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DESCRIPCION
Polipéptidos de Yersinia spp. y métodos de uso
Antecedentes

Existen tres especies de Yersinia que son patdgenas para los seres humanos: Y. pestis, Y. pseudotuberculosis, y Y.
enterocolitica. La Y. pestis es el agente causal de la peste, mientras que la Y. pseudotuberculosis y serovares
especificos de Y. enterocolitica producen enfermedades intestinales. Otras especies de Yersinia, que incluyen, Y.
rohdei, Y. aldovae, Y. bercovieri, Y. frederiksenii, Y. intermedia, Y. kristensenii, y Y. moolaretti, se consideran
patégenos oportunistas tipo enterocolitica con la capacidad para producir enfermedad diarreica en individuos
susceptibles (Agbonlahor, J Clin Microbiol, 23, 891-6, (1986), Cafferkey, et al., J Hosp Infect, 24, 109-15, (1993),
Loftus, et al., Dig Dis Sci, 47, 2805-10, (2002)). Las Yersinia pueden infectar también otras especies animales
produciendo varias enfermedades. La mayoria de las especies animales silvestres y domésticas de mamiferos son
propensas a infecciones por la Y. enferocolitica y Y. pseudotuberculosis enteropatégenas, aunque la mayoria de
estas infecciones son subclinicas y dichos animales habitualmente solo sirven de portadores asintomaticos de los
agentes patdgenos para la transmisién a los seres humanos (Fantasia, et al., J Clin Microbiol, 22, 314-5, (1985),
Fantasia, et al., Vet Rec, 132, 532-4, (1993), Fukushima, et al., J Clin Microbiol, 18, 981-2, (1983), Kageyama, et al.,
J Med Primatol, 31, 129-35, (2002), Kato, et al., Appl Environ Microbiol, 49, 198-200, (1985), Poelma, et al., Acta
Zool Pathol Antverp, 3-9, (1977), Shayegani, et al., Appl Environ Microbiol, 52, 420-4, (1986), Yanagawa, et al.,
Microbiol Immunol, 22, 643-6, (1978)). Sin embargo, hay informes de que las Yersinia enteropatdgenas se han
asociado a enfermedad diarreica y malestar general en animales domésticos tales como ovejas, ganado bovino,
cabras, cerdos, perros, aves y ciervos de granja (Jerrett, I. V., et al., Aust Vet J, 67, 212-4, (1990), Slee, K. J., et al,,
Aust Vet J, 65, 271-5, (1988), Slee, K. J. y C. Button, Aust Vet J, 67, 396-8, (1990), Slee, K. J. y C. Button, Aust Vet
J, 67, 320-2, (1990), Zheng, X. B., J Appl Bacteriol, 62, 521-5, (1987)). La Y. pestis puede producir enfermedades en
varias especies de roedores asi como en primates no humanos (Davis, K. J., et al., Arch Pathol Lab Med, 120, 156-
63, (1996), Meyer, K. F., et al., J Infect Dis, 129, Suppl: S85-12, (1974). La Y. pestis también se asocia a infecciones
potencialmente graves en gatos domésticos (Gasper, P. W., et al., J Med Entomol, 30, 20-6, (1993)) y se ha
informado de unos cuantos casos de infeccion por Y. pestis en perros (Orloski, K. A. y M. Eidson, J Am Vet Med
Assoc, 207, 316-8, (1995)). Ademas, la Yersinia ruckeri es un agente patbgeno en peces, que produce la
enfermedad de boca roja en los salménidos (Furones, M. D., et al., Ann. Rev. Fish Dis., 3, 105-125, (1993)).

