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DESCRIPCION
Vacuna contra Escherichia coli enterohemorragica
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones y métodos para provocar una respuesta inmunitaria en mamiferos
contra Escherichia coli enterohemorragica. En particular, la invencién se refiere al uso de sobrenadantes de cultivo
celular para el tratamiento y la prevencion de la colonizacion de mamiferos por E. coli enterohemorragica.

Antecedentes de la invencion

Escherichia coli enterohemorragica (ECEH), también denominada E. coli productora de toxina Shiga (ECTS) y E. coli
vertotoxigénica (ECVT) son bacterias patogénicas que producen diarrea, colitis hemorragica, sindrome urémico
hemolitico, insuficiencia renal y muerte en seres humanos. Mientras que muchas cepas de ECEH productoras de
toxinas similares a Shiga pueden producir enfermedades en seres humanos, las del serotipo O157:H7 producen la
mayoria de las enfermedades humanas. Este organismo puede colonizar el intestino grueso de seres humanos
mediante un mecanismo Unico en el que un numero de determinantes de virulencia se administran a las células
huésped a través de un sistema de secrecion de tipo lll, incluyendo el receptor de intimina translocado, Tir
(DeVinney et al., Infect. Immun. (1999) 67:2389). En particular, estos patdgenos secretan determinantes de
virulencia EspA, EspB y EspD que permiten la administracion de Tir en las membranas de células intestinales. Tir se
integra en la membrana de la célula huésped donde sirve como el receptor para una proteina de la membrana
externa bacteriana, intimina. La union Tir-intimina une ECEH a la superficie de células intestinales y desencadena
reorganizaciones en el citoesqueleto de actina debajo de la ECEH adherente lo que produce la formacion de un
pedestal. EspA, EspB, Tir e intimina son cada una esencial para la colonizacion con éxito del intestino por ECEH.

Aunque ECEH coloniza el intestino de rumiantes y otros mamiferos, generalmente no producen enfermedad
sintomatica en estos animales. Sin embargo, la contaminacion de la carne y el agua por el serotipo O157:H7 de
ECEH (de aqui en adelante, “ECEH O157:H7”) es responsable de aproximadamente 50.000 casos de infeccion por
ECEH O157:H7 en seres humanos al afio en los Estados Unidos y Canada lo que produce aproximadamente 500
muertes. En 1994, el coste econdémico asociado con la infeccién por ECEH O157:H7 en seres humanos se estimoé
que estaba por encima de 5 mil millones de délares anuales.

El primer brote de ECEH 0O157:H7 documentado localizado a carne contaminada se produjo en 1982.
Posteriormente, se demostré que los rumiantes saludables incluyendo, pero no limitados a, ganado vacuno, vacas
lecheras y ovejas, podrian estar infectados con ECEH O157:H7. De hecho, informes de la USDA indican que hasta
el 50% del ganado vacuno son portadores de ECEH O157:H7 en algun momento durante su vida y, por tanto,
excretan ECEH O157:H7 en sus heces.

Debido al procesamiento mayoritario de ganado vacuno sacrificado y el bajo nimero de ECEH O157:H7 (10-100)
necesario para infectar a un ser humano, la colonizacién por ECEH O157:H7 de ganado vacuno sano permanece
como un problema de salud serio. Para abordar este problema, la investigacién se ha enfocado en métodos
mejorados para detectar y posteriormente aniquilar ECEH O157:H7 en el momento del sacrificio, alterar la dieta del
ganado vacuno para reducir el nimero de ECEH O157:H7 intestinal e inmunizar animales para prevenir la
colonizacién por ECEH O157:H7 (Zacek D. Animal Health and Veterinary Vaccines, Alberta Research Counsel,
Edmonton, Canada, 1997). Recientemente, se han descrito la produccion y el uso recombinante de proteinas de
ECEH 0O157:H7 incluyendo EspA recombinante (Publicacion International No. WO 97/40063), TIR recombinante
(Publicacion International No. WO 99/24576), EspB recombinante e intimina recombinante (Li et al., Infec. Immun.
(2000) 68:5090-5095). Sin embargo, la produccion y purificacion de proteinas recombinantes en cantidades
suficientes para su uso como antigenos es tanto dificil como cara. En el momento actual, no hay método eficaz para
bloquear la colonizacién por ECEH O157:H7 de ganado vacuno y otros mamiferos y, por tanto, para reducir la
excrecion de ECEH en el medio ambiente.

Por tanto, existe una necesidad para composiciones y métodos nuevos para el tratamiento y la prevencion de la
enfermedad de ECEH, asi como para reducir la colonizacién por ECEH de mamiferos para reducir la incidencia de
problemas de salud asociados con carne y agua contaminados por ECEH.

Compendio de la invencion

La presente invencién satisface la necesidad anterior proporcionando tales composiciones para su uso en tales
métodos. En particular, los métodos descritos en el presente documento hacen uso de una composiciéon de vacuna
que comprende una cantidad eficaz de un sobrenadante de cultivo celular concentrado de Escherichia coli
enterohemorragica (ECEH), en donde el sobrenadante de cultivo celular, hecho crecer en medio minimo M9
suplementado con NaHCO3; 20-100 mM, MgSO4 5-10 mM, glucosa del 0,1-1,5% y casaminoacidos del 0,05-0,5%,
comprende un antigeno secretado por un sistema de secrecion de tipo lll y es capaz de estimular una respuesta
inmunitaria contra ECEH, y un adyuvante inmunolégico, tratandose y/o previniéndose con ello la infeccion por ECEH
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y/o reduciéndose la colonizacion por ECEH del mamifero. Las composiciones se administran con un adyuvante
coadministrado. En ciertas formas de realizacion, EspA y Tir comprenden al menos el 20% de la proteina del
sobrenadante de cultivo celular. El sobrenadante del cultivo de ECEH puede derivar de cualquier serotipo de ECEH,
pero preferiblemente se obtiene de un cultivo de ECEH 0157, tal como ECEH O157:H7 o ECEH:NM (no movil). El
sobrenadante del cultivo celular de la presente invencion es facil y relativamente barato de preparar y es eficaz a
pautas de dosis que tienen toxicidad minima.

EspA, EspB, Tir e intimina son necesarios para la activacion (A) de rutas de transduccion de sefales de células
epiteliales huéspedes y para la unién estrecha (E) de ECEH a las células huéspedes epiteliales. Por tanto, sin estar
unido a la siguiente hipotesis, se cree que la administracion del SCC de la presente invencion a un mamifero
estimula una respuesta inmunitaria contra uno o mas antigenos secretados, tal como EspA y Tir, que bloquea la
union de ECEH a las células epiteliales intestinales.

Segun esto, es un objeto de la presente invencidon proporcionar una vacuna eficaz para estimular una respuesta
inmunitaria contra antigenos secretados de ECEH, tratando y/o previniendo con ello la enfermedad por ECEH en un
mamifero.

Otro objeto es proporcionar una vacuna eficaz para reducir, prevenir y/o eliminar la colonizacién por ECEH de un
rumiante u otro mamifero.

Otro objeto es reducir el nimero de animales que excretan ECEH en el medio ambiente.

Otro objeto es reducir el numero de ECEH excretada en el medio ambiente por un animal infectado.

Otro objeto es reducir el tiempo durante el cual ECEH se excreta en el medio ambiente por un animal infectado.
En el presente documento se describe la reduccion de la contaminacion por ECEH del medio ambiente.

En el presente documento se describe la reduccion de la contaminacion por ECEH de carne y/o agua.

En el presente documento se describe el tratamiento, prevencion o reduccion de infecciones por ECEH en seres
humanos.

En el presente documento se describen vacunas eficaces como un auxiliar a otros agentes bioldgicos anti-ECEH.
En el presente documento se describen vacunas eficaces como un auxiliar a agentes quimicos anti-ECEH.

En el presente documento se describen vacunas eficaces como un auxiliar a agentes anti-ECEH bioldgicamente
manipulados.

Otro objeto es proporcionar una vacuna eficaz como un auxiliar para agentes anti-ECEH basados en acidos
nucleicos.

Otro objeto es proporcionar una vacuna eficaz como un auxiliar para agentes anti-ECEH proteinas recombinantes.
Otro objeto es proporcionar un plan de vacunacion eficaz para reducir la colonizaciéon por ECEH de un rumiante.
Otro objeto es proporcionar un plan de vacunacion eficaz para reducir la excrecion de ECEH por un rumiante.

Otro objeto es proporcionar una vacuna eficaz para reducir la colonizacion por ECEH O157 de ganado vacuno, tal
como la colonizacion de ECEH O157:H7 y/o ECEH:NM.

Otro objeto es proporcionar una vacuna eficaz para prevenir la colonizacion por ECEH 0157 de ganado vacuno, tal
como la colonizacion de ECEH O157:H7 y/o ECEH:NM.

Otro objeto es proporcionar una vacuna eficaz para eliminar la colonizacion por ECEH O157:H7 de ganado vacuno,
tal como la colonizacién de ECEH O157:H7 y/o ECEH:NM.

Otro objeto es reducir el numero de ganado vacuno que excreta ECEH O157 en el medio ambiente, tal como la
excrecion de ECEH O157:H7 y/o ECEH:NM.

Otro objeto es reducir el nimero ECEH O157 excretada en el medio ambiente por ganado vacuno infectado, tal
como la excrecion de ECEH O157:H7 y/o ECEH:NM.

Otro objeto es reducir el tiempo durante el cual ECEH O157 se excreta en el medio ambiente por ganado vacuno
infectado, tal como la excrecion de ECEH O157:H7 y/o ECEH:NM.
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Otro objeto es proporcionar una vacuna eficaz como un auxiliar a otros agentes anti-ECEH O157.

Otro objeto es proporcionar un plan de vacunacion eficaz para reducir la colonizacion de ganado vacuno por ECEH
0157.

Otro objeto es proporcionar un plan de vacunacion eficaz para reducir la excrecion de ECEH O157 por ganado
vacuno.

Por tanto, en una forma de realizacion, la invencion se dirige a una composiciéon de vacuna que comprende una
cantidad eficaz de un sobrenadante de cultivo celular de Escherichia coli enterohemorragica (ECEH) concentrado,
en donde el sobrenadante de cultivo celular, hecho crecer en medio minimo M9 suplementado con NaHCO3; 20-100
mM, MgSO4 5-10 mM, glucosa del 0,1-1,5% y casaminoacidos del 0,05-0,5%, comprende un antigeno secretado por
un sistema de secrecion de tipo Il y es capaz de estimular una respuesta inmunitaria contra ECEH, y un adyuvante
inmunolégico. En ciertas formas de realizacion, la ECEH es ECEH O157:H7 y/o ECEH O157:NM. En formas de
realizacion adicionales, el adyuvante inmunolégico comprende una emulsién de aceite en agua, tal como aceite de
aceite mineral y bromuro de dimetildioctadecilamonio. En formas de realizacién aun adicionales, el adyuvante
inmunolégico es VSA3. El VSA3 puede estar presente a una concentracion de aproximadamente el 20% hasta
aproximadamente el 40% (v/v), tal como a una concentracion del 30% (v/v).

En aun otras formas de realizacion, la composicion de vacuna comprende ademas uno o mas antigenos secretados
de ECEH recombinantes o purificados seleccionados del grupo que consiste en EspA, EspB, EspD y Tir. En otras
formas de realizacién, EspA + Tir comprende al menos al 20% de la proteina celular presente en la composicion.

En el presente documento se describen métodos para provocar una respuesta inmunoldgica en un mamifero contra
un antigeno secretado de Escherichia coli enterohemorragica (ECEH). EI método comprende administrar al
mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién que comprende un sobrenadante de cultivo
celular de ECEH. En ciertas formas de realizacion, la ECEH es ECEH O157:H7 y/o ECEH O157:NM. En formas de
realizacion adicionales, el mamifero es un ser humano o un rumiante, tal como un sujeto bovino. En aun otras
formas de realizacion, la composicion comprende ademas un adyuvante inmunoldégico, tal como una emulsién de
aceite en agua, que comprende por ejemplo, un aceite de aceite mineral y bromuro de dimetildioctadecilamonio. En
formas de realizacion adicionales, el adyuvante es VSA3. Las composiciones pueden comprender ademas uno o
mas antigenos secretados de ECEH recombinantes o purificados seleccionados del grupo que consiste en EspA,
EspB, EspD y Tir. En otras formas de realizacion, EspA + Tir comprende al menos al 20% de la proteina celular
presente en la composicion.

También se describe en el presente documento un método para provocar una respuesta inmunoldgica en un
rumiante contra un antigeno secretado de Escherichia coli enterohemorragica O157:H7 (ECEH O157:H7). El método
comprende administrar al rumiante una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion que comprende un
sobrenadante de cultivo celular de ECEH O157:H7 y VSA3. En formas de realizacion adicionales, VSA3 esta
presente en la composicién a una concentracion desde aproximadamente el 20% hasta aproximadamente el 40%
(v/v), tal como a aproximadamente el 30% (v/v).

