgata
ccaatgegge
caagaaacgt
attgegoctt
agregeocatg
ttacccaatg
gatactttga
gttagaagat
gygctgoecgy
graaaacacc
ttatcgttac
agagcctatce
aaccgcageg
gceageggeg
agtasaataqg
ggaggggasat
gttacatgca
aacagcetge
ataacctatt
asatagtaag
cggtggagat
tatggggaag
ccgggageca
ttattctect
acgatgaacyg
aageagecaa
tgcgtgataa
gcgatcatgy
acgccaaceg
aggagcttaa
ccagtatgat
tgacacgatg
tacacagccg
cgccggegea
ctggtttegy
ttatggacge
atgctatcee
tatttgegge
gcaactttct
ggagtaaccg
ctgggaaage
ctatceggga
gtacceggaa
ttatcaatga
tgccaacage
gagtatcagg
atttttggeg
aaagttgtgg
atgqgceccgeag
gctgaccacyg
gaagceygteg
ggtttatctg
cgtatggtag
gtgagcgaaa
gagatggcag
gcgggaaaaa
gcectggaaa
gttctcttca
ggettacagg
aacacagaaa
ctggatttca
gagcrtrata
agtagegtte
gcgagtaacg
teteceteay
atgaagctaa
aaacaacgge

ccggttattg
gggtcatgta
ttttgataaa
taattcatga
atattcccgg
ttatttctge
getcttttgt
tagcagcatt
coeatgatga
gtaattactt
ggggagaaat
ttaactatce
tegetgette
aaacagttag
ttattgetty
cataacageg
ccaccaggeyg
tacacgtagt
ttcaaaacge
cetaatggga
gatgataaag
gctaaatcac
tgaaagggea
tccacaagge
tttgtttaaa
acegteagga
tcaaaacect
ggatgactta
tatggttate
tgccagaaat
aggggatget
tggtattcte
gaagctggat
gaataccgat
cgetgreett
agcgeagaaa
cggtttttee
cttaatacte
gegegactte
traggggaat
gcggeacaaa
gcgtgtgata
gaggtcagtg
gacaggagcet
ccttaacaca
gccageatcyg
aaattagtet
atcataageg
tgatgacgte
trgagcgggce
agcagatcca
ctatrtttga
aaggttttet
gregrgeagg
atacctgtca
cgctggeact
gcgcagetgce
gtgcagggga
gtttttccaa
aggaggctge
gctttacgaa
aatgtgtgca
atatgttcaa
ctatcagatg
aagcgaagat
taatgcaaca
agggqgacqgg
aggcgagaag
tagcactggt
gggagggaat
tggagcttgce
tggcctggga

ctcgtcaage
tegggatgge
aatgggttac
tgatatacaa
grtattgcac
gataatagagq
tatcagtggt
aaagaaaaag
aagcaagtat
attactgacg
tgtccatctyg
attagatttt
atreogogtga
aagagaacaa
aagegatcga
cacttgtagt
ctaattggeg
acgtgaggtt
taacgegett
taggetetta
aaaaaggetyg
tgtcttasaa
gagagcccca
gttgecgggg
caacttgaag
aaaacaaaaa
attgtgttta
tcccagcaaa
caggctateg
acccaggaaa
aaaaccaaag
atcgatggta
aaaggtggce
cttatgagtc
acccaactga
acgtactcat
g9cgtggcgg
tgtatcgcta
ttcaattget
getygecagge
ttaagattga
acgtetgtta
aacatcaaat
aaaaatgaat
tcatcactta
tgtgaatict
tecaggaggea
tccateattg
attaatactce
aactgaggtyg
gaaagcgata
ctggattacc
gtocggaaat
aatggttaaa
ggcaattatt
ggatgttete
aaaagtgett
agcagaaata
acaatttgag
cgagrettct
agagggqqtg
agaaggtgga
aaaaatcctg
tgcaaccgag
cgaaaagaaa
adacagaaaac
tgcecgegett
agetggctat
attaccagceqg
gggtactgaa
caaaaagctg
actgcaagte
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gaacagatge
gtaatctgtyg
cogeatgetg
atggatcage
tygcagatta
aacggtttag
gtactggatg
gatccogete
ctgectgege
aaraaagage
agtgecgatyg
aagtgagtgg
agagqccaaa
cggcaageta
geaggeegaa
gagtgagcaa
cagccagttt
tgactcgeta
tggcgagcac
grtagcacgt
cgtttagtga
aatttcacca
aaaatagcag
ttaaccagga
tacgactgaa
ggtaaageat
aaaatagcett
atcegtttge
caaataataa
agtcaaatga
aggaggtgece
tgaccattga
tacaggegat
aggggeagat
cagggcttat
gaaaasaagac
ctegetgegt
tgccacgcag
gacgatatat
teagasacat
tgcgecegeag
tgcaatcaaa
tctcegacag
cgaattcaca
agcaatgtea
acttttggeg
agcaatgegt
cetgacttet
aacgretttg
Caaaatgcat
gagcaggagg
ggcatatttg
ceegeagaaa
geeggageey
gacgtgacaa
cagattggee
gactceggtt
gaggageigg
ccgettgaac
cgtaacgtag
aaagecatgg
aagttcctgt
tatgecttac
ggcgecagte
atagagcaat
cagaazaaga
agagatgtat
cgegettaat
ccttecttgt
tcaatgernte
cgegatatca
aatgttttac

aaaaggtgag
atgacttate
aagtatccag
aatggcgcaa
gtcactctca
tggggctegt
aatctcatca
tttctrtaat
cagtggetgg
gtttacqgtgt
tggtaacgat
Aaaatgacaa
ggcataattt
caggatcege
aatatcatca
gagtaaagta
ggacacggat
cgctegecct
tgececaggtt
taattatcta
atatcgtgat
aatccgggcet
agagacagag
gqccgagaag
acaacttaat
aatgrettca
cggegteage
cgaagqgtat
atttattgaa
gatggatgag
tgaggatgta
tgattatatg
caaagcgget
aacaaticaa
cagtaagtgy
ccgaccetac
atgtrgttgg
cttatggagg
gatgectggt
tggggggaay
gegecatggg
gcgtraaagg
cgtgcagaaa
gtaatagcga
gttgegttte
atggcaacgce
tgaagcaact
tgcagaccaa
gtaataacygc
tacgtaataa
atasagegeg
aaaccgtgat
tggctagegg
aaacggcaat
gtaagattca
gtgcttttat
teggcgagga
ctgaaaaqgte
gtgaaatggc
aaaataatat
caaaagaagce
taaaaaaatt
tgagggattg
agatgaatac
taataactca
tagaacaaaa
tagataccat
ctgaggataa
taacacctte
tgttattrga
tgcgoagcta
agacgcaaat

agcgactcete
ggtacgagaa
cgaagggecy
ggttcaacca
tcagtcteag
caatgttage
acgcattttyg
ttatcaggat
ctttgtacag
aggggeattg
taaacattat
ctttgacceqg
tacaattaag
agcaatatcea
acattattta
aaaatatctt
agcgegeaaa
tegggecgee
caaaatggea
tegtgtatat
ttagagcaaa
aaggtgagte
agtattcttc
gatttaaaga
getoaagoee
ggasacatct
aacgetgata
ggtgtrttge
gtccagaaga
gtgattgcta
attsaataca
gctaaatatg
ttggataatg
aaaatgtcte
ggygaaatet
aacaggeaca
atgacgatgt
taaaagaatt
catttgacta
cgatatacge
ccgeagegga
cegtggtgeg
agatgttaca
cagegecgea
ctegggtteg
cgecgtgtetg
getrgatgee
teecgegget
tcaatcgtta
gcaggtaaag
taaagegggt
tggcgecetta
cgtagcttat
gatgtgcggt
attrggttgt
ggcgacgaga
agtggtigag
tggcgaagaa
tatggcegaac
gacgegaage
ggcaaaagaa
ccgtaataaa
ttcatttaaa
tggeatggtt
gcaacggett
acgcttagag
tgatcactat
adatatggaa
ttecacteca
tgatatctgg
taacgtagaa
gaaaacaatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
150¢
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2240
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200

4260
4320
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gatgaagcegt
acgataggat
cacacagety
gataaagcga
gaaattatgg
gtcacggtte
agcaatggtt
tattacttgg
aagaaatgat
tgtttecactt
taaagatgtt
tattgecgecat
cagttttatc
tcattatcac
aaatacccga
gtggttacge
tggtgatgge
tgcttaaaga
gecatecaga
tggegagaga
agattegeca
atatgaaaat
cegatataca
cogeageoee
attetatgea
crgecagoggt
tegtgattge
aaaaggagee
taaaatgtygg
tacgttcagyg
ctgaaaatat
cgataggtge
ctgttgatga
gtcaatctygc
gagaaccatg
gcctgaggaa
tagaatagga
agagtgtttt
atgctgttce
cctggcaggy
taaacatcat
ttgrtrcgec
attagcctta
gcctcateta
cggtatggat
ggctcaggta
gttcattger
gaaaagcatt
aggeecaggec
taaagcgcaa
caaaatgatc
atgttcgacg
aggtacatgc
tatgtctggce
cggatataga
ggtttgaaaa
aaagteetcet
tgaagcatec
ggatratatg
graagocgett
gtecttacgt
gaagegaate
gaagaggaty
cttagactra
aatcagttag
agaattgaag
ctaccgactt
tattcacetc
tcaateccety

<210>2

ttagagcatce
taggggecgt
ggggegteat
ttgcegacct
agaaagcaac
ttgetgaaat
acgtcggcat
gcagcageret
tatttqtgag
actgggactt
gataatcacce
cctgacagta
cgceecgageat
gtgaaaataa
agacattctyg
ctoatggeag
ccagecatgg
atacacgacy
accggtttac
ggottttoaa
gaatgegeaa
tcatattecy
agcgaaggayg
tgtgetgott
atacactatt
aatttetgyge
tattggggat
attacaaace
ggcaagtett
aategetatt
tgegyectet
ggtactggat
acttcatgceo
tactacacct
aaacctgtta
tcacctecat
cctecaacaag
ccaaaagaaa
gctggaatag
attggecttg
ttgectatgg
aatcaacgca
accgegacgg
ttagagegtc
ggqgatggcaa
acgccagaac
rrctaaattt
atggatattg
attaatgaca
tttgecttac
aaggatatge
gttgetgetg
gatgttacca
attattgreg
tttgecagag
ttgaatattt
gcagaaccga
accagtaacyg
cagttaacgy
aataagotgy
tcttrettac
aaatgotgge
gtgtaacett
acggttatce
tggtatcace
gaatgctgag
atgatgaggyg
aggteaatat
ggttgecaata

aatgattact
aggceggggaa
gggectgggg
gcaacaaaat
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gegggtggeg
accggtetta
gctggtgtag
ggggcccaat

tgaaattatg cagcaaatca

actccegggea
caggtgttta

ttaacgaggt
ctgagectge

atattatcge crtacctggt

ttcaggegee
ttacgcggga
gacgttctgg

tgacgceegg
tatttgtgea
atgaaaaaaa

atgggagcga cctttacaca
cttatccage gacgttttta
caatcaatag gtatgatgat

asacagctat

tatccogtrga

gagggggatt attcgoegege
agttggeogtg cocatattge
gucattaatt tctatggaca

caaacgyyey

tetgtetoaa

accgoaatea agatgagtta
ataatggttyg atactcttat
tcageggeaa gtaatatage
gtategttte cteccectga
acgectgaac aaataaggea
cgrgegetygy gtgegacagt
ggggcaggat tacccattge
gettgetgty cgtatcataa
geccagtgata gegttgetet
aactgegeta acaccettge
tetatgttgg ttttacccet
ttggacatgg ggagtgtaat
tattgeecttg ceegeecete

gatcccagtg
geacctgeat
geccaaatge

tgtrtattgge
taatggacag
tcaggtagga

gtccttcatt geccacatcceg
gaaaagagceg ggtattggece

trttrtagttg

gcaaacggtt

cattaacagt gctaagtggt
ctattgeeat cgeggatgte

¢tcacgacag

tataggcaat

aaagtatgge gattgctaaa

taatgactca
ttaatgatat

ttcatactgg
tacctatgqga

tgaccyggtat gcaggtcagoe

aacgtgcgee

tgctatgttg

cacaattagt
aaatgaatgg
agcagtattc
ttagtggaat
gaaatcatgt
gcgetaacgg
gegggtttaa
gctatggege
ctgatatgag
gcoaggagea
cecagtgotit
Taggogrcga
ataacatgge
ggcatgtgat
attacttatyg
acgtgtegag
geataggcaq
coaggaagaa
tecagatggag
aagtaacgct
ggaggocttt
cagtaagatt

ggagtaatcg
ccagtatect
ggatatgctc

caatgttgte gggtygtactg
tagegggtca agecgtagge
aagtgatcaa
cttataataa atccctgacg
tcggcegtyggy gtegtcactyg
aaacatggtg caagaaatag
atatttaggg gagaccgeca
gatctatcegt attgaggcaa
gcaacctcga ccacagcaat
tcacccgeag ttaacatgtt
agccatgceta cgcaggaaat
gcttgatgge gataactgga
aatgaccttc ctgacqgtaaa
gaaagaagat cagaaaaata
tccggaaace grttatgeca
tttagttgge
acctggatga
tgcottgaty ctggatgeca
aatgatgygy gaaccegggt
tgeggatgee tcatggagtg
tgettaaata acagaacgaa
agtoctectt
aattccageg cotggeaces
tatgogatac
ttateggtryg
rattettgey qgggcqgcgd
ttateaateg atatgteage
tgtggteagt gegetggeot
taattgtett tetttattaa
acagtttcca ctgeeoegegy
tacctocgtt agoctgacqgg
tggegacgat caggaaaatt
ggaacaaatg gcagcgetet
ttecrgatcat acatcteggy
gggcaacgtc ctgttaacge
gaaaccaata tggagagtgg
ggacttgega aacgagtgat
attttgggeg gacagatttct
ggaggcgeygc cgetcegtage
gectgtetta tctaccatca
goccgtttitt atattgctaa
gecgteteee tgggcggtag
agtggtagtt tgggactaca
ctaatgagtt ttactcgett
agcccattat atcgtttget
ttttcaggta tataccggat
ttattttaag
tceccacatgg cgcaccagge

cgcaacgtca

cgtaatcgat
attggetgge

cgatggraat

gecagagggat
agtgettggy

tacgatgtat

taatgatttg ctcaacccag
tacatttatt aattacgaaa
cattgctaaa atctgaagtt
ttgcgggeqgt taaccatage
ttattgttcc ggataaaaaa
atgagceget aaaageoegeg

tgcgtotgtn

atttcctgea

cgtagtgcct gtaagcactce

aattaatttt

tttgaacaat

attaccgecag gttatgttga
trtatctrgec agaatatcag
argaaggtte ategratagt

gtggatcttt

atcgetcatt

cagcateata ttgatgegga

cagtegeagt

ttattaatge

tttacaacqgg cggataagat

cageagaaga
ggegtgatta
tecteegaget
cgggtaaaaa
agtarettga

ttaacttitt
atgcaaaagt
cagttgeoegt
ttaaagattt
tgcageotye

aatcgatgat
gttcactgat
attagcgacqg
ctgatticce
ttacagttqgg
aaaattttat
ccaaatgagq
aatcttatgt
tgetgaaaga
ccagacaaat
gogeageate
atttottace
gocagaagat
aaaaaaacag
ggttgageta
gtttoeogyget
aaaagaacaa
gaccattgeg
atttataaaa
aatagagatyg
tgaatteo

438¢
a44¢
450¢
456(
462(
168¢
474C
480¢C
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
54860
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
€540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200

7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
1680
7740
7800
7860
1320
71980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8457
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<211> 3921
<212> ADN
<213> Salmonella

<400> 2

ageattgaca
ttttacatcg
aatttatctt
gatagtgatc
gcteaatcte
attaacaaca
tcagaaacgqg
aagcaatcaa
attagcgact
cggtecttca
ctetgatate
gatttegtra
aaaaagettt
aaacggeaaa
ggtgacggte
tegagtatgy
acgtacacag
gatattacge
taatctacat

attggtgttg
atggegtttt
agcacaacga
tctacaagte
tgaagcaaaa
aagtcatgag
caccccttta
tttgttaget
attacatatg
ggg9gccageyg
ctattttecat
gqtaaaattt
aatatttetg
ractgotitt
gtcaageaty
aacctgtgta
gacgctgtea
accaccocac
ctacgaccty
gtraccacce
catcggcaaa
ggctctgact
agaaatagat
tgactgcatg
aaaaaatggy
catcagtatt
gagtcgectge
atcactggac
tcagttastt
ctatgtcata
aaccgactta
tcttaatttt
tgaaatcate
agageatgtt
acttatcott
tcagegttgg
cattaaaact
tetgttageg
togggaagot
gogegagegt
aaagctacat
acaggttcat
ttaaccagyy
goagtattge
cactacctta
ccatgtegta
gggcatggea

taasaactta
ceatcttatt
cctaatgata
aagtgccaaa
aagaatacge
ataatcattt
cagcatataa
cggtttgaag
gagattcatc
aattgcacge
gatgaaaata
ttatctacty
cetttatace
ggatggcacg
aaactteeeg
ctggatcaaa
ttagaasaatq
acaacctige
aatcgcatct
atgacgtcgg
gtcgatgtca
ctggatgaat
caatacgaca
aaacgagetg
ttacgtacte
aacatagage
attattaata
gaagaaacag
caaagcasaa
accgacagta
accgaaaccg
gttagegata
tatcaageag
getaaaatga
tcgoetagtat
gecgeegttet
cagcaaaaty
gogeaacagt
tggcagtige
atgettgtca
ttatcacaac
ggtattgaat
tttgtggeac
atrcatcatt
gcegeagaat
tcagegeotac
ctettgeegg
cacacattaa
gacattgaga
cgccagaaaa
cgcgagggea
attaacggca
aaaaatggte
gatcttagic
ccagcaatga
ttagecgeaqg
grattgcaaa
atoctyggetyg
caggttetta
atcagtataa
aaagtgacag
gegtecgatyg
tcatcatoga
gtcttcattt
ttcractcgge
gegacgctat

caatttgaaa
aaaaagtaat
acaccatcga
gattttgcaa
tgcaaacate
ggctgotate
tagaggattt
aagctgaacyg
ataacgatat
cgacgctaaa
getttegtey
ataaccette
caacccatge
cttecegttge
atctcatcac
acaaccactt
taacgetgea
atggeccegy
taaaaattat
ctttttgctg
ttaataaaac
tagatagtat
atctggaaaa
agegagetaa
cgatgaatgyg
aacaaggatt
atctgetgga
cgttactgee
aactgrcatt
tccgtttacg
gagggatacg
geggtaaagg
acacsaatte
tgggeggtaa
tacccttaca
gcctgeatceg
cgottetcaa
taatattgtg
agattotttt
gectgggeca
agcagcegatr
gtgtacgatt
tatcogeotay
acattacaaa
accaactttt
tggcgacaga
ctgatattga
aaggotgtet
atcgcogtaaa
tacgtatgat
gcaaaatgaa
ttatgaatge
ttgaggttta
tacctggeat
atattctggt
gtgctaatgg
cagtageagt
aattaaacge
aacttattga
aaacegtcga
agttacttaa
gtattaagca
caaaatccat
gatcatgata
gaatttgeca
g
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aattatctat
tgtagtcatc
ttaatcttet
caggcaactg
tttagtaate
tgtgettace
atcegtteta
tgacgcetaaa
tttecctgag
cggagagaag
cgatagtttt
agattattca
cgggttttac
ggttgcegat
taagagecac
attgeegtet
tgatggatgg
atggagtctg
ccttcaacaa
gttactracat
cgcaactgca
tgeecggtget
cazagtegea
caaacgtaaa
cgtacteggt
agctgatacc
ttrttcacge
gttactyggac
acgtacttte
gcaaattttyg
tctgacggtce
gattgaaata
geaaggtaca
tetgacacta
agaataccag
gcaactgget
cgcagagett
tacaccaaat
ggttgatgat
acacgtcact
cgatttagta
atggcatgat
cgtagogaca
accagtgaca
acgaaatata
tgatatggtc
aaatgecegta
aggtcaaata
aatggggaaa
cttcaaaaac
agaatataag
cttattacce
taatgoetgt
caatggcctq
ttacacagca
ctatgtttta
aaacaagegt
tgacacgace
cgaggggrac
aacacaccgg
ctgtgecega
ttggtcatat
acggatgece
tagtagaatc
gactatgcgg

taaataaact
gactgggtta
gatgaaacta
gagggaagca
aggctaactt
gcagottata
tocgagatga
aatttaatgt
gtgagccgge
caccgtetct
attcttaate
agtctacage
tggagtgaac
cagcaaggceg
ctgccattag
teatacatee
cagcasattc
gttacgergt
atccecttta
cgctcactgg

ccgetgagea

tttaaccaac

gagogeacae

agcattcate

gcaattgaat

gccagaaatt

atcgagtetg

caggeaatge
greggteaac

gttaatttac

aagcgtcatg

cageagcagt

ggaattggac

asaagtgtee

cegectcaac

tgctggggas

ttgratttce
atgecagras

gecgatatta

attgcegeca

ctgattgaca
gagcegaata
gaagatatte

ttggctaccet

gagctacagyg

attaatagea

teggctggag

gagragacty

atcatcgege

tacaccatta

atcttattag

tggectoatt

tgtgcatacy

gatatcattc

taccaacaag

aaaagcagta
tacattgace
aatcateaac
accaatcatg

atgaatatga
agaatgagygt

ttrgatgage
tggtatgocy

cccttattta

tatcaatgce

gttacgatgt
tatatgaaga
tatgtactgce
ttatgaattt
tetrattete
tatcaatggt
atattgtact
atcaatgetc
atctatctge
ttctgeagte
ataaaaatga
ctttaacgeyg
cagaatacat
tattttttga
atgatagtat
cgcaaaaaat
ceggatttet
acccatacgg
cattaacagc

ccaaaccgtt
cacgtttace
tgcttgatac
aggegetaaa
ttacggtaat
tattacaaac
gtacactgte
gtcatttcac
aaaccatcca
atgtceectet
tcgggaacge
aggaacaatt
ctcaaatett
tgactattge
cegggytigy
caattaaagg
tacgeggtga
ccggaaaact
taaataattt
atcgggatat
gtagtaacga
ttagaatgcec
atttagatee
atcgttgtaa
tagctogeta
agcaggatcc
agattttcca
aasaaatcga
aattggraty
tggaggaact
cttaatatta
tagacgatca
ttaasattgt
agcotgacat
ctcaattaca
agtatatgac
gtcagcaagt
caacgttgaa
tgcttactit
ggatcagcga
tgagaaagct
taatagagta
cttacgeocac
caccatttat
acgggetita
gccacgctas

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
120¢
126(
132¢
138
144¢
150¢
156C
162¢
168¢
1740
180¢
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
27690
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3921
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<210>3
<211> 327

<212> ADN
<213> Salmonella

<220>

<221> exén
<222> (1)..(324)

<400> 3

atg

caa

cqg

aat

gtt

agt

gee

<210>4
<211> 591

atg

agt

gct

age

gee

ttg

ceg

<212> ADN
<213> Salmonella

<220>

<221> exén
<222> (1)..(588)

<400> 4

atg
asa
tra
ctec
cag
atg
gag
cte
cat
gat
aca
aca

aaa

tct

aat

tce

ctt

aag

gat

gag

atc

999

aat

att

gg99

acyg

ata

tac

aag

aga

999

tee

gtg

tca

agc

cag

atg

aac

gag

gtg

gat

aag

gac

caa

ctt

tac

aag

atg

gtg

9ag

gtt

daaa

gag

gga

ttc

caa

gte

gct

gtg

cct

ggt

ctg

gcc

aaa

atc

tca

aaa

cag

agt

aca

aac

caa

ata

aac

g9¢

aat

att

gaa

att

gag

atg

gat

aac

atg

agt

tga

aag

cta

caa

gag

cag

ctt

ccyg

atc

gtc

ceq

cag

cgt

gct

gat

acc

aaa

cgag

tct

aag

gct

aat

cag

agt

gag

gaa

tca

tta

agc

tte

gect

qgece

aaa

gta

att

ggt

aat

cag

tgg

gcg

cac

ctt

att

gce

gta

gga

tgg

aac

gee

atc

aga

gca

att

gat

ggc

ace

gag

999

[ 444

tgt

get

ctt

gag

cga

aaa

gga

gct

gaa

gca

aat

gce

aaa

gat

cta

gat

ctt

gaa

ES 2313792 T3

agt

cte

gaa

cat

aag

ctg

aca

agt

gat

999

aat

acc

aaa

tac

tat

cag

ctt

aac

att

gaa

aaa

agg

aac

gat

aaa

aaa

caa

ace

tat

aat

cag

399

atg

atg

gcg

atg

gct

tee

tat

aaa

geca

cta

tta

caa

agqg

aac

399

agt

aaa

gaa

gat

cgt

gct

atc

agt

gte

agt

cgt

(444

gag

tte

aag

ctt

taa

cct

agce

gtt

tte

aag

gct

gat

aaa

aaa

cag

ctt

atg

gat

cac

agc

cea

aaa

aat

att

cag

ttg

att

teca

aaa

aat

tat

gcg

999

acc

ata

tta

caa

cee

caa

ata

get

gtg

gat

(344

gaa

aat

acc

ggt

ggc

gct

cag

caa

gcg

gag

ate

2aa

ggc

gta

caa

tte

gac

att

gte

gag

aaa

att

gat

ttg

ata

ctg

cag

48

96

144

192

240

288

327

48

96

144

192

240

288

336

384

432

528

576

591
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<210> 5

<211> 1455
<212> ADN
<213> Salmonella

<220>

<221> exén
<222> (1)..(1452)

<400> 5

atg
tta
ctg
gee
gcg
tca
atg
tge

aag

aat

aca

gga

gcg

ttg

ttg

acg

caa

cag

cga

cat

aag

tgt

aag

cct

tca

cag

gta

att

cat

cge

ctg

caa

gac

tta

ctt

aag

cac

cac

cag

cta

ctg

ttt

ata

gag

gag

agt

tta

cat

tce

ctt

ttg

cte

<gg

tat

aat

agce

cgt

ggg

gat

cag

aac

gca

cag

agc

aat

gty

aaa

gcec

acec

gte

act

ga9

gac

gte

aat

att

gta

aat

tee

gag

cag

ES 2313792 T3

agc

agt

tct

agt

cece

cce

ggt

gqtg

ate

gee

tge

act

ctt

g9a

gcg

aat

caa

cag

gca

gtt

tee

cag

aat

gtt

aac

aat

ad3a

gga

tce

ggc

gag

cat

Tta

gct

gca

gcg

gta

tcg

gat

gca

aag

tca

caa

tta

ata

acce

g9t

ggc

age

cgt

atg

tcg

cgt

939

gcc

teg

aac

aat

cca

atg

tta

aat

cag

48

96

144

192

288

336

384

432
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ES 2313792 T3

gag gat aaa gcg cgt aaa geg ggt att ttt

att acc ggc ata ttt gaa acc gtg att ggc

ggt ttt ctg tce gga aat cec gea

atg
atg
aca
gtt
gca
cgt
ttt
gaa
tte
(324
gce
ttc
tta
acce
q9cg
ctg
aaa
gta

ggc

<210> 6
<211> 504

gee

atg

agt

ttc

gct

atg

ggc

cgt

tct

acg

ctg

cgt

ctg

qag

aag

gat

cge

tta

tat

<212> ADN
<213> Salmonella

<220>

<221> exén
<222> (1)..(501)

gca

tgc

aag

cag

gca

gta

gaa

gaa

cgt

aaa

gaa

aat

aqg

gg9¢

ate

ttc

tta

gat

cge

ggt tgt gca

ggt

att

att

aaa

ggt

gaa

atg

aac

gag

aaa

aaa

gat

gace

gaa

ata

gag

ace

gct

gct

caa

g9¢c

gtg

gca

gtg

gct

qta

999

tgt

gtt

tgt

agt

aag

atg

gag

att

taa

gac

tee

cgt

ctt

999

agc

atg

gaa

gtg

gtg

cte

tca

caq

2aa

caa

ctt

gat

gga
cac
qgt
gct
gac
gaa
gaa
gcg
aat
aaa
caa
tte
ttt
atg
ata
caa
cat

cac

atg

gat

tgt

tee

tce

gca

agt

aat

aat

gee

gaa

aat

aaa

aat

gag

aca

aag

tat

gaa atg

gtt aaa

ace tgt

gaa gecc

atg gcg

ggt tre

gaa ata

ttt tece

gag atg

atg acg

atg gca

g9t gga

atg tte

gge tta

act ggc

caa tta

gaa aac

g99 acg

agt agc

ggc

gce

get

gee

cag

gtc

acg

ggc

qag9

aas

gca

cga

aaa

aag

aaa

cag

atg

ata

cag

ggt

gt

gct

tta

age

gga

gca

gcg

aga

9ag

gag

caa

gag

age

gaa

ttc

daaa

gct

gtt

act

aaa

gce

cag

att

aaa

ggc

gce

att

ctg

ggt

gaa

ttg

ttt

9ag

gcqg

gcg

ctg

ate

atc

aac

cag

aag

gcg

gcq

tte

gtt

gta

gaa

att

gca

tta

gtg

gct

gag

gct

gga

gca

tta

ctg

aga

aca

caa

ata

ctt

aga

gac

gtg

gct

acg

gac

ctg

tct

gtt

gaa

ceq

gec

aaa

aaa

aaa

tat

tgt

gaa

<99

gaa

aga

ata

tgg

gaa

tat

gca

gtg

gat

99c

gag

aag

ctt

gag

agc

gaa

aaa

gce

gca

aaa

tte

caa

gat

gct

480

528

576

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1455
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<400> 6

atg
cta
gta
acg
gcg
gta
gct
gat
tat
cag

ata

<210> 7
<211> 195

ggt

atg

gaa

caa

ggt

g9g9¢

999

caa

aat

caa

ctec

<212> PRT

<213> Salmonella

acc

9239

aaa

atg

gg¢

999

gqc

gat

aaa

atc

cgg

gaa

ctt

caa

aaa

gca

gaa

gte

aaa

tece

atc

gca

tca

gce

cg9

acs

atg

ace

atg

9cg

ctg

gg¢c

tta

atg

a&aa

ctg

atct

ttg

g9t

g9c¢

att

acq

gtg

acg

(o344 4

aag

gce

gat

tcg

ctt

crg

gcc

gaa

999

aqg

ctg

ctg

tgg

gaa

ggt

ata

999

gac

ate

tcg

taa

tta

cgc

gaa

gcg

gta

gcg

get

ctg

atg

tca

ES 2313792 T3

tot

gat

ctyg

tre

ctg

ggt

ggt

caa

gag

ctg

gat

ate

caa

aga

acg

caa

gta

caa

aaa

gte

gat

atg

gte

gca

ata

gce

gcg

aat

gca

acg

atce

cgc

aat

tca

g9ga

gta

caa

999

act

tgg

agce

gtt

atg

tta

ggc

cgt

gee

gaa

ctt

atg

tat

tta

att

999

cac

caa

caa

att

get

aag

aac

cag

aceg

gce

aca

age

tct

atg

gaa

48

96

192

240

288

336

384

432

480

504



ES 2313792 T3

<400> 7

Leu Leu

15

Leu Pro Ala Pro Ser

10

Met Glu Ala Ser Asn Val Ala Leu Val
1 S

Glu Gly Met Gly Thr Glu

30

Thr Pro Ser Pro Ser
25

Thr Pro Ser Ser Gly

20
Glu Leu

Leu Met

45

Leu Phe Asp Asp Ile Met Lys

40

Ser Met Leu Leu Trp

35

Rsn Val Glu Gln

60

Ala Lys Lys Ser Tyr Lys

50

Leu Arg Asp Ile Met Arg

55

Val Leu Gln Thr Gln Met

15

Lys
80

Glu Leu Gln Val Asn
70

Arg Leu Ala
65

Trp

Met Ala

90

Thr Ile Asp Glu Ala Phe Arg Ala Ser Ile Thr

a5

Gly Gly Ala
95

Met Leu Ser Gly Leu Gly Ala val Glu

100

Val Leu Thr Ile Gly
105

Gly
110

Gly

Thr Ala

125

Thr Gly Leu Ile His Val

115

Ala Gly Gln Ala val
120

Gly Gly Gly

Met Gly Leu Gly Gln Ser Gln

130

Ala Gly Val Ala Gln
135

Arg Asp Asp Lys

Ala Gin

155

Ser
160

Ala Ile Ala Asp Ser Tyr Asn Lys

145

Leu Gln Gln Asn Gly
150

Glu Gln

170

Ile Gln Ile

178

Leu Thr Glu Ile Met Glu Lys Ala Thr Ile

165

Met

Ala Glu Ile Leu Ala

190

Gly Val Gly Ser Leu

180

Ser Leu Val Thr Val
185

Arg

<210> 8

<211> 417
<212> ADN
<213> Salmonella
<220>

<221> exén
<222>(1)..(414)