La peste es indudablemente una de las enfermedades infecciosas agudas mas devastadoras registradas en la
historia del hombre, se estima que ha matado entre 100 y 200 millones de personas en todo el mundo (Perry, R. D. y
J. D. Fetherston, Clin Microbiol Rev, 10, 35-66, (1997)). En los Uultimos afios los brotes de peste han sido
relativamente poco comunes en los EE. UU. y otros paises industrializados, aunque existen focos endémicos en
todos los continentes excepto en Australia. El seguimiento mundial indica entre 2000 y 5000 casos anuales de peste
comunicados en los ultimos varios afios, aunque los epidemiélogos sospechan que muchos casos humanos de
peste no se comunican. Los brotes de Y. pseudotuberculosis son extremadamente raros, y han ocurrido
primariamente en Finlandia, Japén, y en la antigua Unidn Soviética (Inoue, M., et al., Zentralbl Bakteriol Mikrobiol
Hyg [B], 186, 504-511, (1988), Nuorti, J. P., et al., J Infect Dis, 189, 766-774, (2004), Rodina, L. V., et al., Zh
Mikrobiol Epidemiol Immunobiol, 116-118, (1998), Toyokawa, Y., et al., Kansenshogaku Zasshi, 67, 36-44, (1993)).
Se asume que la mayoria de las infecciones por Y. pseudotuberculosis se transmiten por la via oral-fecal; sin
embargo, no se ha identificado un vehiculo de transmisién en muchos de los casos. En los Estados Unidos, las
infecciones por Y. enferocolitica son mas comunes que las de Y. pseudotuberculosis, y se asocian normalmente al
consumo de productos de cerdo contaminados (Ray, S. M., et al., Clin Infect Dis, 38 Suppl 3, S181-189, (2004)). La
incidencia de la enfermedad en seres humanos producida por la Y. enterocolitica en los EE. UU. es dificil de
determinar, simplemente porque las infecciones asociadas a este organismo normalmente son autolimitantes y
porque las insuficientes técnicas de deteccién tienen una capacidad limitada para diagnosticar correctamente el
agente causal. Sin embargo, la vigilancia de FoodNet estimaba entre 1996-1999 aproximadamente 1 caso de
infeccion por Y. enterocolitica por 100.000 en los Estados Unidos (Ray, S. M., et al., Clin Infect Dis, 38 Suppl 3,
S181-189, (2004)).

La peste es una enfermedad infecciosa de los animales y seres humanos que tiene componentes de transmision
tanto enzoobticos como epizodticos. El medio de transmisién que se produce mas naturalmente es a partir de los
reservorios roedores infectados a las pulgas, que sirven de vectores naturales para la transmisién a los seres
humanos. Sin embargo, la transmisién de ser humano a ser humano también se puede producir por el contacto
directo o la inhalacién de goticulas contaminadas (forma neumonica). No obstante, en las infecciones naturales la Y.
pestis entra en la corriente sanguinea de los seres humanos por via subcutanea, por la que viaja hacia los ganglios
linfaticos y empieza a multiplicarse. Las manifestaciones clinicas de la peste incluyen grandes masas hinchadas
cerca de los ganglios linfaticos, a los que se hace referencia como bubones. Ocasionalmente, la Y. pestis se
multiplica rapidamente en la corriente sanguinea, lo que induce una septicemia con un malestar general
concomitante que incluye fiebre, dolor de cabeza, escalofrios, y ocasionalmente molestias gastrointestinales. Estos
sintomas, precozmente se diagnostican erréneamente, y por lo tanto, la terapia se administra demasiado tarde para
una intervencion eficaz. La infeccion septicémica por Y. pestis tiene una tasa de mortalidad del 50 % (Perry, R. D. y
J. D. Fetherston, Clin Microbiol Rev, 10, 35-66, (1997)), y puede dar lugar a infecciéon pulmonar. La forma neumonica



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2588010 T3

de la peste es extremadamente infecciosa por via de aerosol y se caracteriza por una rapida aparicion de la
enfermedad y una tasa de mortalidad cercana al 100 %. Por lo tanto, aunque las terapias con antibi6ticos estan
disponibles y son eficaces si se administran precozmente, la aparicion rapida de la peste neumonica y el diagnéstico
erréneo de la peste septicémica son los obstaculos principales en el tratamiento de la enfermedad.