También se describe en el presente documento un método para reducir la colonizacién de Escherichia coli
enterohemorragica (ECEH) en un rumiante que comprende administrar al rumiante una cantidad terapéuticamente
eficaz de una composicion que comprende un sobrenadante de cultivo celular de ECEH y un adyuvante
inmunoldgico.

También se describe en el presente documento un método para reducir la excrecion de Escherichia coli
enterohemorragica (ECEH) de un rumiante que comprende administrar al rumiante una cantidad terapéuticamente
eficaz de una composicion que comprende un sobrenadante de cultivo celular de ECEH y un adyuvante
inmunoldgico.

Estos y otros aspectos de la presente invencion seran evidentes tras la referencia a la siguiente descripcion
detallada y las figuras adjuntas. Ademas, se muestran varias referencias en el presente documento que describen
en mas detalle ciertos procedimientos o composiciones.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra el perfil electroforético de las proteinas de SCC separadas mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida.

La figura 2 muestra el perfil electroforético de EspA, Tir, EspB e intimina recombinantes separadas mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2446 984 T3

La figura 3 muestra la excrecion fecal de ECEH O157:H7 por ganado vacuno inmunizado con una vacuna de SCC
después de exposicion a ECEH O157:H7.

La figura 4 representa la reactivacion de la excrecion fecal de ECEH O157:H7 en ganado vacuno previamente
infectado.

La figura 5 muestra la respuesta serolégica a la inmunizacién con vacuna de EspA + Tir recombinantes y con vacuna
de EspB + intimina recombinantes.

La figura 6 muestra la excrecion fecal de ECEH O157:H7 después de la inmunizacion con vacuna de EspA + Tir
recombinantes y con vacuna de solucion salina.

La figura 7 muestra el nimero de animales que excretan E. coli O157:H7 en cada dia del ensayo de vacuna descrito
en el ejemplo 6. Las bacterias se detectaron por siembra directa de las muestras fecales que se habian
resuspendido en solucidon salina en agar MaConkey con sorbitol suplementado con cefixima y telurita. Barras
solidas, grupo de placebo; barras entramadas, grupo de vacuna contra ECEH.

La figura 8 muestra un andlisis por inmunotransferencia de sueros de animales vacunados contra proteinas
secretadas de ECEH. Cada transferencia contiene proteinas secretadas de E. coli de tipo salvaje O157:H7 (ECEH),
mutante de secrecion de tipo Il (ASepB), mutante tir (ATir) y una proteina de fusién glutation-S-transferasa:Tir
purificada (GST-Tir). Las proteinas se separaron por SDS- PAGE al 10% vy se tifieron con azul de Coomassie (A,
panel izquierdo superior) o se transfirieron a nitrocelulosa y se ensayaron con sueros representativos de animales
que recibieron 3 inmunizaciones con cada formulacién de vacuna (A, paneles superiores). Los cuatro paneles
inferiores (B) se ensayaron con sueros de un animal representativo que recibi6 la vacuna contra ECEH, tomados los
dias 0, 21, 25 y 49 del ensayo.

La figura 9 muestra el porcentaje de cada grupo de animales que excretan E. coli O157:H7 (panel A) y el nimero
total de bacterias recuperadas (panel B) cada dia del ensayo descrito en el ejemplo 6. Las bacterias se detectaron
en heces sembrando en agar MaConkey con sorbitol suplementado con cefixima y telurita después del
enriquecimiento inmunomagnético como se describe en J. Van Donkersgoed et al., Can. Vet. J. (2001) 42:714. (A)
barras solidas, placebo; barras entramadas, vacuna contra ECEH; barras abiertas, vacuna ATir. (B) m, grupo de
placebo; e, vacuna contra ECEH; A, vacuna contra ATir.

Descripcion detallada de la invencién

La practica de la presente invencion empleard, a menos que se indique de otra manera, técnicas convencionales de
biologia molecular, microbiologia, tecnologia de ADN recombinante, e inmunologia, que estan dentro de las
habilidades de la técnica. Tales técnicas se explican por completo en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Sambrook,
Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Vols. 1, Il y lll, Segunda Edicién (1989); Perbal, B., A
Practical Guide to Molecular Cloning (1984); la serie, Methods In Enzymology (S. Colowick y N. Kaplan eds.,
Academic Press, Inc.); y Handbook of Experimental Immunology, Vols. I-IV (D.M. Weir y C.C. Blackwell eds., 1986,
Blackwell Scientific Publications).

A. Definiciones

Al describir la presente invencion, se emplearan los siguientes términos, y se pretende que se definan como se
indica a continuacion.

Se debe indicar que, como se usa en esta especificacion y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “un”,

una’, “el” y “la” incluyen referentes plurales a menos que el contenido claramente imponga otra cosa. Por tanto, por
ejemplo, la referencia a “una bacteria ECEH” incluye una mezcla de dos o mas de tales bacterias, y similares.

Como se usa en el presente documento, el término “sobrenadante de cultivo celular’ o “SCC” de ECEH se refiere a
un sobrenadante derivado de un cultivo celular de uno o mas serotipos de ECEH, sobrenadante que esta
sustancialmente libre de células bacterianas de ECEH o el lisado de tales células, y que contiene un mezcla de
antigenos de ECEH que se han secretado al medio de cultivo. Generalmente, un “SCC” de ECEH contendra al
menos los antigenos secretados EspA, EspB, EspD y Tir, y fragmentos o agregados de los mismos. El SCC de la
presente invencion también puede incluir otras proteinas secretadas, tales como EspF y MAP, y una o ambas
toxinas Shiga 1 y 2, asi como EspP que es una proteina de aproximadamente 100 kDa que no se secreta por el
sistema de tipo lll. Las proteinas pueden estar presentes en forma nativa, o en una forma desnaturalizada o
degradada, siempre que el SCC aun funcione para estimular una respuesta inmunitaria en el sujeto huésped de
modo que la enfermedad de ECEH se reduzca o prevenga, y/o la colonizacién por ECEH se reduzca o suprima. En
algunos casos, se puede suplementar un SCC con antigenos secretados recombinantes o purificados adicionales,
tal como con EspA, EspB, EspD y/o Tir adicionales, asi como con cualquiera de las otras proteinas secretadas, y
también se puede suplementar con intimina. En ciertas formas de realizacién, EspA + Tir comprendera al menos el
20% de la proteina del sobrenadante de cultivo celular.
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Como se usa en el presente documento, una proteina secretada de ECEH “recombinante”, tal como rEspA, rEspB,
rEspD y rTir, asi como la “intimina recombinante”, se refiere a la secuencia polipeptidica de longitud completa,
fragmentos de la secuencia de referencia o sustituciones, deleciones y/o adiciones a la secuencia de referencia,
siempre que la proteina retenga al menos un epitopo o actividad especificos. Generalmente, los analogos de la
secuencia de referencia mostraran al menos aproximadamente el 50% de identidad de secuencia, preferiblemente al
menos aproximadamente del 75% al 85% de identidad de secuencia, e incluso mas preferiblemente al menos
aproximadamente del 90% al 95% o mas de identidad de secuencia, respecto a la secuencia de referencia de
longitud completa. Véase, por ejemplo, los Nos. de acceso de GenBank AE005594, AE005595, AP002566,
AE005174, NC_002695, NC_002655 para la secuencia completa del genoma de E. coli O157:H7, que incluye las
secuencias de varias proteinas secretadas de O157:H7. Véase, por ejemplo, la Publicacion International No. WO
97/40063, asi como los Nos. de acceso de GenBank Y13068, U80908, U5681, 7254352, AJ225021, AJ225020,
AJ225019, AJ225018, AJ225017, AJ225016, AJ225015, AF022236 y AF200363 para las secuencias de nucledtidos
y aminoacidos de EspA de un numero de serotipos de E. coli. Véase, por ejemplo, la Publicacién International No.
WO 99/24576, asi como los Nos. de acceso de GenBank AF125993, AF132728, AF045568, AF022236, AF70067,
AF070068, AF013122, AF200363, AF113597, AF070069, AB036053, AB026719, U5904 y U59502, para las
secuencias de nucleotidos y aminoacidos de Tir de un nimero de serotipos de E. coli. Véase, por ejemplo, los Nos.
de acceso de GenBank U32312, U38618, U59503, U66102, AF081183, AF081182, AF130315, AF339751,
AJ308551, AF301015, AF329681, AF319597, AJ275089-AJ275113 para las secuencias de nucledtidos vy
aminoacidos de intimina de un numero de serotipos de E. coli. Véase, por ejemplo, los nimeros de acceso de
GenBank U80796, U65681, Y13068, Y13859, X96953, X99670, X96953, 221555, AF254454, AF254455, AF254456,
AF254457, AF054421, AF059713, AF144008, AF 144009 para las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de EspB
de un ndmero de serotipos de E. coli. Véase, por ejemplo, los Nos. de acceso de GenBank Y13068, Y13859,
Y17875, Y17874, Y09228, U65681, AF054421 y AF064683, para las secuencias de nucleotidos y aminoacidos de
EspD de un nuimero de serotipos de E. coli.

“Homologia” se refiere al porcentaje de similitud entre dos polinucleétidos o dos fracciones polipeptidicas. Dos ADN,
o dos secuencias polipeptidicas, son “sustancialmente homdlogas” entre si cuando las secuencias muestran al
menos aproximadamente el 80%-85%, preferiblemente al menos aproximadamente el 90%, y lo mas preferiblemente
al menos aproximadamente el 95%-98% de similitud de secuencia a lo largo de una longitud definida de las
moléculas. Como se usa en el presente documento, sustancialmente homdélogos también se refiere a secuencias
que muestran identidad completa al ADN o secuencia de polipéptido especificado.

El porcentaje de identidad de secuencia se puede determinar por una comparacion directa de la informacién de
secuencia entre dos secuencias alineando las secuencias, contando el nimero exacto de coincidencias entre las
dos secuencias alineadas, dividiendo por la longitud de la secuencia mas corta, y multiplicando el resultado por 100.
Se pueden usar programas informaticos facilmente disponibles para ayudar en el analisis, tales como ALIGN,
Dayhoff, M.O. en Atlas of Protein Sequence and Structure M.O. Dayhoff ed., 5 Supl. 3:353-358, National biomedical
Research Foundation, Washington, DC, que adapta el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (1981)
Advances in Appl. Math. 2:482-489 para analisis de péptidos. Programas para determinar la identidad de secuencia
de nucledtidos estan disponibles en el paquete Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 (disponible de
Genetics Computer Group, Madison, WI) por ejemplo, los programas BESTFIT, FASTA y GAP, que también se
basan en el algoritmo de Smith y Waterman. Estos programas se utilizan facilmente con los parametros por defecto
recomendados por el fabricante y descritos en el Wisconsin Sequence Analysis Package al que se ha hecho
referencia anteriormente. Por ejemplo, el porcentaje de identidad de una secuencia particular de nucleétidos
respecto a una secuencia de referencia se puede determinar usando el algoritmo de homologia de Smith y
Waterman con una tabla de puntuacion por defecto y una penalizacion por hueco de seis posiciones de nucleétidos.

Alternativamente, la homologia se puede determinar por hibridacion de polinucleétidos en condiciones que forman
duplex estables entre regiones homdlogas, seguido por digestion con nucleasa(s) especifica(s) de regiones
monocatenarias, y determinacion del tamafio de los fragmentos digeridos. Las secuencias de ADN que son
sustancialmente homologas se pueden identificar en un experimento de hibridacion Southern en, por ejemplo,
condiciones rigurosas, definidas para ese sistema particular. Definir las condiciones de hibridacién apropiadas esta
dentro de las capacidades de la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., anteriormente; DNA Cloning,
anteriormente; Nucleic Acid Hybridization, anteriormente.

Como se usa en el presente documento, “vacuna” se refiere a una composicion de SCC que sirve para estimular una
respuesta inmunitaria a un antigeno de ECEH, tal como un antigeno de ECEH secretado de tipo lll, en el mismo. La
respuesta inmunitaria no necesita proporcionar proteccion y/o tratamiento completo contra la infeccion por ECEH o
contra la colonizacién y excrecion de ECEH. Incluso una proteccion parcial contra la colonizacion y excrecion de las
bacterias ECEH encontraran uso en el presente documento ya que la excrecién y la produccion de carne
contaminada todavia se reduciran. En algunos casos, una vacuna incluira un adyuvante inmunoldégico para aumentar
la respuesta inmunitaria. El término “adyuvante” se refiere a un agente que actia de una manera no especifica para
aumentar una respuesta inmunitaria a un antigeno particular o combinacion de antigenos, reduciendo de esta
manera la cantidad de antigeno necesaria para cualquier vacuna determinada, y/o la frecuencia de inyeccion
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necesaria para generar una respuesta inmunitaria adecuada hacia el antigeno de interés. Véase, por ejemplo, A.C.
Allison J. Reticuloendothel. Soc. (1979) 26:619-630. Tales adyuvantes se describen posteriormente.