55

60

65
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<400> 8

atg gtg caa gaa
gag cct gca tat
ata tta tcg cct
att att tgt gag

caa ttqg ttt cac

ata gag caa tgg tta

tta gq9g gag acc gcc

tac ctg gtg atc tat

tte agy cgc ctg acg

tta ctg gga ctt tta

ccg cag tta aca tgt tta aag atg ttg

gaa aaa aaa gcc atg cta cgc agg aaa

atg gga gcg acc

tce gee gag cat

<210>9

<211> 789

<212> ADN
<213> Salmonella
<220>

<221> exén
<222> (1)..(786)

<400>9

atg aaa att cat
agt cct cct tce
gaa att cca gcg
gaa caa ata agg
act att cgt gcg
gca gcg gta att
999 gcg geg cte
aat tat caa tcg
gat agc gtt gct
agt ctt aac tgc
cgt tca gga atce
ctg cec geg got
att acc tce gtt
ctt gcc cge cee
cat gec gat cec
caa tct gct act

aca tct cgg gga

ttt aca cag ctt gat

ctt atc cag cga cgt

act

cat

cag

ctg

tct

gtg

ata

ctt

gct

gce

gaa

agce

tet

agt

aca

gaa

ceg

ata

g99¢

cag

qgt

ggc

att

tgt

gtg

aac

att

aat

ctg

qg9c

gtg

cct

cca

tca gecg gea

caa gcg aag

ace cce gea

agg gat tat

gcg aca gtc

999 gca gga

gct att ggg

cag caa aag

gte agt geg

acc ctt get

tct atg ttg

att gcg gcc

acg geg ata

gac gat cag

tta ttg gcg gaa caa atg gca gcg ctc tgt

gca cct gea tta atg gac agt tet gat cat

tga

ES 2313792 T3

cgt

ata

cgt

cce

cge

ata

tta

ggc

ttt

agt

gag

gee

gcg

gty

tta

gat

gag

cty

aat

gte

tct

ggt

gaa

cqa9

tta

att

999

999

atc

ttg

gat

taa

aat

gca

cet

ata

ttt

cee

gct

cca

gee

tgt

tta

ttg

gcg

aat

cat

ctt

gag

caa

ata

acc gac gtt

cge

aac

ata

tcg

gtg

cat

999

att

tge

tea

tta

ctt

cce

gac

gta

tct

cag

939

gca

cct

tet

atc ctg aca gta

tgg aca

gte

ttt

ctyg

ttt

tta

gct

tgt

caa

aaa

tct

cta

atg

ctg

gtt

gtg

cag

aaa

cga

gtg

gat

cct

ctt

atg

tcg

att

gcg

ace

tgt

tta

cag

999

gat

gat

10

ttt act

cag

gaa atg

cca

cat

cty gat

gtt tta

ggt

cce

acg

caa

gtt

ctt

tat

gce

999

tta

ttt

agt

tat

gaa

ket

cag

cac

aat

cet

cet

tac

gct

gcg

cat

agt

gca

ata

ceca

gta

tge

ctt

48

96

144

192

288

336

384

48

96

144

192

240

288

528

576

624

672

720

768

789
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<210> 10
<211> 690

<212> ADN
<213> Salmonella

<220>

<221> exén

<222> (1)..(687)

<400> 10

atg
aac
acc
gta
atg
tce
gta
tgt
ata
aaa
tta
cta
atg
cag

caa

<210> 11
<211> 474

aaa

gcg

aat

teg

tee

get

gce

ctt

gge

agt

acc

cag

agt

gtc

cgr

<212> ADN
<213> Salmonella

<220>

<221> exén
<222> (1)..(471)

cct

cct

atg

gce

agt

gga

ctg

atc

aat

atg

gcg9

cet

tee

agce

gcg

gtt

gag

gag

gga

tgg

ata

gca

tac

gcce

9c9

acg

cat

act

age

ccg

agc

gaa

caa

gca

999

cat

gt

att

gta

tta

cqge

cca

gag

cca

tca

ggt

gcg

acg

tta

att

cat

Tttt

gct

atg

tta

tte

tta

taa

aat

cct

aga

aaa

gtt

aca

ggc

aaa

tat

aaa

act

9a9

g9t

tat

gct

cca

ata

cga

att

gtg

ctt

cat

att

gce

cat

cgt

atg

cgt

cag

tgt

gga

gty

ttg

cta

gct

cat

get

gte

tca

cre

gat

ttg

ES 2313792 T3

gta

cct

cct

ata

ggc

agt

att

ttg

aat

tce

tac

aat

999

ctg

992 999

tca ttg

caa caa

gag tgt

gga cag

ggt gga

gec atc

cct atg

tgr tte

ctg ggc

tgg agt

gat att

atg gca

gct cag

caa

cca

gga

tte

att

ggc

gcg

gct

gee

g9t

ggt

ace

atg

gta

11

cgt

cat

aaa

cca

tta

gcg

gat

cac

aat

aga

agt

tat

acc

acg

cct

ccg

gag

aaa2

tge

ccg

gte

gac

caa

tta

ttg

g9g9a

agt

cca

gtt

gaa

cg9g

gaa

tgt

cte

gec

agt

cgc

gee

g9ga

cta

atg

gaa

48

96

144

192

624

672

690
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<400> 11

atg
ttc
cag
aaa
gat
gct
caa
tat
gtg

cgt

<210> 12
<211> 435
<212> AD

<213> Salmonella

<220>
<221> ex6

aaa
cqg
ceg

gaa

caa
att
cte
gtg

gca

N

n

aaa

cgt

ctt

ttc

tgg

aaa

aag

gcg

cgt

gasa

<222> (1)..(432)

<400> 12

atg atg atg

aaa cag cta

gac

gge

aat

gce

tca

cat

att

tgt

act

aag

gece tea tgg cag

tgg ctg gtg

gct ggec acc

tat gga cat

caa acg ggc

gag gect ttt

agt gag att

taa

<210> 13
<211> 12

12

<212> ADN
<213> Salmonella

<220>

<221> exén

<222> (1)..(1209)

tag

gee

gte

caa

cge

ccg

gg¢c

act

ggc

ttt

tgy

gat

gat

tgc

atg

gaa

tcc

gag

gcc

atg

ttg

tgt

ace

cag

acc

teg

ctyg

gca

gac

999

gcg

aac

ggc

tta

gat

gtt

999

cag

atg

atg

ctc

gca

aat

cta

ctg

tat

gcg

tac

gaa

ccqg

gte

gag

cag

cag

gat

gat

cca

ctt

ctg

aaa

atc

gcq

caa

cgt

cge

cga

tgg

gcg

cag

tgt

gtc

caa

aaa

ceqg

tat

tgg

aaa

gat

atg

aag

caa

cag

atg

tat

ctt

tte

ata

gcq

tat

agt

ctt

aat

gaa

teg

agt

gaa

gee

atg

atg

ata

ES 2313792 T3

gca

ttg

gec

ttt

<99

tac

ceca

gca

gaa

tct

aaa ata

acc gtt

egec gee

tgg cgt

tac acg

agc cat

995 gaa

agt tat

atg gtt

cat

ttg

acg

caa

tta

gct

tgg

atc

cat

gac

gac

gat

cag

ttg

999

tat

gee

aaa

caa

agg

cece

gta

gcc

cca

cce

gcg

gat

acg atg

gac gat

ctt atg

ctg acg

gaa tgc

gga cgc

gca geg

gcg tta

att ctc

agc taa

gaa gac att ctg

gce agt ggt tac

atc gat

cat att

gcc att

gaa ccyg

999 ttyg

gat gcc

act ctt

12

<g9

gtt

gag

ata

tge

gcg

gaa

aag

cga

Lttt agt

gca ttg

aat ttc

grt tac

gcqg aga

tca tgg

att gct

tet

aca

gta

tat

cag

gca

tgc

gee

cag

48

96

192

240

288

336

96

144

192
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<400> 13

atg gca tat ctc atg gtt aat cca aag agt tcc tgg aaa ata cgt ttt 48
tta ggt cac gtt tta caa ggc cgg gaa gta tgg ctg aat gaa ggt aac 96
ctg tca ctg ggg gag aag gga tgc gat att tgt att ccg ctg gct ata 144
aat gaa aaa att att ctg aga gaa cag gca gat agt tta ttt gtt gat 192

gce ggg aaa goc aga gtt aga gtt aat gge cgc aga ttt aat cca aat 240

20
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35

40
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60

65

3ag ccg cta cca tce agt ggg gtt ttg cag gtt gcg gga gtg gct atc 288

gcg ttt ggt aaa cag gat tgt gaa ctt gect gat tat caa ata cce gtt 336
tce aga tca ggg tac tgg tgg ttg get gge gta ttc ttg att ttc ate 384
ggt gga atg ggt gtc ctg tta agt att agt ggt cag cct gaa acg gta 432
aat gac tta cct ttg cgg gtt aag ttt tta tta gac aaa agc aat att 480
cat tat gtg cgg gcg caa tgg aaa gaa gat ggc agc ctg cag ttg tecc 528
ggt tat tgc teg tca age gaa cag atg caa aag gtg aga geg act ctc 576
gaa tca tgg ggg gtc atg tat cgg gat ggt gta atc tgt gat gac tta 624
ttg gta cga gaa gtg cag gat gtt ttg ata aaa atg ggt tac ccg cat 672
get gaa gta tcc age gaa ggg ccg ggg age gtg tta att cat gat gat 720
ata caa atg gat cag caa tgg cgc aag gtt caa cca tta ctt gea gat 768
art ccc ggg tta ttg cac tgg cag att agt cac tet cat cag tot cag 816
g9g gat gat att att tct gog ata ata gag aac ggt tta gtg ggg ctt 864
gtc aat gtt age cca atg ¢gg cgce tet ttt gtt atc agt ggt gta ctg 912
gat gaa tct cat caa cge att ttg caa gaa acg tta gca geca tta aag 960
aaa aag gat ccc get ctt tet tta att tat cag gat att geg cet tee 1008
cat gat gaa agc aag tat ctg cct gog cca gtg goct gge ttt gta cag 1056
agt cgc cat ggt aat tac tta tta ctg acg aat aaa gag cgt tta cgt 1104
gta ggg gca ttg tta cce aat ggg gga gaa att gtc cat ctg agt gec 1152
gat gtg gta acg att aaa cat tat gat act ttg att aac tat cca tta 1200
1212

gat ttt aag tga

<210> 14

<211> 243

<212> ADN
<213> Salmonella
<220>

<221> exén
<222> (1)..(240)

13



<400> 14

ES 2313792 T3

atg aca act ttg acc cgg tta gaa gat ttg ctg ctt cat teg cgt gaa 48

5 gag gcc a2a ggc ata att tta caa tta agg gct gocc cgg saa cag tta 96

gaa gag aac aac ggc aag tta cag gat ccg cag caa tat cag caa aac 144

acc tta ttg ctt gaa gcg atc gag cag goo gaa aat atc atc aac att 192

att tat tat cgt tac cat aac agc gea ctt gta gty agt gag caa gag 240

10
taa
15
<210> 15
<211> 216
<212> ADN

20 <213> Salmonella

<220>

<221> exén
<222> (1)..(213)

25
<400> 15

atg gat att gca caa tta gtg gat atg ctc tee cac atg geg cac cag 48

30
gca

cca
35 ttt

agt

40 <210> 16

<211> 228

gget cag gcc att aat gac aaa atg aat ggt aat gat ttg ctc aac 96

gaa tcg atg att aaa gog caa ttt gec tta cag cag tat tet aca 144

att aat tac gaa agt tca ctg atc aaa atg atc aag gat atg ctt 192

gga atc att gct aaa atc tga 216

<212> ADN
<213> Salmonella

B 200>

<221> exén
<222> (1)..(225)

50
<400> 16

atg
55 tta
tgt
aaa

60
tta

<210> 17

% 11> 24

ttt geg gge
cca gcg cta
ctg gca tta
att tta tcg

ttt cct gea

9

<212> ADN

gte

acg

ttg

gat

cca

aac cat

gtt att

ttg geqg

ata gat

aat gag

agc ctg att tcec cag gta cat gecg atg 48
gtt ccg gat aaa aaa tta cag ttg gta 96
ggt tta aat gag ccqg cta aaa gcc gcg 144
ttg cca gag gct atg gcg ctg cgt ctg 192

ggg ttt gaa aat tga 228

14
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<213> Salmonella
<220>

<221> exén
<222> (1)..(246)

<400> 17

atg agc gta gtg cct gta age

gaa ccg agc cag gag caa att

gaa gca tcc acc agt aac gec

ace aga caa atg gat tat atg

gcc aga ata tca gge geca gea

atg gca tga

<210> 18

<211> 750
<212> ADN
<213> Salmonella
<220>

<221> ex6én
<222> (1)..(747)

<400> 18

atg aag gtt cat cgt ata gta

acg gca tgt gat gtg gat ctt

aat caa atg ctg geca tta ctt

aaa cag gaa gag gat ggt gta

att aat gcg gtt gag cta ctt

Tttt aca acg gcg gat aag atg

ccc cag gaa gaa cag cagq aag

gaa gga atg ctg agt cag atg

att gcg cta ccg act tat gat

gtt gcc gta ttt ata aaa tat

cgg gta aaa att aaa gat tta

tac agt aag att agt atc ttyg

gct gac gta ccc geg aga caa

gcc aat aaa ¢ggg aag gtg gtg

ttg atg tta tcqg ttg aca gga

ggc tat ttt tgc ctg aga cgc

<210> 19
<211> 2763
<212> ADN

ES 2313792 T3

act caa tet tat gta aag tce tet gea

aat ttt ttt gaa caa ttg ctg aaa gat

agt gct tta tta ccg cag gtt atg ttg

cag tta acg gta ggc gtc gat tat ctt

tcg caa gcg ctt aat aag ctg gat aac

ttt ctt act gtc ctt acg ttc ttt ctt

tat ¢gc t¢a ttg cca gaa gat gaa gcg

atg cag cat cat att gat gcg gaa aaa

acc tta cqgt gtc gag cag tcg cag ttt

aga ctt aac ggt tat ccg cat agg cag

ttt ccg get aat cag tta gtg gta tca

att aat ttt tta 2aa gaa caa aga att

gag ggc gtg att aat gca aaa gtg acc

gag gga agt aac gct tct ccg age tca

tca cct cag gtc aat atg gag gcc ttt

ata gag atg tca atc cct ggg ttg caa

atg cag cct get gaa tte aga atg gta

aca ttc tgg att atg gac gtt atc aac

aag tgg ttg atg aaa tac cct tat ccg

ctg tta tta gga gtg ggc atc ctg atc

cgt ttt tga

15

48

96

144

192

249

288

336
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<213> Salmonella

<220>
<221> exén

<222> (1)..(2760)

<400> 19

atg aat

agg cta

tct gtg

ata ata

aat caa

caa tgc

ttg

act

ctt

gag

cqg

tca tta

cte

ttt

acc

gat

tte

aat

tta

gca

tta

gaa

cte

[ 444

gct

tce

gaa

aag

tta

tat

gt

gct

gcg act gag

gtg agc cgg cat cta tct gtc

aac

aat

teg

tta

cee

gta

caa

cag

gga

atc

gtg

aaa

ccg

att

gac

gca

acg

gca

tta

aat

cat

992

age

tta

acg

agt

gtt

gat

tgg

aaa

caa

tag

tta

ttg

ccg

ctg

gee

aat

aaa

gta

att

gct

aat

atg

gag
Lttt
tta
cga
gaa
gee
[s34+3
ctg
ata
att
agt
aaa
atg
tta
agc
ggt
ctg
aaa
ata
gaa
gat
cty

gaa

aag

cgt

tet

aaa

cca

gat

att

gat

cgt

cce

ctg

att

acg

tgg

aca

got

gaa

cge

agt

tta

acc

ctg

qgaa

cac

cgc

act

age

gaa

cag

act

caa

aca

gga

gtt

atc

tcg

cgt

cgt

tee

aac

gect

cat

tta

gcc

gat

aca

cgt

gat

gat

tet

tac

caa

aag

aac

cag

tte

acqg

ctt

gct

ttt

tta

aac

aaa

gag

qag

caa

aga

tte

gcg

cte

agt

aac

cct

ata

ggc

agc

aac

tta

ctg

ctg

caa

ttt

gte

cca

caa

gte

cga

tta

acce

aat

tca

tta

aat

tta

ata

cta

gaa

att

ggt

tte

et

cct

aac

gta

cac

[={ 1o

gaa

ata

tac

caa

tge

gat

gea

ctg

gca

gct

cgt

acc

tgt

cge

ctg

acg

aca

tca

tce

cgt

cat

cct

cty

att

tca

tac

gagc

(444

ctg

tta

aat

tta

ceca

atc

tgg

gte

caa

ctt

gag

aac

act

cct

aca

atc

ccg

ES 2313792 T3

ctg

aca

atg

gag

gac

cat

tca

cag

ctt

gat

cca

aaa

tet

cca

ttg

gta

cge

tac

cce

tta

att

cga

gat

cge

aaa

ccg

tta

ctg

gag

tta

caa

ata

gtt

atg

gct

aac

aat

tce

aat

tat

acc

gga

q9ag

tta

ccg

acg

aca

ggt

cte

cta

aat

ctg

act

acc

cgt

atg

aac

tct

tce

ctg

aca

att

cag

aat

3aa

gat

tge

tet

cat

tca

cat

tgg

gtg

gat

(444

ctg

ace

aat

aca

cat

aaa

gat

cta

cag

aaa

aat

ata

ttg

ggt

gac

tet

att

aaa

ate

aat

att

acg

gat

aaa

act

gce

cac

acg

gat

teca

cat

ttg

cta

tta

cgce

acc

gaa

caa

gcg

agc

qg9c

gag

tta

cat

cag

16

tta

tgg

cag

gta

tta

tte

ccg

ate

aat

cta

9599

gct

gtt

age

tac

gat

cat

cat

aca

tca

gca

tta

gtc

cta

att

gta

caa

gct

tte

gca

gta

ctg

cag

cta

atg

cct

acg

gat

gag

cag

1444

tcc

daa

att

atc

gga

gg¢

aat

gca

ctg

act

gat

caa

aat

cat

cte

caa

att

aca

atg

ate
cta
cat
age
tat
gaqg
cta

gaa

ate

cct

tac

gtt

ctt

cga

ccg

tgg

cee
cge

ttg

gcc

gca

agt

tac

gaa

ctt

ggt

gga

att

tta

caa

48

96

144

192

240

288

J30

432

48Q

528

576

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440
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acc

gtc

acc

ttt

caa

gge

aat

gta

ctg

cge

ttg

tgt

ttg

gg¢

agt

ctg

tta

gca

aat

gct

gag

gat

ctg

tta

ttg

atc

atc

<210> 20

atc

agt

caa

ctg

tta

tca

ggt

tat

aca

cagqg

aaa

aac

att

tgg

cta

999

cge

cta

gat

get

att

gta

-4+

<211> 639
<212> ADN
<213> Salmonella

<220>

<221> exén
<222> (1)..(636)

cag

caa

ate

999

gtt

ttt

gga

aca

cce

gcg

gaa

Tt

cca

att

atg

gag

gac

cat

tce

ate

tac

cag

atg

gat

cac

tge

gcg

aaa

999

cat

ttg

ata

age

act

ctg

cta

tta

ccg

cca

tee

aat

ctt

(=244

gct

ate

gat

gct

cat

atc

gag

grc

-144

aca

tat

ctg

aac

cca

gte

gte

cgt

gat

gct

act

aaa

caa

ttc

cce

gga

atg

ttg

gtc

ctg

aga

9ag

agc

cat

agt

cag

att

gaa

tta

gtc

gag

tac

gcg

cct

aat

ctg

age

att

agt

gaa

tge

cac

aaa

cca

gtt

age

act

atg

ccg

gta

tac

att

gat

aat

aat

aaa

ata

gaa

ace

caa

ctc

tta

acg

gge

tat

gcg

gtc

tac

ctg

cag

cte

gta

gat

ctg

tta

cca

aat

gcqg

att

gce

ccqg

age

gce

ggc

gac

cta

att

age

tat

cte

gtc

aaa

caa

tca

cce

cag

cat

caa

tac

ata

gat

g9¢

tca

gaa

aat

aca

aca

gca

agt

aaq

gta

tgt

ate

acc

act

aaa

ttt

999

aag

999

gca

age

999

ceg

<gg

aat

gac

aat

gece

caa

caa

ata

tta

qgaa

aaa

gaa

cge

att

teg

tta

gag

gac

taa

ES 2313792 T3

aaa

cat

aac

cgt

att

gac

ctg

gtt

cct

caa

gcg

ctg

aat

gat

cac

cag

gat

gat

gat

cca

tac

tge

tte

gct

gqt

aat

tta

ace

geg

cat

aca

gect

gga

caa

ctg

ctt

gcg

ttg

att

gte

cag

g9t

cet

att

gtg

caa

teca

caa

g9a

caa

cge

cge

tca

gac

gta

gagq

ara

aat

aaa

ace

cca

gct

cre

caa

tta

aat

acg

cga

att

gac

cat

aca

ctt

gcg

tca

gaa

ata

gta

cag

tta

agt

aaa

gaa

cag

teg

atg

tgt

att

tge

aac

cag

cca

<99

ate

tte

gaa

tgc

cqgt

ttg

tta

cta

ctg

aaa

999

aaa

aaa

cgt

ate

{444

caa

cag

caa

atg

gtc

aaa

tgg

gca

tta

cce

gat

gee

gat

tgt

atg

tgt

gct

cga

ctg

gac

atc

cag

atg

ata

17

act

cgt

ace

tta

cag

99t

ggc

tcg

999

993

gag

ata

tgg

atc

gce

tta

gta

tte

aaa

acc

aat

gcqg

cte

gat

act

999

cgt

tte

tta

gaa

ata

tet

aca

ggt

cta

acg

ata

ctt

ttg

cag

atc

agt

gta

cga

gtg

aaa

tta

ata

aca

ttg

cag

gaa

aaa

atg

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1820

1968

2016

2064

2112

2160

2208

2256

2304

2352

2400

2448

2496

2544

2592

2640

2688

2736

2763
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<400> 20

atg aaa gaa
aac ggc att
gag cat gtt
gag cct gac
ctg gat atc

<ctg gtt tac
gcc gca ggt
ctg tta gcg
€ca acg ttg
acc aat cat
att gac gag
agt ata aaa
cag gtt cat

tta ata gag

<210> 21
<211> 388
<212> ADN

tat aag atc

atg aat gce

aaa aat ggt

ata ctt ate

att cct caa

aca gca tac

gct aat ggc

gca ttg caa

aat cgg gaa

caa ctg ctt

ggg tat acc

acec gtc gaa

aaa gtg aca

tat taa

<213> Salmonella

<400> 21

gcrtecetee
agttrcatca
aacccagicg
gtttatttaa
tgtgaattta
catcctgata
tgtggttgtg

<210> 22
<211> 262
<212> ADN

agttgcetgr t
gaagattaat ¢
atgactacaa t
taaataattt t

ES 2313792 T3

tta tta gta gac gat cat gaa atc atc att 48
tta tta ccc tgg cct cat ttt aaa att gta 986
ctt gag gtt tat aat gco tgt tgt gca tac 144
ctt gat ctt agt cta cct ggce atc aat gge 192
tta cat cag cgt tgg cca gca atg aat att 240
caa caa gag tat atg acc att aasa act tta 288

tat gtt tta aaa agc agt agt cag caa gtt 336
aca gta gca gta aac aag cgt tac att gac 384
gct atc Cctg get gaa tta aac get gac acg 432
act ttg cgc gag cgt cag gtt ctt aaa ctt 480
aat cat ggg atc agc gaa aag cta cat atc 528
aca cac cgg atg aat atg atg aga aag cta 576

gag tta ctt aac tgt gcc cga aga atg agg 624

gcaaaatct ttggoacttg atcactateg cagtacatat 60
gatggtgtt atcattagga agataaattt cttcatatat 120
tacttttta ataagatggc gatgtaaaaa categtaaca 180
tcaaattgt aagtttttat gtcaatgctg aaaatgtaat 240

tcggaaaatc cgaatgatag aatcgcctgt gacaaggtat atgtagacag 300
ttgtacaaga agagatagtc gaaataaatg tgaatcaggce tttttacggs 360

agcgaatttg a

<213> Salmonella

<400> 22

taaaaatatc
atagegegea
cttegggecy
ttcaaaatgqg
tatcgtgtat

ttagagccta
aaaaccgcag
ccgetagegqg
caagtaasaat
atggagggga

tagaaac 388

tcccaccagg cgttaattgy cgeagccagt ttggacacgg 60
cgtacacqgta gtacgtgagg tttgactcgc tacgctcgec 120
cgttcaaaac gctaacgegt tttggegage actgeccagg 180
agcctaatgg gataggctct tagttagcac gttaattate 240
at 262

18
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<210> 23
<211>192
<212> PRT
<213> EPEC
<300>

<303> Mol. Microbiol.

<304> 28
<306> 1-4
<307> 1998

<400> 23

Met Asp
1

Ser Thr

Ile Asp
Phe Ala
50

Ala Asp
65

Ala Asn

Lys Asn

Asp Pro

Gin Leu
130

Lys Ala
145

Gln Gln

Met Gln

<210> 24
<211> 380
<212> PRT
<213> EPEC
<300>

<303> Mol. Microbiol.

<304> 28

Thr

Ser

Leu
35

Tyr

Met

Leu

Ala

Arg

115

Gly

Asn

Met

Ser

Ser

Met

20
Phe

Met

Asn

val

Lys

ig¢

Asn

Ala

Asn

Ser

Leu
180

Thr Thr

Ala Tyr

Asn

Tyr

Glu

Asp

85

Asp

Gly

Leu

Asn

165

Gln

Lys

Gln

Ala

70

Ala

Gln

Ile

Asp

Thr

150

Thr

Tyr

ES 2313792 T3

Ala Ser Val Ala Ser Ala Asn Ala Ser Thr

10 15

Asp Leu Gly Ser Met Ser Lys Asp Asp Val

Leu

Ala

55

Ser

Lys

Leu

Thr

Leu
135

Thr

Leu

Arg

25 30
Gly Val Phe Gin Ala Ala Ile Leu Met

40 45

Gin Ser Asp Leu Ser Ile Ala Lys Phe
60

Lys Glu Sar Thr Thr Ala Glan Lys Met
75 80

Ile Ala Asp Val Gln Ser Ser Ser Asp
90 95

Pro Asp Glu Val Ile Ser Tyr Ile Asn
105 110

Ile Ser Gly Ile Asp Asn Ile Asn Ala
120 125

Gln Thr Val Lys Ala Ala Ile Ser Ala
140

Thr Val Asn Asn Ser Gln Leu Glu Ile
155 160

Asn Leu Leu Thr Ser Ala Arg Ser Asp
170 175

Thr Ile Ser Gly Ile Ser Leu Gly Lys
185 190

19
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<306> 1-4
<307> 1998

<400> 24

ES 2313792 T3

Met Leu Asn Val Asn Asn Asp Ile Gln Ser Val Arg

1

Ala Ala Thr

Leu

Glu

Pro

65

Gly

Gln

Asp

Ser

Asp

145

Gln

Ile

Thr

Pro

225

Ala

Ser

Asp

Ser

50

Ser

Glu

Asn

Pro

Ala

Gly

Leu

Val

Ala

Ala

210

Gln

Ala

Lys

Leu

Ala
20

Gln

35 .