La Y. enterocolitica y Y. pseudotuberculosis se consideran agentes enteropatdgenos ya que la mayoria de las
infecciones humanas se transmiten por via fecal-oral y se limitan al tracto gastrointestinal. En un huésped normal, la
Y. enterocolitica produce una enfermedad diarreica, que se acompafia de fiebre y un dolor en el cuadrante inferior
gue se parece a la apendicitis. La Y. pseudotuberculosis, normalmente no produce enfermedad diarreica, y es mas
probable que produzca linfadenitis mesentérica que se puede diagnosticar erroneamente como apendicitis. Después
de la ingestion, ambos organismos atacan los tejidos linfoides intestinales y atraviesan la capa mucosa, donde
posteriormente se multiplican en los ganglios linfaticos mesentéricos y migran al bazo e higado (Lian, C. J., et al., J
Med Microbiol, 24, 219-226, (1987), Une, T., Microbiol Immunol, 21, 505-516, (1977)). La Y. pseudotuberculosis y
algunos serotipos de Y. enterocolitica también se pueden diseminar por el sistema vascular y producir casos fatales
de septicemia (Bottone, E. J., Clin. Microbiol. Rev., 10, 257-276, (1997), Lenz, T., et al., J Infect Dis, 150, 963,
(1984)), aunque estas infecciones mas invasivas se limitan normalmente a individuos susceptibles. La Y.
enterocolitica también se ha asociado a septicemia después de transfusiones sanguineas; en estos casos, el
suministro de sangre estaba contaminado con el organismo, que puede sobrevivir y crecer a temperaturas de
refrigeraciéon (Natkin, J. B., KG, Clin Lab Med, 19, 523-536, (1999)). Ademas, las infecciones intestinales por Yersinia
pueden dar lugar a secuelas retardadas tales como artritis reactiva y tiroiditis (Bottone, E. J., Clin. Microbiol. Rev.,
10, 257-276, (1997), Gaston, J. S., et al., Arthritis Rheum., 42, 2239-2242, (1999), Taccetti, G., et al., Clin Exp
Rheumatol, 12, 681-684, (1994)). No se ha demostrado que la terapia con antibiéticos reduzca la gravedad o
duracion de enfermedad gastrointestinal producida por estos dos agentes patdégenos (Hoogkamp-Korstanje, J., J
Antimicrob Chemother, 20, 123, (1987), Pai, C. H., et al., J Pediatr, 104, 308-11, (1984)). Sin embargo, un huésped
susceptible se trata normalmente con antibiéticos para evitar manifestaciones clinicas mas serias de la enfermedad.
La septicemia producida por estos agentes enteropatdégenos también se trata en general con antibioticos, y dichas
terapias frecuentemente son satisfactorias contra Y. enterocolitica (Gayraud, M., et al., Clin Infect Dis, 17, 405-10,
(1993)). Por el contrario, la terapia con antibiéticos tradicionalmente ha sido menos eficaz en pacientes cuando la
septicemia esta producida por Y. pseudotuberculosis, y la tasa de mortalidad asociada a la septicemia por Y.
pseudotuberculosis aproximadamente es del 75 % (Natkin, J. B., KG, Clin Lab Med, 19, 523-536, (1999)).

Aunque la infeccion natural por Y. pestis es rara en este pais, existe el temor de que el organismo se convierta en un
agente de bioterrorismo. Como herramienta de infeccion en masa deliberada, el organismo Y. pestis es un candidato
primordial debido a varias caracteristicas. Primero, el organismo es altamente infeccioso cuando se disemina por
aerosol, un método conveniente de diseminacion en masa. Segundo, hay una alta tasa de mortalidad asociada a la
infeccion por Y. pestis que no se trata, y la forma neumodnica de peste se distingue por una rapida aparicion de los
sintomas que se pueden reconocer demasiado tarde para una intervencién eficaz. Finalmente, la Y. pestis, tiene un
sistema genético bien definido, por lo tanto es relativamente facil modificar genéticamente cepas resistentes a los
antibidticos.