Como se usa en el presente documento, “colonizacion” se refiere a la presencia de ECEH en el tracto intestinal de
un mamifero, tal como un rumiante.

Como se usa en el presente documento, “excrecion” se refiere a la presencia de ECEH en heces.

Como se usa en el presente documento, “cantidad terapéutica”, “cantidad eficaz” y “cantidad eficaz para” se refiere a
una cantidad de vacuna eficaz para provocar una respuesta inmunitaria contra un antigeno secretado presente en el
SCC, reduciendo o previniendo con ello la enfermedad de ECEH, y/o la colonizacién por ECEH de un mamifero tal
como un rumiante; y/o reduciendo el nimero de animales que excretan ECEH; y/o reduciendo el numero de ECEH
excretadas por un animal; y/o reduciendo el periodo de tiempo de excrecion de ECEH por un animal.

Como se usa en el presente documento, “inmunizacién” o “inmunizar” se refiere a la administraciéon de SCC, con o
sin antigenos de ECEH recombinantes o purificados adicionales tales como EspA, Tir, EspB, EspD y/o intimina, en
una cantidad eficaz para estimular el sistema inmunitario del animal al que se administra el SCC, para provocar una
respuesta inmunoldgica contra uno o mas de los antigenos secretados presentes en el SCC.

El término “epitopo” se refiere al sitio en un antigeno o hapteno al que responden células B y/o células T especificas.
El término también se usa de forma intercambiable con “determinante antigénico” o “sitio determinante antigénico”.

Una “respuesta inmunoldgica” hacia una composicion o vacuna es el desarrollo en el huésped de una respuesta
inmunitaria celular y/o mediada por anticuerpos hacia la composicién o vacuna de interés. Habitualmente, una
“respuesta inmunoldgica” incluye, pero no esta limitada a uno o mas de los siguientes efectos: la produccion de
anticuerpos, células B, células T auxiliares, células T supresoras y/o células T citotoxicas y/o células T yd, dirigida
especificamente a un antigeno o antigenos incluidos en la composicién o vacuna de interés. Preferiblemente, el
huésped mostrara una respuesta inmunolégica terapéutica o protectora de modo que la enfermedad de ECEH se
reduzca y/o prevenga; se otorgue resistencia del intestino a la colonizaciéon con ECEH; el nimero de animales que
excretan ECEH se reduce; el numero de ECEH excretada por un animal se reduce; y/o el periodo de tiempo de la
excrecion de ECEH por un animal se reduce.

Los términos proteina o polipéptido “inmunogénico” se refieren a una secuencia de aminoacidos que provoca una
respuesta inmunoldgica como se ha descrito anteriormente. Una proteina o polipéptido “inmunogénico”, como se usa
en el presente documento, incluye la secuencia de longitud completa de la proteina de ECEH particular en cuestion,
analogos de la misma, agregados o fragmentos inmunogénicos de la misma. Mediante “fragmento inmunogénico” se
quiere decir un fragmento de una proteina de ECEH secretada que incluye uno o mas epitopos y por tanto provoca
la respuesta inmunoldgica descrita anteriormente. Tales fragmentos se pueden identificar usando cualquier nimero
de métodos de mapeo de epitopos, bien conocidos en la técnica. VVéase, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols en
Methods in Molecular Biology, Vol. 66 (Glenn E. Morris, Ed., 1996) Humana Press, Totowa, Nueva Jersey. Por
ejemplo, los epitopos lineales se pueden determinar, por ejemplo, sintetizando al mismo tiempo grandes nimeros de
péptidos en soportes sdlidos, los péptidos correspondientes a partes de la molécula de proteina, y haciendo
reaccionar los péptidos con anticuerpos mientras que los péptidos estan aun unidos a los soportes. Tales métodos
se conocen en la técnica y se describen en, por ejemplo, la patente en EE UU No. 4.708.871; Geysen et al. (1984)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3998-4002; Geysen et al. (1986) Molec. Immunol. 23:709-715. De forma similar, los
epitopos conformacionales se identifican faciimente determinando la conformacion espacial de los aminoacidos, tal
como mediante, por ejemplo, cristalografia de rayos x y resonancia magnética nuclear bidimensional. Véase, Epitope
Mapping Protocols, anteriormente. También se pueden identificar regiones antigénicas de proteinas usando graficos
estandar de antigenicidad e hidropatia, tales como los calculados usando, por ejemplo, el programa de software
Omiga versidon 1.0 disponible del Oxford Molecular Group. Este programa informatico emplea el método de
Hopp/Woods, Hopp et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA (1981) 78:3824-3828 para determinar perfiles de antigenicidad,
y la técnica de Kyte-Doolittle, Kyte et al., J. Mol. Biol. (1982) 157:105-132 para graficos de hidropatia.

Los fragmentos inmunogénicos, para los fines de la presente invencion, habitualmente incluiran al menos
aproximadamente 3 aminoacidos, preferiblemente al menos aproximadamente 5 aminoacidos, mas preferiblemente
al menos aproximadamente 10-15 aminoacidos, y lo mas preferiblemente 25 o mas aminoacidos, de la molécula de
proteina secretada de ECEH parental. No hay limite superior critico respecto a la longitud del fragmento, que puede
comprender casi la longitud completa de la secuencia de la proteina, o incluso una proteina de fusion que
comprende dos o mas epitopos de la proteina secretada de ECEH particular.

Proteinas o polipéptidos “nativos” se refiere a proteinas o polipéptidos aislados de la fuente en la que la proteina se
produce de forma natural. Polipéptidos “recombinantes” se refiere a polipéptidos producidos por técnicas de ADN
recombinante; es decir, producidas de células transformadas por una construccion de ADN exdgena que codifica el
polipéptido deseado. Polipéptidos “sintéticos” son los preparados por sintesis quimica.
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El término “tratamiento” como se usa en el presente documento se refiere o bien a (i) la prevencion de infeccion o
reinfeccion (profilaxis), o (ii) la reduccién o eliminacion de sintomas de la enfermedad de interés (terapia).

Mediante “sujeto mamifero” se quiere decir cualquier miembro de la clase Mammalia, incluyendo seres humanos y
todos los otros animales que poseen glandulas mamarias (tanto machos como hembras), tales como rumiantes,
incluyendo, pero no limitados a, especies bovinas, porcinas y Ovis (ovejas y cabras). El término no indica una edad
particular. Por tanto, se pretenden que estén cubiertos adultos, recién nacidos y fetos.

B. Métodos generales

Central para la presente invencion es el descubrimiento de que sobrenadantes de cultivos celulares derivados de
cultivos de ECEH que contienen antigenos secretados de ECEH producen una respuesta inmunitaria en animales a
los que se les administran y mediante ello proporcionan proteccion contra la infeccion por ECEH, tal como proteccion
contra la colonizacion. En ciertas formas de realizacion, las composiciones comprenden una mezcla de antigenos
secretados de ECEH, incluyendo pero no limitados a EspA, EspB, EspD y/o Tir. El SCC de la presente invencion
también puede incluir otras proteinas secretadas, tales como EspF y MAP, una o ambas toxinas Shiga 1 y 2, asi
como EspP que es una proteina de aproximadamente 100 kDa que no se secreta por el sistema de tipo Ill. En otras
formas de realizacion, el SCC se suplementa con antigenos de ECEH recombinantes o purificados adicionales, tales
como con EspA, EspB, EspD, Tir, intimina adicionales, y similares. En ciertas formas de realizacion, EspA + Tir
comprende al menos el 20% de la proteina de sobrenadante de cultivo celular. Las composiciones pueden
comprender sobrenadantes de cultivo celular y adyuvantes adicionales de mas de un serotipo de ECEH para
proporcionar proteccion contra multiples organismos de ECEH. Ademas, se puede administrar un adyuvante
farmacéuticamente aceptable con el sobrenadante de cultivo celular. Las composiciones se administran en una
cantidad eficaz para provocar una respuesta inmunitaria hacia uno o mas antigenos secretados, reduciendo o
eliminando con ello la infeccion por ECEH. En algunos casos, la colonizacién por ECEH del animal se reduce o
elimina. En formas de realizacion preferidas, el animal es una vaca o una oveja u otro rumiante. En formas de
realizacion particularmente preferidas, el sobrenadante de cultivo celular deriva de un cultivo celular de ECEH
0157:H7 o ECEH O157:NM.

La inmunizacién con el SCC estimula el sistema inmunitario del animal inmunizado para producir anticuerpos contra
uno o mas antigenos de ECEH secretados, tales como EspA, EspB, EspD y Tir, que bloquean la uniéon de ECEH a
las células epiteliales intestinales, interfiere con la colonizacion de ECEH, y por tanto reduce la excrecion de ECEH
por el animal. Esta reduccion en la excrecion de ECEH produce una reduccién en la contaminacién por ECEH de
alimentos y agua y una reduccion en la enfermedad causada por ECEH en seres humanos. Ademas, la inesperada y
sorprendente capacidad de la inmunizaciéon con SCC para prevenir, reducir y eliminar la colonizacion y excrecion de
ECEH por ganado vacuno aborda un necesidad largamente incumplida en la artes médicas, y proporciona un
beneficio importante para seres humanos.

Ademas, el SCC de la presente invencién se puede usar para tratar o prevenir las infecciones por ECEH en otros
mamiferos tal como los seres humanos. Si se usa en animales, el SCC se puede producir de una ECEH mutada que
se ha manipulado para suprimir una o ambas de las toxinas Shiga 1y 2 para reducir la toxicidad.

Como se ha explicado anteriormente, la eficacia terapéutica del SCC se puede aumentar afiadiendo al mismo uno o
mas antigenos secretados en forma recombinante o purificada, tal como afiadiendo EspA, EspB, EspD, Tir
recombinante o purificado, y similares, fragmentos de los mismos y/o analogos de los mismos. También se puede
afiadir intimina. Otros métodos para aumentar la eficacia terapéutica del SCC incluyen, pero no estan limitados a,
formar complejos del SCC con soportes naturales o sintéticos y administrar el SCC antes, al mismo tiempo que, o
después de otro agente anti-ECEH. Tales agentes incluyen, pero no estan limitados a, agentes anti-ECEH
bioldgicos, bioldgicamente manipulados, quimicos, basados en acidos nucleicos y de proteinas recombinantes.

También se puede usar SCC de bacterias patégenas, diferentes de serotipos de ECEH, que requieren proteinas
tales como EspA y Tir para colonizar un huésped, para estimular el sistema inmunitario de un animal para producir
anticuerpos contra antigenos de ECEH secretados que reducen la unién bacteriana a las células epiteliales
intestinales del animal. Estas especies bacterianas incluyen, pero no estan limitadas a Citrotobacter rodentium.

El SCC para uso en el presente documento se puede obtener de cultivos de cualquier serotipo de ECEH incluyendo,
sin limitacion serotipos de ECEH de los serogrupos 0157, 0158, O5, 08, 018, 026, 045, 048, 052, 055, 075,
076, 078, 084, 091, 0103, 0104, 0111, 0113, 0114, 0116, 0118, 0119, 0121, 0125, 028, 0145, 0146, O163,
0165. Tales serotipos de ECEH se obtienen facilmente de sueros de animales infectados. Los métodos para ECEH
aislada se conocen bien en la técnica. Véase, por ejemplo, Elder et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2000) 97:2999;
Van Donkersgoed et al., Can. Vet. J. (1999) 40:332; Van Donkersgoed et al., Can. Vet. J. (2001) 42:714.
Generalmente, tales métodos suponen sembrar directamente en agar MacConkey con sorbitol suplementado con
cefixima y telurita o enriquecimiento inmunomagnético seguido por siembra en el mismo medio. Ademas, el SCC se
puede obtener de serotipos de ECEH que se han manipulado genéticamente para suprimir la expresion de las
toxinas Shiga 1 y/o 2, para reducir la toxicidad.
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Generalmente, el SCC se produce cultivando bacterias ECEH en un medio adecuado, en condiciones que favorecen
la secreciéon de antigenos de tipo lll. Los medios y las condiciones adecuados para cultivar bacterias ECEH se
conocen en la técnica y se describen en, por ejemplo, las patentes en EE UU Nos. 6.136.554 y 6.165.743, asi como
en Li et al., Infec. Immun. (2000) 68:5090-5095; Fey et al., Emerg. Infect. Dis. (2000) Volumen 6. Un método
particularmente preferible de obtener el SCC es hacer crecer primero los organismos en medio de Luria-Bertani (LB)
durante un periodo de aproximadamente 8 a 48 horas, preferiblemente aproximadamente de 12 a 24 horas, y diluir
este cultivo aproximadamente de 1:5 a 1:50, preferiblemente de 1:5 a 1:25, mas preferiblemente aproximadamente
1:10, en medio minimo M-9 suplementado con NaHCO, 20-100 mM, preferiblemente 30-50 mM, lo mas
preferiblemente NaHCOj3; aproximadamente 44 mM, MgSO4 4-20 mM, preferiblemente 5-10 y lo mas preferiblemente
MgSO, aproximadamente 8 mM, glucosa del 0,1 al 1,5%, preferiblemente del 0,2 al 1%, lo mas preferiblemente
glucosa al 0,4% y casaminoacidos del 0,05 al 0,5%, preferiblemente del 0,07 al 0,2%, lo mas preferiblemente
casaminodacidos aproximadamente al 0,1%. Los cultivos generalmente se mantienen a aproximadamente 37 grados
C en CO; al 2-10%, preferiblemente CO, aproximadamente al 5%, hasta una densidad Optica a aproximadamente
600 nm de 0,7 a 0,8. Las células enteras se eliminan después mediante centrifugacion y el sobrenadante se puede
concentrar, por ejemplo 10-1000 veces o mas, tal como 100 veces, usando dialisis, ultrafiltracion y similares. La
proteina total se determina facilmente usando métodos bien conocidos en la técnica.