Thr

Ala

val

Ala

Gln

115

Gln

Gln

Glu

Gly

Ile

185

Met

Ala

Gly

Val

Ala

Ala

Ser

100

Ala

Arg

Asn

Glu

Gin

180

Phe

Ala

Leu

Ile

Gly
260

5

Thr Ser Gly lle

Leu

Leu

Glu

Ser

85

Ser

Met

Val

Lys

Gln

165

Val

Asn

Leu

Lys

Leu

245

Asp

val

Rla

Asp

70

Arg

Gly

Met

Ala

Ala

150

Gln

Phe

fro

Glin

Thr

230

Thr

val

Lys

Thr

55

val

Thr

Tyr

Met

Ser

135

Leu

Lys

Gly

Ala

Thr

215

Ala

Ala

Ala

Ser

40

Pro

Leu

Glu

Pro

Met

120

Met

Asp

Ala

Trp

Leu

200

Ala

Ala

Gly

Asn

10

Asn Gln
25

Thr Ala

Pro Ala

Ser Lys

Gly Thr
90

Tyr Leu
105

Ala Thrx

Lys Asn

Asn Lys

Glu Glu
170

Leu Gly
185

Trp Ala

val Asp

Gln Ala

Iie Gly

250

Lys Val
265

Ser

Pro

Gly

Leu

75

Glu

Ser

Leu

Ser

Thr

155

Lys

Val

Val

val

Phe

235

Giy

Gly

Glu

Ser

His

60

Phe

Pro

Gln

Leu

Asn

140

Leu

Ala

Ala

Val

Met

220

Gly

Val

Ser

20

Ser

Val

Rla

45

Ser

Gly

Gln

val

Ser

125

Glu

Glu

Gln

Ala

Ala

205

Gly

Gly

Ser

Asn

Gly

Thr

30

Ser

Leu

Gly

Arg

Asn

110

Ile

Phe

Lys

Thr

190

Ile

Asp

Leu

Ser

Ile
270

Ala
15

Ser

Trp

Val

Ile

Ser

95

Asn

Asp

Tyr

Lys

Ser

175

Ala

Ser

Asp

Ser

Leu

255

Val

Ser

Ala

Thr

Thr

Ser

80

Thr

Val

Ala

Ala

Lys

1860

Lys

Ile

Ala

Ala

Leu

240

Ile

Lys
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ES 2313792 T3

Val Val Thr Thr Leu Ala Asp Thr Phe Val Asp Asn val
275 280 285

Ile Ser Ala Val Ala Asn Gly Leu Thr Thr Ser Ser Arg
290 295 300

Thr Thr Val Leu Asn Asn Asp Ala Ala Tyr Tyr Asn Val
305 310 315

val Ser Ala Phe Ala Val Glu Asn Leu Thr Arg Gln Ser
325 330

Ser Gln Ser Ala Lys Ala Glu Leu Glu lys Ala Thr Leu
340 345

Asn Gln Ala Asn Tyr Ile Gin Ser Ala Ser Gln Leu Met
355 360 365

Ala Arg Vval Asn Ile Arg Ile Val Ser Gly Arg val
370 375 380

<210> 25

<211> 401

<212> PRT

<213> Yersinia enterocolitica
<300>

<301> Hakansson, S. Schesser, K. Persson, C. Galyov, E. E. Rosqvist, R. Homble, F. Wolf Watz, H.

<303> EMBO J.
<304> 15

<306> 5812-5823
<307> 1996

21

Ala Ser Lys

Ser Ile Gly

Leu Ser Gln

320

Glu Tyr Leu
335

Glu Leu Gln
350

Ser Asp Ser
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<400> 25

Met Ser Ala Leu Ile Thr

1

5

Leu Val Pro Tyr Ile Glu

20

Gin Vval Ala Gly Glu Leu

Gly

Glu

65

Gly

Asn

Leu

Glu

145

Gly

Val

Ala

Val

50

Gly

Thr

Phe

Val

Glin

130

Lys

Met

Ile

Met

35

Gln

Gln

Ala

Thr

Ser

115

Arg

Ile

Ala

Gly

Met
185

Leu

Gin

Gly

Leu

100

Asn

Leu

Lys

Ser

Ala

180

Ile

Pro Ala

Gln Glu

70

Ser Gln
85

Ala Ser

Leu Glu

His Glu

Glu Thr

150

Lys Ile
165

Ile Met

Ala Ser

His

Thr

Lys

Pro

55

Ile

Leu

Pro

Glu

Gln

135

Glu

Phe

Val

Gly

Asp

Pro

Asp

40

Leu

Thr

Ile

Asp

Val

120

Asn

Glu

Gly

Ala

Val

ES 2313792 T3

Arg Ser Thr Pro Val Thr Gly Ser

Ala Pro Ala Pro Leu Gla Thr Gin

2%

Lys

Ala

Lys

Ser

Thr

105

Arg

Met

Asn

Trp

Ser

185

Ile

10

30

15

Asn Gly Gly Val Ser Ser

val

Leu

Asn

90

Phe

Lys

Lys

Ala

Leu

170

Gly

Gly

Vval

Leu

75

Tyr

Glu

Asp

Lys

Lys

155

Ile

val

Met

45

Ala Ser

60

Glu Ser

val Ser

Ile Glu

Ile Lys
125

Ile Glu

140

Gln Vval

Ala Ile

Gly Ala

Ala Asn
205

22

Glr

val

val

Leu

110

Ile

Glu

Lys

Ala

Val

190

Met

Val

Thr

Leu

95

Gly

Ala

Asn

Lys

Ser

175

Ala

Ala

Gln

Thr

Arg

80

Thr

Lys

Asp

Gln

Ser

160

Val

Gly

val



10

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Lys Glin
210

Leu Gly
225

Thr val

Gly Ala

Glu Phe

Val Gly
290

Met Ser
305

Gly val

Asp Leu

Ala Ala

Leu Ser

370

Asn Ala
385

Val

<210> 26
<211> 390
<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<300>

Ala

Pro

Met

Lys

Ser
275

Ser

His

Gly

Gln

Leu

355

Glu

Lys

Ala

Ile

Thr

Leuy

260

Ala

Ala

Val

Ser

His

340

Gln

Ser

Gly

Glu

Leu

Phe

245

Gly

Lys

Val

Ile

Gly

325

Asn

Ser

His

Asp

Asp

Thr

230

Gly

Ala

Val

Thr

Arg

310

Ile

Asn

Ile

Arg

Met
390

Gly

215

Ala

Gly

Asn

Ala

Lys

295

Thr

Thr

Rla

Ile

Gln

375

Leu

Leu

Ile

Ser

Thr

Gln
280

Leu Gly

Gly

Gln

Asp

Asp

360

Val

His

ES 2313792 T3

Ile

Glu

Ala

Ala

265

Ile

Ser

Thr

Leu

345

Arg

Met

Asn

Ser

val
Leu
250

Ser

Ser

Gly

Gin

Ile

330

Ala

Leu

Glu

Leu

Gln Glu Ala Met Gln

220

Ala Leu
235

Lys Cys

Leu Ala

Thr Gly

Ser Phe

300

Ala Thr
315

Asn Asn

Leu Asn

Lys Glu

Leu Ile

380

Ala Gly
395

Thr Val

Leu Ala

Ala Lys
270

Ile Ser
45

Gly Ser

Gln Vval

Lys Lys

Lys Ala

350

Glu Leu
365

Phe Gln

Arg Pro

<301> Hauser, A. R. Fleiszig, S. Kang, P. J. Mostov, K. Engel, J. N.
<303> Infect. Immun.

<304> 66

<306> 1413-1420

<307> 1998

23

Val

Asp

255

Gly

Asn

Leu

Gln

338

Asp

Ser

Met

His

Val

Ser

240

Ile

Ala

Thr

Thr

Val

320

Ala

Met

His

Ile

Thr
400
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<400> 26

Met Asn

1
Asp Ala Gly Asp
20

Pro Ile

Glu Ser Leu Arg
35

Ser Gly Thr Gly

50
Arg Leu Glu Vval
65

Val Gly Glu Asp

Leu Leu
100

Ser Thr

Thr Leu Glu Arg

5
Ile Pro Ala Leu

Val Giu Arg Leu

40

Val Ala Leu Thr
55

Ala Asn Arg Ala
70

Ala Gly Leu Ala
85

Ser Ala Gly Leu

ES 2313792 T3

Ala Gly Leu Pro

10
Gly Arg Pro Val

235

Ala Ala Pro Ala

Pro Pro Ser Ala

60

Glu Ile Ala Ser
75

Arg Gln Val Val
90

Tyr

Ala

Ala
45

Ala

Leu

Leu

Met Ser Pro Gin Ala

105

24

Gly

Arg
30

Ala

Ser

Val

Ala

Phe
110

Val
15

Ala

Asp val

Ser

Gln

Gln

Gly

95

Glu

Ala

Gln

Ala

80

Ala

Ile
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Glu

Lys

Glu

145

Rla

Ile

Ala

Ser

Val

225

Ala

Leu

Leu

Ser

305

Ser

Ser

Glu

Ile

Ser
385

<210> 27
<211>20

Leu

Leu

130

Asp

Gln

Ala

Ala

Gln

210

Met

Leu

Ala

Ser

Ala
290

Asp

Gly

Arg

Glu

Phe

370

Arg

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

Ala

115

Thr

Asn

Lys

Ser

Ala

195

Ser

Glu

Lys

Leu

275

Gly

Leu

Phe

Ala

Leu

Ala

Pro

Lys

Glu

Gln

Ser

Ile

180

Gly

Val

Lys

Ala

Leu
260

Ala

Gln

Thr

Gln

Asp

340

Ser

Met

Ala

Ile Thr

Ile Glu

Gln Lys
150

Gly Leu
165

Ile Val

Ala Leu

Gln Gln

Leu Gly
230

Ala Val
245

Gly Ala

Ser Lys

Ser Leu

Leu Asp

310

Ala Lys

325

Leu Thr

Arg Met

Leu Gln

Ala Ile
390

Gly

Gln

135

Ile

Ala

Gly

Met

Ala

215

Pro

Val

Lys

val

Ser

295

Val

Ala

Thr

Leu

Ala
375

Glu

120

Ala

Arg

Ala

Ala

Ile

200

Ala

Ala

Ser

Ile

Ala
280

His

Rla

Ala

Leu

Glu

360

Lys

val

Arg

Glu

Lys

Ile

185

Ala

Ala

Leu

Phe

Gly
265

Asf

Ser

Asn

Asn

Gln

345

Ala

Gly

ES 2313792 T3

Glu

Lys

Ser

Ile

170

Met

Gly

Asp

Met

Gly

250

Gly

Leu

Leu

Gly

Arg

330

Gly

Phe

Glu

Asn

Gln

Glu

155

Phe

val

Gly

Gly

Gly

235

Gly

Lys

Giy

Lys

Ala

318

Gln

Val

Gln

Thr

Gln Gln Lys Lys Leu

125

Asn Leu
140

Glu Ala

Gly Trp

Ala Thr

Val Met
208

Leu Ile
220

Ile Glu

Ser Ala

Ala Ala

Gly Lys
285

Leu Gly
300

Ala Gln

Ala Asp

Ile Glu

Glu Ile

365

Leu His
380

25

Gln

Ala

Ile

Gly

190

Gly

Ser

Ile

val

Glu
270

Phe

Val

Ala

Val

Arg

350

Met

Asn

Lys Met

Lys Glu
160

Ser Ala
175

val Gly

val val

Lys Glu

Ala Val

240

Gly Gly
255

Met Thr

Gly Ser

Gln Vval

Thr His

320

Gln Glu

Leu Lys

Glu Arg

Leu Ser
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ES 2313792 T3

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 27

tttttacgtg aagcggggetg

<210> 28

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 28

ggcattageg gatgtctgac tg

<210>29

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 29
caccaggaac cattttctct gg

<210> 30

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 30
cagcgatgac gatattcgac aag

<210> 31

<L211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 31
gaaatcccgce agaaatg

<210> 32
<211>17
<212> ADN

26

20

22

22

23
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ES 2313792 T3

<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 32
aaggcgataa tataaac

<210> 33

211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 33
agagatgtat tagatac

<210> 34

211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 34
gcaataagag tatcaac

<210> 35

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 35
gctaagctte ggctcaaatt gtttggaaaa ¢

<210> 36

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 36

gctaagctta gagatgtatt agatacc

27

17

17

17

31

27
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ES 2313792 T3

<210> 37

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 37
attggatccg caagcgtcca gaa

<210> 38

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 38
tatggatcct cagattaagc gcg

<210> 39

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 39

atagaattcg gagggagatg gagtggaag

<210> 40

<211>30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 40
atagaattcg aagataaagc gattgccgac

<210> 41

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

28

23

23

29

30
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ES 2313792 T3

<400> 41
gaaggatcca ctecatctee cte

<210> 42

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 42
gaaggatcca tttgctctat ttettge

<210> 43

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 43
atgggatceg agattcgeca gaatgegeaa

<210> 44

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 44
atgggatcca ctggcataaa cggtttccgg

<210> 45

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 45
attggatcct gacgtaaatc attatca

<210> 46
<211> 27
<212> ADN

29

23

27

30

30

27
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ES 2313792 T3

<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 46
attggatcct taagcaataa gtgaatc

<210> 47

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 47
aaggaattca acaggcaact ggagg

<210> 48

<211>26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 48
ctgecctcge gaaaattaag ataata

<210> 49

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 49
cttatttttc gcgaggg

<210> 50

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 50

ggacgeccct ggttaata

30

27

25

26

17

18
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ES 2313792 T3

<210> 51

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 51
ggtctgecagg atttttcacg catcgegtc

<210> 52

<211>30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

31

29
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<400> 52

ggtctgcaga accattgata tataagctgce

ctgcagttgt
gaatcatqggy
gtgcaggatg
gggagegtgt
ttacttgcag
ggggatgata
ccaatgcgge
caagaaacygt
attgegectt
agtcgecatg
ttacccaacg
gatactttga
gttagaagat
ggctgeecgg
gcaaaacacc
tratcgrtac
agagectate
aaccgcageg
gctageggeg
agtaaaatag
ggaggggaat
gttacatgea
aacagcttge
ataacctatt

aaatagtaag
cggtggagat
tatggggaag
ccgggageea
ttattctcet
acgctgaacg
aagcagccaa
tgcgtgataa
gcgatcatgg
acgccaaccyg
aggagctraa
ccagratgat
tgacacgatg
tacacagccg
cgeeggegea
ctggtttegg
ttatggacge
atgctatcte
tatttgcgge
gcaacttect
ggagtaaccgqg
ctgggaaagce
ctatceggga
gtacccggaa
ttatcaatga
tgccaacagce
gagtatcagg
atttetggeg
aaagttgtgg
atggccgcag
gctgaccacg
gaagccgteg
ggttratcty
cgtatggtag
gtgagcgaaa
gagatggcag
gcgggaaaaa
gccctggaaa
gttctottca
ggcttacagg
aacacagaaa
ctggattica
gagetttata

ceggttattg
gggtcatgta
ttttgataaa
taattcatga
atattcccgg
ttatttetge
gctettttgt
tagcagcatt
ceccatgatga
graattacte
ggggagaaat
ttaactatcc
ttgctgette
aaacagttag
ttattgcttg
cataacageg
ccaccaggeg
tacacgtagt
ttcaaaacge
cctaatggga
gatgataaag
gctaaatcac
tgaaagggca
tccacaagge
tttgtttaaa
accqgtcagga
tcaaaaccct
ggatgactta
tatggttact
tgccagaaat
aggggatgct
tggtattcte
gaagctggat
gaataccgat
cgetgteeott
agcgcagaaa
cggtetteee
cttaatacte
gcgegacttt
ttaggggaat
gcggcacaaa
gcgtgtgata
gaggtcagtg
gacaggaget
ccttaacaca
gccageatcg
aaattagtct
atcataageg
tgatgacgte
ttgagcggge
agcagatcca
ctatttttga
aaggtttct
grtgtgeagg
atacctgtca
cgctggeact
gcgcagetge
gtgcagggga
gtttttccaa
aggaggetge
gctttacgaa
aatgtgtgca
atatgttcaa
ctatcagatg
aagcgaagat
taatgcaaca
aggggacgygg

ctcgtcaage
tegggatgqt
aatgggttac
tgatatacaa
gttattgcac
gataatagag
tatcagtggt
azagaaaaay
aagcaagtat
attactgacy
tgtccatetg
attagatttt
attcgegtga
aagagaacaa
aagcgatcga
cacttygragt
ttaattggcg
acgtgaggtt
taacgegttt
taggctctta
aaaaaggctg
tgtcttaaaa
gagagcccea
gttgccgggyg
caacttgaag
aaaacaaaaa
attgtgttta
tcccagcaaa
caggctatcg
acccaggaaa
aaaaccaaag
atcgatggta
aaaggtggce
cttatgagtc
acccaactga
acgtactcat
ggegtggegg
tgtatcgeta
ttcaattgee
gctgccagge
ttaagattga
acgtctgtta
aacatcaaat
aaaaatgaat
tcatcactta
tgtgaattce
tcaggaggcea
tccatcattg
attaatactc
aactgaggtg
gaaagcgata
ctggattacc
gtccggaaat
aatggttaaa
ggcaattate
ggatgttttc
aaaagtgctt
agcagaaata
acaatttgaq
cgagttttet
agagggggtg
agaaggtgga
aaaaatcctg
tgcaaccgag
cgaaaagaaa
aacagaaaac
tgeegegett

ES 2313792 T3

30
gaacagatgc
gtaatctgty
ccgeatgetg
atggatcage
tggcagatta
aacggtttag
gtactggatg
gatecegete
ctgectgege
aataaagagce
agtgccgatg
aagtgagtgg
agaggccaaa
cggeaagtta
gcaggecgaa
gagtgagcaa
cagccagttt
tgactcgcta
tggcgageac
gttagcacgt
cgtttagtga
aatttcacca
aaaatagcag
ttaaccagga

tacgactgaa

ggtaaagcat
aaaatagctt
atcegtttge
caaataataa
agtcaaatga
aggaggtgec
tgaccattga
tacaggcgat
aggggcagat
cagggettat
gaaaaaagac
ctcgetgegt
tgccacgcag
gacgatatat
tcaaaaacat
tgcgecgeag
tgcaatcaaa
tctecgacag
cgaattcaca
agcaatgtea
acttttggceg
agcaatgcgt
cctgactttt
aacgtetttg
caaaatgcat
gagcaggagg
ggcatatttg
ccecgeagaaa
gccggageeg
gacgtgacaa
cagattggce
gacteeggte
gaggagttgg
cecgettgaac
cqgtaacgtag
aaagccatgg
aagttectgt
tatgecettac
ggcgeecagete
atagagcaat
cagaaaaaga
agagatgtat

aaaagqgtgag
atgacttatt
aagtatccag
aatggcgcaa
gtcactctca
tggggetigt
aatctcatca
tttctttaat
cagtggetgg
gtttacgtgt
tggtaacgat
aaaatgacaa
ggcataattt
caggatcege
aatatcatcea
gagtaaagta
ggacacggat
cgetegecect
tgcccaggtt
taattatcta
atatcgtgat
aatccggget
agagacagag
ggccgagaag
acaacttaat
aatgtctica
cggcgtcage
cgaagggtat
atttattgaa
gatggatgag
tgaggatgta
tgattatatg
caaagegget
aacaattcaa
cagtaagtqg
ccgaccectac
atgttgttqy
cttatggagg
gatgecctggt
tggggggaag
gcgecatggy
gcgttaaagg
cgtgcagaaa
gtaataqgcga
gtrgcgttte
atggcaacge
tgaagcaact
tgcagaccaa
gtaataacge
tacgtaataa
ataaagegeg
aaaccgtgat
tggcetagegy
aaacggcaat
gtaagattca
gtgettttat
ttggcgagga
ctgaaaagtt
gtgaaatggc
Aaaataatat
caaaagaagc
taaaaaaatt
tgagggattg
agatgaatac
taataactca
tagaacaaaa
tagataccat
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agcgactete
ggtacqagaa
cgaaggqgccqg
ggttcaacca
tcagtctcag
caatgttage
acgcattttg
ttatcaggat
ctttgtacag
aggggcattg
taaacattat
ctttgacceg
tacaattaag
agcaatatca
acattattta
aaaatatctt
agcgcgeaaa
tecgggeegece
caaaatggca
tegrgtatat
ttagagcaaa
aaggtgagtc
agtattetee
gatttaaaga

gctcaagecec
ggaaacatct
aacgctgata
ggtgrtttge
gtccagaaga
gtgattgcta
atraaataca
gctaaatatg
ttggataatyg
aaaatgtcte
ggggasattt
aacaggcaca
atgacgatgt
taaaagaatt
catttgacta
cgatatacgce
cegeagegga
ccgtggtgeg
agatgttaca
cagcgecgea
ctcgggttcg
cgegtgtetyg
gcttgatgcec
tceegeggtt
tcaatcgtta
geaggtaaag
taaagcgggt
tggegeetta
cgtagcttat
gatgtgceggt
atttggrege
ggcgacgaga
agtggttgag
tggcgaagaa
tatggcgaat
gacgcegaage
ggcaaaagaa
ccgtaataaa
trcatttaaa
tggcatggtt
gcaacggttt
acgcttagag
tgatcactat

60
120
180
240
300
160
420
480
540
€00
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
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agtagegttc aggcgagaat agotggetat cgogottaat
gegagtaacyg tageactggt attaccageg ccttecttgt
tctcceteeg gggagggaat gggtactgaa tcaatgette
atgaagctaa tggagottge casaaagetg cgcgatatea
saacaacggc tggoctggga actgcaagtc aatgttttac
gatgaagcgt ttagagcatc aatgattact gcgggtggcyg
acgataggat tagQggccgt aggcoggggaa accggtotta
cacacagcety ggggcgtcat gggoctgggg gotggtgtag
gataaagcga ttgecgacct goaacaaaat ggggcoccaat
gasattatgg agazagcaac tgaaattatg cagcaaatca
gtcacggttc ttgctgaaat actccgggea ttaacgaggt
agcaatqggtt acgtcggeat caggtgtthta ctgagoectge
tattacttygg geageagtter atattatege cttacetggt
aagaaatgat tattrgtgag ttcaggcgee tgacgecogg
tgtttocactt actgggactt ttacgcggga tatttgtgca
taaagatgtt gataatcacc gacgttctgg atgaaaaaaa
tattgogcat cotgacagta atgggagcga cctttacaca
cagttttatc cgeogageat crtatccage gacgtttrta
tcattatcac gtgaaaataa caatcaatag gtatgatgat
aaatacecga agacatictg aaacagertat tatccgttga
gtggttacge cteatggcag gagggggatt attogegege
taggtgatggce ccagecatgg agttggegtg cccatatige
tgcttaaaga atacacqgacq gecattaatt totatggaca
gecatecaga accggtttac caaacgggeg tetgetetceaa
tggcgagaga ggcttttcaa accgcaatca agatgagtta
agattcgcca gaatgogeocaa ataatggttg atactcttat
atatgaaaat tcatattecy teagegygceaa gtaatatagt
ccgatataca agcgaaggag gtatcgtttc ctceccccctga
ccgragecee tgtgotgctt acgectgaac aaataaggea
atttratgea atacactatt cgtgegetygg gtgcocgacagt
ctgeageggt aatttctgge ggggeaggat tacccattge
tcgtgattge tattggggat gettgotgtg cgtatcataa
aaaaggagec attacaaacc gecagtgata gegtrgetet
t3aaatgtgg ggcaagtctt aactgegeta acacecttge
tacgticagy aatcgetatt totatgttgg ttttaccect
ctgaasatat tgcggectct ttggacatgg ggagtgtaat
cgataggtgc ggtactggat tattgceettg ccogecccta
ctgttgatga acttcatgee gateccagty tgttattgge
gtcaatctge tactacacct gcacctgcat taatggacaq
gagaaccatg aaacctgtta goccaaatge tcaggtagga
geetgaggaa teaccetocar gtecttcatt gocacatocy
tagaatagga cctcaacaag gaaaagageg ggtattggee
agagtgttit crcaaaagaaa titttagttg goaaacggtt
atgetgtoee getggasatag cattaacagt getaagtggt
cctyggcaggg attggecttg ctattgecat cgcggatgte
taaacatcat ttgcctatgg ctcacgacag tataggcaat
ttgtttegee aatcaacgeca aaagtatgge gattgctaaa
attagectta accgegacgg taatgactca ttcatactgg
goctcartea ttagagogte ttaatgatat tacctatgga
cggtatggat gggatggcaa tgaccggtat geaggtcage
ggeteaggta acgcecagaac aacgtgegee ggagtaateg
gttcattget ttotaaattt tgetatgttg ceagtatect
gasaagcatrt atggatatryg cacaattagt ggatatgoete
aggecaggre attaatgaca aaatgaatgy taatgatttyg
taaagegcaa tttgecttac ageagtatte tacatttact
caadatgatc aaggatatge ttagtggaat cattgctaaa
atgttcgacg gttgcotgerg gaaatcatgt ttgcgggegt
aggtacatgce gatgttacca gcgctaacgqg trattgretec
tatgtctgge attattgttg gegggtitaa atgagecoget
cggatataga tttgccagag getatggege tgegtotgtt
ggtttgaaaa ttgaatattt ctgatatgag cgtagtgect
aaagtoctet geagaaccga gocaggagoa aattaatitt
tgaagcatee accagtaacy ccagtgettt attacegeay
ggattatatg cagttaacgg taggegtcga ttatcttgec
gcaagcgeott aataagetgg ataacatgge atgaaggtece
grcettacgt tcttrettac ggeatgtgat gtggatcttt
gaagcgaatc aaatgectgge attacttatg cageatcata
gaagaggatg gtgtaacctt acgtgtcqag cagtcgcagt
cttagactta acggttatec gecataggcayg tttacaacgg
aatcagrtag tggtatcace ¢caggaagaa cageagaaga
agasttgaag gaatgetgag teagatggag ggcogbtgatta
ctaccgactt atgatgagyg aagraacget tctecgaget
tattcaccte aggtcaatat ggaggcoctit cgggtaaaaa
tcaatccctg ggttgcaata cagtaagatt agtatcttga

¢tgaggataa
taacacctte
tgttatttga
tgcgeageta
agacgcaaat
caatgttgte
tagcgggtca
cgcaacgtca
cttataataa
tcggegtyyyg
aaacatqggtg
atatttaggy
gatctategt
gcaacctcga
teaccogeag
agccatgeta
gettgatgge
aatgacctte
gaaagaagat
teccggaaace
cgtaatcgat
attggetgge
tgectigatg
aatgatgqggy
tgcggatgee
tgcttaaata
cgatggtaat
aattccageyg
gecagagggat
cgtgtetggy
tattcttgeg
ttatcaatcy
tgtggtceagt
taattgtett
acagtttcca
taccteegte
tggcgacgat
ggaacaaatyg
ttctgatcat
gggcaacgte
gaaaccaata
ggacttgcga
atttrgggcy
ggaggegcge
goctgtetta
geegteettt
gecegtetece
agtggtaget
ctaatgaqgtt
ageccattat
ttetcaggta
tacgatgtat

teccacatgg
ctcaacceag
aattacgaaa
atctgaagtt
taaccatagc
ggataaaaaa
aaaageegeg
attteotgca
gtaagcacte
tttgaacaat
gttatgttga
agaatatcag
atcgtatagt
atcgeteaty
Ltgatgcgga
trattaatge
cggataagat
ttaattetee
atgcaaaagt
cagttgeegt
ttaaagattt
tgcagecetge

33

aaatarggaa
ttecacteea
tgatatctgqg
taacgtagaa
gaaaacaatt
gggtrgtactg
agcagtagge
aagtgatcaa
atccetgacq
gtcgtcacty
caagaaatag
gagaccgeoca
attgaggcaa
ccacagcaat
ttaacatgtt
cgcaggaaat
gataactgga
ctyacgtaaa
cagaaaaats
gtttatgeea
ttrtagttgge
acctggatga
ctggatgcca
gaacceggge
tcatggagtg
acagaacgaa
agtectectt
cctggeacce
tatgcgatac
ttatcggteg
9999<gg9cge
atatgtcage
gegetggect
tctttattaa
ctgecegegy
agectgacgyg
caggaaaatt
gcagsgetet
acatctoggg
ctgttaacge
tggagagtgg
aacgagtgat
gacagatttt
cgetegtage
tectaccatca
atattgetaa
tgggcggtag
tgggactaca
ttactegett
atcgrttgee
tataccggat
trattttaaq
cgeacragge
aatcgatgat
gtteactgat
attagcgacg
ctgatttcee
ttacagttgg
aaaattttat
ccaaatgagqg
aatcttatgt
tgctygaaaga
ccagacaaat
gegeageate
attgettace
gccagaagat
aaaaaaacag
ggttgageta
gttteogger
aaaagaacaa
gaccattgey
atttataaaa
aatagagatg
tgaattc