Se han investigado varias vacunas para la peste con distintos niveles de eficacia y seguridad. Una de las vacunas
mas antiguas consistian en células enteras de Y. pestis destruidas (KWC); este tipo de vacuna se utilizé por primera
vez a finales de los 90 y conferia una proteccion contra la forma bubonica de la peste. Sin embargo, hay pruebas de
que las inmunizaciones con KWC ofrecen poca proteccidn contra la peste neumonica (Cohen, R. J. y J. L. Stockard,
JAMA, 202, 365-366, (1967), Meyer, K. F., Bull World Health Organ, 42, 653-666, (1970)), y un inconveniente
adicional de estas vacunas es que se necesitan multiples inyecciones durante varios meses para una inmunidad
protectora. Se ha estudiado una cepa atenuada de Y. pestis, la cepa EV76, como vacuna viva para la peste. En
estudios con ratones, esta vacuna ha demostrado que protege contra desafios tanto subcutdneos como por
inhalacién y se necesita solo una dosis para la proteccion (Russell, P., et al., Vaccine, 13, 1551-1556, (1995)). Sin
embargo, la cepa EV76 no es totalmente avirulenta, produciendo la muerte en aproximadamente un 1 % de los
ratones vacunados (Russell, P., et al., Vaccine, 13, 1551-1556, (1995)). De manera interesante, se han hecho varios
intentos infructuosos para crear una cepa avirulenta de Y. pestis adecuada para su uso como vacuna viva (Titball, R.
W.y E. D. Williamson, Vaccine, 19, 4175-4184, (2001)).

Las subunidades vacunales se consideran el tipo mas prometedor de vacuna para la prevencién segura y eficaz de
la peste, primeramente debido a que no se teme que tengan efectos adversos en un huésped humano. Se han
ensayado varias proteinas de superficie asociadas a la virulencia de Yersinia en cuanto a su inmunogenicidad; todas
estas proteinas inducian una respuesta de anticuerpo pero solo la F1 de la capsula y el antigeno V secretado daban
lugar a una buena proteccion contra un desafio (Titball, R. W. y E. D. Williamson, Vaccine, 19, 4175-4184, (2001)).
Tanto la F1 como el antigeno V proporcionan proteccion como antigenos individuales en modelos animales, aunque
la combinacién de los dos agentes proporciona una proteccion superior. Muchos estudios recientes han ensayado
las vacunas F1/V formuladas con adyuvantes alternativos en un intento para encontrar el mejor sistema de
suministro de los antigenos F1y V (Alpar, H. O., et al., Adv. Drug Deliv. Rev., 51, 173-201, (2001), Eyles, J. E., et al.,
J Control Release, 63, 191-200, (2000), Jones, S. M., et al., Vaccine, 19, 358-366, (2001), Reddin, K. M., et al.,
Vaccine, 16, 761-767, (1998), Williamson, E. D., et al., Vaccine, 19, 566-571, (2000), Wiliamson, E. D., et al.,
Vaccine, 14, 1613-9, (1996)).
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Otras estrategias innovadoras han utilizado cepas de Salmonella atenuadas como portadores vacunales para los
antigenos de Y. pestis. Cuando se utilizé una Salmonella aroA mutante que expresaba una proteina de fusion F1/V
como cepa vacunal, el 86 % de los ratones sobrevivian a una dosis letal de desafio posterior de Y. pestis (Leary, S.
E., et al., Microb Pathog, 23, 167-179, (1997)). De manera similar, una vacuna que consistia en un plasmido de ADN
que albergaba un gen que codificaba una F1 de capsula truncada proporcionaba un 80 a 100 % de proteccién en
diferentes cepas de ratones (Grosfeld, H., et al., Infect Immun, 71, 374-383, (2003)). Ademas, un grupo de
investigadores mapearon los epitopos del antigeno F1 para células B y T y utilizaban los péptidos inmunorreactivos
en formulaciones vacunales (Sabhnani, L., et al., FEMS Immunol Med Microbiol, 38, 215-29, (2003)). Sus resultados
indicaban que una mezcla de péptidos epitopicos protegian al 83 % de los ratones contra una dosis letal de Y.
pestis.