Como se ha explicado anteriormente, el SCC se puede suplementar con proteinas secretadas de ECEH adicionales,
tales como EspA, EspB, EspD y/o Tir. También se puede afadir intimina. Estas proteinas se pueden producir de
forma recombinante usando métodos bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, las publicaciones
internacionales Nos. WO 97/40063 y WO 99/24576 para una descripcion de la produccion de proteinas secretadas
de ECEH recombinantes representativas. En particular, las secuencias para EspA, EspB, EspD, Tir e intimina de
varios serotipos se conocen y estan descritas. Véase, por ejemplo, los Nos. de acceso de GenBank AE005594,
AE005595, AP002566, AE005174, NC_002695, NC_002655 para la secuencia completa del genoma de E. coli
0157:H7, que incluye las secuencias de varias proteinas secretadas de O157:H7. Véase, por ejemplo, la
Publicacion International No. WO 97/40063, asi como los Nos. de acceso de GenBank Y13068, U80908, U5681,
754352, AJ225021, AJ225020, AJ225019, AJ225018, AJ225017, AJ225016, AJ225015, AF022236 y AF200363 para
las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de EspA de un numero de serotipos de E. coli. Véase, por ejemplo, la
Publicacion International No. WO 99/24576, asi como los Nos. de acceso de GenBank AF125993, AF132728,
AF045568, AF022236, AF70067, AF070068, AF013122, AF200363, AF113597, AF070069, AB036053, AB026719,
U5904 y U59502, para las secuencias de nucledtidos y aminoacidos de Tir de un ndmero de serotipos de E. coli.
Véase, por ejemplo, los Nos. de acceso de GenBank U32312, U38618, U59503, U66102, AF081183, AF081182,
AF130315, AF339751, AJ308551, AF301015, AF329681, AF319597, AJ275089-AJ275113 para las secuencias de
nucleétidos y aminoacidos de intimina de un ndmero de serotipos de E. coli. Véase, por ejemplo, los numeros de
acceso de GenBank U80796, U65681, Y13068, Y13859, X96953, X99670, X96953, Z21555, AF254454, AF254455,
AF254456, AF254457, AF054421, AF059713, AF144008, AF144009 para las secuencias de nucledtidos y
aminoacidos de EspB de un numero de serotipos de E. coli. Véase, por ejemplo, los Nos. de acceso de GenBank
Y13068, Y13859, Y17875, Y17874, Y09228, U65681, AF054421 y AF064683, para las secuencias de nucleétidos y
aminoacidos de EspD de un niumero de serotipos de E. coli.

Estas secuencias se pueden usar para disefiar sondas de oligonucledtidos y usarse para cribar genotecas
gendmicas o de ADNc para genes de otros serotipos de E. coli. Las estrategias basicas para preparar sondas de
oligonucledtidos y genotecas de ADN, asi como su cribado por hibridacion de acidos nucleicos, las conocen bien los
expertos den la materia. Véase, por ejemplo, DNA Cloning: Vol. |, anteriormente; Nucleic Acid Hybridization,
anteriormente; Oligonucleotide Synthesis, anteriormente; Sambrook et al., anteriormente. Una vez se ha identificado
un clon de una genoteca cribada mediante hibridaciéon positiva, se puede confirmar por analisis de enzimas de
restriccion y secuenciacion de ADN que el inserto particular de la genoteca contiene un gen de tipo Il o un homdélogo
del mismo. Los genes se pueden ademas aislar usando técnicas estandar y, si se desea, emplear planteamientos de
de PCR o enzimas de restriccion para delecionar partes de la secuencia de longitud completa.

De forma similar, los genes se pueden aislar directamente de bacterias usando técnicas conocidas, tal como
extraccion con fenol y manipular ademas la secuencia para producir cualquier alteracion deseada. Véase, por
ejemplo, Sambrook et al., anteriormente, para una descripcion de las técnicas usadas para obtener y aislar ADN. De
forma alternativa, las secuencias de ADN que codifican las proteinas de interés se pueden preparar sintéticamente
mas que clonarlas. Las secuencias de ADN se pueden disefiar con los codones apropiados para la secuencia de
aminoacidos particular. En general, se seleccionaran los codones preferidos para el huésped deseado si la
secuencia se usa para expresion. La secuencia completa se ensambla de oligonucledtidos solapantes preparados
por métodos estandar y se ensambla en una secuencia codificante completa. Véase, por ejemplo, Edge (1981)
Nature 292:756; Nambair et al. (1984) Science 223:1299; Jay et al. (1984) J. Biol. Chem. 259:6311.

Una vez se han preparado o aislado las secuencias codificantes para las proteinas deseadas, se pueden clonar en
cualquier vector o replicon adecuado. Los expertos en la materia conocen numerosos vectores de clonacion y la
seleccion de un vector de clonacidon apropiado es cuestion de eleccion. Los ejemplos de vectores de ADN
recombinante para clonacion y células huésped que pueden transformar incluyen el bacteriéfago A (E. coli), pBR322
(E. coli), pACYC177 (E. coli), pKT230 (bacterias gram negativas), pGV1106 (bacterias gram negativas), pLAFR1
(bacterias gram negativas), pME290 (bacterias gram negativas no E. coli), pHV14 (E. coli y Bacillus subtilis), pBD9
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(Bacillus), plJ61 (Streptomyces), pUC6 (Streptomyces), Ylp5 (Saccharomyces), YCp19 (Saccharomyces) y virus del
papiloma bovino (células de mamifero). Véase, Sambrook et al., anteriormente; DNA Cloning, anteriormente; B.
Perbal, anteriormente.

El gen se puede colocar bajo el control de un promotor, sitio de unién a ribosomas (para expresion bacteriana) y,
opcionalmente, un operador (colectivamente denominados en el presente documento como elementos de “control”),
de modo que la secuencia de ADN que codifica la proteina deseada se transcriba a ARN en la célula huésped
transformada por un vector que contiene esta construccion de expresion. La secuencia codificante puede contener o
no un péptido sefal o secuencia lider. Las secuencias lideres pueden ser eliminadas por el huésped en el
procesamiento postraduccional. Véase, por ejemplo, las patentes en EE UU Nos. 4.431.739, 4.425.437, 4.338.397.

También pueden ser deseables otras secuencias reguladoras que permitan la regulacion de la expresion de las
secuencias de la proteina relativa al crecimiento de la célula huésped. Los expertos en la materia conocen
secuencias reguladoras, y los ejemplos incluyen las que producen que la expresion de un gen se exprese o reprima
en respuesta a un estimulo quimico o fisico, incluyendo la presencia de un compuesto regulador. También pueden
estar presentes otros tipos de elementos reguladores en el vector, por ejemplo, secuencias potenciadoras.

Las secuencias control y otras secuencias reguladoras se pueden ligar a la secuencia codificante antes de la
insercion en un vector, tal como los vectores de clonacién descritos anteriormente. De forma alternativa, la
secuencia codificante se puede clonar directamente en un vector de expresidon que ya contiene las secuencias
control y un sitio de restriccion apropiado.

En algunos casos puede ser necesario modificar la secuencia codificante de modo que se puede unir a las
secuencias control con la orientacién apropiada, es decir, para mantener el marco de lectura apropiado. También
puede ser deseable producir mutantes o analogos de la proteina. Los mutantes o analogos se pueden preparar
mediante la delecidon de una parte de la secuencia que codifica la proteina, mediante insercion de una secuencia y/o
mediante sustitucion de uno o mas nucledtidos en la secuencia. Las técnicas para modificar secuencias de
nucledtidos, tal como la mutagénesis dirigida se describen en, por ejemplo, Sambrook et al., anteriormente; DNA
Cloning, anteriormente; Nucleic Acid Hybridization, anteriormente.

El vector de expresion se usa luego para transformar una célula huésped apropiada. En la técnica se conocen un
numero de lineas celulares de mamifero e incluyen lineas celulares inmortalizadas disponibles de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (ATCC), tales como, pero no limitadas a, células de ovario de hamster chino (CHO),
células Hela, células de rifion de hamster recién nacido (BHK), células de rifidn de mono (COS), células de
carcinoma hepatocelular humano (por ejemplo, Hep G2), células de rifion bovino Madin-Darby (“MDBK”), asi como
otras. De forma similar, los huéspedes bacterianos tales como E. coli, Bacillus subtilis, y Streptococcus spp.,
encontraran uso con las presentes construcciones de expresion. Los huéspedes levadura utiles en la presente
invencion incluyen, entre otros, Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Candida maltosa, Hansenula
polymorpha,  Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces lactis, Pichia  guillerimondii,  Pichia  pastoris,
Schizosaccharomyces pombe y Yarrowia lipolytica. Las células de insecto para su uso con vectores de expresion de
baculovirus incluyen, entre otras, Aedes aegypti, Autographa californica, Bombyx mori, Drosophila melanogaster,
Spodoptera frugiperda, y Trichoplusia ni.

Dependiendo del sistema de expresion y el huésped seleccionado, las proteinas de la presente invencion se
producen cultivando células huésped transformadas por un vector de expresidon descrito anteriormente en
condiciones en las cuales la proteina de interés se expresa. La proteina se aisla después de las células huésped y
se purifica. La seleccion de las condiciones de crecimiento y métodos de recuperacion apropiados estan en las
capacidades de la técnica.

Las proteinas de la presente invencién también se pueden producir por sintesis quimica tal como sintesis de
péptidos en fase sdlida, usando secuencias de aminoacidos conocidas o secuencias de aminoacidos derivadas de la
secuencia de ADN del gen de interés. Los expertos en la materia conocen tales métodos. Véase, por ejemplo, J. M.
Stewart y J. D. Young, Solid Phase Peptide Synthesis, 22 Ed., Pierce Chemical Co., Rockford, IL (1984) y G. Barany
y R. B. Merrifield, The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology, editores E. Gross y J. Meienhofer, Vol. 2, Academic
Press, Nueva York, (1980), pp. 3-254, para técnicas de sintesis de péptidos en fase sdlida; y M. Bodansky,
Principles of Peptide Synthesis, Springer-Verlag, Berlin (1984) y E. Gross y J. Meienhofer, Eds., The Peptides:
Analysis, Synthesis, Biology, anteriormente, Vol. 1, para sintesis en solucion clasica. La sintesis quimica puede ser
preferible si un pequefio fragmento del antigeno en cuestiéon es capaz de inducir una respuesta inmunoldgica en el
sujeto de interés.

Una vez que se producen los sobrenadantes de cultivo celular anteriores y, si se desea, proteinas recombinantes y/o
purificadas adicionales, se formulan en composiciones para la administracion a un sujeto mamifero. EI SCC se
administra solo, o mezclado con un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Los vehiculos adecuados
son, por ejemplo, agua, solucién salina, dextrosa, glicerol, etanol, o similares, y combinaciones de los mismos.
Ademas, el vehiculo puede contener cantidades minoritarias de sustancias auxiliares tal como agentes humectantes
o emulsionantes, agentes reguladores del pH, o adyuvantes en el caso de composiciones de vacuna, que aumentan
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la eficacia de la vacuna. Los adyuvantes adecuados se describen posteriormente. Las composiciones de la presente
invencion también pueden incluir sustancias auxiliares, tales como agentes farmacolégicos, citoquinas, u otros
modificadores de respuesta bioldgica.