4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4689
4740
4800
4860
4520
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
3880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
1520
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8457
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<400> 1

ctgcagttgt
gaatcatggg
gtgcaggatg
gggagegtgt
ttacttgcag
ggggatgata
ccaatgegge
caagaaacgt
attgegecett
agtcgecaty
ttacccaatg
gatactttga
gttagaagat
ggctgeecdgg
gcaaaacacc
ttatcgttac
agagecetate
aaccgcageg
gctageggeg
agtaaaatag
ggaggggaatc
gttacatgca
aacagettge
ataacctatt
aaatagtaag
cggtggagat
tatggggaag
ccgggageca
ttattctect
acgetgaacyg
aagcageccaa
tgcgtgataa
gcgatcatgg
acgccaaccqg
aggagctraa
ccagtatgat
tgacacgatg
tacacagccyg
cgccggegea
ctggtttegg
ttatggacge
atgctatcte
tatttgcgge
gcaactttce
ggagtaaccg
ctgggaaagce
ctatccggga
gracccggaa
ttatcaatga
tgccaacagc
gagtatcagg
attrrtggeq
aaagtegtyg
atggccgeag
gctgaccacg

ccggttattg
gggtcatgta

ttttgataaa
taattcatga

atattceegqg
ttatttctge
gectettetgt

tagcagcatt

cccatgatga

gtaattactt

ggggagaaat
ttaactatcc
ttgctgette
aaacagttag
ttattgcttyg
cataacagceg
ccaccaggeg
tacacgtagt
ttcaaaacgce
cctaatggga
gatgataaag
gctasatcac
tgaaagggca
tccacaagge
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ctcgtcaagc gaacagatgc aaaaggtgag
tcgggatggt gtaatctgtg atgacttatt
aatgggttac ccgecatgctg aagtatccag
tgatatacaa atggatcagc aatggcgcaa
gttattgcac tggcagatta gtcactctca
gataatagag aacggtttag tggggctigt
tatcagtggt gtactggatg aatctcatca
aazgaaaasg gatcccgctc tttctttaat
aagcaagtat ctgectgege cagtggetag
attactgacg aataaagagc gtttacgtgt
tgtccatctg agtgccgatg tggtaacgat
attagatttt sagtgagtgg aaaatgacas

attegegtga

agaggccaaa ggcataattt

aagagaacaa cggcaagtta caggatccge
adgcgatcga gcaggccgaa aatatcatca

cacttgtagt
ttaattggcg
acgtgaggtt
taacgecgttt
taggctctta
aaaaaggctg
tgtcttaaaa
gagagcecca
gtigceggyg

tttgtttaaa caacttgaag

accgtcagga
tcaaaaccct
ggatgactta
targgttatt
tgccagaaat
aggggatgee
tggtattctc
gaagctggat
gaataccgat
cgectgtectt
agcgcagaaa
cggteettec
cttaatactc
gcgegacttie
ttaggggaat
gcggcacaaa
gcgtgtgata
gaggtcagtg
gacaggagct
ccttaacaca
gccagcatcg
aaattagtet
atcataagcg
tgatgacgtc
ttgageggge
agcagatcca
ctatttttga
aaggtttect
gttgtgcagg
ataccegtca

aaaacaaaaa
attgrgttta
tcccagcaaa
caggctateqg
acccaggaaa
aaaaccaaag
atcgatggta
aaaggtggce
cttatgagtce
acccaactga
acgtactcat
ggcgtggegg
tgtatcgcta
ttcaattget
gectgeccagge
ttaagattga
acgtctgtta
aacatcaaat
aaaaatgaat
tcatcactta
tgtgaattct
tcaggaggca
tcecatcattg
attaatactc
aactgaggtg
gaaagcgata
ctggattacc
gtccggaaat
aatggttaaa
ggcaattatt

gagtgagcaa gagtaaagta
cagccagttt ggacacggat
tgactcgcta cgecteogecet
tggcgagcac tgcccaggtt
gttagcacgt taattatcta
cgtttagtga atatcgtgat
aatttcacca aatccgggct
ajaatagcag agagacagag
ttaaccagga ggccgagaag

agcgactcte
ggtacgagaa
cgaagggceyg
ggttcaacca
tcagtctcag
caatgttagce
acgcattttg
ttatcaggat
ctttgtacag
aggggceattg
taaacattat
ctttgacccy
tacaattaag
agcaatatca
acattattta
aaaatatctt
agcgcgcaaa
tegggeegee
caaaatggca
tcgtgtatat
ttagagcaaa
aaggtgagtce
agtattctee
qgatttaaaga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

tacgactgaa acaacttaat gctcaagecc 1500

ggtaaagcat
aaaatagctt
atccgtttge
caaataataa
agtcaaatga
aggagqgtgec
tgaccattga
tacaggcgat
aggggcagat
cagggcrtat
gaaaaaagac
ctegetgegt
tgccacgceag
gacgatatat
tcaaaaacat
tgecgeegeag
tgcaatcaaa
tctccgacag
cgaattcaca
agcaatgtca
acttttggeg
agcaatgegt
cctgactett
aacgtctttg
caaaatgcat
gagcaggsagg
ggcatatttg
cccgecagaaa
gcecggagecy
gacgtgacaa

aatgtcttca
cggegtcage
cgaagggtat
atttattgaa
gatggatgag
tgaggatgta
tgattatatg
caaagegget
aacaattcaa
cagtaagtqgg
cegacectac
atgttgttqg
cttatggagg
gatgectgger
tggggggazg
gcgecatggg
gcgttaaagg
cgtgcagaaa
gtaatagcga
gttgecgtete
atggcaacge
tgaagcaact
tgcagaccaa
gtaataacgce
tacgtaataa
araaagegeq
aaaccgtgat
tggctaqegyg
aaacggcaat
gtaagattca

35

ggaaacatct
aacgctgata
ggtgttttge
gtccagaaga
gtgattgcta
attaaataca
gctaaatatg
ttggataatg
aaaatgtcte
ggggaaattt
aacaggcaca
atgacgatgt
taaaagaatt
catttgacta
cgatatacgce
ccgcagegga
ccgtggtgey
agatgttaca
cagegecgea
ctegggtteg
cgegtgtetg
gcttgatgec
teececgeggtt
rcaatcgtta
gcaggtaaag
taaageggge
tggcgectta
cgtagettat
gatgtgcggt
atttggtogt

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
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gaagcegtcg
ggttratctg
cgtatggtag
gtgagcgaaa
gagatggcag
gcgggaaaaa
gcocctggaaa
gttctcttca
ggcttacagg
aacacagaaa
ctggatttca
gagctttata
agtagegttc
gcgagtaacg
tctcecteeg
atgaagctaa
aaacaacgge
gatgaagcgt
acgataggat
cacacagctg
gataaagcga
gaaattatgg
gtcacggtte
agcaatggtt
tartacttgg
aagaaatgat
tgtttcactt
taaagatgtt
tattgegeat
cagttttatc
tcattatcac
aaatacccgs
gtggttacge
tggtgatggce
tgcttaaaga
gccatccaga
tggegagaga
agattegeca
atatgaaaat
ccgatataca
ccgcagecee
attttatges
ctgcageggt
tcogtgattge
asaaaggagcce
taaaatgtgg
tacgttcagg
ctgaaaatat
cgataggtge
ctgttgatga
gtcaatctge
gagaaccatg
gecctgaggaa
tagaatagga
agagtgreet
atgctgtrcc
cctggeaggg
taaacatcat
ttgtttegec
attagcctta
gcctcattta
cggtatggat
ggctcaggta
gttcattgct
gaaasagcatt

cgetggeact
gcegeagetge
grgoagggga
gtttttccaa
aggaggetgce
gcotttacgaa
aatgtgtgea
atatgttcaa
ctatcagatg
aagcgaagat
taatgcaaca
a9g9g9g9acggg
aggcgagaat
tagcactggt
gggagggaat
tggagcettge

tggcetggga
ttagagcatc

taggggccgt
ggggcegteat
ttgccgacct
agaaagcaac
ttgctgaaat
acgtecggceat
gcagcagttr
tatttgtgag
actgggactt
gataatcace
cctgacagta
cgcegageat
gtgaaaataa
agacattctg
ctcatggcagy
ccagccatgg
atacacgacg
accggtttac
ggecttttcaa
gaatgcgcaa
tcatattccg
agcgaaggag
tgtgctgett
atacactatt
aatttetgge
tattggggat
attacasaacc
ggcaagtett
aatcgetate
tgcggeetct
ggtactggat
acttcatgec
tactacacct
aaacctgtta
tcacctocat
cctcaacaag
ccaaaagaaa
gctggaatag
attggccttg
ttgcctatgy
aatcaacgca
accgegacqgg
ttagagcgte
gggatggcaa
acgecagaac
ttctaaattt
atggatatcg

ggatgtttec
aaaagtgett
agcagaaata
acaatttgag
cgagttttct
2gagggggeg
agaaggtgga
aaaaatcectg
tgcaaccgag
cgaaaagaaa
aacagaaaac
tgcegegett
agctggetat
attaccagcg
gggtactgaa
caaaaagetg
actgcaagtc
aatgattact
aggcggggaa
gggcctgggyg
gcaacaaaat
tgaaattatg
actecyggea
caggtgttta
atattatege
tteaggcegee
ttacgeggga
gacgttctgg
atgggagega
cttatccagc
caatcaatag
aaacagctat
gagggggatt
agttggegtyg
gccattaatt
caaacgggeg
accgcaatca
ataatggttyg
tcagcggcaa
gtatcgttte
acgecetgaac
cgtgegeegg
ggggcaggat
gcttgetgtg
gccagtgata
aactgegeta
tctatgttgg
ttggacatgg
tattgecttg
gatcccagtg
gcacctgeat
geccaaatge
gtccttcatt
gaaaagageg
tetttagttg
cattaacagt
ctattgccat
ctcacgacag
aaagtatgge
taatgactca
ttaatgatat
tgaccggtat
aacgtgcgee
tgctatgttg
cacaattagt
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cagattggcee
gactccggtt
gaggagttgg
ccgettgaac
cgtaacgtag
aaagccatygg
aagttcctgt
tatgccttac
ggcgecagte
atagagcaat
cagaaaaaga
agagatgtat
cgcgettaat
ccttecttgt
tcaatgette
cgcgatatea
aatgttttac
gcgggtggeyg
accggtctta
gctggtgtag
ggggcccaat
<¢agcaaatca
ttaacgaggt
ctgageetge
cttacctggt
tgacgeecgg
tatttgtgea
atgaaaaaaa
cctttacaca
gacgtttrta
gtatgatgat
tatccgttga
attcegegege
cccatattge
tctatggaca
tctygtctcas
agatgagtta
atactettat
gtaatatagt
ctcecectga
aaataaggca
gtgcgacage
tacccattgce
cgtatcataa
gcegttgetct
acacccttge
trttacecet
ggagtgtaat
ccecgeecete
tgttattgge
taatggacag
tcaggtagga
gccacatecg
ggtattggcee
gcaaacggtt
gctaagtggt
cgcggatgte
tataggcaat
gattgcraaa
ttcétactgq
tacctatgga
gcaggtcage
ggagtaatcqg
ccagtatect
ggatatgete

gtgottttat
ttggegagga
ctgaaaagtt
grtgaaatgge
aaaataatat
caaaagaage
taaaaaaatt
tgagggatty
agatgaatac
taataactca
ragaacaaaa
tagataccat
ctgaggataa
taacaccttao
tgttatttga
tgcgcageta
agacgcaaat
caatgtigte

tagcgggtca
cgcaacgtca
cttataataa
tcggegtggy
aaacatggtg
atatttaggg
gatctategt
gcaacctega
tcacccgeag
agccatgeta
gcttgatgge
aatgacctte
gaaagaagat
tceggaaace
cgtaatcgat
attggctgge
tgeetigatg
aatgatgggg
tgcggatgee
tgcttaaata
cgatggtaat
aattccageg
gcagaggqgat
cgtgttiggg
tattcttgeg
ttatcaatcqg
tgtggtcagt
taattgtett
acagttteca
tacctecgtt
tggcgacgat
ggaacaaatq
ttctgatcat
gggcaacgte
gaaaccaata
ggacttgcga
attttgggeg
ggaggegege
gcctgtetta
gcegttreet
gccgtcoteece
agtggtagtt
ctaatgagtt
ageccattat
trttcaggta
tacgatgtat
tcccacatgg

36

ggcgacgaga
agtggttgag
tggcgaagaa
tatggcgaat
gacgcgaage
Qycaaaagaa
ccgtaatasa
ttcatttaaa
tggcatggtt
gcaacggttt
acgetragag
tgatcactat
aaatatggaa
ttecacteca
tgatatctgg
taacgtagaa
gaasacaatt
gggtgractg
agccgtagge
aagtgatcaa
atccctgacyg
gtcgtcactg
caagaaatag
gagaccgeca
attgaggcaa
ccacagcaat
ttaacatgtt
cgcagqgaaat
gataactgga
ctgacgtaaa
cagaaaaata
gtttatgeca
ttragttgge
acctggatga
ctggatgeca
gaaceccoggge
tcatggagtg
acagaacgaa
agtcctectt
cetggeacce
tatgcgatac
ttatcggteg
gg9g9gcggcqge
atatgtcagce
gcgetggect
tctttattaa
ctgcecgegg
agecctgacgg
caggaaaatt
gcagegetet
acatctcggg
ctgttaacge
tggagagtgg
aacgagtgat
gacagattee
cgetegtage
tctaccatca
atattgctas
tgggcggtag
tgggactaca
ttactcgett
ategrttget
tataccggat
ttattttaag
cgcaccagge

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3360
4020
4080
4140
4200
4260

4320
4380

4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6300
6960
7020
7080
7140
7200
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aggccaggee
taaagcgcaa
caaaatgatc
atgttcgacg
aggtacatge
tatgtectgge
cggatataga
ggtttgaaaa
aaagtcctct
tgaagceatee
ggattatatg

gcaagcgctt
gteeLtacge
gaagcgaatce
gaagaggatg
cttagactera
aatcagttag
agaattgaag
ctaccgactt
tattcaccte
tcaatcectg

<210>2
<211> 3921
<212> ADN

attaatgaca
tttgecttac
aaggatatgc
gttgctgcetg
gatgttacca
attattgttg
tttgeecagag
ttgaatattt
gcagaaccga
accagtaacy
cagttaacgg

aataagcetygg
terLrottac
aaatgctgge
gtgtaacctt
acggttatce
tggtatcace
gaatgectgag
atgatgaggg
aggtcaatat
ggttgcaata

<213> Salmonella

aaatqaatgg
agcagtattc
ttagtggaat
gaaatcatgt
gcgetaacgg
gcgggtrtaa
gctatggege
ctgatatgag
gccaggagea
ccagtgettt
taggcgtega

ataacatgge
ggcatgtgat
attacttatg
acgtgtcgag
gcataggcag
ccaggaagaa
tcagatggag
aagtaacgcet
ggaggecttt
cagtaagatt

ES 2313792 T3

taatgatttg
tacatttatt
cattgctaaa
ttgegggegt
ttattgttce
atgageceget
tgegtetgte
cgtagtgcct
aattaatett
attaccgcag
ttatcttgee

atgaaggttc
gtggatcttt
cagcatcata
cagtcgcagt
tttacaacgg
cagcagaaga
ggcgtgatta
tctecgaget
cgggtaaaaa
agtatcttga

ctcaaccecag
aattacgaaa
atctgaagtt
taaccatage
ggatasaaaa
aaaageegeg
atttectgea
gtaagcacte
tttgaacaat
gttatgttga
agaatatcag

atcgtatagt
atcgcteatt
ttgatgcgga
ttattaatge
cggataagat
ttaattettt
atgcaaaagt
cagttgeegt
ttaaagattt
tgecagcetge

37

aatcgatgat
gttcactgat
attagcgacg
ctgatttcce
ttacagttgg
aaaattttat
ccaaatgagg
aatcttatgt
tgctgaaaga
ccagacaaat
gcgeageate

atttcttact
gccagaagat
aasaaaacag
ggttgagcta
gtttcecgget
aaaagaacaa
gaccattgeg
atttataaas
aatagagatg
tgaatte

1260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860

7920
7980
8040
8100
816¢
8220
8280
8340
8400
8457



20

30

35

40

50

60

65

<400> 2

agcattgaca
tttracatcg
aatttatcett
gatagtgate
gctcaatcte
attaacaaca
tcagaaacgg
aagcaatcaa
attagcgact
cggteettea
ctetgatate
gatttcgtta
aaaaagcttt
aaacggcaaa
ggtgacggtt
tcgagtatgg
acgtacacag
gatattacgce
taatctacat
attggtgttg
atggegettt
agcacaacga
tctacaagte
tgaagcaaaa
aagtcatgag
caccecttta
tttgttaget
attacatatg
ggggecageyg
ctattrtcat
ggtaaaatte
aatatttctg
tactgettit
gtcaagcetyg
aacctgtgte
gacgetgtea
accaccccac
ctacgacctg
gttaccacce
catcggcaaa
ggctctgact
agaaatagat
tgactgcatg
aaaaaatggq
catcagtatt
gagtcgetge
atcactyggac
tcagttaatt
ctatgteata
aaccgactta
tcttaarttt
tgaaatcatc
agagcatgtt
acttatecett
tcagegttgg
cattaaaact
tctgttageg
tcgggaagct
gcgcgagegt
aaagctacat
acaggttcat
ttaaccaggg
gcagtattge
cactacctta
ccatgtegta
gggcatggcea

taaaaactta
ccatettatt
cctaatgata
aagtgccaaa
aagaatacgce
ataattattt
cagcatataa
cggtetgaag
gagattcatc
aattgcacge
gatgaaaata
ttatctactg
cctttatace
ggatggcacg
aaacttcccg
ctggatcaasa
ttagaaaatg
acaaccttge
aatcgecatct
atgacgtcgg
gtcgatgtea
ctggatgaat
caatacgaca
aaacgegetg
ttacgtactc
aacatagagc
attattaata
gaagaaacag
casagcaaaa
accgacagta
accgaaaccg
gttagcgata
tatcaagcag
gctaaaatga
tcgetagtat
gcgeegttet
cagcaaaatg
gcgcaacagt
tggcagttige
atgcttgtca
ttatcacaac
ggtattgaat
tttgtggcac
attcatcatt
gecgcagaat
tcagcgcetac
ctecttgetyg
cacacattaa
gacattgaga
cgccagaaaa
cgcgagggea
attaacggca
aaaaatggtc
gatcttagte
ccagcaatga
ttageegeag
gcattgcaaa
atcctggctg
caggttctta
atcagtataa
aaagtgacag
gcgtecgatg
rcatcatcga
gtettcatte
ttectategge
gcgacgetat

caatttgaaa
aaaaagtaat
acaccatcga
gattttgcaa
tgcaaacatc
ggctgctate
tagaggattt
aagctgaacg
ataacgatat
cgacgctaaa
getttegteg
ataacccecte
caaccgatgce
cttcecgttge
atctcattac
acaaccactt
taacgcetgea
atggcceeegg
taaaaattat
ctrrrtgetg
ftaataaaac
tagatagtat
atctggaaaa
agcgagctaa
cgatgaatgg
aacaaggatt
atctgctygga
cgttactgee
aactgtcatt
tcegtttacyg
gagggatacg
gcggtaaagg
acacaaattc
tgggcggtaa
taccettaca
gcctgeateqg
cgettetcaa
taatattgtyg
agattetett
gcctgggeca
agcagegatt
gtgtacgatt
tatcegetag
acattacaaa
accaactett
tggegacaga
ctgatattga
aaggctgttt
atcgegtaaa
tacgtatgat
geaaaatgaa
ttatgaatge
ttgaggttca
tacctggcat
atattctggt
gtgctaatgg
cagtagcagt
aattaaacgc
aacttattga
aaaccgtcga
agttacttaa
gtattaagca
caaaatccat
gatcatgata
gaatttgcca
g
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aattatttat
tgtagtcate
ttaatcttct
caggcaactg
tttagtaatc
tgtgcttace
atccgtteta
tgacgctaaa
ttteecctgag
cggagagaag
cgatagttte
agattattca
cgggttttac
ggttgccgat
taagagccac
attgcegtet
tgatggatgg
atggagtctyg
cetteaacaa
gttactacat
cgcaactgca
tgceggtgcet
caaagtegcea
caaacgtaaa
cgtacteggt
agctgatacc
ttettcacge
gttactggac
acgtactttt
gcaaattttg
tctgacggtc
gattgaaata
gcaaggtaca
tctgacacta
agaataccag
gcaactgget
cgcagagcett
tacaccaaat
ggttgatgat
acacgtcact
cgatttagta
atggcatgat
cgtagcgaca
accagtgaca
acgaaatata
tgatatggtce
aaatgccgta
aggtcaaata
aatggggaaa
cttcaaaaac
agaatataag
cttattaccc
taatgcectgt
caatqggectg
ttacacagca
ctatgtetta
aaacaagegt
tgacacgacc
cgaggggtat
aacacaccgqg
crtgtgcecga
ttggtcatat
acggatgcce
tagtagaatc
gacratgcgg

taaataaact
gactgggtta
gatgaaacta
gagggaagca
aggctaactt
gcagcttata
tecgagatga
aatttaatgt
gtgageegge
caccgtctet
attcttaatc
actctacage
tggagtgaac
cagcaagycg
ctgccattag
tcatacatce
cagcaaattc
gttacgctgt
atccccttta
cgctcactgg
ccgetgagea
tttaaccaac
gagcgcaccee
agcattcatc
gcaattgaat
gccagaaatt
atcgagtctg
caggcaatge
gtcggreaac
gttaatttac
aagcgtcatg
cagcagcagt
ggaattggac
aaaagtgtcc
ccgeetcaac
tgetggggaa
ttgtatttet
atgccagtaa
gccgatatta
attgccgeca
ctgattgaca
gagccgaata
gaagatattc
ttggctacct
gagctacagg
attaatagca
tcggetggag
gggcagactg
atcategege
tacaccatta
atcttattag
tggcctecart
tgtgcatacg
gatatcatte
taccaacaag
aasagcagta
tacattgacc
aatcatcaac
accaatcatg
atgaatatga
agaatgaggt
ttrgatgage
tggtatgceg
cececttattta
tatcaatgce

38

gttacgatgt
tatatgaaga
tatgtactge
ttatgaattt
ttttatttet
tatcaatggt
atattgtact
atcaatgcte
atctatctgt
ttetgeagte
ataaaasatga
ctttaacgeyg
cagaatacat
tattttttga
atgatagtat
cgcaaaaaat
ceggatttet
acccatacgg
cattaacage
ccaaaccgtt
cacgtttacc
tgettgatac
aggegetaaa
ttacggtaat
tattacaaac
gtacactgtc
gtcatttcac
aaaccatcca
atgtcectet
tcgggaacge
aggaacaatt
ctcaaatctt
tgactattge
cecggggttgg
caattasagg
tacgceggtga
ceggaaaact
taaataattt
atcgggatat
gtagtaacga
ttagaatgece
atttagatcc
atcgttgtaa
tagctegeta
agcaggatee
agatttrcca
aaaaaatcga
aattggtatg
tggaggaact
cttaatatta
tagacgatca
ttaaaattgt
agcctgacat
ctcaattaca
agtatatgac
gteageaagt
caacgttgaa
tgcttacttt
ggatcagcga
tgagaaagct
taatagagta
cttacgccac
caccatttat
acgggcttta
gccacgcetaa

60
120
180

300
&0
420
480

600
660
120

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3921
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<210>3

<211> 327

<212> ADN
<213> Salmonella

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(324)

<400> 3

atg
Met
1

caa

Gln

cgg
Arg

aat
Asn

gtt
Val
65

agt
Ser

gecc
Ala

<210>4

atg ata

aag aaa aag gct
Met Ile Lys

agt tac atg
Ser Tyr Met

20

gct aag gtg

Ala Lys
35

agc aga
Ser Arg
S0

Val

gag
Glu

gec ggg grt
Ala Gly val

ttg ttt

aaa

Leu Phe Lys

ccg gtg
Pro val

<211> 108
<212> PRT
<213> Salmonella

<400> 4

gag
Glu
100

Lys
5

cag
Gln

agt
Sexr

aca
Thr

aac
Asn

caa
Gln
85

ata
Ile

Lys

cta
Leu

caa
Gln

gag
Glu

cag
Gln
70

ctt

Leu

ccg
Pro

Ala

aat
Asn

cag
Gln

agt
Ser
55

gag
Glu

gaa
Glu

tca
Ser

gcg
Ala

cane
His

ctt
Leu
40

ate

Ile

gcc
Ala

gta
Val

gga
Gly

ttt
Phe

Cys
25

gct
Ala

ctt
Leu

gag
Glu

cga
Arg

aaa
Lys
105

ES 2313792 T3

agt gaa tat cgt
Ser Glu Tyr Arg Asp Leu

10

ctt aaa
Leu Lys

gaa agqg
Giu Arg

cat aac
His Asn

aag gat
Lys Asp
75

ctg aaa
Leu Lys
90

aca aaa
Thr Lys

aaa
Lys

gca
Ala

cta
Leu
60

tta

Leu

caa
Gin

agg
Arg

ttt
Phe

gag
Glu
45

Tttt
Phe

aag
Lys

ctt
Leu

taa

gat

cac
His
30

agce

Ser

cca
Pro

aaa
Lys

aat
Asn

tra
15
caa

Glin

cee
Pro

caa
Gln

ata
Ile

gct
Ala
95

ga9
Glu

ate
Ile

aaa
Lys

99¢
Gly

gta
val
80

caa
Gln

18

96

192

240

288

327

Met Met Ile Lys Lys Lys Ala Ala Phe Ser Glu Tyr Arg Asp Leu Glu
10

Gln Ser Tyr Met Gln Leu Asn His Cys Leu Lys Lys Phe His Gln Ile

1

Arg Ala Lys

35

20

val

5

25

Ser Gln Gln Leu Ala Glu Arg Ala
40

30

15

Glu Ser Pre Lys

45

Asn Ser Arg Glu Thr Glu Ser Ile Leu His Asn Leu Phe Pro Gln Gly
50 55 60

Val Ala Gly val Asn Gln Glu Ala Glu Lys Asp Leu Lys Lys Ile Val
65 70 75 80

Ser Leu Phe Lys Gln Leu Glu Val Arg Leu Lys Gln Leu Asn Ala Gln
85 90 95

Ala Pro Val Glu Ile Pro Ser Gly Lys Thr Lys Arg
100 105

39
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<210> 5
<211> 591
<212> AD

N

<213> Salmonella

<220>
<221>CD
<222> (1).