Al contrario de la busqueda extensiva de vacunas protectoras contra la peste, se han enfocado muy pocos esfuerzos
de investigacion en la prevencion de infecciones por especies de Yersinia enteropatdégenas. Sin embargo, unos
cuantos estudios han demostrado resultados prometedores. Por ejemplo, la administraciéon de cepas de Y.
enterocolitica atenuada administradas por via oral a ratones presentaba efectos protectores, reduciendo la carga
bacteriana en el bazo y el higado tras el desafio oral (Igwe, E. |., et al., Infect Immun, 67, 5500-5507, (1999)). Sin
embargo, estas cepas se modificaron primariamente como portadores vacunales vivos orales, y no se han
comunicado ensayos adicionales de estas cepas para la prevencion de la yersiniosis. Se demostré que dos
subunidades vacunales eran eficaces en modelos animales de infeccion. La primera consistia en extractos celulares
de Y. enterocolitica y se administraba por via intranasal a los ratones. Los ratones inmunizados demostraron un
mayor aclaramiento de los pulmones de una dosis de desafio intranasal de Y. enterocolitica (Di Genaro, M. S., et al.,
Microbiol. Immunol., 42, 781-788, (1998)). Una segunda subunidad vacunal se formulé utilizando una proteina de
choque térmico HSP60 de Y. enterocolitica adyuvada con interleucina-12 (Noll, A. y Autenriethlb, Infect Immun, 64,
2955-2961, (1996)). Las inmunizaciones con esta vacuna daban como resultado significativamente menos bacterias
en los bazos de los ratones después del desafio, lo que ilustraba un efecto protector. Un trabajo adicional utilizaba
una vacuna que consistia en ADN que codificaba la HSP60 de Y. enterocolitica en inmunizaciones intramusculares
de ratones (Noll, A., et al., Eur J Immunol, 29, 986-996, (1999)). Este estudio demostraba que el ARNm de hsp60
estaba presente en varios tejidos del huésped después de la inmunizacion, pero la proteccion contra el desafio por
Y. enterocolitica era limitado en el bazo y no se observé proteccion en la mucosa intestinal.

Las similitudes y diferencias entre las enfermedades producidas por las especies patégenas de Yersinia han sido el
foco de muchas investigaciones en la pasada década. Esto se debe parcialmente a varias observaciones que
sugieren que las Yersinia patbgenas proporcionan un modelo util de evolucion patégena. Primero, los estudios de
hibridacion de ADN y las comparaciones genémicas recientes de cepas de Y. pestis y Y. pseudotuberculosis con
secuencias completas han indicado que estos dos agentes patdgenos estan altamente relacionados (Chain, P. S., et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 101, 13826-13831, (2004), Ibrahim, A., et al., FEMS Microbiol Lett, 114, 173-177,
(1993)), y se ha estimado que Y. pestis evolucioné a partir de Y. pseudotuberculosis, recientemente, hace unos
1.500 a 20.000 afios (Achtman, M., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96, 14043-14048, (1999)). Sin embargo, a
pesar de su estrecha relacién evolutiva, la Y. pseudotuberculosis y la Y. pestis producen enfermedades muy
diferentes en los seres humanos. Adicionalmente, estudios de secuenciacion parcial e hibridacion de ARN 16s
sugieren que la Y. enterocolitica esta relacionada mas distantemente con las otras especies patégenas de este
género (lbrahim, A., et al., FEMS Microbiol Lett, 114, 173-177, (1993), Moore, R. L. y R. R. Brubaker, Int J Syst
Bacteriol, 25, 336-339, (1975)), aunque la Y. enterocolitica produce infecciones gastrointestinales similares a las que
se observan con la Y. pseudotuberculosis. Las investigaciones recientes se han enfocado por lo tanto en los genes
de virulencia de las tres especies patdgenas de Yersinia en un intento para aclarar los diferentes mecanismos que
emplean para producir la enfermedad. Los modelos con ratones han sido particularmente instructivos en el estudio
de la patogénesis de Yersinia, ya que las tres especies producen enfermedades similares en ratones cuando se
inyectan por via intravenosa, y se pueden simular eficazmente infecciones mas naturales por medio de vias de
desafio orales y neumonicas en ratones.