Como se ha explicado anteriormente, las composiciones de vacuna de la presente invencién incluyen adyuvantes
para aumentar mas la inmunogenicidad de uno o mas de los antigenos de ECEH. Tales adyuvantes incluyen
cualquier compuesto o compuestos que actian para aumentar una respuesta inmunitaria hacia un antigeno o
combinacioén de antigenos de ECEH, reduciendo de esta manera la cantidad de antigeno necesario en la vacuna y/o
la frecuencia de inyeccion necesaria para generar una respuesta inmunitaria adecuada. Los adyuvantes pueden
incluir, por ejemplo, emulsionantes, muramil dipéptidos, avridina, adyuvantes acuosos tal como hidréxido de
aluminio, adyuvantes basado en quitosano, y cualquiera de varias saponinas, aceites, y otras sustancias conocidas
en la técnica, tales como anfigeno, LPS, extractos de pared celular bacteriana, ADN bacteriano, oligonucleétidos
sintéticos y combinaciones de los mismos (Schijns et al., Curr. Opi. Immunol. (2000) 12:456), extracto de pared
celular de Mycobacterial phlei (M. phlei) (MCWE) (Patente en EE UU No. 4.744.984), ADN de M. phlei (M-ADN),
complejo M-ADN-pared celular de M. phlei (MCC). Por ejemplo, los compuestos que pueden servir como
emulsionantes en el presente documento incluyen agentes emulsionantes naturales y sintéticos, asi como
compuestos anionicos, cationicos y no iénicos. Entre los compuestos sintéticos, los agentes emulsionantes
anionicos incluyen, por ejemplo, las sales de potasio, sodio y amonio del acido laurico y oleico, las sales de calcio,
magnesio y aluminio de acidos grasos (es decir, jabones metalicos), y sulfonatos organicos, tal como laurilsulfato de
sodio. Los agentes cationicos sintéticos incluyen, por ejemplo, bromuro de cetiltrimetilamonio, mientras que los
agentes no idnicos sintéticos se ejemplifican por ésteres de glicerol (por ejemplo monoestearato de glicerilo), ésteres
y éteres de polioxietilenglicol, y los ésteres sorbitanos de acidos grasos (por ejemplo, monopalmitato sorbitano) y sus
derivados de polioxietileno (por ejemplo monopalmitato sorbitano de polioxietileno). Los agentes emulsionantes
naturales incluyen goma arabiga, gelatina, lecitina y colesterol.

Otros adyuvantes adecuados se pueden formar con un componente oleaginoso, tal como un Unico aceite, una
mezcla de aceites, una emulsion de agua en aceite, o una emulsion de aceite en agua. El aceite puede ser un aceite
de aceite mineral, un aceite vegetal o un aceite animal. El aceite de aceite mineral, o las emulsiones de aceite en
agua en las que el componente oleaginoso es aceite de aceite mineral se prefieren. A este respecto, un “aceite de
aceite mineral” se define en el presente documento como una mezcla de hidrocarburos liquidos obtenidos de aceite
mineral a través de una técnica de destilacion; el término es sindnimo de “parafina liquida”, “aceite mineral liquida” y
“aceite mineral filante”. El término también se pretende que incluya “aceite de aceite mineral fluido”, es decir, un
aceite que se obtiene similarmente por destilacién de la aceite mineral, pero que tiene una gravedad especifica
ligeramente menor que la aceite mineral filante. Véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences,
anteriormente. Un componente oleaginoso particularmente preferido es la emulsion de aceite en agua vendida bajo
el nombre comercial de EMULSIGEN PLUS™ (que comprende un aceite de aceite mineral fluido asi como formalina
al 0,05% y gentamicina 30 mcg/ml como conservantes), disponible de MVP Laboratories, Ralston, Nebraska. Los
aceites animales adecuados incluyen, por ejemplo, aceite de higado de bacalao, aceite de fletan, aceite de sabalo,
aceite de reloj anaranjado y aceite de higado de tiburdn, todos los cuales estan disponibles comercialmente. Los
aceites vegetales adecuados incluyen, sin limitacion, aceite de colza, aceite de almendra, aceite de semilla de
algododn, aceite de maiz, aceite de oliva, aceite de cacahuete, aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite de soja, y
similares.

De forma alternativa, se pueden usar un ndmero de bases nitrogenadas alifaticas como adyuvantes con las
formulaciones de vacuna. Por ejemplo, los adyuvantes inmunoldgicos conocidos incluyen aminas, compuestos de
amonio cuaternarios, guanidinas, benzamidinas y tiouronios (Gall, D. (1966) Immunology 11:369-386). Los
compuestos especificos incluyen bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDA) (disponible de Kodak) y N,N-
dioctadecil-N,N-bis(2-hidroxietil)propandiamina ("avridina"). El uso de DDA como un adyuvante inmunolégico se ha
descrito; véase, por ejemplo Kodak Laboratory Chemicals Bulletin 56(1):1-5 (1986); Adv. Drug Deliv. Rev. 5(3):163-
187 (1990); J. Controlled Release 7:123-132 (1988); Clin. Exp. Immunol. 78(2):256-262 (1989); J Immunol. Methods
97(2):159-164 (1987); Immunology 58(2):245-250 (1986); e Int. Arch. Allergy Appl. Immunol. 68(3):201-208 (1982).
La avridina también es un adyuvante conocido. Véase, por ejemplo, la patente en EE UU No. 4.310.550 a Wolff, Ill et
al., que describe el uso de N,N-alquilo superior-N’,N’-bis(2-hidroxietil)propano diaminas en general, y avridina en
particular, como adyuvantes de vacuna. La patente en EE UU No. 5.151.267 a Babiuk, y Babiuk et al. (1986)
Virology 159:57-66, también se refieren al uso de avridina como un adyuvante de vacuna.

Particularmente preferida para el uso en el presente documento es un adyuvante conocido como “VSA3” que es una
forma modificada del adyuvante EMULSIGEN PLUS™ que incluye DDA (véase la patente en EE UU No. 5.951.988).

Las composiciones de vacuna de SCC se pueden preparar asociando uniforme y estrechamente las preparaciones
de SCC y el adyuvante usando técnicas que conocen bien los expertos en la materia incluyendo, pero no limitadas
a, mezcla, sonicacién y microfluidacion. El adyuvante preferiblemente comprendera aproximadamente del 10 al 50%
(v/v) de la vacuna, mas preferiblemente aproximadamente del 20 al 40% (v/v) y lo mas preferiblemente
aproximadamente del 20 al 30% o el 35% (v/v), o cualquier numero entero en estos intervalos.
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Las composiciones de la presente invencion normalmente se preparan como inyectables, bien como soluciones o
suspensiones liquidas o como formas sélidas que son adecuadas para solucién o suspension en vehiculos liquidos
antes de la inyeccion. La preparacion también se puede preparar en forma sélida, emulsionada o el principio activo
encapsulado en vehiculos liposomas u otros soportes particulados usados para la administracion sostenida. Por
ejemplo, la vacuna puede estar en forma de una emulsién de aceite, emulsion de agua en aceite, emulsiéon de agua
en aceite en agua, emulsion especifica de sitio, emulsion de residencia larga, emulsiéon pegajosa, microemulsion,
nanoemulsién, liposoma, microparticula, microesfera, nanoesfera, nanoparticula y varios polimeros naturales o
sintéticos, tal como polimeros impermeables no reabsorbibles, tal como copolimeros de acetato de etilenvinilo y
copolimeros de Hytrel®, polimeros hinchables tal como hidrogeles, o polimeros reabsorbibles, tal como colageno y
ciertos poliacidos o poliésteres tal como los usados para hacer suturas reabsorbibles, que permiten la liberacion
sostenida de la vacuna.

Ademas, los polipéptidos se pueden formular en composiciones en forma neutra o de sal. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicién acida (formadas con los grupos amino libres de los
polipéptidos activos) y que se forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico,
0 acidos organicos, tal como acético, oxalico, tartarico, mandélico, y similares. Las sales formadas de los grupos
carboxilo libres también pueden derivar de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidroxidos de sodio, potasio,
amonio, calcio o férrico, y tales bases organicas como isopropilamina, trimetilamina, 2-etilaminoetanol, histidina,
procaina, y similares.

Los métodos reales de preparar tales formas farmacéuticas los conocen, o seran aparentes para, los expertos en la
materia. Véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton,
Pensilvania, 182 edicion, 1990.

La composicién se formula para contener un cantidad eficaz de antigeno de ECEH secretado, la cantidad exacta la
determina facilmente el experto en la materia, en donde la cantidad depende del animal que se va a tratar y la
capacidad del sistema inmunitario del animal para sintetizar anticuerpos. La composicién o formulacién que se va a
administrar contendra una cantidad de uno o mas antigenos de ECEH secretados adecuados para alcanzar el
estado deseado en el sujeto que se va a tratar. Para los fines de la presente invencion, una cantidad
terapéuticamente eficaz de una vacuna que comprende SCC con o sin antigenos de ECEH secretados
recombinantes y/o purificados afiadidos, contiene aproximadamente de 0,05 a 1500 pg de proteina de ECEH
secretada, preferiblemente aproximadamente de 10 a 1000 ug de proteina de ECEH secretada, mas preferiblemente
aproximadamente de 30 a 500 pg y lo mas preferiblemente aproximadamente de 40 a 300 pg, o cualquier niumero
entero entre estos valores. EspA + Tir, asi como otros antigenos de ECEH, pueden comprender aproximadamente
del 10% al 50% de la proteina total del SCC, tal como aproximadamente del 15% al 40% y lo mas preferiblemente
aproximadamente del 15% al 25%. Si se suplementa con rEspA + rTir, la vacuna puede contener aproximadamente
de 5 a 500 yg de proteina, mas preferiblemente aproximadamente de 10 a 250 ug y lo mas preferiblemente
aproximadamente de 20 a 125 pg.

Las vias de administracion incluyen, pero no estan limitadas a, oral, topica, subcutanea, intramuscular, intravenosa,
subcutanea, intradérmica, transdérmica y subdérmica. Dependiendo la via de administracién, el volumen por dosis
es preferiblemente aproximadamente de 0,001 a 10 ml, mas preferiblemente aproximadamente de 0,01 a 5 ml, y los
mas preferiblemente aproximadamente de 0,1 a 3 ml. Las vacunas se pueden administrar en un tratamiento de dosis
Unica o en tratamientos de dosis multiples (refuerzo) en un plan y a lo largo de un periodo de tiempo apropiado a la
edad, peso y estado del sujeto, la formulacion de vacuna particular usada, y la via de administracion.

Cualquier medio de administraciéon farmacéutico adecuado se puede emplear para administrar las composiciones al
sujeto vertebrado. Por ejemplo, jeringas de agujas convencionales, inyectores de gas (aire) de resorte o comprimido
(patentes en EE UU nos. 1.605.763 a Smoot; 3.788.315 a Laurens; 3.853.125 a Clark et al.; 4.596.556 a Morrow et
al.; y 5.062.830 a Dunlap), inyectores de chorro liquido (patentes en EE UU Nos. 2.754.818 a Scherer; 3.330.276 a
Gordon; y 4.518.385 a Lindmayer et al.), e inyectores de particulas (patentes en EE UU Nos. 5.149.655 a McCabe et
al.; y 5.204.253 a Sanford et al.) son todos apropiados para la administracion de las composiciones.

Si se usa un inyector de chorro, se expulsa un Unico chorro de la composicién de vacuna liquida a alta presion y

velocidad, por ejemplo, 1200-1400 PSI, creando con ello una apertura en la piel y penetrando a profundidades
adecuadas para la inmunizacion.

C. Experimental

Ejemplo 1

Preparacioén de sobrenadante de cultivo celular (SCC)

Se hicieron crecer ECEH O157:H7 de tipo salvaje en condiciones para maximizar la sintesis de proteinas de SCC (Li
et al., Infect. Immun. (2000) 68:5090). Brevemente, un cultivo en posicion erguida durante la noche de ECEH

0157:H7 se cultivé en medio Luria-Bertani (LB) durante la noche a 37°C (CO- al £5%). El cultivo se diluyé 1:10 en
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medio minimo M-9 suplementado con casaminoacidos al 0,1%, glucosa al 0,4%, MgSOs 8 mM y NaHCO3 44 mM.
Los cultivos se hicieron crecer en posicién erguida a 37°C en CO; al 5% hasta una densidad 6ptica a 600 nm de 0,7
a 0,8 (6-8 horas). Las bacterias se eliminaron por centrifugacion a 8000 rpm durante 20 minutos a 4°C. El
sobrenadante se concentré 100 veces por ultrafiltracion y la proteina total se determiné por el método de ensayo de
proteina de acido bicinconinico.