<400> 5

S
.(588)

atg tct tca gga aac
Met Ser Ser Gly Asn

1

daaa
Lys

tta

Leu

ctc
Leu

5

aat agc ttc ggc
Asn Ser Phe Gly

20

tcc cag caa aat

Ser Gln Gln Asn

35

ctt atg gtt att
Leu Met Val Ile

50

cag aag aac gct gaa

Gln Lys Asn Ala Glu Arg Ala Arg Asn Thr

€5

atg
Met

9ag
Glu

ctc
Leu

cat
His

gat
Asp
145

aca

Thr

aca
Thr

aaa
Lys

gat gag gtg
Asp Glu val

gag gtg cct
Glu Val Pro
100

atc gat ggt
Ile Asp Gly
115

gg9g aag ctg
Gly Lys Leu
130

aat gac gcc
Asn Asp Ala

att caa aaa
Ile Gln Lys

ggg ctt atc
Gly Leu Ile
180

acg tac tca
Thr Tyr Ser
195

att
Ile
85

gag

Glu

atg
Met

gat
Asp

aac
Asn

atg
Met
165

agt
Ser

tga

atc tta tgg gga
Ile Leu Trp Gly

gtce age aac gct
Val Ser Asn Ala
25

ccg ttt gec gaa

Pro Phe Ala Glu
40

cag get atc gca
Gln Ala Ile Ala
55

cgt gcc aga aat

70

gct aaa gca gee
Ala Lys Ala Ala

gat gta att aaa
Asp Val Ile Lys
108

acc att gat gat
Thr Ile Asp Asp
120

aaa ggt ggc cta
Lys Gly Gly Leu
135

cgg aat acc gat
Arg Asn Thr Asp
150

tct cag gag ctt
Ser Gln Glu Leu

aag tgg g9g gaa
Lys Trp Gly Glu
185

ES 2313792 T3

agt
Ser
10

gat

Asp

999

Gly

aat
Asn

ace

aaa
Lys
90

tac
Tyr

tat
Tyr

cag
Gln

ctt
Leu

aac
Asn
170

caa aac cct att gtg ttt
Gln Asn Pro Ile Val Phe
15

acc ggg agc cag gat gac
Thr Gly Ser Gln Asp Asp
30

tat ggt gtt ttg ctt att

Tyr Gly val Leu Leu Ile
45

aat aaa ttt att gaa gtc
Asn Lys Phe Ile Glu val
60

cag gaa aag tca aat gag

Gln Glu Lys Ser Asn Glu
75 80

ggqg gat gct aaa acc aaa
Gly Asp Ala Lys Thr Lys
95

atg cgt gat aat ggt att
Met Arg Asp Asn Gly ILle
110

atg gct aaa tat ggc gat
Met Ala Lys Tyr Gly Asp
125

gcg atc aaa gog got ttg
Ala Ile Lys Ala Ala Leu
140C

atg agt cag ggg cag ata
Met Ser Gln Gly Gln Ile
155 160

gct gtc ctt acc caa ctg
Ala Val Leu Thr Gln Leu
175

tce agt atg ata gcg cag

Ser Ser Met Ile Ala Gln
1%0

40

48

96

144

192

240

288

384

432

480

528

576

591



10

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 6
<211> 196
<212> PRT

<213> Salmonella

<400> 6

Het

Lys

Leu

Leu

Gln
65

Leu

His

Asp

145

Thr

Thr

Lys

<210>17

Ser

Asn

Ser

Leu

50

Lys

Asp

Glu

Ile

Gly

130

Asn

Ile

Gly

Thr

<211> 1455
<212> ADN
<213> Salmonella

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1452)

Ser

Ser

Gin

35

Met

Asn

Glu

Val

Asp

115

Lys

Asp

Gln

Leu

Tyr
195

Gly

Phe
20

Glin

Val

Als

Val

Pro

100

Gly

Leu

Ala

Lys

Ile

Ser

Asn

Gly

Asn

Ile

Glu

Ile

a5

Glu

Met

Asp

Asn

Met

165

Ser
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Ile Leu Trp Gly Ser Gln

Val

Pro

Gin

Arg

70

Ala

Asp

Thr

Lys

Arg

150

Ser

Lys

Ser

Phe

Rla

53

Ala

Lys

Val

Ile

Gly

135

Asn

Gln

Trp

Asn

Ala

40

Ile

Arg

Ala

Ilie

Asp

120

Gly

Thr

Glu

Gly

Ala
25
Glu

Ala

Asn

Ala

Lys

105

Asp

Leu

Asp

Leu

Glu
185

10

Asp Thr

Gly

Asn

Thr

Lys

90

Tyr

Tyr

Gin

Leu

Asn

17¢

Ile

Tyr

Asn

Gln

75

Gly

Met

Mat

Ala

Met

Ala

Ser

Asn Pro Ile Vval
15

Gly Ser Gln Asp
30

Gly Val Leu Leu
45

Lys Phe Ile Glu
&0

Glu Lys Ser Asn
Asp Ala Lys Thr
95

Arg Asp Asn Gly
110

Ala Lys Tyr CGly
125

Ile Lys Ala Ala
140

Ser Gln Gly Gln

val Leu Thr Gln
175

Ser Met Ile Ala
190

41

Fhe

Asp

Iie

Val

Glu

80

Lys

Ile

Asp

Leu

Ile

160

Leu

Gln
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<400> 7

atg aat
Mat Asn
1

tta aca
Leu Thr

ctg gga
Leu Gly

gce geg
Ala Rla
50

geg trg
Ala Leu
63

tca ttg
Ser leu

atg acg
Met Thr

tge caa
Cys Gln

aag caq
Lys Gln
130

gaqg gat
Glu Asp
145

att acc

Ile Thr

ggt ttt
Gly Phe

atg gec
Met Ala

cga att cac
Arg lle His

cat cat cac
His His His
20

aag cge cag
Lys Arg Gln
35

tgt ctg <ta
Cys Leu Leu

aag caa ctg
Lys Gln Leu

et gac ttt
Pro Asp Phe
85

tea tta ata
Ser Leu Ile
106

cag ctt gag
Gln Leu Glu
115

qta aag gag
vVal Lys Glu

aaa gcg cgt
Lys Ala Arg

gge ata ttt
Gly Ile Phe
165

ctg tce gga
Leu Ser Gly
180

gea ggt tgt
Ala Gly Cys
195

atg atg tgc ggt get

Met Met
210

aca agt

Cys Gly Ala

aag act caa

agt
Ser

tta
Leuy

cat
His

[ Le{]
Ser

ctr
Leu
70

ttg
Leu

ot
Leu

cgg
Rrg

tat
Tyr

aaa
Lys
150

gaa
Glu

aat
Asn

gca
Ala

gac

tet

aat
Asn

age
Ser

cgt
Arg

999
Gly
55

gat
Asp

cag
Glin

aac
Asn

gca
Ala

cag
Gln
138

gcg
Ala

ace
Thr

cce
Pro

gga
Gly

agc gac agc gee geca gga gta acc gee
Ser Asp Ser Ala Ala Gly val Thr Ala
10

aat
Asn

gty
Val
40

aaa
Lys

gee
Ala

ace
Thr

gre
val

act
Thr
120

gag
Glu

ggr
Gly

gtg
Val

gca
Ala

atyg
Met
200

ES 2313792 T3

gtc agt tge gttt tee teg

val
25

aat
Asn

att
Ile

gta
Val

aat
Asn

ttt
Phe
16§

q29
Giu

cag
Gin

atc
Ile

att
Ile

gaa
Glu
185

gtt
Val

Ser

tet
Ser

agt
Ser

cce
Pro

oce
Pro
90

ggt
Gly

gtg
Val

ate
Ile

tte
Phe

gg¢
Gly
170

atg

Met

aaa
Lys

cac gat acc tgt
Asp Thr Cys

His
215

ggt tgt gaa goo

Cys Val

act tet
Thr Phe

ctt cag
Leu Gin
60

gga aat
Gly Asn
15

gy gtt
Ala Val

aat aac
Asn Asn

caa asat
Gln Asn

cag aaa
Gin Lys
140

ggce get
Gly Ala
158

gee tta

Ala Leu

gct age
Ala Ser

gee gga
Ala Gly

Sar Ser
30

ggc gat
Gly Asp
45

gay goa
Glu Ala

cat aag
His Lys

tta tca
Leu Ser

gct caa
Ala Gln
110

gca tta
Ala Leu
125

geg ata
Ala Ile

att ttt
1ls Phe

aaa gtt
Lys val

ggc gta
Gly val
190

gee gaa
Ala Glu
205

15

ggt
Gly

gge
Gly

age
Ser

cgt
Arg

aty
Het
95

teg
Ser

cgt
Aryg

gag
Glu

gac
Asp

gtg
val

get
Ala

acg
Thr

cag gca att att gac
Gln Ala 1le lle Asp Val

220

gtc geg

ctg gca

40

oty

tcg
Ser

aac
Asn

ast
Asn

cca
ero
80

atg
Mat

tta
Leu

aat
Asn

cag
Gln

tgg
Trp
180

gaa
Glu

tat
Tyr

gca
Rla

gtg

gat

48

96

144

192

240

288

338

384

432

480

528

576

624

672

120
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Thr Ser Lys

225

gte ttce

Val

gca get
Ala Ala

cgt atg
Arg Met

ttt ggc
Phe Gly

Phe

cag
Gln

gca
Ala

gta
val

275

250

gaa cgt
Glu Arg

308

ttt tet
Phe Ser

Lttt acg
Phe Thr

gce ctg
ARla Leu

tte cgt
Phe Arg

310

tta ctg
Leu Leu

38s

gaa
Glu

gaa
Glu

cgt
Arg

aaa
Lys

gaa
Glu

aat
Asn

299
Arg Asp

att
Ile

asa
Lys
260

ggt
Gly

gaa
Glu

atg
Met

aac
Asn

qag
Glu
340

aaa
Lys

aaa
Lys

gat

Ile Gln

93¢
Gly
245

qtg
Val

gca
Ala

gtg
vVal

gct
Ala

gta
val
325

999
Gly

tgt
Cys

qtt
val

tgt
Cys

acc gag ggc gcc agt
Glu Gly Ala

Thr

gcg
Ala

ctg
Leu

aaa
Lys

gta
Val
465

gqc¢
Gly

aag
Lys

gat
Asp

Arg
450

tta

Leu

tat
Tyr

ate
Ile

trc
Phe
435

tta

Leu

gat
Asp

cge
Arg

gaa
Glu
420

ata

Ile

gag
Glu

acc
Thr

get
Ala

Phe
230

cgt
Arg

ctt
Leu

999
Gly

age
Ser

atg
Met

gaa
Glu

gtg
val

gtg
val

ctc
Leu

teca
Ser
390

cag

Gly

gct
Ala

gac
Asp

gaa
Glu

gaa
Glu
295

gcg
Ala

aat
Asn

aaa
Lys

caa
Gln

tte
Phe
375

tet
Phe

atg

Ser Gln Met

405

aag
Lys

atg
Met

gag
Glu

act
Ile

taa

3aa
Lys

caa
Gln

ctt
Leu

gat
Asp
470

ata
Ile

caa
Gln

tat
Tyr
435

cac
His

ES 2313792 T3

Cys Glu Ala val Ala

tte
Phe

tee
Ser

geca
Ala
280

agt
Sex

ast
Asn

aat
Asn

gce
Ala

gaa
Glu
360

aat
Asn

aaa
Lys

aat
Asn

929
Glu

aca
Thr
440

aag

Lys

tat
Tyr

atg gcg
Met Ala
250

ggt ttt
Gly Phe
265

gaa ata
Glu Ile

tet tee
Phe Ser

gag atg
Glu Met

atg acg
Met Thr
330

atg gca
Met Ala
345

g9t gga
Gly Gly

atg ttc
Met Phe

gge tta
Gly lLeu

act ggc
Thr Gly
410

caa tta
Gln Leu
425

gaa aac

Glu Asn

999 acg
Gly Thr

agt age
Ser Ser

235
acg

Thr

9g¢
Gly

gag
Glu

aaa
Lys

cga
Arg

aaa
Lys

aag
Lys

aaa

Lys

cag

395

atg
Met

ata

cag
Gln

g9t
Gly

gtt
Val
475

aga
Arg

gag
Glu

gag
Glu

caa
Gin

gag
Glu

agce
Ser

gaa
Glu

tte
Phe

aaa
Lys
380

get
Ala

gte
Val

act
Thr

aaa
Lys

gee
Ala
460

cag
Gln

99t
Gly

gaa
Gluy

ttg
Leu

et
Phe

gag
Glu

gcg
Ala

gcq
Ala

ctg
Leu
365

atc
Ile

atc
Ile

aac
Asn

cag
Gln

aag
Lys
445

gecg
Ala

gcg
Ala

Ala

tta
Leu

gtg
val
270

gct
Ala

gag
Glu

get
Ala

gga
Gly

gca
Ala
350

tta
Leu

ctg
Leu

aga
Arg

aca
Thr

caa
Gln
430

ata

1le

ctt
Leu

aga
Arg

43

Leu

tet
Ser
255

gtt
Val

gaa
Glu

ceg
Pro

gee
Ala

aaa
Lys
335

aaa
Lys

aaza
Lys

tat
Tyr

tge
Cys

gaa
Glu
415

cgg
Arg

gaa
Glu

aga
Arg

ata
Ile

Asp
240

gge
Gly

gag
Glu

aag
Lys

ctt
Leu

gagq
Glu
320

age
Ser

gaa
Glu

aaa
Lys

gee
Ala

gca
Ala

aaa
Lys

ttt
Phe

caa
Gln

gat
Asp

gct
Ala
480

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1455
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ES 2313792 T3

<210> 8

<211> 484
<212> PRT
<213> Salmonella

<400> 8

Met Asn Arg Ile His Ser Asn Ser Asp Ser Ala Ala Gly Val Thr Ala
1 5 10 15

Leu Thr His His His Leu Ser Asn Val Ser Cys Val Ser Ser Gly Ser
20 25 a0

44
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Leu

Ala

Ala

65

Ser

Met

Cys

Lys

Glu

145

Ile

Gly

Met

Met

Thr

225

val

Ala

Arg

Phe

Glu

305

Phe

Phe

Gly
Ala
50

Leu

Leu

Thr

Gln

Gln

130

AsSp

Thr

Phe

Ala

Met
210
Ser
Phe

Ala

Met

Gly
290
Arg

Ser

Thr

Lys
35
Cys

Lys

Pro

Ser

Gln

115

val

Lys

Gly

Leu

Ala

195

Cys

Lys

Gln

Ala

Val
275

Glu

Glu

Arg

Lys

Arg

Leu

Gln

Asp

Leu
100

Leu

Lys

Ala

Ile

Ser

180

Gly

Gly

Ile

Ile

Lys

260

Gly

Glu

Met

Asn

Glu
340

Gln

Leu

Leu

Phe
85

Ile

Glu

Glu

Arg

Phe

165

Gly

Cys

Ala

Gln

Gly

245

vVal

Ala

Val

Ala

Val

325
Gly

His

Ser

Leu
70

Leu

Leu

Arg

Tyr

Lys

150

Glu

Asn

Ala

Asp

Phe

230

Arg

Leu

Gly

Ser
Met
310

Glu

Val

Ala Leu Glu Lys Cys Val

355

Phe Arg Asn Lys Val Leu

370

Arg

Gly
55
Asp

Gln

Asn

Ala

Gln

135

Ala

Thr

Pro

Gly

His

215

Gly

Ala

Asp

Glu

Glu

295

Ala

Asn

Lys

Gln

Phe
375

Leu Leu Arg Asp Cys Ser Phe

385

390

Val
40

Lys

Ala

Thr

Val

Thr
120

Glu

Gly

val

Rla

Met

200

Asp

Cys

Phe

Ser

Ala
280

Ser

Asn

Asn

Ala
Glu
360

Asn

Lys

ES 2313792 T3

Asn Ser Thr

Ile Ser Leu

Val Pro Gly
75

Asn Pro Ala
90

Phe Gly Asn
105

Glu Val Gln

Gln Ile Gln

Ile Phe Gly
155

Ile Gly Ala
170

Glu Met Ala
185

val Lys Ala

Thr Cys Gln

Glu Ala val
235

Met Ala Thr
250

Gly Phe Gly
265

Glu Ile Glu

Phe Ser Lys

Glu Met Ala
315

Met Thr Arg
330

Met Ala Lys
345

Gly Gly Lys

Met Phe Lys

Gly Leu Gln
395

Phe

Gln
60

Asn

Val

Asn

Asn

Lys

140

Ala

Leu

Ser

Gly

Ala

220

Ala

Arg

Glu

Glu

Gln
300
Glu

Ser

Glu

Phe

Lys

380

Ala

45

Gly
45

Glu

His

Leu

Ala

Ala

125

Ala

Ile

Lys

Gly

Ala

205

Ile

Leu

Gly

Glu

Leu
285

Phe

Glu

Ala

Ala

Leu
365

Ile

Ile

Asp

Ala

Lys

Ser

Gln
110

Leu

Ile

Phe

vVal

Val

190

Glu

Ile

Ala

Leu

Val

270

Ala

Glu

Ala

Gly

Ala
350

Leu

Leu

Arg

Gly

Ser

Arg

Met
95

Ser

Arg

Glu

Asp

val

Ala

Thr

Asp

Leu

Ser

255

Val

Glu

Pro

Ala

Lys

335

Lys

Lys

Tyr

Cys

Asn

Asn

Pro

80

Met

Leu

Asn

Gln

Trp

160

Glu

Tyr

Ala

Val

Asp

240

Gly

Glu

Lys

Leu

Glu

320

Ser

Glu

Lys

Ala

Ala
400
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ES 2313792 T3

Thr Glu Gly Ala Ser Gln Met Asn Thr Gly Met Val Asn Thr Glu Lys
405 410 415

Ala Lys Ile Glu Lys Lys Ile Glu Gln Leu Ile Thr Gla Gln Arg Phe
420 425 430

Leu Asp Phe Ile Met Gln Gln Thr Glu Asn Gln Lys Lys Ile Glu Gln
435 440 445

Lys Arg Leu Glu Glu Leu Tyr Lys Gly Thr Gly Ala Ala Leu Arg Asp
450 455 460

Val Leu Asp Thr Ile Asp His Tyr Ser Ser Val Gin Ala Arg Ile Ala
465 470 475 480

Gly Tyr Arg Ala

<210>9

<211> 504
<212> ADN
<213> Salmonella
<220>

<221> CDS
<222> (1)..(501)

46



10

20

30

35

40

45

50

60

65

<400> 9

atg ggt act gaa
Met Gly Thr Glu
1

cta atg gag ctt

20

gta gaa aaa caa
val Glu Lys Gln
35

acg caa atg aaa
Thr Gin Met Lys
50

gcg ggt ggc gea
Ala Gly Gly Ala
65

gta ggc ggg gaa
Val Gly Gly Glu

get ggg ggc gtc
Ala Gly Gly val
100

gat caa gat aaa
Asp Gln Asp Lys
115

tat aat aaa tec
Tyr Asn Lys Ser
130

cag caa atc atc
Gln Gln Ile Ile
145

ata ctc cgg gca
Ile Leu Arg Ala

<210> 10

<211> 167
<212> PRT
<213> Salmonella

ES 2313792 T3

tca atg ctt ctg tta LTt gat gat atc tgg atg aaq
Ser Met Leu Leu Leu Phe Asp Asp Ile Trp Met Lys

5

10

15

gcc aaa aag ctg cgc gat atc atg cgc agc tat aac
Leu Met Glu Leu Ala Lys Lys Leu Arg Asp Ile Met Arg Ser Tyr Asn
25

g9
Arg

aca
Thr

atg
Met

acc
Thr
85

atg
Met

gcg
Ala

ctg
Leu

g9g9¢
Gly

tta
Leu
165

ctg
Leu

att
Ile

ttg
Leu
70

ggt
Gly

g9c
Gly

att
Ile

acqg
Thr

gtg
val
150

acg
Thr

gcc tgg gaa
Ala Trp Glu
40

gat gaa gcg
Asp Glu Ala
55

tcg ggt gta
Ser Gly Val

ctt ata gcg
Leu Ile Ala

ctg ggg gct
Leu Gly Ala

105

gee gac ctg
Ala Asp Leu
120

gaa att atg
Glu Ile Met
135

gg9g tcg tca
Gly Ser Ser

agg taa
Arg

ctg
Leu

tet
Phe

ctg
Leu

ggt
Gly
90

ggt
Gly

caa
Gln

gag
Glu

ctg
Leu

caa gtc
Gln val

aga geca
Arg Ala
60

acg ata
Thr Ile
75

caa gcc
Gln Ala

gta gecg
val Ala

caa aat
Gln Asn

aaa gca
Lys Ala
140

gtc acg
val Thr
155

aat
Asn
45

tea

Ser

gga
Gly

gta
val

caa
Gln

999
Gly
12%

act
Thr

gtt
Val

47

30

gtt
Val

atg
Met

tta
Leu

g9c
Gly

cgt
Azg
110

gcc
Ala

gaa
Glu

ctt
Leu

tta
Leu

att
Ile

999
Gly

cac
His
95

caa
Gln

caa
Gln

att
Ile

gct
Ala

cag
Gln

act
Thr

gce
Ala
80

aca
Thr

agt
Ser

tet
Ser

atg
Met

gaa
Glu
160

[1]

9¢

14:

19:

24¢C

288

336

432

504



20

25

30

35

40

50

55

60

65

<400> 10

Met

Leu

Val

Thr

Ala

65

Val

Ala

Asp

Tyr

Gin

145

Ile

<210> 11

Gly

Met

Glu

Gin

50

Gly

Gly

Gly

Gln

Asn

130

Gln

Leu

<211> 195
<212> PRT
<213> Salmonella

Thr

Glu

Lys

3%

Met

Gly

Gly

Gly

Asp

115

Lys

Ile

Arg

Glu

Leu
20

Gln

Lys

Ala

Glu

Val

100

Lys

Ser

Ile

Ala

Ser

Ala

Arg

Thr

Met

Thr

85

Met

Ala

Leu

Gly

Leu
165

Met

Lys

Leu

Ile

Leu

70

Gly

Gly

Ile

Thr

Val

150

Thr

Leu

Lys

Ala

Asp

55

Ser

Leu

Leu

Ala

Glu

135

Gly

Arg

Leu

Leu

Trp

40

Glu

Gly

Ile

Gly

Asp

120

Ile

Ser

ES 2313792 T3

Leu

Arg
25

Glu

Ala

vVal

Ala

Ala

105

Leu

Met

Ser

Phe
10

Asp

Leu

Phe

Leu

Gly

90

Gly

Gln

Glu

Leu

Asp

Ile

Gln

Arg

Thr

75

Gln

Val

Gln

Lys

val
155

Asp Ile

Met Arg

Val Asn
45

Ala Ser
60

Ile Gly

Ala val

Ala Gln

Asn Gly

125

Ala Thr
140

Thr Val

48

Trp

Ser
30

val

Met

Leu

Gly

Arg

110

Ala

Giu

Leu

Met
15

Tyr

Leu

Ile

Gly

His

95

Gln

Gln

Ile

Ala

Lys

Asn

Gln

Thr

Ala

80

Thr

Ser

Ser

Met

Glu
160
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<400> 11

Met Glu Ala Ser
Thr Pro Ser Ser
20

Ser Met Leu Leu
35

Ala Lys Lys Leu
50
Arg Leu Ala Trp
65
Thr Ile Asp Glu
Met Leu Ser Gly
100

Thr Gly Leu Ile
115

Mer Gly Leu Gly
130

Asn

Thr

Leu

Arg

Glu

Ala

85

val

Ala

ARla

ES 2313792 T3

Val Ala Leu Val

Leu Pro Ala Pro
10

Ser Leu Leu
15

Pro Ser Pro Ser Gly Glu Gly Met Gly Thr Glu

25

Phe Asp Asp Ile
40

Asp Ile Met Arg
55
Leu Gln Val Asn
70
Phe Arg Ala Ser
Leu Thr Ile Gly
105

Gly Gln Ala Val
120

Gly Val Ala Gin
135

30

Trp Met Lys Leu Met Glu Leu

45

Ser Tyr Asn Val
60

Glu Lys Gln

Val Leu Gln Thr Gln Met Lys

75

80

Met Ile Thr Ala Gly Gly Ala

90

95

Leu Gly Ala val Gly Gly Glu

Gly His Thr Ala
125

110

Gly Gly val

Arg Gln Ser Asp Gln Asp Lys

140

Ala Ile Ala Asp Leu Gln Gln Asn Gly Ala Gln Ser Tyr Asn Lys Ser

145

150

155

160

Leu Thr Glu Ile Met Glu Lys Ala Thr Glu Ile Met Gln Gln Ile Ile
165

170

175

Gly Val Gly Ser Ser Leu Val Thr Val Leu Ala Glu Ile Leu Arg Ala
180

Leu Thr Arg
195

<210> 12

<211> 417
<212> ADN
<213> Salmonella
<220>

<221> CDS
<222> (1)..(414)

185

49

190
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<400> 12

atg gtg caa gaa ata gag
Met Val Gln Glu Ile Glu
1 S

gag cct gca tat tta ggg
Glu Pro Ala Tyr Leu Gly
20

ata tta tcg cct tac ctg
Ile Leu Ser Pro Tyr Leu
35

att att tgt gag ttc agg
Ile Ile Cys Glu Phe Arg
50

caa ttg ttt cac tta ctg
Gln Leu Phe His Leu Leu
65 70

ccg caq tta aca tgt tta
Pro Gln Leu Thr Cys Leu
85

gaa aaa aaa gec atg cta
Glu Lys Lys Ala Met Leu
100

atg gga geg acc ttt aca
Met Gly Ala Thr Phe Thr
115

tcc gcc gag cat ctt atce
Ser Ala Glu His Leu Ile
130

<210> 13

<211> 138
<212> PRT
<213> Salmonella

<400> 13

caa
Gln

gag
Glu

gtg
Val

cgc
Arg
55

gga
Gly

aag
Lys

cge
Arg

cag
Gln

cag
Gin
135

ES 2313792 T3

tgg tta cgt cgg
Trp Leu Arg Arg
10

acc gcc ata tta
Thr Ala Ile Leu
25

arc tat cgt atet
Ile Tyr Arg Ile
40

ctg acg ccc ggyg
Leu Thr Pro Gly

ctt tta cqgc ggg
Leu Leu Arg Gly
18

atg ttg ata atc
Met Leu [le Ilie
90

agg aaa tta ttg
Arg Lys Leu Leu
105

ctt gat ggc gat
Leu Asp Gly Asp
120

cga cgt ttt taa
Arg Arg Phe

cat
His

ctt
Leu

ga9

cag
Gln

999
Gly

gca

gtg
Val

cag
Gln
30

aaa

Glu Ala Lys

caa
Gln
60

ata
Ile

acc
Thr

cge
Arg

aac
Asn

45

cct
Pro

tee
Phe

gac
Asp

atc
Ile

tgg
Trp
125

cga
Arg

gtg
Val

gtt
val

ctg
Leu
110

aca
Thr

ttt
Phe
15

cag
Glin

gaa
Glu

cca
fro

cat
His

ctg
Leu
95

aca

Thr

qtt
Val

act
Thr

ttee
Phe

atg
Met

cag
Gln

cac
His

80
gat

Asp

gta
Val

tta
Leu

48

96

144

192

240

288

336

384

417

Met Val Gln Glu Ile Glu Gln Trp Leu Arg Arg His Gin Val Phe Thr

1 5

Glu Pro Ala Tyr Leu Gly Glu

20

Ile Leu Ser Pro Tyr Leu Val

35

Ile Ile Cys Glu Phe Arg Arg

50

10

25

40

55

Ile Tyr Arg Ile Glu

Leu Thr Pro Gly Gln
60

30

15

Thr Ala Ile Leu Leu Gly Gln Gln Phe

Ala Lys Glu Met
45

Pro Arg Pro Gln

50
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ES 2313792 T3

Gln Leu Phe His Leu Leu Gly Leu Leu Arg Gly Ile Phe Val His Hig
65 70 75 BO

Pro Gln Leu Thr Cys Leu Lys Met Leu Ile Ile Thr Asp Val Leu Asp
85 90 95

Glu Lys Lys Ala Met Leu Arg Arg Lys Leu Leu Arg Ile Leu Thr val
100 105 110

Met Gly Ala Thr Phe Thr Gln Leu Asp Gly Asp Asn Trp Thr Val Leu
115 120 125

Ser Ala Glu His Leu Ile Gln Arg Arg Phe
130 135

<210> 14

<211> 789

<212> ADN
<213> Salmonella
<220>

<221> CDS
<222> (1)..(786)

51
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<400> 14

atg aaa att cat
Met Lys Ile His
1

agt cct cct tcc
Ser Pro Pro Ser
20

gaa att cca gcg
Glu Ile Pro Ala
35

gaa caa ata agg
Glu Gln Ile Arg
50

act att cgt geg
Thr Ile Arg Ala
65

gca gcg gta att
Ala Ala Val Ile

999 gcg gcg ctc
Gly Ala Ala Leu

aat tat caa teg
Asn Tyr Gln Ser
115

gat agc gtt get
Asp Ser Val Ala
130

agt ctt aac tgc
Ser Leu Asn Cys
145

cgt tca gga atc

Arg Ser Gly Ile

ctg cce geg get
Leu Pro Ala Ala

att acc tcc gtt
Ile Thr Ser Val

195

ctt gce cge cce
Leu Ala Arg Pro

210

cat gcc gat ccce
His Ala Asp Pro

225

caa tct gct act
Gln Ser Ala Thr

aca tct cgg gga
Thr Ser Arg Gly

att
Ile

gat
Asp

cct
Pro

cag
Gln

ctg
Leu

tet
Ser
8s
gtg
val

ata
Ile

ctt
Leu

gct
Ala

gct
Ala
165

gaa
Glu

age
Ser

tect
Ser

aqt
Ser

aca
Thr

ccg
Pro

ata
Ile

ggc
Gly

cag
Gln

ggt
Gly
70

gg¢
Gly

ate
Ile

tgt
Cys

gtg
Val

aac
Asn
150

attc
Ile

aat
Asn

ctg
Leu

tca
Ser

caa
Glin

ace
Thr

agg
Arg
55

gcg
Ala

999
Gly

gct
Ala

cag
Gln

gtc
Val
135

acc

Thr

tct
Ser

ate
Ile

acg
Thr

gyc gac
Gly Asp

215

gtg tta
Val Leu

230

245

gaa
Glu

Pro

cca
Pro

cct geca
Ala

geg
Ala

gcg
Ala

cce
Pro
40

gat
Asp

aca
Thr

gca
Ala

att
Ile

caa
Gln
120

agt

Ser

cte
Leu

atg
Met

g9¢g
Ala

gcyg
Ala

200

gat cag gaa
Asp Gln Glu

ttg gcg gaa
Leu Ala Glu

cct gca tta
Pro Ala Leu

tga

gca
Ala

aag
Lys
25

gca
Ala

tat
Tyr

gte
val

gga
Gly

993
Gly
105

aag
Lys

gcg
Ala

gct
Ala

ttg
Leu

gcc
Ala
185

ata
Ile

ES 2313792 T3

agt
Ser
10

gag
Glu

gee
Ala

gcg
Ala

gtg
val

tta

Leu
90
gat

Asp

gag
Glu

ctg
Leu

aat
Asn

gtt
val
170

tct

Ser

gge
Gly

aat
Asn

gta
Val

cect
Pro

ata
Ile

tee
Phe
75

cee
Pra

gct
Ala

cca
Pro

gce
Ala

tgt
Cys
155

tta
Leu

ttg
Leu

gcg
Ala

aat
Asn

caa
Gln

ata
Ile

teg
Ser

gtg
Val

cat
His
60

999
Gly

att
Ile

tge
Cys

tra
Leu

cee
Pro

gac
Asp

gta
Val

tet
Ser

gte
Val

ree
Phe

ctg
Lau
45

(444
Phe

tta
Leu

gect
Ala

tgt
Cys

caa
Gln
125

aaa

Lys

tct
Ser

cta
Leu

atg
Met

ctyg
Leu

205

gtt
val

220

atg gca

Met

235

Ala

atg gac agt

250

Met

Asp

5

Ser

gat
Asp

cct
Pro
30

cte
Leu

atg
Met

tcyg
Ser

att
Ile

gcg
Ala
110

acc
Thr

tgt
Cys

tta
Leu

cag
Gln

999
Gly
190

gat
Asp

ggt aat
Gly Asn
15

cce cct
Pro Pro

acg cct
Thr Pro

caa tac
Gln Tyr

gtt gect
val Ala
g0

ctt gcg
Leu Ala

95
tat cat

Tyr His

gcc agt
Ala Ser

999 gca
Gly Ala

tta ata
Leu Ile
160

ttt cca
Phe Pro
175

agt gta
Ser Val

tat tge
Tyr Cys

gat gaa ctt
Asp Glu Leu

gcg cte tgt
Ala Leu Cys

240

tct gat cat

2

Ser Asp His

255

48

86

192

240

288

384

432

480

528

576

720

768

789
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ES 2313792 T3

<210> 15

<211> 262
<212> PRT
<213> Salmonella

<400> 15

Met Lys Ile His Ile Pro Ser Ala Ala Ser Asn Ile Val

Ser Pro Pro Ser Asp Ile Gln Ala Lys Glu
20 25

Glu Ile Pro Ala Pro Gly Thr Pro Ala Ala
35 40

Glu Gln Ile Arg Gln Gln Arg Asp Tyr Ala
$0 55

Thr Ile Arg Ala Leu Gly Ala Thr Val Val
65 70

Ala Ala Val Ile Ser Gly Gly Ala Gly Leu
85 90

Gly Ala Ala Leu Val Ile Ala Ile Gly Asp
100 105

Asn Tyr Gln Ser Ile Cys Gln Gln Lys Glu
115 120

Asp Ser Val Ala Leu Val Val Ser Ala Leu
130 135

Ser Leu Asn Cys Ala Asn Thr Leu Ala Asn
145 150

Arg Ser Gly Ile Ala Ile Ser Met Leu Val
165 170

Leu Pro Ala Ala Glu Asn Ile Ala Ala Ser
180 185

Ile Thr Ser Val Ser Leu Thr Ala Ile Gly
195 200

Leu ARla Arg Pro Ser Gly Asp Asp Gln Glu
210 215

His Ala Asp Pro Ser val Leu Leu Ala Glu
225 230

val

Pro

Ile

Phe

735

Pro

Ala

Pro

Ala

Cys

155

Leu

Leu

Ala

Asn

Gln
235

Ser

Val

His

60

Gly

Ile

Cys

Leu

Leu

140

Leu

Pro

Asp

Val

Ser

220

Met

Phe

Leu

45

Phe

Leu

Ala

Cys

Gln

125

Lys

Ser

Leu

Met

Leu

205

val

Ala

Asp

Pro

30

Leu

Met

Ser

Ile

Ala

110

Thr

Cys

Leu

Gln

Gly

190

Asp

Asp

Ala

Gly

15

Pro

Thr

Gln

Val

Leu

95

Tyr

Ala

Gly

Leu

Phe

175

Ser

Tyr

Glu

Leu

Asn

Pro

Pro

Tyr

Ala

80

Ala

His

Ser

Ala

Ile

160

Pro

Val

Cys

Leu

Cys
240

Gln Ser Ala Thr Thr Pro Ala Pro Ala Leu Met Asp Ser Ser Asp His
255

245 250

Thr Ser Arg Gly Glu Pro
260

<210> 16

<211> 690
<212> ADN
<213> Salmonella

53
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<220>
<221> CDS
<222> (1)..(687)