Pocos factores de virulencia son Unicos para Y. pestis. Estos incluyen las proteinas codificadas en los plasmidos de
Y. pestis pPCP y pMT, plasmidos que no se encuentran en Y. enterocolitica o Y. pseudotuberculosis. El plasmido
pPCP codifica el activador del plasminégeno, una proteina que esta implicada en la rapida diseminacién de las
bacterias en tejidos de huéspedes mamiferos tras la inyeccion subcutanea (Sodeinde, O. A., et al., Science, 258,
1004-1007, (1992)). El plasmido pMT alberga al menos dos genes que ayudan a la infeccién de huéspedes no
humanos. El gen caf? codificado por pMT es necesario para el ensamblaje de la F1 de la capsula, un factor que
inhibe la fagocitosis en el huésped murino pero que no es necesario para la virulencia en primates (Friedlander, A.
M., et al., Clin. Infect. Dis., 21 Suppl 2, S 178-181, (1995)). La toxina murina también esta codificada en el plasmido
pMT, y se cree que promociona la supervivencia en la pulga aunque no es un factor de virulencia necesario en
huéspedes murinos (Hinnebusch, B. J., et al., Science, 296, 733-735, (2002), Hinnebusch, J., et al., Int J Med
Microbiol, 290, 483-487, (2000)). Otras diferencias entre las especies son las estructuras de las moléculas de
lipopolisacaridos (LPS) producidas por las Yersinia. Tanto la Y. enterocolitica como la Y. pseudotuberculosis
expresan cadenas laterales O-antigénicas variables, de las que se ha teorizado que aumentan la supervivencia en el
tracto gastrointestinal (Reeves, P., Trends Microbiol., 3, 381-386, (1995)) y pueden inhibir la lisis mediada por
complemento durante la enfermedad invasiva (Karlyshev, A. V., et al., Infect Immun, 69, 7810-7819, (2001)). Por el
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contrario, la Y. pestis tiene un fenotipo de LPS irregular con cadenas laterales no especificas de O debido a
mutaciones en genes de biosintesis de O-antigénicas (Prior, J. G., et al., Microb. Pathog., 30, 48-57, (2001), Skurnik,
M. P., A; Ervela, E, Mol Microbiol, 37, 316-330, (2000)).