La figura 1 muestra los marcadores de peso molecular (carril 1) y un perfil tipico de proteinas de SCC obtenido por
electroforesis de CSS en un gel de poliacrilamida al 10% con SDS (SDS-PAGE) seguido por tincion con azul de
Coomassie (carril 2). Se indican las posiciones de EspA (25 kD), EspB/EspD (40 kD), Tir sin degradar (70 kD) y Tir
degradada (55 kD). Como se determina por analisis densitométrico usando un HP Scanjet 5100C y el programa de
software ID de Advance American Biotechnologie (Fullerton, CA, EE UU), EspA era aproximadamente el 5%, Tir sin
degradar aproximadamente el 20% y Tir degradada aproximadamente el 6% de la proteina total. Sin embargo, los
porcentajes de proteinas determinados por analisis densitométrico de los geles de SDS-poliacrilamida tefiidos con
azul de Coomassie no es exacto debido a variaciones en la tincion de fondo, variaciones en la captacion de la tincion
de azul de Coomassie, variaciones en la densidad de las bandas y otros factores que conocen los expertos en la
materia.

Ejemplo 2
Preparacion de proteinas recombinantes

Se aislaron los genes que codifican EspA, EspB, intimina y Tir (Li et al., Infect. Immun. (2000) 68:5090). Se us6 un
aislado clinico de ECEH O157:H7 como la fuente de ADN. Se amplificaron EspA, EspB, Tir y la regién de eae que
codifica los 280 aminoacidos carboxilo terminales de intimina a partir del ADN cromosémico usando PCR para
introducir sitios de restriccion unicos, seguido por clonacion en los plasmidos apropiados. Los plasmidos resultantes
se cortaron y ligaron para crear fusiones con etiquetas de histidina. Los plasmidos se electrocutaron en una cepa de
expresion de E. coliy las E. coli se propagaron (Ngeleka et al., Infect. Immun. (1996) 64:3118). La expresion génica
se dirigio usando el promotor Tac después de induccion con IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopirandsido). Las bacterias
se sedimentaron, se resuspendieron en solucion salina tamponada con Tris y se lisaron por sonicacion. El lisado se
centrifugd para eliminar material insoluble y las proteinas con etiqueta de histidina se purificaron mediante su paso a
través de una columna de cromatografia de afinidad de niquel de fase solida que especificamente se une a
proteinas que contienen la etiqueta de histidina. Todas las preparaciones de proteinas recombinantes se
almacenaron a -20°C hasta su uso.

La pureza de las proteinas recombinantes se valu6 por SDS-PAGE en geles al 10% seguido por tincion con azul de
Coomassie. En la figura 2 se muestran perfiles de geles tipicos de las proteinas recombinantes (r)
cromatograficamente purificadas. rEspA (carril 2), rEspB (carril 3) y rintimina (carril 4) se recuperaron en forma
relativamente pura, pero rTir (carril 5) estaba sometida a alguna degradacion.

Ejemplo 3
Formulacién de vacuna y administracion

Se formularon las vacunas mezclando SCC o rEspA + rTir en 2 ml de un soporte que contenia del 30 al 40% de un
adyuvante. Las vacunas se administracion por via subcutanea. Los animales se inmunizaron el dia 1 y de nuevo a
intervalos de 3-4 semanas (refuerzo). Las muestras de suero se obtuvieron antes de la primera inmunizacion, en el
momento de cada inyeccion de refuerzo y al final del experimento.

La respuesta seroldgica a la inmunizacion se determind usando un enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA). Se
usaron cien pl de rEspA (0,16 pg/pocillo), rTir (0,1 pg/pocillo), rEspB (0,24 ug/pocillo) y rintimina (0,187 pg/pocillo)
para recubrir los pocillos en placas de microtitulacion y las placas se incubaron durante la noche a 4°C. Los pocillos
se lavaron 3X, se bloquearon con leche desnatada en polvo al 0,5% en solucién salina tamponada con fosfato. Se
afadieron diluciones en serie de los sueros a cada pocillo y se incubaron durante 2 horas a 37°C. Los pocillos se
lavaron y bloquearon y se afiadieron 100 pl de anticuerpos anti-inmunoglobulina G bovina de conejo conjugados con
peroxidasa (1:5000) a cada pocillo durante 1 hora a 37°C. Los pocillos se lavaron y placas se leyeron a una longitud
de onda de 492 nm.

Ejemplo 4

Animales experimentales

Se adquiri6 ganado vacuno, entre las edades de 8 y 12 meses, de ganaderos locales. Las muestras fecales se
obtuvieron a diario de cada animal durante 14 dias. El nimero de ECEH O157:H7 en las muestras fecales se
determiné sembrando en agar Rainbow. Las placas se incubaron a 37°C durante 2 dias y se contaron las colonias
negras. Se puntud el crecimiento de 0-5. Los animales que tenian una puntuacion de 0 (sin ECEH O157:H7) se
usaron en todos los experimentos.
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Ejemplo 5
Modelo de colonizaciéon animal

Se desarroll6 un modelo para la colonizacion por ECEH O157:H7 de ganado vacuno, en donde la infeccion se
sostuvo durante >2 meses, usando un protocolo de dosis-titulacion.

Se cultivd ECEH 0157: H7 como en el ejemplo 1. Se d|V|d|eron veinticuatro vacas en 3 grupos de 8 animales cada
uno. El grupo 1 recibié 10° el grupo 2 10° y el grupo 3 10" UFC de ECEH O157:H7 mediante intubacion orogastrica
en un volumen de 50 ml el dla 0.

Para seguir la excrecion, el material fecal se recogi6 los dias 1 a 14. El material fecal se peso, se resuspendié en
solucion salina estéril y se inoculé en medio de cultivo. Se determind la densidad del cultivo como en el ejemplo 1.

Como se muestra en la figura 3, no hubo diferencia 3|gn|f|cat|va entre los numeros de ECEH O157:H7 excretadas
por el ganado vacuno del grupo 2 (10 UFC) y el grupo 3 (10'® UFC). El ganado del grupo 2 excreté la mayoria de la
ECEH O157:H7 en cada uno de los 14 dias. El nimero de ECEH O157:H7 excretada por el ganado vacuno del
grupo 2 alcanzé un maximo el dia 6 y disminuy6 a cero el dia 14.

Los animales que excretan ECEH O157:H7 (de aqui en adelante, “positivo”) se mantuvieron 40 dias adicionales
tiempo durante el cual el nimero de ECEH O157:H7 excretada disminuy6 a un nivel indetectable. La excrecion de
ECEH O157:H7 por animales previamente positivos (de aqui en adelante, “portadores”) se reactivd reteniendo la
alimentacion durante 24 horas y vacunando con vacunas comercialmente disponibles clostidriales o de H. somnus.
Como se muestra en la figura 4, el nimero de animales portadores que excretan ECEH O157:H7 alcanzé un
maximo de aproximadamente el 50% en los dias 6 y 7 tras la reactivacion y disminuy6 a cero el dia 15.

Como una dosis de 10® UFC produjo un niimero detectable de ECEH 0157:H7 excretada durante los 14 dias tras la
infeccion (figura 3) y produjo animales persistentemente infectados (figura 4), esta dosis se us6 como la dosis de
exposicion en experimentos posteriores.

Ejemplo 6
Capacidad protectora de SCC

Para probar el potencial de vacuna de las proteinas secretadas, se mezcla SCC con el adyuvante oleaginoso VSA3
(patente en EE UU No. 5.951.988; S. van Drunen Littel-van den Hurk et al., Vaccine (1993) 11:25) de modo de cada
dosis de 2 ml contenia 200 pg de proteina de SCC y el 30% (v/v) de adyuvante (vacuna de SCC). Para el grupo
control, se mezclé solucion salina estéril con VSA3, de modo que cada dosis de 2 ml contenia 0 pug de proteina de
SCCy el 30% (v/v) de adyuvante (vacuna de solucion salina).

Se dividieron dieciséis vacas en 2 grupos de ocho animales cada uno. El ganado vacuno del grupo 1 recibié 2 ml de
vacuna de SCC por via subcutanea (experimental) y el ganado vacuno del grupo 2 recibié 2 ml de vacuna de
solucién salina por via subcutanea (control) los dias 1 y 22 (refuerzo). Se evalud la seroconversion por ELISA
(ejemplo 3), los dias 1 (preinmunizacion), 22 y 36. Como se muestra en la tabla 1, el dia 22, los animales del grupo 1
mostraron titulos de anticuerpos especificos contra EspA y Tir y, el dia 36, estos titulos mostraron un aumento
significativo. Los animales del grupo 2 no mostraron titulos de anticuerpos especificos los dias 22 y 36. En particular,
el grupo que recibio la vacuna de ECEH mostré una aumento de 13 veces en el titulo de anticuerpos especificos
hacia proteinas secretadas de tipo Ill después de una Unica inmunizacion y después del primer refuerzo, los ocho
animales en el grupo de vacuna de ECEH demostraron un aumento de 45 veces en el titulo de anticuerpos
especificos mientras que solo uno del grupo de vacuna placebo se seroconvitio (X p=0,0002).

Tabla 1
Respuesta serolégica a la inmunizacion con SCC

Titulos de anticuerpos especificos* - Medias de grupos

Grupo Preinmunizacion (dia 1) Refuerzo (dia 22) Exposicion (dia 36)
1. Experimental 350 5.000 12.500
2. Control 450 500 650

* Los valores son medias de grupo expresadas como el reciproco de la dilucion mayor que da un resultado positivo.

El dia 36, los animales del grupo 1y del grupo 2 se expusieron con 10® UFC de ECEH 0157:H7 mediante intubacion
orogastrica y se siguio la excrecion fecal durante 14 dias (ejemplo 5). Como se resume en la tabla 2, menos
animales experimentales excretaron ECEH O157:H7 que animales control (figura 7). En particular, el nimero
mediana de dias durante los cuales el organismo se excreté en los animales vacunados fue 1,5 comparado con 3,5
en el grupo placebo (prueba de orden con signo de Wilcoxin, p=0,08). Siete de ocho animales inmunizados con
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placebo excretaron las bacterias durante el ensayo y cuatro de estos animales excretaron las bacterias durante
cuatro o mas dias consecutivos, lo que indica que estaban infectados persistentemente. Cinco de ocho animales
inmunizados con la vacuna de ECEH excretaron las bacterias en algun punto durante el ensayo pero solo un animal
excretd el organismo durante mas de dos dias consecutivos, lo que indica que la colonizaciéon era transitoria y
significativamente menor que en el grupo de placebo. El nimero total de bacterias aisladas de muestras fecales era
significativamente menor entre el grupo vacunado con ECEH comparado con el grupo de placebo (prueba de orden
con signo de Wilcoxin, p=0,05), teniendo el primero una mediana de 6,25 unidades formadoras de colonias (UFC)
por gramo de heces recuperadas comparada con una mediana de 81,25 UFC/g del ultimo. Por tanto, la vacunacion
con las proteinas secretadas de tipo Il parecia reducir la capacidad del organismo para colonizar el intestino como
se refleja por el descenso en el numero de dias que los animales excretan el organismo asi como los nimeros de
bacterias excretadas detectadas por cultivo fecal.

Tabla 2
Excrecién por animales experimentales y control
Experimental Control
Animales que excretan >1 dia 1/8 6/8
Numero de dias con puntuaciones de >1 1 8
Dias medios de excrecién por animal 0,875 2,5
Dias totales de excrecién por grupo 7 20

Estos datos muestran que el SCC indujo una respuesta de anticuerpos en ganado vacuno que redujo tanto el
numero de animales que excretaban ECEH O157:H7 como el numero de dias durante los cuales se excretaban
ECEH O157:H7.

Para aumentar la eficacia de la formulaciéon de vacuna, se inmunizaron grupos de 6 terneras como se ha descrito
anteriormente con una de tres dosis de proteinas secretadas (50 ug, 100 ug, 200 ug) o un placebo y la respuesta
serolégica se midi6 en muestras de suero tomadas los dias 0, 21 (refuerzo) y 35. No se observé diferencia
significativa en las respuestas anti-ECEH, anti-Tir o anti-EspA entre ninguno de los grupos que recibieron la vacuna
contra ECEH en ningun punto temporal pero las tres eran significativamente mayores que el grupo de placebo los
dias 21 y 35. Por tanto, se disefié un segundo ensayo de vacuna en el que tres grupos de ganado vacuno de un afio
se inmunizaron tres veces con 50 pg de proteinas secretadas (n=13), 50 ug de proteinas de un mutante de tir (ATir,
n=10) o un placebo (n=25). El adyuvante usado fue VSA3 y los animales se inmunizaron por inyeccion subcutanea
los dias 0, 21 y 35, seguido por exposicion oral con E. coli O157:H7 el dia 49. La respuesta seroldgica a la
inmunizacion se muestra en la tabla 3 (dias 0 y 49 solo) y era comparable a la observada en el ensayo descrito
anteriormente. El grupo que recibié la vacuna de ATir mostrd una respuesta de magnitud similar contra las proteinas
secretadas totales que el grupo que recibié la vacuna preparada de la cepa de tipo salvaje, pero, como se esperaba,
una respuesta reducida a Tir (prueba de orden con signo de Wilcoxin, p=0,006). Sin embargo, el primer grupo
mostré un aumento en los niveles de anticuerpos anti-Tir (prueba de orden con signo de Wilcoxin, p=0,009), lo que
indica o bien exposicién a un organismo que produce una molécula inmunolégicamente relacionada o exposicion
natural a E. coli O157:H7. Esto esta apoyado ademas por la observacion de que hubo un aumento significativo en el
titulo de anticuerpo anti-Tir en el grupo de placebo el dia de la exposicién (prueba de orden con signo de Wilcoxin,
p=0,002) pero sin diferencia entre los grupos de placebo o ATir (p=0,37, ANOVA Kruskal-Wallis) y era
significativamente mayor que los animales inmunizados con placebo (p<0,0001).