<400> 16

atg aaa
Met Lys
1

aac gcg
Asn Ala

acc aat
Thr Asn

gta ttg
Val Leu
50

att ttt
Ile Phe
65

tec get
Ser Ala

gta gce
Val Ala

tgt cte
Cys Leu

ata ggc
Ile Gly
130

aaa agt
Lys Ser
145

tta acc
Leu Thr

cta cag
Leu Gln

atg agt
Met Ser

cag gtc
Gln Vval
210

caa cgt

Gln Arg
225

<210> 17

cct
Pro

cct
Pro

atg
Met
35

gcc
Ala

agt
Ser

gga
Gly

ctg
Leu

atc
Ile
115

aat

Asn

atg
Met

gcg
Ala

cct
Pro

Phe
195

agc

Ser

gcg
Ala

gtt
Val

gag
Glu
20

gag
Glu

ggs
Gly

tgg
Trp

ata
Ile

gca
Ala
100

tac
Tyr

gce
Ala

gcg
Ala

acg
Thr

cat
His
180

act

Thr

agc
Ser

cCcy
Pro

age
Ser

gaa
Glu

agt
Ser

ctt
Leu

caa
Gin

gca
Ala
85

999
Gly

cat
His

gct
val

att
Ile

gta
Vali
165

tta

Leu

cge
Arg

cca
Pro

gag
Glu

cca
Pro

tca
Ser

g9t
Gly

gcg
Ala

acg
Thr
70

tta

Leu

ate
Ile

cat
His

Lre
Phe

gect
Ala
150

atg
Met

tta
Leu

tte
Phe

tta
Leu

taa

aat
Asn

cet
Pro

aga
Arg

aaa
Lys
55

gtt
Val

aca
Thr

gge
Gly

aaa
Lys

tat
Tyr
135

aaa
Lys

act
Thr

gag
Glu

ggt
Gly

tat
Tyr
215

gct
Ala

cea
Pro

ata
Ile
40

cga
Arg

att
Ile

gtg
Val

ctt
Leu

cat
His
120

att
lle

gce
Ala

cat
His

cgt
Arg

atg
Met
200

cgt
Arg

cag
Gln

tgt
Cys
25

gga
Gly

gtg
Val

ttg
Leu

cta
Leu

gct
Ala
108

cat
His

gct
Rla

gte
Val

tca
Ser

ctt
Leu
185

gat

Asp

ttg
Leu

gta
val
10

[{14
Pro

cct
Pro

ata
Ile

ggc
Gly

agt
Ser
90

att
Ile

ttg
Leu

aat
Asn

tee
Ser

tac
Tyr
170

aat

Asn

999
Gly

ctg
Leu

gga
Gly

teca
Ser

caa
Gln

gag
Glu

gga
Gly
75

99t
Gly

gee
Ala

cct
Pro

tgt
Cys

ctg
Leu
155

tgg
Trp

gat
Asp

atg
Met

gct
Ala

999
Gly

ttg
Leu

caa
Gln

tgt
Cys
60

cag
Gln

992
Gly

ate
Ile

atg
Met

ttc
Phe
140

gge
Gly

aget
Ser

att
Ile

gca
Ala

cag
Gin
220

caa
Gin

cca
Pro

gga
Gly
45

Tttt
Phe

att
Ile

gge
Gly

gcg
Ala

gct
Ala
125

gcc

Ala

ggt
Gly

ggt
Gly

acc
Thr

atg
Met
20S

gta
val

54

cgt
Arg

cat
His
30

aaa
Lys

cca
Pro

tta
Leu

gcy
Ala

gat
Asp
110

cac
His

aat
Asn

aga
Arg

agt
Ser

tat
Tyr
150

acc

Thr

acg
Thr

ES 2313792 T3

cect
Pro
15

ccg
Pro

gag
Glu

aaa
Lys

tge
Cys

ceg
Pro
95

gtc
val

gac
Asp

caa
Gln

tta
Leu

ttg
Leu
175

gga
Gly

gyt
Gly

cca
Pro

gtt
Val

gaa
Glu

cg9
Arg

gaa
Glu

tgt
Cys
80

cte

Leu

gee
Ala

agt
Ser

eqc
Arg

gce
Ala
160

gga
Gly

cta
Leu

atg

gaa
Glu

48

96

144

192

240

288

336

432

480

624

672

690
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<211> 229
<212> PRT
<213> Salmonella

<400> 17

Met Lys Pro Val Ser Pro
1 5

Glu Glu Ser
20

Asn Ala Pro

Thr Asn Met
35

Glu Ser Gly

Val Leu Ala
50

Gly Leu Ala

Ile Phe Ser Trp Gln Thr
65 70
Ser Ala Gly Ile Ala Leu
835
Val Ala Leu Ala Gly Ile
100

Ile Tyr His His
115

Cys Leu

Ile Gly Asn Ala Val Phe

130

Met Ala Ile Ala
150

Lys Ser
145

Ala Thr val Met
185

Leu Thr

Pro His Leu Leu
180

Leu Gln

Met Ser Phe Thr Arg Phe

195
Gln Val Ser Ser Pro Leu
210

Gln Arg Ala Pro Glu
225

<210> 18

<211> 474

<212> ADN
<213> Salmonella

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(471)

Asn Ala

Pro Pro

Arg Ile
40

Lys Arg
55

Val Ile

Thr val

Gly Leu

Lys His
120

Tyr Ile
135

Lys Ala

Thr His

Glu Arg

Gly Met

200

Tyr Arg
215

ES 2313792 T3

Gin Val Gly Gln

10

Gly Arg

His
30

Cys Pro Ser Leu Pro

25

Gly Pro Gln Gln Gly

45

Lys

Val Ile Glu Cys Phe Pro

60

Leu Gly Gly Gln Ile Leu

15
Ala

Leu Ser Gly Gly Gly

90
Ile Ala Rla

ARla Ile

105

Asp
110

His Leu Pro Met Ala His

Phe Ala Asn

140

Ala Asn Cys

Val Ser Leu

155

Gly Gly Arg

Ser Tyr Trp Ser Gly Ser

170
Thr

Ile Tyr

190

Leu
185

Asn Asp

Ala Met

205

Asp Gly Met Thr

Leu Ala Gln Val Thr

220

Leu

55

Pro

15

Pro

Glu

Lys

Cys

Pro

95

Val

Asp

Gln

Leu

Leu

175

Gly

Gly

Pro

Val

Glu

Arg

Glu

Cys

8¢

Leu

Ala

Ser

Arg

Ala

160

Gly

Leu

Met

Glu
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<400> 18

ES 2313792 T3

atg aaa aaa gac c¢cg acc cta caa cag gca cat gac acg atg cgg ttt

Met Lys Lys Asp Pro Thr Leu Gln Gln Ala His Asp Thr Met Arg

ttc cgg cgt
fhe Arg Arg

cag ¢cg ctt
Gln Pro Leu
35

a3aa gaa tte
Lys Glu Phe
S0

gat gcc tgg
Asp Ala Trp
68

gct caa aaa
Ala Gln Lys

caa att aag
Gln Ile Lys

tat ctc geg
Tyr Leu Ala
115

gty gtg cgt
val val Arg
130

cgt gca gaa
Arg Ala Glu
145

<210> 19

<211> 157
<212> PRT
<213> Salmonella

ggc
Gly
20

aat
Asn

gee
Ala

tca
Ser

cat
His

att
Ile
100

tgt

Cys

att
Ile

aag
Lys

5
ggc tcg

Gly Ser

act ctg
Thr Leu

ggc gca
Gly Ala

ttt gac
Phe Asp
70

tgg g9y
Trp Gly
85

gat gcg
Asp Ala

gat aac
Asp Asn

tge ggc
Cys Gly

atg tta
Met Leu
150

10

ctg cgt atg ttg ttg
Leu Arg Met Leu Leu

tat
Tyr

gcg
Ala
85

tac
Tyr

gaa
Glu

ccg
Pro

gte
val

gay
Glu
135

cag
Gln

cge
Arg
40

cga
Arg

tgg
Trp

gcg
Ala

cag
Gln

tgt
Cys
120

qte
val

caa
Gln

25

tat gecc acqg
Tyr Ala Thr

ctt ttt caa
Leu Phe Gln

ttt cgg tta
Phe Arg Leu
75

ata tac gct
Ile Tyr Ala
90

geg cca tgg
Ala Pro Trzp
105

tat geca atce
Tyr Ala Ile

agt gaa cat
Ser Glu His

ctt tet gac
Leu Ser Asp
155

gat
Asp

cag
Gln

ttg
Leu
60

999
Gly

tat
Tyr

gce
Ala

aaa
Lys

caa
Gln
140

agg
Arg

gac
Asp

(=144
Leu
45

ctg

Leu

gaa
Glu

gga
Gly

gca
Ala

gcg
Ala
125

ate
Ile

age
Ser

56

15

gat gtt aca
Asp Val Thr

30
atg

Met

acg
Thr

tgce
Cys

<cgc
Arg

gcg
Ala
110

tta
Leu

cte
Leu

taa

gag
Glu

ata
Ile

tge
Cys

g9cg
Ala
95

gaa
Glu

aag
Lys

cga
Azg

gta
Val

tat
Tyr

cag
Gin
a0

gca
Ala

tge
Cys

gce
Ala

cag
Gln

48

Phe

96

240

288

384

432

474
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<400> 19

Met Lys Lys
1

ES 2313792 T3

Asp Pro Thr Leu Gln Gln Ala His Asp Thr Met Arg

5

10

15

Phe Arg Arg Gly Gly Ser Leu Arg Met Leu Leu Asp Asp Asp Val

Gln Pro Leu
35

Lys Glu Phe
50

Asp Ala Trp
65

Ala Gln Lys

Gln Ile Lys

Tyr Leu Ala
118

Val val Arg
130

Arg Ala Glu
145

<210> 20

<211> 435

<212> ADN
<213> Salmonella
<220>

<221> CDS
<222> (1) .. (432)

<400> 20

atg atg atg
Met Met Met
1

aaa cag cta
Lys Gln Leu

gee tca tog
Ala Ser Trp

20 25

30

Asn Thr Leu Tyr Arg Tyr Ala Thr Gln Leu Met Glu

40

45

Ala Gly Ala Ala Arg Leu Phe Gln Leu Leu Thr Ile

3%

&0

Ser Phe Asp Tyr Trp Phe Arg Leu Gly Glu Cys Cys

70

75

His Trp Gly Glu Rla Ile Tyr Ala Tyr Gly Arg Ala

85

20

95

Ile Asp Ala Pro Gln Ala Pro Trp Ala Ala Ala Glu

100 103

110

Cys Asp Asn Val Cys Tyr Ala Ile Lys Ala Leu Lys

120

128

Ile Cys Gly Glu Val Ser Glu His Gln Ile Leu Arg

135

140

Lys Met Leu Gln Gln Leu Ser Asp Arg Ser
155

150

aaa gaa gat cag aaa aat aaa
Lys Glu Asp Gln Lys Asn Lys
5 10

tta tcc gtt gat <cg gaa acc
Leu Ser Val Asp Pro Glu Thr
20 25

ata
Ile

gtt
Val

cce gaa gac att ctg
Pro Glu Asp Ile Leu
15

tat gec agt ggt tac
Tyr Ala Ser Gly Tyr
30

cag gag gqg gat tat teg cge gee gta atc gat ttt agt

Gln Glu Gly Asp Tyr Ser Arg

Ala

Val Ile Asp Phe Ser

57

Phe

Thr

vVal

Tyr

Gin

80

Ala

Cys

Ala

Gln

48

96

144
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35

tgg ctg gtg
Trp Leu Val
50

get gge acc
Ala Gly Thr
€5

tat gga cat
Tyr Gly His

caa acg ggc
Gln Thr Gly

gag get trt
Glu Ala Phe
115

agt gag att
Ser Glu lle
130

taa

<210> 21

<211> 144
<212> PRT
<213> Salmonella

<400> 21

Met Met Met

1

Lys Gln Leu

atg
Met

tgg
Trp

gee
Ala

gtc
Val
100

caa
Gln

cge
Azg

40

ES 2313792 T3

45

gcc cag cca tgg agt tgg cgt gce cat
ARla Gln Pro Trp Ser Trp Arg Ala His

atg atg ctt aaa
Met Met Leu Lys

55

70

ttg atg ctg gat

60
gaa tac acg acq gcc
Glu Tyr Thr Thr Ala
75

gce age cat cca gaa

Leu Met Leu Asp Ala Ser His Pro Glu

85

tgt ctc aaa atg
Cys Leu Lys Met

80

atg ggg gaa ccc ggg
Met Gly Glu Pro Gly
105

acc gea atc aag atg agt tat gcg gat

Thr Ala Ile Lys
120

cag aat gcg caa

Met Ser Tyr Ala Asp
125

ata atg gtt gat act

Gln Asn Ala Gln Ile Met Val Asp Thr

Lys Glu

Leu Ser

20

Ala Ser Trp Gln Glu
35

Trp Leu Val

50

Ala Gly Thr

65

Tyr CGly His

Gln Thr Gly

Giu Ala Phe

Met Ala

Trp Met

Ala Leu

85

Val Cys

100

115

Ser Glu Ile

130

Gln Thr

Arg Gln

135

Asp Gln

Val Asp

Gly Asp

Gln Pro
55

Met Leu

0

Met Leu

Leu Lys

Ala Ile

Asn Ala
135

140

Lys Asn Lys Ile Pro
10

Pro Glu Thr Val Tyr
25

Tyr Ser Arg Ala Val
40

Trp Ser Trp Arg Ala
60

Lys Glu Tyr Thr Thr
75

Asp Ala Ser His Pro
90

Met Met Gly Glu Pro
105

Lys Met Ser Tyr Ala
120

Gln Ile Met Val Asp
140

58

att
Ile

att
1le

ceg
Pro

ttg
Leu
110

gce
Ala

ctt
Leu

gca
Ala

aat
Asn

gtt
val
95

gcqg
Ala

ctea
Ser

att
Ile

ttg
Leu

tte
Phe
80

tac

Tyr

aga
Arg

tgg
Trp

gct
Ala

Glu Asp lle

15

Ala Ser Gly
30

Ile Asp Phe
45

His Ile Ala

Ala Ile Asn

Glu Pro val

95

Gly Leu Ala
110

Asp Ala Ser

125

Thr Leu Ile

192

288

336

435

Leu

Tyr

Ser

Leu

Phe

80

Tyr

Arg

Trp

Ala
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<210> 22

<211> 1212
<212> ADN
<213> Salmonella
<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1209)

<400> 22

atg gca tat ctc atg gtt aat cca aag agt tec tgg aaa ata cgt ttt
Met Ala Tyr Leu Met val Asn Pro Lys Ser Ser Trp Lys Ile Arg Phe

1

5

ES 2313792 T3

10

59

15

18



20

30

35

40

50

60

65

tta ggt cac
Leu Gly His

ctg tca ctg
Leu Ser Leu
35

aat gaa aaa
Asn Glu Lys
50

gce ggg aaa
Ala Gly Lys

aag ccg cta
Lys Pro Leu

geg ttt ggt
Ala Phe Gly

tce aga tca
Ser Arg Ser
115

ggt gga atg
Gly Gly Met
130

aat gac tta
Asn Asp Leu

cat tat gtg
His Tyr Val

ggt rat tgc
Gly Tyr Cys

gaa tca tgg
Glu Ser Trp
195

ttg gta cga
Leu Val Arg
210

gct gaa gta
Ala Glu Val

ata caa atg
Ile Gln Met

att ccc ggg
Ile Pro Gly

999 gat gat
Gly Asp Asp

275
gtc aat gtt

Val Asn Val
290

gat gaa tct
Asp Glu Ser
305

aaa 2aqg gat

gtt tta caa ggc
Val Leu Gln Gly
20

999 gag aag gga
Gly Glu Lys Gly

att att ctg aga
Ile Ile Leu Arg
S5

gee aga gtt aga
Ala Arg Val Arg
10

cca tec agt ggg

Pro Ser Ser Gly

85

aaa cag gat tgt
Lys Gln Asp Cys
100

ggg9 tac tgg tgg
Gly Tyr Trp Trp

ggt gtc ctg tta
Gly Val Leu Leu
135

cot ttg cgg gtt
Pro Leu Arg Val
150

€99 gcg caa tgg
Arg Ala Gln Trp
165

tcg tca agec gaa
Ser Ser Ser Glu
180

gg9g gtc atg tat
Gly Val Met Tyr

gaa gtg cag gat
Glu Val Gln Asp
215

tcc age gaa ggg
Ser Ser Glu Gly
230

gat cag caa tgg
Asp Gln Gln Trp
245

tta ttg <ac tgg
Leu Leu His Trp
260

att att tect geg
Ile Ile Ser Ala

agc cca atg cqgq
Ser Pro Met Arg
295

cat caa cgc att
His Gln Arg Ile
310

cce gect cteo ket

<99
Arg

tgc
Cys
40

gaa
Gle

gtt
Val

gaa
Glu

ttg
Leu
120

agt
Ser

aag
Lys

aaa
Lys

cag
Gln

<99
Arg
200

gtt
val

ccg
Pro

cge
Arg

cag
Gln

ata
Ile
280
cge
Arg

ttg
Leu

tta

gaa
Glu
25

gat
Asp

cag
Gln

aat
Asn

ttg
Leu

ctt
Leu
105

gct
Ala

att
Ile

(344
Phe

gaa
Glu

atg
Met
185

gat
Asp

ttg
Leu

999
Gly

aag
Lys

att
Ile
265

ata
Ile

tct
Ser

caa
Gln

att

ES 2313792 T3

gta
Val

att
Ile

gca
Als

9gc
Gly

cag
Gln
90

gct
Ala

ggc
Gly

agt
Ser

tta
Leu

gat
Asp
170

caa
Gin

ggt
Gly

ata
Ile

agc
Ser

gtt
val

agt
Ser

gag
Glu

tet
Phe

gaa
Glu

tat

teg
Trp

tgt
Cys

gat
Asp

cge
Arg
75

gtt
Val

gat
Asp

gta
Val

99¢
Gly

tta
Leu
155

q9¢
Gly

aag
Lys

gta
Val

aaa
Lys

qtg
Val

cas
Gln

cac
His

aac

gtt
Val

acg
Thr
315

cag

ctg
Leu

att
Ile

agt
Ser
60

aga
Arg

gcg
Ala

tat
Tyr

tte
Phe

cag
Gln
140

gac
Asp

agc
Ser

gtg
val

ate
Ile

atg
Met

tta
Leu

cca
Pro

tet
Ser

ggt
Gly

atc
Iie
300

ttas
Leu

gat

aat gaa ggt aac

Asn Glu
30

ceg ctg
Pro Leu
45

tta ttt
Leu Phe

ttt aat
Phe Asn

gga gtg
Gly val

caa ata
Gln Ile
110

ttg att
Leu Ile
125

cct gaa
Pro Glu

aaa age
Lys Ser

cty cag
Leu Gln

aga geg
Arg Ala

190
tgt gat
Cys Asp
205

ggt tac
Gly Tyr

att cat
Ile His

tta ctt
Leu Leu

i
cat cag
His Gln
270
tta gtg
Leu Val
285
agt ggt
Ser Gly

gca gea
Ria Ala

att gcg

60

Gly

gect
Ala

gtt
val

cca
Pro

gct
Ala
95

cce
Pro

tte
Phe

acg
Thr

aat
Asn

ttg
Leu
175

act
Thr

gac
Asp

ccg
Pro

gat
Asp

gca
Ala

Tct
Ser

999
Gly

gta
Val

tta
Leu

cet

Asn

ata
Ile

gat
Asp

aat
Asn
80

atc
Ile

gt
Val

ate
Ile

gta
Val

att
Ile
160

tce
Ser

ctc
Leu

tta
Leu

cat
His

gat
Asp
240

gat
Asp

cag
Gln

ctt
Leu

ctg
Leu

aag
Lys
320

tce

96

192

240

288

336

384

432

480

576

624

672

120

768

816

864

960

1008
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Lys

His

agt
Ser

gta
val

gat
Asp
385

gat
Asp

<210> 23
<211> 403

Lys

gat
Asp

cgc
Arg

99
Gly
370

gtg
val

tte
Phe

<212> PRT

<213> Salmonella

Asp

gaa
Glu

cat
His
355

gca
Ala

gta
val

aag
Lys

Pro

age
Ser
340

ggt
Gly

ttg
Leu

acg
Thr

tga

Ala
325

aag

Lys

aat
Asn

tta
Leu

att
Ile

Leu

tat
Tyr

tac
Tyr

cce
Pro

aaa
Lys
390

Ser

ctg
Leu

tta
Leu

aat
Asn
375

cat
His

Leu

cct
Pro

tta
Leu
360

999
Gly

tat
Tyr

lle

gcg
Ala
345

ctg

Leu

gga
Gly

gat
Asp

ES 2313792 T3

Tyr
330

cca
Pro

acg
Thr

gaa
Glu

act
Thr

Gln

gtg
Val

aat
Asn

att
Ile

ttg
Leu

Asp lle

gct ggc
Ala Gly

aaa gag
Lys Glu
385

gkc cat
Val His
380

att aac
Ile Asn

Ala Pro

tet
Phe
350

cgt
Arg

cty
Leu

tat
Tyr

61

335

gta
Val

tta
Leu

agt
Ser

cca
Pro

Ser

cag
Gln

cgt
Arg

gce
Ala

tta
Leu
400

1056

1104

1152

1200

1212
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<400> 23

ES 2313792 T3

Met Ala Tyr Leu Met Val Asn Pro Lys Ser Ser

1

5

10

Leu Gly His Val Leu Gln Gly Arg Glu Val Trp

20

Leu Ser Leu Gly Glu Lys

Asn

Ala

65

Lys

Ala

Ser

Gly

Asn

145

His

Gly

Glu

Leu

Ala
225

50

Gly

Pro

Phe

Arg

Gly

130

Asp

Tyr

Tyr

Ser

Val

210

Glu

35

Lys

Lys

Leu

Gly

Ser

115

Met

Leu

Val

Cys

Trp

195

Arg

Val

Ile

Ala

Pro

Lys

100

Gly

Gly

Pro

Arg

Ser

Gly

Glu

Ser

Ile

Arg

Ser

85

Gin

Tyr

val

Leu

Ala

1635

Ser

Val

Val

Sex

Gly

Cys
40

25

Asp Ile

Leu Arg Glu Gln Ala

Val

70

Ser

Asp

Trp

Leu

Arg

150

Gln

Ser

Met

Gln

Glu
230

55

Arg

Gly

Cys

Trp

Leu

135

val

Glu

Tyr

Asp

215

Gly

Val

Val

Glu

Leu

120

Ser

Lys

Lys

Gln

Arg

200

Val

fro

Asn

Leu

Leu

105

Ala

Ile

Phe

Glu

Met

185

Asp

Leu

Gly

Gly

Gin

30

Ala

Gly

Ser

Leu

Asp

170

Gln

Gly

Ile

Ser

Cys

Asp

Arg

75

val

Asp

val

Gly

Leu

155

Gly

Lys

val

Lys

Val
235

Trp Lys

Leu Asn

Ile

Ser

60

Arg

Ala

Tyr

Phe

Gln

140

Asp

Ser

val

Ile

Met

220

Leu

62

Pro
45

Leu

Phe

Gly

Gln

Lau

125

Pro

Lys

Leu

Arg

Cys

205

Gly

Ile

Ile

Glu

30

Leu

Phe

Asn

Val

Ile

110

Ile

Glu

Ser

Gln

Ala

190

Asp

Tyr

His

Arg

15

Gly

Ala

val

Pro

Ala

95

Pro

Phe

Thr

Asn

Leu

175

Thr

Asp

Pro

Asp

Phe

Asn

Ile

Asp

Asn

80

Iie

Val

Ile

Val

Ile

160

Ser

Leu

Leu

His

Asp
240
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ES 2313792 T3

Ile Gln Met Asp Gln Gln Trp Arg Lys Val Gln Pro Leu Leu Ala Asp

245

250

255

Ile Pro Gly Leu Leu His Trp Gln [le Ser His Ser His Gln Ser Gln

260

265

270

Gly Asp Asp Ile Ile Ser Ala Ile Ile Glu Asn Gly Leu Val Gly Leu

275

280

285

Val Asn Val Ser Pro Met Arg Arg Ser Phe Val Ile Ser Gly Val Leu

250

Asp Glu
305

Lys Lys

His Asp

His
355

Ser Arg

val Gly RAla

370

Asp Val val

385

Asp Phe Lys

<210> 24

<211> 243

<212> ADN
<213> Salmonella
<220>

<221> CDS
<222> (1)..(240)

Ser His

Asp Pro

Glu Ser

340

Gly

Leu

Thr

Gln

Ala

325

Lys

Asn

Leu

Ile

Arg

310

Leu

Tyr

Tyr

Pro

Lys
390

295

Ile

Ser

Leu

Leu

Asn

375

His

Leu Gln Glu

Leu Ile Tyr

330

Pro Ala Pro
345

Leu Leu Thr
360

Gly Gly Glu

Tyr Asp Thr

Thr

315

Gln

Val

Asn

Ile

Leu
395

300

Leu Ala Ala Leu Lys

320

Ile RAla Pro Ser
335

Asp

Ala Gly Phe Val Gln

350

Glu Arg Leu Arg
365

Lys

Val His Leu Ser Ala

380

Ile Asn Tyr Pro Leu

400

63
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<400> 24

atg
Met

gag
Glu

gaa
Glu

acc
Thr

att
Ile
65

taa

<210> 25
<211> 80

aca
Thr

gec
Ala

gag
Glu

tta
Leu
50

tat
Tyr

<212> PRT
<213> Salmonella

<400> 25

act ttg acc
Thr Leu Thr

aaa ggc ata
Lys Gly Ile
20

aac aac ggc
Asn Asn Gly
35

ttg ctt gaa

Leu Leu Glu

tat cqt tac
Tyr ARrqg Tyr

cgg
Arg

att
Ile

aag
Lys

gcg
Ala

cat
His
70

tta
Leu

tta
Leu

tta
Leu

atc
Ile
55

aac
Asn

gaa
Glu

caa
Gln

cag
Gln
40

gag
Glu

age
Ser

gat
Asp

tta
Leu
25

gat

Asp

cag
Gln

gca
Ala

ES 2313792 T3

ttg
Leu
10

agg
Arg

ccg
Pro

gee
Ala

ctt
Leu

ctg ctt
Leu Leu

gct gcce
Ala Ala

cag caa
Gln Gln

gaa aat
Glu Asn
60

gta gtg
val val
75

cat
His

<€gg
Arg

tat
Tyr
45

ate
Ile

agt
Ser

teg
Ser

saa
Lys
30

cag

Gln

atc
Ile

gag
Glu

cgt
Arg
15

cag
Gln

caa
Gln

aac
Asn

caa
Gln

gaa
Glu

tta
Leu

aac
Asn

att
Ile

gag
Glu
80

48

96

192

240

Met Thr Thr Leu Thr Arg Leu Glu Asp Leu Leu Leu His Ser Arg Glu

1

Glu Ala

Glu Glu

Thr Leu

5

10

15

Lys Gly Ile Ile Leu Gln Leu Arg Ala Ala Arg Lys Gln Leu
30

20

35

50

55

40

25

45

60

Asn Asn Gly Lys Leu Gln Asp Pro Gln Giln Tyr Gln Gln Asn

Leu Leu Glu Ala Ile Glu Gln Ala Glu Asn Ile Ile Asn Ile

Ile Tyr Tyr ARrg Tyr His Asn Ser Ala Leu Val Val Ser Glu Gln Glu

65

<210> 26

<211> 216
<212> ADN
<213> Salmonella

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(213)

70

75

64

80
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gtg gat atg ctc tcc cac atg geg cac cag 48
Val Asp Met Leu Ser His Met Ala His Gln