De manera interesante, los proyectos de secuenciacién genémica revelaban que varios genes presentes en las tres
especies patdégenas de Yersinia han sufrido mutaciones en Y. pestis que los hacia no funcionales (Chain, P. S., et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 101, 13826-13831, (2004), Parkhill, J., et al., Nature, 413, 523-527, (2001)). Algunos
de ellos codifican proteinas invasinas que funcionan durante la invasion intestinal en las especies enteropatégenas
Y. enterocolitica y Y. pseudotuberculosis, en un nicho de huéspedes no colonizados por Y. pestis (Simonet, M., et
al., Infect Immun, 64, 375-379, (1996)). Otros genes que han perdido su funcién en Y. pestis incluyen los implicados
en el metabolismo intermedio, y se ha teorizado que estas pérdidas funcionales son parte de la evolucion de Y.
pestis en una especie parasita obligada con incapacidad para vivir fuera del huésped (Parkhill, J., et al., Nature, 413,
523-527, (2001)). La investigacion sobre la patogénesis de Yersinia se ha enfocado extensamente en el plasmido de
virulencia de 70 kb que se encuentra en todas las especies patogenas de Yersinia. La secuencia de este plasmido,
llamado pYV en Y. pseudotuberculosis y Y. enterocolitica patbgenas y pCD1 en Y. pestis, se conserva
extraordinariamente entre Y. pseudotuberculosis y Y. pestis (Chain, P. S., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 101,
13826-13831, (2004)). En consecuencia, la especie de Y. enterocolitica relacionada mas distantemente alberga un
plasmido pYV mas divergente, pero las secuencias de genes de virulencia estan altamente conservadas entre las
tres especies (Hu, P., et al., J Bacteriol, 180, 5192-5202, (1998), Snellings, N. J., et al., Infect Immun, 69, 4627-38,
(2001)). El enfoque sobre este plasmido comenz6 cuando los experimentos determinaron que el plasmido pYV era
absolutamente necesario para la virulencia de Yersinia, aunque el plasmido solo no restaura la virulencia en cepas
avirulentas especificas lo que sugiere que también estan implicados genes no pVY en la patogénesis (Heesemann,
J., et al., Infect Immun, 46, 105-110, (1984), Heesemann, J. y R. Laufs, J Bacteriol, 155, 761-767, (1983)). Un gran
locus en este plasmido codifica el sistema Ysc-Yop, un sistema de secrecioén tipo lll y sus proteinas efectoras
asociadas. Este sistema fue el primer ejemplo de un aparato de secrecion tipo lll, que se ha identificado actualmente
en muchos microbios patéogenos de animales y plantas (para una revision véase, Cornelis, G. R., Nat. Rev. Mol. Cell.
Biol., 3, 742-752, (2002)). El sistema de secrecion Yop-Ysc incluye proteinas “inyectisomas”, proteinas
translocadoras efectoras, y proteinas efectoras Yop. La microscopia electrénica y los estudios por marcaje con
varios tipos secretores tipo Il revelaron que las proteinas inyectisomas forman un poro que abarca las membranas
citoplasmatica y externa de las bacterias y protegen una estructura tipo aguja de la superficie celular (Blocker, A., et
al., Mol. Microbiol., 39, 652-663, (2001), Kimbrough, T. G. y S. I. Miller, Proc Natl Acad Sci USA, 97, 11008-11013,
(2000), Kubori, T., et al., Science, 280, 602-605, (1998), Sukhan, A., et al., J Bacteriol, 183, 1159-1167, (2001)). Las
proteinas translocadoras parece que interacttan con macrofagos del huésped y neutréfilos morfonucleares
neutrofilos (PMN), formando una estructura tipo poro en la membrana celular del huésped (Neyt, C. y G. R. Cornelis,
Mol Microbiol, 33, 971-981, (1999)). El aparato de secrecion ensamblado permite entonces que los Yop efectores se
translocalicen a través de las membranas celulares bacterianas y se inyecten en la célula huésped, donde funcionan
interfiriendo varias rutas de respuesta inmunitaria (Bleves, S. y G. R. Cornelis, Microbes Infect., 2, 1451-1460,
(2000), Cornelis, G. R., Nat. Rev. Mol. Cell. Biol., 3, 742-752, (2002)). El gen yadA también esta presente en el
plasmido pYV, codificando la adhesina YadA con la capacidad para unirse y adherirse a células eucariotas (Eitel, J. y
P. Dersch, Infect Immun, 70,4880-91, (2002), Skurnik, M., et al., Infect Immun, 62, 1252-61, (1994)). Esta proteina
solo parece ser funcional en las Yersinia enteropatégenas, ya que una mutacién del marco de lectura en el gen yadA
de la Y. pestis lo hace no funcional (Hu, P., et al., J Bacteriol, 180, 5192-5202, (1998)).