Tabla 3. Respuesta serolégica mediana a la inmunizacion con proteinas secretadas preparadas de E. coli O157:H7
(ECEH) de tipo salvaje, un mutante tir isogénico (ATir) o un placebo. Los titulos se expresan como valores medios
geométricos de la ultima dilucién positiva del suero (). Los nimeros en paréntesis representan el 25°-75° percentil.

Grupo n anti-ECEH anti-Tir anti-EspA
Dia 0 Dia 49 Dia 0 Dia 49 Dia 0 Dia 49
EHEC 13 10 6400 100 1600 100 400
(10-100) (3200-12800) (10-200) (800-3200)  (10-200) (200-1600)
ATir 10 10 6400 10 200 100 300
(10-100) (3200-25600) (10-200) (100-800) (10-200) (100-1600)
Placebo 25 10 10 100 200 100 100
(10-200) (10-200) (10-200) (10-400) (10-200) (10-200)

La respuesta inmunitaria contra cada formulacion de vacuna también se analizé cuantitativamente por
inmunotransferencia usando sueros de dos animales representativos por grupo. Los resultados para animales
representativos se muestran en la figura 8 y demuestran que las proteinas secretadas por el sistema de tipo Il eran
altamente inmunogénicas en ganado vacuno. La respuesta en los grupos de vacuna de ECEH y ATir era similar con
la excepcion de la respuesta contra Tir que estaba ausente en el ultimo grupo (figura 8, paneles superiores). EspB,
EspD y Tir eran todas reactivas, y después de la segunda inmunizacion el dia 21 también se observé una respuesta
significativa contra lipopolisacarido. La cinética de la respuesta inmunitaria en un animal vacunado (figura 8, paneles
inferiores) muestra que los anticuerpos anti-Tir eran detectables después de una Unica inmunizacién, como lo eran
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los anticuerpos contra proteinas de 43 kDa y 100 kDa. Las ultimas proteinas eran producidas por la cepa de tipo
salvaje asi como por los mutantes sepB y tir y la proteina de 100 kDa es probablemente EspP, una proteina
secretada de ECEH no de tipo Ill.

Después de la exposicion oral con E. coli O157:H7 el dia 49, cada grupo se siguio6 a diario para excrecion fecal del
organismo durante 14 dias. En este experimento, las bacterias se cultivaron después del enriquecimiento
inmunomagnético (J. Van Donkersgoed et al., Can. Vet. J. (2001) 42:714; Chapman y Siddons, J. Med. Microbiol.
(1996) 44:267) mas que siembra directa ya que el ganado vacuno de un afio excreta menos que las terneras en este
modelo de infeccion. El dia de la exposicidn, dos animales en el grupo de placebo dieron positivo en el cultivo para
E. coli O157:H7 y se eliminaron del ensayo. Los animales inmunizados con placebo excretaron el organismo
después de la exposicion mucho mas que esos en los dos grupos de vacunas de ECEH (figura 9). Los que
recibieron la vacuna de placebo excretaron el organismo durante una mediana de 4 dias, significativamente mas
largo que la mediana de 0 dias por los otros dos grupos de vacuna (p=0,0002, ANOVA Kruskal-Wallis). Se
recuperaron significativamente menos bacterias de los grupos de vacunas de ECEH y ATir (p=0,04, ANOVA Kruskal-
Wallis). Desde el dia 2 tras la infeccion en adelante, el 78% de los animales de placebo excretaron el organismo
durante al menos un dia comparado con el 15% de los vacunados con ECEH y el 30% de ATir (tabla 4).

Los datos presentados anteriormente demuestran que los factores de virulencia de ECEH, es decir, los secretados
por el sistema de tipo lll, se pueden usar como componentes eficaces de vacuna para la reduccién de colonizacion
de ganado vacuno por bacterias ECEH, tal como ECEH O157:H7. Estas proteinas son dianas principales de la
respuesta inmunitaria en seres humanos después de la infeccion (Li et al., Infect. Immun. (2000) 68:5090), aunque el
ganado vacuno habitualmente no monta una respuesta seroldgica significativa contra estas proteinas después de la
exposicién natural al organismo. Sin embargo, los animales vacunados con estas proteinas se sensibilizan y
muestran un aumento en los titulos de anti-ECEH y anti-Tir después de la exposicion oral con el organismo.

Tir probablemente se requiera para la colonizacién del intestino bovino, y esto esta apoyado por la observacion de
que una vacuna que contiene proteinas secretadas de una cepa de E. coli O157:H7 ATir no era tan eficaz como una
formulacion idéntica de un aislado isogénico de tipo salvaje. Sin embargo, la primera vacuna era significativamente
mas eficaz que el placebo lo que sugiere que la inmunidad contra la colonizacién es multifuncional de naturaleza.
Esto estd apoyado por el andlisis de inmunotransferencia de la respuesta a la inmunizacién en el que se
reconocieron varios componentes proteicos asi como lipopolisacarido. La contribucién a la proteccion por
lipopolisacarido no es conocida, pero la presencia de anticuerpos contra esta molécula no se correlaciona con
protecciéon en un modelo de ECEH murino (Conlan et al., Can. J. Microbiol. (1999) 45:279; Conlan et al., Can. J.
Microbiol. (2000) 46:283). Ademas, la inmunizacion con Tir y EspA recombinantes puede reducir los nimeros de
bacterias excretadas, pero no los niUmeros reales de animales ni la duracién de la excrecion.

La prevalencia de serotipo no O157 en Norteamérica parece estar aumentando y representa una parte significativa
de las infecciones por ECEH en otras localizaciones geograficas. Puesto que los antigenos secretados de tipo Il
parecen estar relativamente conservados entre serotipos de ECEH no 0157, esta formulacién de vacuna
probablemente da amplia proteccidn cruzada, en contraste con formulaciones basadas en el antigeno LPS de 0157.

Tabla 4. Niumero de animales que excretan E. coli O157:H7 en cualquier tiempo entre el dia 2 y el 14 tras la
exposicion.

Vacuna Numero que excreta n Porcentaje de excrecion valor de p
ECEH 2 13 15,4 0,003
ATir 3 10 30 0,008
Placebo 18 23 78,3 1
Ejemplo 7

Capacidad protectora de rEspA + rTir y rEspB + rintimina

Se mezclaron rEspA, rTir, rEspB y rintimina con el adyuvante oleaginoso VSA3, de modo que cada dosis de 2 ml
contenia 50 pg de rEspA + rTir o de rEspB + rintimina y el 30% (v/v) de adyuvante. Se mezclo solucion salina estéril
con VSA3 de modo que cada dosis de 2 ml contenia 0 ug de rEspA + rTir o de rEspB + rintimina y el 30% (v/v) de
adyuvante.

Treinta y cuatro vacas se dividieron en 4 grupos. Diez vacas, grupo 1, se inmunizaron con la vacuna rEspA + rTir
(experimental) y 10 vacas, grupo 2, se inmunizaron con la vacuna rEspB + rintimina (experimental) los dias 1, 22
(refuerzo) y 36. Siete vacas, grupo 3, y 7 vacas, grupo 4, se inmunizaron con vacuna de solucion salina (control) los
dias 1, 22 (refuerzo) y 36. Se ensay0 la seroconversion por ELISA (ejemplo 3) los dias 1 (preinmunizacion), 22 y 36.
Como se muestra en la figura 5, el dia 22, los animales del grupo 1 mostraron titulos de anticuerpos especificos
hacia rEspA y hacia rTir y los animales del grupo 2 mostraron titulos de anticuerpos especificos hacia rEspB y hacia
rintimina. Ademas, como se muestra en la figura 5, el dia 36, los animales del grupo 1 mostraron un aumento en el
titulo de anticuerpos especificos hacia rTir y sin cambio en el titulo de anticuerpos especificos hacia rEspA y los
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animales del grupo 2 mostraron un aumento en el titulo de anticuerpos especificos hacia rintimina y un descenso en
el titulo de anticuerpos especificos hacia rEspB. Los animales de los grupos 3 y 4 no mostraron titulos de
anticuerpos especificos en los dias 22 y 36.

El dia 36, los animales de los grupos 1-4 se expusieron con 102 UFC de ECEH O157:H7 y se siguio la excrecion a
diario durante 14 dias (ejemplo 5). Como se muestra en la figura 6, la diferencias en la excrecion entre los animales
del grupo 1 (rTir + rEspA) y los animales del grupo 3 (solucién salina) era minima durante los primeros 5 dias tras la
exposicién. Sin embargo, durante la segunda semana tras la exposicion las diferencias en los animales del grupo 1y
los animales del grupo 3 eran evidentes. Menos animales del grupo 1 excretaron ECEH O157:H7 que animales del
grupo 3. Los animales del grupo 1 excretaron menos ECEH O157:H7 en sus heces durante periodos de tiempo mas
cortos que los animales del grupo 3. Las diferencias en la excreciéon entre los animales del grupo 2 (rEspB +
rintimina) y el grupo 4 (solucién salina) no eran evidentes con respecto al nUmero de animales que excretaban, el
numero de ECEH O157:H7 excretada y el periodo de tiempo de excrecion.

Estos datos muestran que la respuesta de anticuerpos inducida por la vacuna de rEspA + rTir interferia con la
colonizacién por ECEH O157:H7 de ganado vacuno, mientras que la respuesta de anticuerpos inducida por la
vacuna de rEspB + rintimina no interferia con la colonizacién por ECEH O157:H7 de ganado vacuno.

Ejemplo 8
Capacidad protectora de SCC + rEspA + rTir
Se mezclaron SCC, SCC + rEspA, SCC + rTir, SCC + rEspA + rTir y solucién salina con un adyuvante.

Se dividieron veinticinco vacas en 5 grupos de 5 vacas y se inmunizaron los dias 1y 22 (refuerzo). El grupo 1 recibe
la vacuna de SCC, el grupo 2, la vacuna de SCC + rEspA, el grupo 3 la vacuna de SCC + rTir, el grupo 4 la vacuna
de SCC + rEspA + rTir y el grupo 5 la vacuna de solucion salina. La seroconversion se ensaya por ELISA (ejemplo
3) los dias 1 (preinmunizacion), 22 (refuerzo) y 36. Los dias 22 y 36 cada uno de los animales de los grupos 1-5
muestra titulos de anticuerpos especificos contra EspA y Tir, mientras que los animales del grupo 6 no muestran
titulos de anticuerpos especificos.

El dia 36, los animales de los grupos 1-5 se exponen con 10° UFC de ECEH O157:H7 y se sigue la excrecion a
diario durante 14 dias (ejemplo 5). Menos animales de los grupos 1-4 excretan ECEH O157:H7 que animales en el
grupo 5. Los animales del grupo 5 excretan la mayoria de la ECEH O157:H7; los animales del grupo 1 excretan
menos ECEH O157:H7 que los animales del grupo 5 y los animales de los grupos 2-4 excretan menos ECEH
0157:H7 que los animales del grupo 1.

Ejemplo 9
Capacidad protectora de SCC con varios antigenos

Se mezcla SCC con un adyuvante, de modo que cada dosis de ml contiene 0, 50, 100 o 200 pug de SCC y el 30%
(v/v) de adyuvante (tabla 5).

Tabla 5

Capacidad protectora de SCC con varios antigenos
Antigeno Grupo Mg Adyuvante
SCC 1 50 Emulsigen-Plus
SCC 2 100 Emulsigen-Plus
SCC 3 200 Emulsigen-Plus
SCC 4 200 Carbigen
SCC 5 100 MCC
SCC 6 200 MCC
SCC 7 200 MCC + Carbigen
SCC 8 200 VSA
SCC 9 0 (control) Emulsigen-Plus

Se dividen setenta y dos vacas en 9 grupos de 8 vacas. Los animales de los grupos 1-8 se inmunizan con SCC +
adyuvante (tabla 5) y el ganado del grupo 9 se inmuniza con solucién salina + adyuvante los dias 1y 22 (refuerzo).
La seroconversion se analiza por ELISA (ejemplo 3) los dias 1 (preinmunizacion), 22 (refuerzo) y 36. Los animales
de los grupos 1-8 (SCC + adyuvante) muestran titulos de anticuerpos especificos hacia EspA y Tir los dias 22 y 36.
Los animales del grupo 9 (solucién salina + adyuvante) no muestran titulos de anticuerpos especificos los dias 22 y
36.