<400> 26
atg gat att gca caa tta
Met Asp Ile Ala Gln Leu
1 5 10
gca ggc cag gec att aat gac aaa atg aat
Ala Gly Gln Ala Ile Asn Asp Lys Met Asn
20 25
cca gaa tcg atg att aaa gcg caa ttt gec
Pro Glu Ser Met Ile Lys Ala Gln Phe Ala
35 40
ttr att aat tac gaa agt tca ctg atc aaa
Phe Ile Asn Tyr Glu Ser Ser Leu Ile Lys
50 55
agt gga atc att gct aaa atc tga
Ser Gly Ile Ile Ala Lys Ile
65 70
<210> 27
<211>171
<212> PRT
<213> Salmonella
<400> 27
Met Asp Ile Ala Gln Leu Val Asp Met
1 S
Ala Gly Gln Ala Ile Asn Asp Lys Met
20 25
Pro Glu Ser Met Ile Lys Ala Gln Phe
35 40
Phe Ile Asn Tyr Glu Ser Ser Leu Ile
50 55
Ser Gly Ile Ile Ala Lys Ile
65 70
<210> 28
<211> 228
<212> ADN
<213> Salmonella
<220>
<221> CDS

<222> (1)..(225)

ggt aat
Gly Asn

tta cag
Leu Gln

atg ate
Met Ile
60

15

gat ttg ctc aac 96

Asp Leu

30

Leu Asn

cag tat tct aca 144

Gla Tyr

45

Ser Thr

aag gat atg ctt 192
Lys Asp Met Len

Leu Ser His

10

Asn Gly Asn

Ala Leu Gln

Met Ala

Asp Leu

30

Gln Tyr
45

Lys Met Ile Lys Asp

60

65

216

His Gln

15

Leu Asn

Ser Thr

Met Leu
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<400> 28

atg ttt gcg ggc gtt aac cat agc ctg att tcc cag gta cat gcg atg 48
Met Phe Ala Gly Val Asn His Ser Leu Ile Ser Gln Val His Ala Met
1 5 10 15

tta cca gcg cta acg gtt atr gtt ccg gat aaa aaa tta cag ttg gta 26
Leu Pro Ala Leu Thr val Ile Val Pro Asp Lys Lys Leu Gln Leu Val
20 25 30

tgt ctg gca tta ttg ttg gcg ggt tta aat gag ccg cta aaa gocc geg 144

Cys Leu Ala Leu Leu Leu Ala Gly Leu Asn Glu Pro Leu Lys Ala Ala
35 40 45

aaa att tta tcg gat ata gat ttg cca gag get atg gog ctg cgt ctg 192
Lys Ile Leu Ser Asp Ile Asp Leu Pro Glu Ala Met Ala lLeu Arg Leu

50 35 60
tta ttt cct gca cca aat gag ggg ttit gaa aat tga 228
Leu Phe Pro Ala Pro Asn Glu Gly Phe Glu Asn
85 70 15

<210> 29
<211>75

<212> PRT
<213> Salmonella

<400> 29

Met Phe Ala Gly Val Asn His Ser Leu Ile Ser Gln Val His Ala Met
1 5 10 15

Leu Pro Ala Leu Thr Val Ile Val Pro Asp Lys Lys Leu Gln Leu Val
20 25 30

Cys Leu Ala Leu Leu Leu Ala Gly Leu Asn Glu Pro Leu Lys Ala Ala
35 40 45

Lys Ile Leu Ser Asp lle Asp Leu Pro Glu Ala Met Ala Leu Arg Leu
50 55 60

Leu Phe Pro Ala Pro Asn Glu Gly Phe Glu Asn
65 70 15

<210> 30

<211> 249

<212> ADN
<213> Salmonella
<220>

<221> CDS

66
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<222> (1)..(246)

<400> 30

atg agc gta gtg cct gta agc act caa tet tat gta aag tec tet gea 48
Met Ser Val Val Pro Val Ser Thr Gin Ser Tyr Val Lys Ser Ser Ala

gaa ccg agc cag gag caa att aat ttt ttt gaa caa ttg ctg aaa gat 96
Glu Pro Ser Gin Glu Gln Ile Asn Phe Phe Glu Gln Leu Leu Lys Asp
20 25 30

gaa gca tcc acc agt aac gec agt get tta tta ceg cag gtt atg ttg 144
Glu Ala Ser Thr Ser Asn Ala Ser Ala Leu Leu Pro Gln Val Met Leu
35 40 45

acc aga caa atg gat tat atg cag tta acg gta ggc gtc gat tat ctt 192
Thr Arg Gln Met Asp Tyr Met Gln Leu Thr Val Gly Val Asp Tyr Leu
50 55 60

gcc aga ata tca ggc gca gca teg caa gog ctt aat aag ctg gat aac 240
Ala Arg Ile Ser Gly Ala Ala Ser Gln Ala Leu Asn Lys Leu Asp Asn
65 70 75 80

atg gca tga 248
Met Ala

<210> 31

<211> 82

<212> PRT
<213> Salmonella

<400> 31

Met Ser Val Val Pro Val Ser Thr Gin Ser Tyr Val Lys Ser Ser Ala
1 5 10 15

Glu Pro Ser Gln Glu Gln Ile Asn Phe Phe Glu Gln Leu Leu Lys Asp
20 25 30

Glu Ala Ser Thr Ser Asn Ala Ser Ala Leu Leu Pro Gln Val Met Leu
35 40 45

Thr Arg Gln Met Asp Tyr Met Gln Leu Thr Val Gly Val Asp Tyr Leu
50 55 60

Ala Arg Ile Ser Gly Ala Ala Ser Gln Ala Leu Asn Lys Leu Asp Asn
65 70 75 80

<210> 32

<211> 750
<212> ADN
<213> Salmonella
<220>

<221> CDS
<222> (1)..(747)

67
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<400> 32

atg
Met
1

acg
Thr

aat
Asn

aaa
Lys

att
Ile
65

ttt
Phe

cce
Pro

gaa
Glu

att
Ile

gtt
val
145

cgg
Arg

gct
Ala

gce
Ala

ggc
Gly

<210> 33

aag
Lys

gca
Ala

caa
Gln

cag
Gln
50

aat
Asn

aca
Thr

cag
Gln

gga
Gly

gcg
Ala
130

gee
Ala

gta
val

agt
Ser

gac
Asp

aat
Asn
210

atg
Met

tat
Tyr

<211> 249
<212> PRT
<213> Salmonella

gtt cat cgt

val

tgt

Bis

gat

Arg

gtg

Cys Asp Val

atg
Met
35

gaa
Glu

gcg
Rla

acg
Thr

gaa
Glu

atg
Met
115

cta
Leu

gta
Val

aaa
Lys

aag
Lys

gta
Val
195

aaa
Lys

tta

20

ctg
Leu

qag
Glu

gtt
Val

gcg
Ala

gaa
Glu
100

ctg
Leu

ceqg
Pro

ettt
Phe

att
Ile

att
Ile
180

ccc
Pro

999
Gly

tcg

Leu Ser

tet
Phe

tge
Cys

gca
Ala

gat

ata gta ttt

Ile

gat
Asp

tta
Leu

ggt

Asp Gly

gag
Glu

gat
Asp
85

cag
Gln

agt
Ser

act
Thr

ata
Ile

aaa
Lys
165

agt
Ser

gcg
Ala

aag
Lys

ttg
Leu

ctg
Leu
245

cta
Leu
70

aag

Lys

cag
Gln

Val

ctt
Leu

ctt
Leu

gta
val
55

ctt

Phe

tat
Tyr

atg

ES 2313792 T3

ctt act gtc ctt

Len Thr
10

cge tca
Arg Ser
25

cag cat

Met Gln His

40

acc

tta cgt

Thr Leu Arg

aga

Leu Arg

atg
Met

aag
Lys

ttt
Phe

att
Ile

ctt aac

val

ttg
Leu

cat
His

gte
val

agt

Leu

ceca
Pro

att
1le

gag
Glu
60

tat

acg
Thr

gaa
Glu

gat
Asp
45

cag
Gln

ccg

ttc
Phe

gat
Asp
30

gcg
Ala

teg

ttt ctt
Phe Leu
15

gaa gcg
Glu Ala

gaa aaa
Glu Lys

cag ttt

Ser Gln Phe

cat

agq cag

Leu

ccg
Pro

aat

Asn

105

Asn

gct
Ala

90

(444
Phe

Gly Tyr
75

aat cag

Asn Gln

tta aaa
Leu Llys

cag atg gag ggc gtg att aat

Gin

tat
Tyr

aaa
Lys
150

gat
Asp

atc
Ile

aga
Arg

gtg
Val

aca
Thr
230

aga
Arg

Met

gat
Asp
135

tat
Tyr

tta
Leu

ttg
Leu

caa
Gln

gtg
Val
215

gga
Gly

cge
Arg

Glu
120

gag
Glu

tca
Ser

ata
Ile

atg
Met

aca
Thr
200

aag

Lys

ctg
Leu

cgt
Arg

Gly

gga
Gly

cct
Pro

gag
Glu

cag
Gin
185

ttc
Phe

tgg
Trp

tta
Leu

(344
Phe

val

agt
Ser

cag
Gin

atg
Met

cct
Pro

tgg
Trp

ttg
Leu

tta
Leu

tga

Ile Asn

aac gct
Asn Ala
140

gtc aat
Val Asn
155

tca atc
Ser Ile

gct gaa
Ala Glu

att atg
Ile Met

atg aaa
Met Lys
220

gga gtg
Gly val
235

Pro His Arg

tta gtg
Leu val

gaa caa

gta
Val
35

aga

Glu Gln Arg

110

gca aaa
Ala Lys
125

tcr ceg
Ser Pro

atg gag
Met Glu

cct g9g
Pro Gly

ttc aga
Phe Arg

gac gtt
Asp Val
205

tac cet
Tyr Pro

ggec atc
Gly Ile

68

gtg
Val

agc
Ser

gee
Ala

ttg
Leu
175

atg
Met

atc
Ile

tat
Tyr

ctg
Leu

Gln

80

teca
Ser

att
Ile

acce
Thr

tca
Ser

ettt
Phe
160

caa
Gin

gta
val

aac
Asn

ccqg
Pro

atc
Ile

48

96

144

288

336

384

432

480

528

576

824

672

720

750
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<400> 33

Met Lys Val
1

Thr Ala Cys

Asn Gln Met
35

Lys Gln Glu
50

Ile Asn Ala
65

Phe Thr Thr
Pro Gln Glu
Glu Gly Met

115

Ile Ala Leu
130

Val Ala val
145

Arg Val Lys

Tyr Ser Lys

Ala Asp val
195

Ala Asn Lys
210

Leu Met Leu
225

Gly Tyr Phe

<210> 34

<211> 2763
<212> ADN
<213> Salmonella
<220>

<221> CDS
<222> (1)..(2760)

<400> 34

His

Asp
20

Leu

Glu

Val

Ala

Glu

100

Leu

Pro

Phe

Ile

Ile

180

Pro

Gly

Ser

Cys

Arg

val

Ala

ASp

Glu

Asp

85

Gin

Ser

Thr

Ile

Lys

165

Ser

Ala

Lys

Leu

Leu
245

Ile

Asp

Leu

Gly

Leu

70

Lys

Gln

Gln

Tyr

Lys

150

Asp

Ile

Arg

Val

Thr

230

Arg

val

Leu

Leu

Val

55

Leu

Met

Lys

Met

Asp

135

Tyr

Leu

Leu

Gln

Val

215

Gly

Arg

Phe

Tyr

Met
40

Thr

Arg

Phe

Ile

Glu

120

Glu

Ser

Ile

Met

Thr

200

Lys

Leu

Arg

ES 2313792 T3

Leu

Arg
25

Gln

Leu

Leu

Pro

Asn

105

Gly

Gly

Pro

Glu

Trp

Leu

Phe

Thr
10

Ser

His

Arg

Asn

Ala

20

Phe

Val

Ser

Gln

Met

Pro

Trp

Leu

Leu

Val

Leu

His

Val

Gly

15

Asn

Leu

Ile

Asn

Val

155

Ser

Ala

Ile

Met

Gly
235

Leu

Pro

Ile

Glu
60

Tyr

Gln

Lys

Asn

Ala

140

Asn

Ile

Glu

Met

Lys

220

Val

Thr

Glu

Asp

45

Gln

Pro

Leu

Glu

Ala

125

Ser

Met

Pro

Phe

Asp

205

Tyr

Gly

Phe

Asp
30

Ala

Ser

His

val

Gln

110

Lys

Pro

Glu

Gly

Arg

180

val

Pro

Ile

Phe
15

Glu

Glu

Gln

Arg

val

95

Arg

val

Ser

Rla

Leu

17§

Met

Ile

Tyr

Leu

Leu

Ala

Lys

Phe

Gln

80

Ser

Ile

Thr

Ser

Phe

160

Gln

val

Asn

Pro

Ile

atg 2at ttg ctc aat cte aag aat acg ctg caa aca tct tta gta atc
Met Asn Leu Leu Asn Leu Lys Asn Thr Leu Gln Thr Ser Leu Val Ile

69

48
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499
9

tct

ata
Ile

aat
Asn
65

caa

cta act
Leu Thr

gtg ctrt
Val Leu
35

ata gag
Ile Glu
50

caa c¢gg
Gln Arg

tge tca

Gln Cys Ser

gtg
Val

aac
Asn

aat
Asn

tcg
Ser
145

tta
Leu

tgg
Trp

gcg
Ala

cce
Pro

gta
val
225

caa
Gln

cag
Gln

992
Gly

atgc
Ile

gty
Val

age cgg
Ser Arg

gg9a gag
Gly Glu
115

age ttt
Ser Phe

tta teca
Leu Leu

acg cga

tte

20

ace
Thr

gat
Asp

tee
Phe

tta
Leu

cat
His
100

aag
Lys

cgt
Arg

tct
Ser

aaa

Thr Arg Lys

agt gaa cca gaa
Ser Glu Pro Glu Tyr Ile

gtt gcc
Val Ala

tta
Leu

gca
Ala

tta
Leu

qgaa
Glu

gcg
Ala
85

cta
Leu

cac
His

cge
Arg

act
Thr

age
Ser

165

180

195

gat ct

Asp Leu

210

tgg ctg
Trp Leu

aaa ata
Lys Ile

caa att
Gln Ile

£gg agt
Trp Ser

~
<

cee
Pro

gat
Asp

ate
Ile

gat
Asp

cgt
Arg

cag
Gln

act
Thr

caa
Glin

aca
Thr

tet
Phe

gct
Rla

tece
Ser

gaa
Glu
70

act
Thr

tet
Ser

cgt
Arg

gat
Asp

gat
Asp
150

1444
Phe

aag
Lys

caa
Gln

aac
Asn

tta
Leu

tat
Tyr

gt
val
55

gct
aAla

gag
Glu

gte
Val

cte
Leu

agt
Ser
135

aac

Asn

cct
Pro

tac ata

ggc
Gly

agc
Ser

tta
Leu

ata
Ile
40

cta
Leu

gaa
Glu

att
Ile

ggt
Gly

tet
Phe
120

tee
Phe

cct
Pro

tta
Leu

aac
Asn

gta
Val

aca
Thr
25

tca
Ser

tee
Ser

cgt
Arg

cat
His

cct
Pro
108

ctg
Leu

att
Ile

tca
Ser

tac
Tyr

ES 2313792 T3

10

aca
Thr

atg
Met

gag
Glu

gac
Asp

cat
His
90

tca
Ser

cag
Gln

ctt
Leu

gat
Asp

cca
Pro

170

ggc aaa
Gly Lys

185

200

215

230

245

260

ctgq
Leu

278

tta aaa
Leu Lys

290

ttg atg
Leu Met

att
Ile

acg
Thr

gt
val

atc
Ile

tcg
Ser

gga
Gly

acg
Thr

ctt
Leu

gee
Ala

cag
Gin

(234
Phe

ctg
Leu

caa
Gln

aac
Asn

tta
Leu

ctg
Leu

cac
His

cac
His

gaa
Glu

ata
Ile

tac
Tyr

(434
Phe

ctg
Leu

tta
Leu

aat
Asn

tta
Leu

244
Phe

cca
Pro

ttg
Leu

gta
Val

ata att att
Ile Ile Ile

gtt
Val

atg
Met

gct
Ala
15

aac
Asn

aat
Asn

teo
Ser

aat
Asn

tat
Tyr
155

acc
Thr

Gly

gag
Glu

tta
Leu

ccg
0

cag
Gin

aat
Asn
60

aaa
Lys

gat
Asp

tgc
Cys

tct
Ser

cat
His
140

tca

3aa
Lys
45

att
Ile

aat
Asn

att
Ile

acy
Thr

gat
Asp
125

asa
Lys

act
Thr

tgg
Trp
30

<99
Arg

gta
val

tta
Leu

tte
Phe

ccg
Pro
110

atc
Ile

aat
Asn

cta
Leu

18

ctg
Leu

cag
Gln

cta
Leu

atg
Met

cct
Pro
95

acyg

Thr

gat
Asp

gag
Glu

cag
Gln

cta
Leu

cat
His

age
Ser

tat
Tyr
a0

gag
Glu

cta
Leu

gaa
Glu

att
Ile

cect
Pro
160

cat gcc ggg Tt tac
His Ala Gly Phe Tyr

gtg
Val

gat
Asp

gga tgg cac
Trp

His

acg
Thr

Ala

175

130

205

220

235

250

265

280

29§

tte
Phe

caa
Gln

tgce
Cvs

cca
Pro

ate
Ile

tgg
Tro

cge
Arg

tac
Tyr

cce
Pro

tta
Leu

acg
Thr

aca
Thr

ggt
Gly

ttt
Phe

cta
Leu

tit
Phe

ctg
Leu

acc
Thr

aat
Asn

aca
Thr

gat
Asp

tca
Ser

cat
His

ttg
Leu

cta
Leu

gtt
Val

agt
Ser

tac
Tyr

gat
Asp

cat
His

get tce gtt
Ser Val

aaa ctt
Lys Leu

att cga
Ile Arg

atc ccg
Ile Pro

240

gga tgg
Gly Trp

255

270

288

300

cat
His

tta
Leu

cgc
Ara

70

cat
His

aca
Thr

tca
Ser

gge cce
Gly Pro

aat cgc
Asn Arg

gca ttg
Ala Leu

ctg gece
Leu Ala

96

144

192

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

864

960
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305

aaa ccg
Lys Pro

ccg ctg
Pro Leu

att gcc

tta
Leu

age
Ser

gyt

Ile Ala Gly

gac aat
Asp Asn
370

gca aaa
Ala Lys
385

acg gta
Thr Val

gca att
Ala Tle

tta get
Leu Ala

aat aat
Asn Asn

cat atg
His Met
465

acc atc
Thr 1le

gtc ggt
Val Gly

cgg caa
Arg Gln

acc gga
Thz Gly
530

tte ctg
Phe Leu
545

caa atc
Gln Ile

gga att
Gly Ile

aat ctg
Asn Leu

gta tta
Val Leu

355

ctg
Leu

aaa
Lys

ata
Ile

gaa
Glu

gat
Asp
43S

ctg
Leu

gaa
Glu

cag
Gln

caa
Gin

att
Ile

999
Gly

gte
Val

Tttt
Phe

gga
Gly

aca
Thr
595

cce
Pro

310

tgg cgt tte
Trp Arg Phe
325

aca cgt tta
Thr Arg Leu
340

get ttt aac
Ala Phe Asn

gaa aac aaa
Glu Asn Lys

cgc gct gag
Arg Ala Glu
390

age cat gag
Ser His Glu
405

tta tta caa
Leu Leu Gln
420

ace gcc aga
Thr Ala Arg

ctg gat ttt
Leu Asp Phe

gaa aca gcg
Glu Thr Ala
470

g9g cca gcg
Gly Pro Ala
485

cat gtc cct
His Val Pro
500

ttg gtt aat
Leu Val Asn

ata cgt ctqg
Ile Arg Leu

agc gat agc
Ser Asp Ser

act get ttt
Thr Ala Phe
565

ctg act att
Leu Thr lle
580

cta aaa agt
Leu Lys Ser

tta caa gaa
Leu Gln Glu

gtc
Val

cca
Pro

caa

Gin

gtc
val
378

cga
Arg

tta
Leu

acc
Thr

aat
Asn

tca
Ser
455

tta
Leu

caa
Gln

=34+
Leu

tta
Leu

acg
Thr
535

qgt
Gly

tat
Tyr

gcg
Ala

gtc
val

tac
Tyr

gat
Asp

gca
Ala

ctg
Leu
360

gca
Ala

gct
Ala

cgt
Arg

acc
Thr

tgt
Cys
440

cge
Arg

ctg
Leu

age
Ser

tat
Tyr

cte
Leu
520

gte
val

aaa
Lys

caa
Gln

tca
Ser

cce
Pro
€00

cag
Gln

gtc
Val

caa
Gln
345

cre
Leu

gagq
Glu

aac
Asn

act
Thr

cct
Pro
425

aca
Thr

atc
Ile

cecg
Pro

aaa
Lys

tet
Phe
505

999
Gly

aag
Lys

999
Gly

gca
Ala

agce
Ser

qg99
Gly

ccyg
Pro

ES 2313792 T3

atct

330

cga
Arg

gat
Asp

cge
Arg

aaa
Lys

ceg
Pro
410

tta
Leu

ctg
Leu

gag
Glu

tta
Leu

aaa
Lys
490

cat
His

aac
Asn

cgt
Arg

att
Ile

gac
Asp
570
ctg

Leu

gtt
Val

cct
Pro

315

aat
Asn

ctg
Leu

act
Thr

acc
Thr

cgt
Arg
395

atg
Met

aac
Asn

tct
Ser

tet
Ser

ctg
Leu
475

ctg
Leu

acc
Thr

gcg
Ala

cat
His

gaa
Glu
5585

aca

Thr

gct
Ale

qga
Gly

caa
Gln

320

aaa acc gea act gca
Lys Thr Ala Thr Ala
335

gat gaa tta gat agt
Asp Glu Leu Asp Ser
350

cta caa gtc caa tac
Leu Gln Val Gln Tyr
365

cag geg cta aat gaa
Gln Ala Leu Asn Glu
380

aaa agc att cat cte
Lys Ser Ile His Leu
400

aat ggc gta ctc ggt
Asn Gly Val Leu Gly
413

ata gag caa caa gga
Ile Glu Gln Gln Gly
430

ttg tra gct att att
Leu Leu Ala Ile Ile
445

ggt cat ttc aca tta
Gly His Phe Thr Leu
460

gac cag gca atg caa
Asp Gln Ala Met Gln

tca tta cgt act ttt
Ser Leu Arg Thr Phe
495

gac agt atc cgt tta
Asp Ser Ile Arg Leu
510

gta aaa ttt acc gaa
Val Lys Phe Thr Glu
525

gag gaa caa tta ata
Glu Glu Gln Leu Ile
540

ata cag cag cag tct
Ile Gln Gln Gln Ser
560

aat tcg caa ggt aca
Asn Ser Gln Gly Thr
575

aaa atg atg ggc ggt
Lys Met Met Gly Gly
590

acc tgt gtc tcg cta
Thr Cys Val Ser Leu
605

cca att aas ggg acg
Pro 1le Lys Gly Thr

71

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872
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610

ctg
Leu
625

tca geg ceg
Ser Ala Pro

cgc ggt gaa cca
Rrg Gly Glu Pro

rat ttc tec
Tyr Phe Ser
660

teg
Lew

aca cca aat
Thr Pro Asn
675

tgt
Cys

ttg cag att ctt
Léy Gln Tle Leu
630

ggc aaa atg ctt
Gly Lys Met Leu
705

agt aac gag gct
Ser Asn Glu Ala

ctg att gac att

Leu Ile Asp Ile
740

tta tgg cat gat
Leu Trp His Asp
755

gca cta tcc got
Ala Leu Ser Ala
770

aat ggg att cat
Asn Gly Ile His
785

gct cge tac atce
Ala Arg Tyr lIle

gag cta cag gag
Glu Leu Gln Glu
820

gat gat atg gtc
Asp Asp Met Val
835

ctg get gat att
Leu Ala Asp Ile
830

tta att cac aca
Leu Ile His Thr
865

ttg gta tgc tat
Leu Val Cys Tyr

atc atc geg ctg
Ile Ile Ala Leu
300

atc ttc aaa aac

tge
Phe Cys
630

cce cac
Pro His
645

gga aaa
Gly Lys

atg cca
Met Pro

ttg gtt
Leu Val

gte
Val

agc
Ser
710

ctg act
Leu Thr

aga atg
Azrg Met

gag
Glu

ccyg
Pro

agc gta
Ser Val

tac
Tyr
790

cat
His

att
Ile

agt
Ser
805

cag gat
Gln Asp

att
Ile

aat
Asn

gaa aat
Glu Asn

aaa
Lys
870

Leu

gtc ata
val Ile
885

gag gaa
Glu Glu

tac acc

ctg

Leu His Arg

cag caa aat
Gln Gln Asn

cte
Leu

tac gac
Tyr Asp
665

ata aat
Ile

680

gta
val

gat gat
Asp Asp Ala
695

ctg ggc
Leu Gly Gln

tta tca caa
Leu Ser Gln

€ca gaa ata

Ile
745

Pro Glu

tta
Leu

aat aat
Asn Asn

760

gcg aca
Ala Thr Glu
775

att
lle

aca aaa
Thr Ly

gcc gca gaa
Ala Ala Glu

ccg agt cgc
Pro Ser Arg
825

aag att
Lys Ile
840

age
Ser

tcg
Ser

gcc gta
Rla val
855

tta
Leu

ggc tgt
Gly Cys

att gag
Ile Glu

gac
Asp

cta acc gac
Leu Thr Asp
905

att act taa

Ile Phe Lys Asn Tyr Thr Ile Thr

915

920

ES 2313792 T3

620

cakt c©gg caa ctg gct tgc tgg
Gln Leu Ala Cys Trp

635

gcg ctt cte aac gea
Ala Leu Leu Asn Ala

650

ctg gcg caa cag tta
Leu Ala Gln Gln Leu
670

aat ttg tta cca ccc
Asn Leu Leu Pro Pro

685

gat att aat cgg gat
Asp Ile Asn Arg Asp

700

cac gte act att gece
His Val Thr Ile Ala

715

cag cag cga ttc gat
Gln Gln Arg Phe Asp

730

gga
Gly

gag
Glu
655

ata
Ile

tgg
Tzp

ate
Ile

gec
Ala

tta
Leu
735

ata
Ile
640

ctt
Leu

ttq
Leu

cag
Gln

atc
Ile

agt
Ser
720

gta
Val

gat ggt att gaa tgt gta cga

Asp Gly Ile Glu Cys Val Arg

750

gat cct gac tge atg
Bsp Pro Asp Cys Met

76S

gat atr cat cgt tgt
Asp Ile His Arg Cys

780

cca gtg aca ttg get
Pro Val Thr Leu Ala

795

tac caa ctt tta cga
Tyr Gln Leu Leu Arg

810

tgc tca geg cta ctg
Cys Ser Ala Leu Leu
830

ttc caa tca ctg gac
Phe Gln Ser Leu Asp

845

gct gga gaa aaa atc
Ala Gly Glu Lys Ile

860

ggt caa ata ggg cag
Gly Gln Ile Gly Gin

875

aat cgc gta aaa atg
Asn Arg Val Lys Met

890

tta cgc cag aaa ata
Leu Arg Gln Lys Ile
910

72

ttt
Phe

aaa
Lys

acc
Thr

aat
Asn
815

gat
Asp

act
Thr

999
Gly
895

cgt
Arg

gtg
Val

aaa
Lys

tta
Leu
800

ata
Ile

aca
Thr

ttg
Leu

cag
Gln

gaa
Glu
880

aaa
Lys

atg
Met

1920

1968

2016

2064

2112

2160

2208

2256

2304

2352

2400

2448

2496

25414

2592

2640

2688

2736

2763
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<210> 35
<211> 920
<212> PRT

<213> Salmonella

<400> 35

Ile

Asn
85

Gln

Val

Asn

Asn

Ser

145

Leu

Trp

Ala

Pro

Asn

Leu

Val

Ile
50

Cys

Ser

Gly

Ser

130

Leu

Thr

Ser

Val

Asp
210

Leu

Leu
35

Glu

Arg

Ser

Arg

Glu

115

Phe

Leu

Arg

Glu

Ala

195

Leu

Leu

he
20

Thr

Asp

Phe

Leu

His

100

Lys

Arg

Ser

Lys

Pro

180

Asp

Ile

Asn

Ala

Leu Lys

Phe Leu

Ala Tyr

Ley Ser Val

Glu

Ala
85

55

Glu Ala

70

Thr Glu

Leu Ser Val

His Arg Leu

Arg

Asp Ser
135

Thr Asp Asn

Ser
165

Glu

150

Phe Pro

Tyr 1le

Gln Gln Gly

Thr

Lys Ser
215

Asn

Leu

Ile
40

Leu

Glu

Ile

Gly

Phe

120

Phe

Pro

Leu

Asn

Val
200

His

ES 2313792 T3

Thr

Thr
25

Ser

Ser

Arg

His

Pro

105

Leu

Ile

Ser

Tyr

Gly

185

Phe

Leu

Leu Gln
i0

Thr Lie

Thr

Ile

Met Val Gln

Gilu Met Asn

60

Asp Ala Lys

7%

His Asn Asp

90

Ser Asn Cys

Gln Ser

Leu Asn

Asp Tyr

155

Pro Thr
17¢
Lys Gly

Phe Giu

Pro Leu

Ser

His

140

Ser

His

Trp

Val

Asp
220

Ser

Ile

Lys
45

Iie

Asn

Ile

The

Asp

125

Lys

Thr

Ala

His

Thr
205

Asp

Leu

Trp
30

Arg

Val

Leu

Phe

fro

1190

Iie

Asn

Leu

Gly

Ala

190

Val

Ser

Val
15

Leu

Gin

Leu

Met

Pro

95

Thr

Asp

Glu

Gln

Phe

175

Ser

Lys

Ile

Ile

Leu

His

Ser

Tyr
8¢

Glu

Leu

Glu

Ile

Pro

160

Tyr

Val

Ley

Arg

Val Trp Leu Asp Gln Asn Asn His Leu Leu Pro Phe Ser Tyr lle Pro
225

Gln

Gln

Gly

Ile

val
305

Lys

Glin Ile

Trp Ser

Lys Ile Arg Thr

245

Pro Gly

260

Leu

275

Leu Lys

290

Leu Met

Pro Leu

Ile

Thr

Trp

Val

Ile

Ser

Arg
325

230

Gln Leu Giu Asn

Phe Leu Ile

Thr Leu Tyr

280

Leu Gla Gln

295
Ala Phe

Phe Val

Cys

Asp

Leu
265

Pro

Ile

235

Val Thr
250

Arg Thr

Tyr Gly Asn Leu His
285

Pro Phe

Trp Leu Leu

Val

315

{ls Asn
330

240

Leu His Asp Gly Trp
255

Thr

Thr Leu Thr

Leu His

300

His

Lys

73

Arg Ser

Thr Ala

270

Gly &ro

Asn Arg

Ala Leu

Leu Ala

320

Thr Ala

335
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Pro Leu

Ile Ala

Asn
370

Asp

Ala
385

Lys
Thr Val
Ala Ile
Ala

Leu

Asn
450

Asn

His Met

485

Ser

Gly
355
Leu
Lys
Ile
Glu
Asp
435

Leu

Glu

Thr
340

Arg
Ala Phe
Glu Asn
Arg Ala

His
405

Ser

Leu Leu

420

Thr Ala

Asp

Leu

Glu Thr

Leu

Asn

Lys

Glu

390

Glu

Gln

Arg

Phe

Ala
470

Thr Ile Gln Gly Pro Ala

val

Arg

Thr

Gly

Gln’

Gly

Gln

lie

485

His Val

500

Ley val

515

530

Phe

545

Gln

Gly

Asn

Val

Leu

Ile

Ile

Leu

Leu

Gly

Thr

Gly

Val

Phe

Ile Arg

Ser

Asp

Ala
565

Thr

Leu Thr

580

Leu Lys

595

610

Leu
625
Arg

Leu

Cys

Ser

Gly

Tyr

Thy

Gln

Pro
675

630

Glv

Lvs

Met

Pro

Ala

Glu ¥

Phe

Ile

Leu Gln

Pro Phe

Pro
645

Ser
660

Gly
Asn Met
Leu

Leu

Leu Val

Pro

Asn

Lau

Ser

550

Phe

Ile

Ser

Glu

Cys

630

His

Lys

Pro

Val

Ser

ES 2313792 T3

Pro Ala Gln
345

Leu Leu
360

Ala Glu

Gln

Val
378

Arg Ala Asn

Leu Arg Thr

Thr Thr Pro
425

Asn Cys Thr

440

Ser Arg Ile
455

Leu Leu Pro

Gin Ser Lys

Leu Tyr Phe
505

Leu Leu Gly
520

Thr Val Lys
535

Gly Lys Gly

Tyr Gla Ala

Ala Ser Ser
58S

Val Pro Gly
600

Tyr Gln Pro
615

Leu His Arg

Gln Gln Asn

Leu Tyr Asp
665

¥al 1lle Agn
680

Asp Asp Ala
695

Leu Glv Gln

Arg

Asp

Arg

Lys

Pro

410

Ley

Leu

Glu

Leu

Lys

430

His

Asn

Arg

Ile

Asp

570

Leu

val

Pro

Gln

Ala

650

Leu

Asn

Asp

His

Leu

Thr

Thr

Arg

385

Met

Asn

Ser

Ser

Leu
475

Leu

Thr

Ala

His

Glu

555

Thr

Ala

Gly

Gln

Leu

635

Leu

Ala

Leu

Ile

val

Asp

Leu

Gln

380

Lys

Asn

Ile

Leu

Gly

460

Asp

Ser

Asp

Val

Glu

Ile

Asn

Lys

Thr

Pro
620

Ala

Leu

Gln

Leu

Asn

100

Thr

74

Glu

Gin

365

Ala

Ser

Gly

Glu

Leu

445

His

Gin

Leu

Ser

Lys
525

Glu

Gln

Ser

Met

Cys

605

Ile

Cys

Asn

Gln

Pro

685

Arg

Ile

Leu Asp Ser
350

Val Gln Tyr

Leu Asn Glu

His Leu
400

Ile

Val Leu Gly

415

Gin Gln Gly

430
Ala Ile Ile

Phe Thr Leu

Met Gln
480

Thr Phe
495

Ala

Arg

Ile
510

Arg Leu

Phe Thr Glu

Gln Leu Ile

Gln Gln Ser

560

Gly Thr
575

Gln

Met
5%0

Gly Gly

Val Ser Leu

Lys Gly Thr

Gly Ile
640

Trp

Glu Leu
655

Ala

Leu Ile Leu

Pro Trp Gln
Asp Ile Ile

Ala Ala Ser
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705

710

ES 2313792 T3

715

Ser Asn Glu Ala Leu Thr Leu Ser Gla Gln Gln Arg Phe
725

Leu Ile Asp lle

Leu

Ala

Asn

785

Ala

Glu

Asp

Leu

Leu

865

Leu

Ile

Ile

<210> 36
<211> 639

Trp

Leu

770

Gly

krg

Leu

Asp

Ala

850

Ile

val

Ile

Phe

<212> ADN
<213> Salmonella

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(636)

His

755

Ser

Ile

Tyr

Gln

Met

835

Asp

His

Cys

Ala

Lys
915

740

Asp

Ala

His

Iie

Glu

820

Val

Ile

Thr

Tyr

Leu

900

Asn

Arg Met

Glu

Ser

His

Ser

805

Gin

Ile

Glu

Leu

val

885

Glu

Tyr

Pro

Val

Tyr

790

Ile

Asp

Asn

Asn

Lys

870

Ile

Glu

Thr

Pro

Asn

Ala

775

Ile

Ala

Pro

Ser

Ala

855

Gly

Asp

Leu

Ile

Glu

Asn

760

Thr

Thr

Ala

Ser

Lys

840

Val

Cys

Ile

Thr

Thr
920

Ile

Leu

Glu

Lys

Glu

Arg

825

Ile

Ser

Leu

Glu

Asp
905

730

Asp

Asp Gly Ile Glu Cys

Asp

Asp

Pro

Tyr

810

Cys

Phe

Ala

Gly

Asn

830

Leu

Pro

Ile

Val

795

Gln

Ser

Gln

Gly

Gin

875

Arg

Arg

Asp Cys
765

His Arg

780

Thr Leu

Leu Leu

Ala Leu

Ser Leu

8435

Glu Lys

860

Ile Gly

Val Lys

Gln Lys

75

750

Met

Cys

Ala

Arg

Leu

830

Asp

Ile

Gln

Met

Ile
910

Leu
735

Val

Phe

Lys

Thr

Asn

815

Ala

Leu

Asp

Thr

Gly

895

Arg

720

val

Arg

Val

Lys

Leu

800

Ile

Thr

Leu

Gln

Glu

880

Lys

Met
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<400> 36

atg aaa
Met Lys
1

aac ggc
Asn Gly

gag cat
Glu His

gag cct
Glu Pro
5C

ctg gat
Leu Asp
65

ctg gtt

Leu Val

gcc gea
Ala Ala

ctg tta
Leu Leu

cca acg
Pro Thr
130

acc aat
Thr Asn
145

att gac
Ile Asp

agt ata
Ser Ile

cag gtt
Gln val

tta ata
Leu Ile
210

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

gaa
Glu

att

gte
Val
35

gac
Asp

atc
Ile

tac

ggt
Gly

gcg
Ala
115

ttg
Leu

cat
His

gag
Glu

aaa
Lys

cat
His

gaq
Glu

tat
Tyr

atg
Met
20

aaa

Lys

ata
Ile

att
Ile

aca

Thr

gct
Ala
100

gca
Ala

aat
Asn

caa
Gln

999
Gly

acc
Thr
180

daaa
Lys

tat
Tyr

<213> Salmonella

aag
Lys

aat
Asn

aat
Asn

ctt
Leu

cct
Pro

gea

Ala
85

aat
Asn

ttg
Leu

€gg
Arg

ctg
Leu

tat
Tyr
165

gtc
vVal

gtg
val

taa

ate
Ile

gcc
Ala

ggt
Gly

atc
Ile

caa
Gln
70

tac

Tyr

q99¢c
Gly

caa
Gln

gaa
Glu

ctt
Leu
150

acce

Thr

gaa
Glu

aca
The

tta
Leu

tta
Leu

ctt
Leu

ctt
Leu
55

tta
Leu

caa

Gln

tat
Tyr

aca
Thr

gct
Ala
135

act
Thr

aat
Asn

aca
Thr

949
Gilu

tta
Leu

tta
Leu

g9ag
Glu
40

gat
Asp

cat
His

caa

Gln

gtt
val

gta
val
120

atc
Ile

ttg
Leu

cat
His

cac
His

tta
Leu
200

gta
Val

ccc
Pro
25

gt

Val

ctt
Leu

cag
Gln

gag

Glu

tta

Leu

105

gca

Ala

ctg
Leu

ege
Arg

999
Gly

cgq
Arg
189S

ctt
Leu

ES 2313792 T3

gac
Asp
10

tgg
Trp

tat
Tyr

agt
Ser

cgt
Arg

tat

Tyr
90

aas
Lys

gta
val

gct
Ala

gag
Glu

ate
Iie
170

atg

Met

aac
Asn

gat cat
Asp His

cct cat
Pro His

aat gee
Asn Ala

cta cct
Leu Pro
60

tgg cca
Trp Pro
75

atg ace

Met Thr

agc agt
Ser Ser

aac aag
Asn Lys

gaa tta
Glu Leu
140

cgt cag
Arg Gln
155

age gaa

Ser Glu

aat atg
Asn Met

tgt gce cga aga atg agg
Cys Ala Arg Arg Met Arg

gaa atc
Glu Ile

Lttt aaa
Phe Lys
30

tgt tgt
Cys Cys
45

ggc atc

Gly Ile

gca atg
Ala Met

att aaa

Ile Lys

agt cag
Ser Gln
110

cgt tac
ARrg Tyr
125

aac gct

Asn Ala

gtt ctt
Val Leu

aag cta
Lys Leu

atg aga
Met Arg
190

205

76

atc
Ile
15

att

Ile

gca
Ala

aat
Asn

aat
Asn

act

Thr
95

caa
Gin

att
Ile

gac
Asp

aaa
Lys

cat
His
175

aaq
Lys

ate
Ile

gta
val

tac
Tyr

ggc
Gly

att
Ile
80

tta

Leu

gtt
Val

gac
Asp

acg
Thr

ctt
Leu
160

ate

Ile

cta
Leu

48

96

192

240

288

336

480

528

624

639



10

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 37

Met Lys
1

Asn Gly

Glu His

Glu Pro

Leu Asp
65

Leu val

Ala Ala

Leu Leu

Pro Thr
130

Thr Asn
145

Ile Asp

Ser lle

Gln val

Leu Ile
210
<210> 38
<211> 388
<212> ADN

Glu

Ile

val

Asp

Ile

Tyr

Gly

Ala

115

Leu

His

Glu

Lys

His
195

Glu

Tyr

Met

20

Lys

Ile

Ile

Thr

Ala

100

Ala

Asn

Gln

Gly

Thr
180

Lys

Tyr

<213> Salmonella

<400> 38

gctreectee
agtttcatcea
dacccagteg
gtttatcttaa

tgtgaattta
catcctgata
tgtggttgtg

<210> 39
<211> 262

agttgcctgt
gaagattaat
atgactacaa
taaataattt
tcggaaaatc
ttgtacaaga
agcgaatttyg

Lys

Asn

Asn

Leu

Pro

Ala

85

Asn

Leu

Arg

Leu

Tyr
165

Val

Val

Tle

Ala

Gly

Ile

Gln

70

Tyr

Gly

Gln

Glu

Leu

150

Thr

Glu

Thr

ES 2313792 T3

Leu Leu Val

Leu

Leu

Leu

55

Leu

Gln

Tyzr

Thr

Ala

135

Thr

Asn

Thr

Glu

Leu

Glu

40

Asp

His

Gln

val

Val

120

Ila

Leu

His

His

Leu
200

tgcaaaatct
cgatggtgte
ttacttttta
ttcaaattgt
cgaatgatag
agagatagtc gaaataaatg tgaatcagge
atagaaac

Bsp
10

Asp

Pro Trp Pro

25

val

Leu

Gln

Glu

Leu

105

Ala

Leu

Arg

Gly

Arg
185

Leu

ttggcacttg atcactatceg

Tyr

Ser

Arg

Tyr

90

Lys

Val

Ala

Glu

Ile
170

Met

Asn

Asn

Trp

5

Met

Ser

Asn

Glu

Arg

155

Ser

Asn

Cys

atcattagga
ataagatgge
aagtttttat
aatcgeetgt

His

His

Ala

Pro

60

Pro

Thr

Ser

Lys

Leu

140

Gln

Glu

Met

Ala

agataaattt
gatgtaaaaa
gtcaatgctg
gacaaggtat

Glu

Phe

Cys

45

Gly

Ala

Ile

Ser

Arg

125

Asn

Val

Lys

Met

Arg

77

Ile

Lys

30

Cys

Ile

Met

Lys

Gln

110

Tyr

Ala

Leu

Leu

Arg
190

Arg

Ile lle
15

Ile val

Ala Tyr

Asn Gly

Asn Ile
80

Thr Leu
95

Gln Val

Ile Asp

Asp Thr

Lys Leu

160

His Ile
175

Lys Leu

Met Arg

cagtacatat
cttcatatat
catcgtaaca
aaaatgtaat
atgtagacag
tttttacgga

60

120
180
240
300
360
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<212> ADN

<213> Salmonella

<400> 39

taaaaatatc
atagcgcgea
cttcgggeeg
ttcaaaatgyg
tatcgtgtat

<210> 40
<211> 192
<212> PRT

<213> EPEC

<300>

<303> Mol. Microbiol.

<304> 28
<306> 1-4

<307> 1998

<400> 40

ttagagccta
aaaaccgcag
cegetagegyg
caagtaaaat
atggagggga

Met Asp Thr Ser Thr

1

Ser

Ile

Phe

Ala

65

Ala

Lys

Asp

Gln

Lys
145

<210> 41

Thr Ser

Asp Leu

35

Ala Tyr
50

Bsp Met

Asn Leu

Asn Ala

Pro Arg
115

Leu Gly
130

Ala Asn

<211> 380
<212> PRT
<213> EPEC

<300>

<303> Mol. Microbiol.

<304> 28

Met

20

Phe

Met

Asn

Val

Lys

100

Asn

Ala

Asn

5

Ala

Asn

Tyr

Glu

Asp

85

Ala

Asp

Gly

Leu

ES 2313792 T3

tcccaccagg cgttaattgg cgcagcecagt ttggacacgg 60

cgtacacgta gtacgtgagg tttgactcge tacgetegece 120
cgttcaaaac gctaacgegt tttggecgage actgeccagg 180
agcctaatgg gataggeict tagttagcac gttaattatc 240

at

Thr

Tyr

Lys

Gla

Ala

70

Ala

Gln

Ile

Asp

Thr
150

Ala

Asp

Leu

Ala

55

Ser

Lys

Leu

Thr

Leu

135

Thr

Ser

Leu

Gly
40

Gln

Lys

Ile

Pro

Ile

120

Gln

Thr

Val

Gly

25

val

Ser

Glu

Ala

Asp

108

Ser

Thr

Val

Ala

10

Ser

Phe

Asp

Ser

Asp

90

Glu

Gly

Val

Asn

Ser

Met

Gin

Leu

Thr

5

val

Val

Ile

Lys

Asn
155

Ala

Ser

Ala

Ser

60

Thr

Gln

Ile

Asp

Ala

140

Ser

Asn

Lys

Ala

45

Ile

Ala

Ser

Ser

Asn

125

Ala

Gln

78

Ala

Asp

30

Ile

Ala

Gln

Ser

Tyr

110

Ile

Ile

Leu

Ser

15

Asp

Leu

Lys

Lys

Ser

95

Ile

Asn

Ser

Glu

262

Thr

vVal

Met

Phe

Met

80

Asp

Asn

Ala

Ala

Ile
160
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<306> 1-4

<307> 1998

<400> 41

Met
1
Ala

Leu

Glu

Gly

Gin

Asp

Ser

Asp

145

Gln

Ile

Ala

Thr

Pro Gln Ala

225

Ala

Ser

val

Leu

Ala

Asp

Ser

50

Ser

Glu

Asn

Pro

Ala

130

Gly

Leu

val

Ala

Ala

Asn

Thr

Leu

35

Thr

Ala

val

Ala

Gln

115

Gin

Gln

Glu

Gly

Ile

195

Met

210

&la

Gly

val

Thr

val

Ala

20

Gln

Ala

Ala

Thr

Ser

Ala

Arg

Asn

Glu

Gln

180

Phe

Ala

Ile

Gly

Asn

Thr

Leu

Leu

Glu

Ser

85

Ser

Met

Val

Lys

Gln

165

Val

Asn

Leu

Leu Lys

Leu

Asn

Ser Gly

Val

Ala

Asp

70

Arg

Gly

Met

Ala

Ala

150

Gln

Phe

Pro

Gln

Thr

Asp

Lys

Thr

55

val

Thr

Tyr

Met

Ser

135

Leu

Lys

Gly

Ala

Thr

Ile

Ile

Ser

40

Pro

Leu

Glu

Pro

Met

120

Met

Asp

Ala

Trp

Leu

200

Ala

215

230

245

260

275

Ala

val

Thr

Val

Leu

Asp

Leu

Ala

Asn

Thr

val

Ala

Asn

Asn

Ala

Ala

Rla

Asp

Gly

Gln

Asn

25

Thr

Pro

Ser

Gly

Tyr

105

Ala

Lys

Asn

Glu

Leu

185

Trp

Val

Gly 1le

Asn Lys

ES 2313792 T3

Ser

i0

Gln

Ala

Ala

Lys

Thr

80

Leu

Thr

Asn

Lys

Glu

170

Gly

Ala

Asp

Ala Gln Ala

Gly

val

Ser

Pro

Gly

Leu

75

Glu

Ser

Leu

Ser

Thr

155

Lys

val

val

val

Arg

Glu

Ser

His

60

Phe

Pro

Gln

Leu

Asn

140

Leu

Ala

Ala

val

Met

Ser

val

Ala

45

Ser

Gly

Gln

val

Ser

125

Glu

Glu

Gln

Ala

Ala

205

Gly

220

235

250

285

Thr Phe

280

295

Asp

Leu Thr

Ala Ala

val

val

Thr

Tyr

Gly Val

Gly Ser

Ser Ser

Gly Ala Ser
15

Thr Ser Ala

30

Ser Trp Thr

Leu Val Thr

Gly Ile Ser

80

Arg Ser Thr

95

Asn Asn Val

110

Leu Asp Ala

Ile Tyr Ala

Phe Lys

Lys
160

Lys Ser Lys

175

Thr Ala Ile

180

Ile Ser Ala

Asp Asp Ala

Ser Ser

hsn Ile

270

Asp Asn Val Ala

285

300

79

Arg Ser

Tyr Asn Val Leu

Phe Gly Gly Leu Ser Leu

240

Leu Ile

255

Val Lys

Ser Lys

Ile Gly

Ser Gln
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3035

310

ES 2313792 T3

315

Val Ser Ala Phe Ala Val Glu Asn Leu Thr Arg

325

330

Ser Gin Ser Ala Lys Ala Glu Leu Glu Lys Ala

340

345

Asn Gln Ala Asn Tyr lle Gln Ser Ala Ser Gln

355

380

Ala Arqg Val Asn Ile Arg Ile Val Ser Gly Arg

370

<210> 42

<211> 401

<212> PRT

<213> Yersinia enterocolitica
<300>

<301> Hakansson, S.
Schesser, K.
Persson, C.
Galyov, E. E.
Rosqvist, R.
Homble, F.
Wolf Watz, H.

<303> EMBO J.

<304> 15

<306> 5812-5823

<307> 1996

375

320

Gln Ser Glu Tyr Leu
335

Thr Leu Glu Leu Gln
350

Leu Met Ser Asp Ser
365

val
380

80
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<400> 42

Met

Leu

Gln

Gly

Glu

65

Gly

Asn

Leu

Ile

Glu

145

Gly

Val

Ala

Ser

Val

val

val

50

Gly

Thr

Phe

val

Gln

130

Lys

Met

Ile

Met

Ala

Ala

35

Gin

Gln

ARla

Thr

Ser

115

Arg

Ile

Ala

Gly

Met
195

Tyr

20

Gly

Leu

Gln

Gly

Leu

100

Asn

Leu

Lys

Ser

Ala

180

Ile

Ile

Ile

Glu

Pro

Gln

Ser

85

Ala

Leu

His

Glu

Lys

165

Ile

Ala

Thr

Glu

Leu

Ala

Glu

70

Gln

Ser

Glu

Glu

Thr

150

Ile

Met

Ser

His

Thr

Lys

Pro

55

Ile

Leu

Pro

Glu

Gln

135

Glu

Phe

val

Gly

Asp

Bro

Asp

40

Leu

Thr

Ile

Asp

val

120

Asn

Glu

Gly

Ala

Val
200

ES 2313792 T3

Arg

Ala

25

Lys

Ala

Lys

Ser

Thr

105

Arg

Met

Asn

Trp

Ser

185

Ile

Ser

i0

Pro

Asn

val

Leu

Asn

90

Phe

Lys

Lys

Ala

Leu

Gly

Gly

Thr

Ala

Gly

Val

Leu

75

Tyr

Glu

Asp

Lys

Lys

155

Ile

Val

Met

Pro

Pro

Gly

Ala

60

Glu

Val

Ile

Ile

Ile

140

Gln

Ala

Gly

Ala

81

val

Leu

Val

45

Ser

Ser

Ser

Glu

Lys

125

Glu

val

Ile

Ala

Asn
208

Thr

Gln

30

Ser

Gln

Val

Val

Leu

110

Ile

Glu

Lys

Ala

val

180

Met

Gly

15

Thr

Ser

Val

Thr

Leu

85

Gly

Ala

Asn

Lys

Ser

175

Ala

Ala

Ser

Gln

Gln

Thr

Arg

80

Thr

Lys

Asp

Gln

Ser

160

Val

Gly

val
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Lys Gln Ala Ala Glu Asp Gly Leu Ile Ser Gln Glu Ala Met Gln Val
210 215 220

Leu Gly Pro Ile Leu Thr Ala Ile Glu Val Ala Leu Thr Val Val Ser
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225

Thr

Gly

Giu

Val

Met

305

Gly

Asp

Ala

Leu

Asn

385

val

<210> 43

<211> 390

Val

Ala

Phe

Gly

290

Ser

Val

Leu

Ala

Ser

370

Ala

<212> PRT
<213> Pseudomonas aeruginosa

<300>

Met

Lys

Ser

Ser

His

Gly

Gln

Leun

355

Glu

Lys

Thr

Leu

260

Ala

Ala

Val

Ser

His

340

Gln

Ser

Gly

<301> Hauser, A. R.
Fleiszig, S
Kang, P. J.
Mostov, K.
Engel, J. N.

<303> Infect. Immun.

<304> 66

<306> 1413-1420
<307> 1998

Phe
245

Gly

Val

lle

Gly

328

Asn

Ser 1

His

Asp

230

Gly

Ala

Val

Thr

Arg

310

Ile

Asn

Arg

Met
350

Gly

Asn

Ala

Lys

295

Thr

Thr

Ala

Ile

Gln

3175

Leu

Ser

Thr

Gln

280

Leu

Gly

Gln'

Asp

Asp

360

Val

His

Ala

Ala

265

Ile

Gly

Ser

Thr

Leu

345

Arg

Met

Asn

235 240

Leu Lys

250

Ser Leu

Ser Thr

Gly Ser

Gln Ala

315

Ile Asn

330

Ala Leu

Leu Lys

Glu Leu

Leu Ala

Cys Leu Ala Asp Ile

Ala

Gly

Phe

300

Thr

Asn

Asn

Glu

Ile

380

Gly

82

Ala

Ile

285

Gly

Gln

Lys

Lys

Glu

363

Phe

Arg

Lys

270

Ser

Ser

val

Lys

Ala

350

Leu

Gln

Pro

255

Gly

Asn

Leu

Ala

Gln

335

Asp

Ser

Met

His

Ala

Thr

Thr

Val

320

Ala

Met

His

Ile

Thr
400
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<400> 43

Glu

Ser

Arg

85

vVal

Asn Pro Ile

Ala Gly Asp

20

Ser Leu Arg
35

Gly Thr Gly
50

Leu Glu val

Gly Glu Asp

ES 2313792 T3

Thr Leu Glu Arg Ala Gly Leu Pro Tyr Gly val

5 10

Ile Pro Ala Leu Gly Arg
25

Val Glu Arg Leu Ala Ala
40

Val Ala Leu Thr Pro Pro
55

Ala Asn Arg Ala Glu Ile
70

Ala Glvy Leu Ala Arg Gln

Pro

Pro

Ser

Ala

75

val

Val Ala Arg
30

Ala Ala Ala
45

Ala Ala Ser
60

Ser Leu Val

Val Leu Ala

83

15

Asp

Ser

Gln

Gln

Gly

Ala

val

Ala

Gln

Ala

80

Ala
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Glu

Lys

Glu

145

Ala

Ile

Ala

Ser

val

225

Leu

Ala

Leu

Ser

305

Ser

Ser

Glu

Ile

Ser
385

<210> 44
<211>20

Leu

Leu

130

Asp

Gln

Ala

Ala

Gln
210

Met

Leu

Ala

Ser

Ala

290

Asp

Gly

Arg

Glu

Phe

370

Arg

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

Ala

115

Thr

Asn

Lys

Ser

Ala

195

Ser

Glu

Leu

Lys

Leu

275

Gly

Leu

Phe

Ala

Leu

355

Ala

Pro

Lys

Glu

Gln

Ser

Ile

180

Gly

Val

Lys

Ala

Leu

260

Ala

Gln

Thr

Gln

Asp

340

Ser

Met

Ala

Ile

Ile

Gln

Gly

165

Ile

Ala

Gin

Leu

Ala

245

Gly

Ser

Ser

Leu

Ala

325

Leu

Arg

Leu

Ala

Thr

Glu

Lys

150

Leu

val

Leu

Gln

Gly

230

Val

Ala

Lys

Leu

Asp

310

Lys

Thr

Met

Gln

Ile
390

Gly

Gln

138

Ile

Ala

Gly

Met

Ala
215

Pro

Val

Lys

Val

Ser

295

Val

Ala

Thr

Leu

Ala
375

ES 2313792 T3

Glu Val

120

Ala Arg

Arg Glu
Ala

Lys

Ile
185

Ala

Ile Ala

200

Ala Ala

Ala Leu

Ser Phe

Ile Gly

265

Ala
280

Asn
His Ser
Ala Asn
Ala

Asn

Gln
345

Leu

Glu Ala
360

Lys Gly

Glu

Lys

Ser

Ile

170

Met

Gly

Asp

Met

Gly

250

Gly

Leu

Leu

Gly

rg

330

Gly

Phe

Glu

asn

Gln

Glu

155

Phe

val

Gly

Gly

Gly

235

Gly

Lys

Gly

Lys

Ala

315

Gln

Val

Gln

Thr

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

Gln

Asn

140

Glu

Gly

Ala

val

Leu
220

Ile

Ser

Ala

Gly

Leu

300

Ala

Ala

Tle

Glu

Leu
380

84

Gin

125

Leu

Ala

Trp

Thr

Met

205

Ile

Glu

Ala

Ala

Lys

285

Gly

Gln

Asp

Glu

Ile

365

His

Lys Lys lLeu

Gln Lys Met

Ala Lys Glu
160

Ile Ser Ala
175

Gly val Gly
190

Gly val Val

Ser Lys Glu

Ile Ala Val
240

Val Gly Gly
255

Glu Met Thr
270

Phe Gly Ser

Val Gln Val

Ala Thr His

320

Val Gln Glu
335

Arg Leu Lys
350

Met Glu Arg

Asn Leu Ser
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ES 2313792 T3

<400> 44

tttttacgtg aageggggtg

<210> 45

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 45

ggcattageg gatgtctgac tg

<210> 46

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 46
caccaggaac cattttctct gg

<210> 47

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 47
cagcgatgac gatattcgac aag

<210> 48

<L211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 48
gaaatcccgce agaaatg

<210> 49

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

85
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22

22

23

17
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<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor
<400> 49
aaggcgataa tataaac

<210> 50

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Precursor
<400> 50
agagatgtat tagatac

<210> 51

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor
<400> 51
gcaataagag tatcaac

<210> 52

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor
<400> 52
gctaagcettc ggctcaaatt gtttggaaaa ¢

<210> 53

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Precursor
<400> 53
gctaagctta gagatgtatt agatacc

<210> 54
<211>23

86

17

17

17

31

27
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor
<400> 54
attggatccg caagcgtcca gaa

<210> 55

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor
<400> 55
tatggatcct cagattaagc gcg

<210> 56

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 56

atagaattcg gagggagatg gagtggaag

<210> 57

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor
<400> 57
atagaattcg aagataaagc gattgccgac

<210> 58

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor
<400> 58

gaaggatcca ctccatctce cte

87
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<210> 59

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 59
gaaggatcca tttgctctat ttcttge

<210> 60

<211>30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 60
atgggatccg agattcgcca gaatgegcaa

<210> 61

<211>30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 61
atgggatcca ctggcataaa cggtttccgg

<210> 62

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 62
attggatcct gacgtaaatc attatca

<210> 63

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

88
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30

30

27
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<400> 63
attggatcct taagcaataa gtgaatc

<210> 64

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 64
aaggaattca acaggcaact ggagg

<210> 65

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 65
ctgeeetcge gaaaattaag ataata

<210> 66

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 66
cttatttttc gcgaggg

<210> 67

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor

<400> 67
ggacgececct ggttaata

<210> 68

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Precursor
<400> 68
ggtctgecagg atttttcacg catcgegte

<210> 69

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Precursor
<400> 69

ggtctgcaga accattgata tataagctge

90

29

30
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