Ejemplo 10
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Capacidad protectora de SCC en vacas lecheras

Se dividieron veinte vacas lecheras adultas en 2 grupos de 10 vacas. El grupo 1 se inmuniza con vacuna de SCC y
el grupo 2 se inmuniza con vacuna de solucién salina los dias 1y 22 (refuerzo). La seroconversion se ensaya por
ELISA (ejemplo 3) los dias 1 (preinmunizacion), 22 (refuerzo) y 36. Los dias 22 y 36 las vacas del grupo 1 muestran
titulos de anticuerpos especificos contra EspA y Tir, mientras que las vacas del grupo 2 no muestran titulos de
anticuerpos especificos.

El dia 36, las vacas de los grupos 1y 2 se exponen con 10° UFC de ECEH O157:H7 y se sigue la excrecion a diario
durante 14 dias (ejemplo 5). Menos vacas del grupo 1 excretan ECEH O157:H7 que vacas del grupo 2. Las vacas
del grupo 1 excretan menos ECEH O157:H7 durante un periodo de tiempo mas corto que las vacas del grupo 2.

Seis meses después de la inmunizacion inicial, las vacas del grupo 1y 2 se inmunizan otra vez (2° refuerzo) a través
de la via subcutanea. El dia 14 después del 2° refuerzo, se ensayan los titulos de los anticuerpos por ELISA
(ejemplo 3). Las vacas del grupo 1 tienen titulos de anticuerpos especificos hacia EspA y Tir, mientras que las vacas
del grupo 2 no tienen titulos de anticuerpos especificos.

El dia 14 después del 2° refuerzo, las vacas de los grupo 1y 2 se exponen otra vez con 10® UFC de ECEH O157:H7
y se sigue la excrecion a diario durante 14 dias (ejemplo 5). Menos vacas del grupo 1 (SCC) excretan ECEH
0157:H7 que vacas del grupo 2 (solucion salina). Las vacas del grupo 1 excretan menos ECEH O157:H7 durante
periodos de tiempo mas cortos que las vacas del grupo 2.

Ejemplo 11
Capacidad protectora de SCC en terneras

Diez terneras destetadas (3-6 meses de edad) se dividen en 2 grupos de 5 terneras y se inmunizan antes de entrar
en un lote de alimentacion (dia 0) y el dia de entrada en un lote de alimentacion (dia 1, refuerzo). Las terneras del
grupo 1 reciben vacuna de SCC y las terneras del grupo 2 reciben vacuna de solucion salina. La seroconversion se
ensaya por ELISA (ejemplo 3) los dias 0, 1y 14. Los dias 1 y 14, las terneras del grupo 1 (SCC) muestran titulos de
anticuerpos especificos hacia EspA y Tir, mientras que las terneras del grupo 2 (solucién salina) no muestran titulos
de anticuerpos especificos.

El dia 14, las terneras de los grupos 1y 2 se exponen con 108 UFC de ECEH O157:H7 y se sigue la excrecion a
diario durante 14 dias (ejemplo 5). Menos terneras del grupo 1 excretan ECEH O157:H7 que terneras del grupo 2.
Las terneras del grupo 1 excretan menos ECEH O157:H7 durante un periodo de tiempo mas corto que las terneras
del grupo 2.

Diez terneras destetadas (3-6 meses de edad) se dividen en 2 grupos de 5 terneras y se inmunizan el dia de entrada
en un lote de alimentacion (dia 1) y el dia 22 (refuerzo) en el lote de alimentacion. Las terneras del grupo 1 reciben
vacuna de SCC vy las terneras del grupo 2 reciben vacuna de solucion salina. La seroconversion se ensaya por
ELISA (ejemplo 3) los dias 1 (preinmunizacion), 22 y 36. Los dias 22 y 36, las terneras del grupo 1 (SCC) muestran
titulos de anticuerpos especificos hacia EspA y Tir, mientras que las terneras del grupo 2 (solucién salina) no
muestran titulos de anticuerpos especificos.

El dia 36, las terneras de los grupos 1y 2 se exponen con 108 UFC de ECEH O157:H7 y se sigue la excrecion a
diario durante 14 dias (ejemplo 5). Menos terneras del grupo 1 excretan ECEH O157:H7 que terneras del grupo 2.
Las terneras del grupo 1 excretan menos ECEH O157:H7 durante un periodo de tiempo mas corto que las terneras
del grupo 2.

Ejemplo 12
Capacidad protectora de SCC en ovejas

Se dividen veinte ovejas adultas en 2 grupos de 10 ovejas. El grupo 1 se inmuniza con vacuna de SCC y el grupo 2
se inmuniza con vacuna de solucién salina el dia 1 y el dia 22 (refuerzo). La seroconversiéon se ensaya por ELISA
(ejemplo 3) los dias 1 (preinmunizacioén), 22 y 36. Los dias 22 y 36, las ovejas del grupo 1 muestran titulos de
anticuerpos especificos contra EspA y Tir, mientras que las ovejas del grupo 2 no muestran titulos de anticuerpos
especificos.

El dia 36, las ovejas de los grupos 1y 2 se exponen con 10° UFC de ECEH O157:H7 y se sigue la excrecion a diario

durante 14 dias (ejemplo 5). Menos ovejas del grupo 1 excretan ECEH O157:H7 que ovejas del grupo 2. Las ovejas
del grupo 1 excretan menos ECEH O157:H7 durante un periodo de tiempo mas corto que las ovejas del grupo 2.
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REIVINDICACIONES

Una composiciéon de vacuna que comprende una cantidad eficaz de un sobrenadante concentrado de cultivo
celular de Escherichia coli enterohemorragica (ECEH), en donde el sobrenadante de cultivo celular, cultivado
en medio minimo M-9 suplementado con NaHCO3; 20-100 mM, MgSO4 5-10 mM, glucosa del 0,1-1,5% y
casaminoacidos del 0,05-0,5%, comprende un antigeno secretado por un sistema de secrecion de tipo lll y es
capaz de estimular una respuesta inmunitaria contra ECEH, y un adyuvante inmunoldgico.

La composicion de vacuna de la reivindicacion 1, en donde ECEH es ECEH O157:H7.
La composicién de vacuna de la reivindicacion 1, en donde ECEH es ECEH O157:NM.

La composicidon de vacuna de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el adyuvante inmunoldgico
comprende una emulsion de aceite en agua.

La composicion de vacuna de la reivindicacion 4, en donde el adyuvante inmunolégico comprende un aceite
de aceite mineral y bromuro de dimetildioctadecilamonio.

La composicion de vacuna de la reivindicacion 5, en donde el adyuvante inmunoldgico es VSAS.

La composicion de vacuna de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el adyuvante inmunoldgico
esta presente en la composicién a una concentracion del 10% al 50% (v/v).

La composicion de vacuna de la reivindicaciéon 7, en donde el adyuvante inmunolégico esta presente en la
composicion a una concentracion del 20% al 30% (v/v).

La composicion de vacuna de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, que comprende ademas uno o mas
antigenos de ECEH recombinantes o purificados seleccionados del grupo que consiste en EspA, EspB, EspD,
Tir e intimina.

La composicion de vacuna de la reivindicacion 9, en donde EspA + Tir comprenden al menos el 20% de la
proteina celular presente en la composicion.

Uso de un sobrenadante de cultivo celular de Escherichia coli enterohemorragica (ECEH), en donde el
sobrenadante de cultivo celular, cultivado en medio minimo M-9 suplementado con NaHCO3; 20-100 mM,
MgSO4 5-10 mM, glucosa del 0,1-1,5% y casaminoacidos del 0,05-0,5%, comprende un antigeno secretado
por un sistema de secrecién de tipo lll, en la fabricacién de una composiciéon de vacuna para provocar una
respuesta inmunoldgica en un mamifero contra un antigeno de ECEH secretado, en donde dicha respuesta
inmunolégica proporciona proteccion contra la infeccion por ECEH, y en donde dicha composicion de vacuna
comprende un adyuvante inmunolégico.

El uso de la reivindicacién 11, en donde ECEH es ECEH O157:H7.
El uso de la reivindicacion 11 o la reivindicacion 12, en donde el mamifero es un rumiante.
El uso de la reivindicacion 13, en donde el rumiante es un sujeto bovino.

El uso de la reivindicacion 11, en donde el adyuvante inmunoldgico comprende una emulsion de aceite en
agua.

El uso de la reivindicacion 15, en donde el adyuvante inmunolégico comprende un aceite de aceite mineral y
bromuro de dimetildioctadecilamonio.

El uso de la reivindicacion 16, en donde el adyuvante inmunolégico VSA3.
El uso de cualquiera de las reivindicaciones 11-17, en donde la composicién comprende ademas uno o mas
antigenos de ECEH recombinantes o purificados seleccionados del grupo que consiste en EspA, EspB, EspD,

Tir e intimina.

El uso de la reivindicacion 18, en donde EspA + Tir comprenden al menos el 20% de la proteina celular
presente en la composicion.

Un sobrenadante de cultivo celular de ECEH, cultivado en medio minimo M9 suplementado con NaHCO3 20-

100 mM, MgSO4 5-10 mM, glucosa del 0,1-1,5% y casaminoacidos del 0,05-0,5%, en donde el sobrenadante
de cultivo celular comprende una mezcla de antigenos secretados por un sistema de secrecion de tipo lll, y un
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adyuvante inmunoldgico para su uso en reducir la colonizaciéon de Escherichia coli enterohemorragica (ECEH)
en un rumiante.

Un sobrenadante de cultivo celular de ECEH, cultivado en medio minimo M9 suplementado con NaHCO3 20-
100 mM, MgSO4 5-10 mM, glucosa del 0,1-1,5% y casaminoacidos del 0,05-0,5%, en donde el sobrenadante
de cultivo celular comprende una mezcla de antigenos secretados por un sistema de secrecion de tipo lll, y un
adyuvante inmunoldgico en la fabricacion de una composicion para su uso en reducir la excrecion de
Escherichia coli enterohemorragica (ECEH) de un rumiante.

La composicién de vacuna de cualquiera de las reivindicaciones 1-10 en donde la composiciéon de vacuna
producida por el proceso de incubar un cultivo celular de ECEH en medio que comprende medio minimo M9
suplementado con casaminoacidos al 0,1%, glucosa al 0,4%, MgSO4 8 mM y NaHCO3; 44 mM, y combinar el
sobrenadante del cultivo celular con un adyuvante inmunolégico.

La composicién de vacuna de cualquiera de las reivindicaciones 1-10 en donde el sobrenadante del cultivo
celular se obtiene del cultivo de uno o mas serotipos de ECEH y se combina con un adyuvante inmunoldgico.

La composicion de vacuna segun la reivindicacion 23, en donde el uno o mas serotipos de ECEH se
seleccionan del grupo que consiste en 0157, 0158, 05, 08, 018, 026, 045, 048, 052, 055, 075, 076, O78,
084, 091, 0103, 0104, O111, 0113, 0114, 0116, 0118, 0119, 0121, 0125, 028, 0145, 0146, O163 y
0165.

Un método de producir una composicion de vacuna que comprende:

a) incubar un cultivo celular de Escherichia coli enterohemorragica (ECEH) en medio que comprende
medio minimo M9 suplementado con NaHCO3 20-100 mM, MgSO4 5-10 mM, glucosa del 0,1-0,5% y
casaminoacidos del 0,05-0,5%;

b) obtener un sobrenadante de cultivo celular de ECEH; y

c) combinar el sobrenadante del cultivo celular de ECEH con un adyuvante inmunoldégico para producir la
composicion de vacuna.

El método de la reivindicacion 25, en donde el medio minimo M9 esta suplementado con casaminoacidos al
0,1%, glucosa al 0,4%, MgSO4 8 mM y NaHCO3 44 mM.

El método de la reivindicacion 25 o la reivindicacion 26 en donde el sobrenadante del cultivo celular de ECEH
se concentra.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 25-27 en donde el sobrenadante del cultivo celular de ECEH
se obtiene del cultivo de uno o mas serotipos de ECEH.

El método de la reivindicacion 28 en donde el uno o mas serotipos de ECEH se seleccionan del grupo que

consiste en 0157, 0158, 05, 08, 018, 026, 045, 048, 052, 055, O75, O76, 078, 084, 091, 0103, 0104,
0111, 0113, 0114, 0116, 0118, 0119, 0121, 0125, 028, 0145, 0146, O163 y O165.
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