La implicacion del hierro en las infecciones por Yersinia ha sido bien establecida. Por ejemplo, los pacientes con
sobrecarga de hierro tales como los afectados por B-talasemia son altamente susceptibles a las infecciones por
Yersinia (Farmakis, D., et al., Med. Sci. Monit., 9, RA19-22, (2003)). Ademas, se podia restaurar la virulencia en Y.
pestis mutantes avirulentas especificas afiadiendo grupos hemo o compuestos que contenian el grupo hemo
(Burrows, T. W. y S. Jackson, Br. J. Exp. Pathol., 37, 577-583, (1956)). Estas primeras observaciones con Yersinia'y
otras bacterias llevaron a los investigadores a estudiar algunos de los mecanismos microbianos de la captaciéon de
hierro. En huéspedes mamiferos, el hierro disponible esta extremadamente limitado; el hierro intracelular forma
complejos con proteinas de almacenamiento, y el hierro extracelular esta unido a las proteinas transferrina y
lactoferrina del huésped. Estas condiciones de restricciéon del hierro limitan el crecimiento de los invasores
microbianos, actuando de esta manera como una barrera defensiva contra la infeccion. Muchos agentes patégenos
se han implicado con la capacidad de rebuscar hierro en estas condiciones pobres en hierro, “robando” eficazmente
el hierro de los compuestos que contienen transferrina y grupos hemo. Uno de los mecanismos mas comunes que
utilizan las bacterias es la sintesis y secrecion de sideroforos, pequefias moléculas con alta afinidad por el hierro
(Andrews, S. C., et al., FEMS Microbiol. Rev., 27, 215-237, (2003)). Los complejos hierro-sideréforo se unen a
receptores de la membrana externa en la superficie celular bacteriana, y por medio de la accion concertada de la
membrana externa, periplasmica, y proteinas transportadoras ABC, el hierro es transportado dentro de la célula. Los
receptores de membrana externa pueden unirse directamente al grupo hemo y compuestos que contienen grupos
hemo, rebuscando el hierro en estas moléculas. El papel de varios sistemas de captacion de hierro de Yersinia se
han aclarado, aunque se han identificado muchos mas sistemas posibles pero no se han caracterizado.

Aunque la Yersinia puede utilizar varios sideroforos producidos por otras bacterias y hongos para obtener hierro, la
yersiniabactina es el Unico sideréforo producido por Yersinia que se ha detectado (Baumler, A., et al., Zentralbl.
Bakteriol., 278, 416-424, (1993), Rabsch, W. y G. Winkelmann, Biol Met, 4, 244-250, (1991), Reissbrodt, R. y W.
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Rabsch, Zentralbl Bakteriol Mikrobiol Hyg [A], 268, 306-317, (1988)). El sistema yersiniabactina esta codificado por
genes ybt presentes en la isla cromosomica de alta patogenicidad (HPI), un locus que se ha asociado a cepas
altamente patdégenas de Yersinia (de Almeida, A. M., et al., Microb. Pathog., 14, 9-21, (1993), Rakin, A., et al., J
Bacteriol, 177, 2292-2298, (1995)). Los genes ybt codifican proteinas implicadas en la sintesis y secrecion del
sideroforo yersiniabactina (ybtS, irp1, irp2, ybtE, ybtT), asi como las proteinas citoplasmaticas (ybtP, ybtQ) y de la
membrana externa (psn/fyuA) necesarias para la captacion de los complejos hierro-yersiniabactina (Carniel, E.,
Microbes Infect., 3, 561-569, (2001)). Las mutaciones de los genes de la sintesis y/o captaciéon de yersiniabactina
daba como resultado la reduccioén de la virulencia de Yersinia en modelos de infeccion en el ratén (Bearden, S. W.,
et al., Infect. Immun., 65, 1659-1668, (1997), Brem, D., et al., Microbiology, 147, 1115-1127, (2001), Rakin, A., et al.,
Mol Microbiol, 13, 253-263, (1994)), lo que indica que este sistema es un factor de virulencia importante en la
patogénesis de Yersinia. La secuencia de nucleotidos de los genes ybt es idéntica al menos en un 97 % entre las
tres especies patégenas de Yersinia (Carniel, E., Microbes Infect., 3, 561-569, (2001), Chain, P. S., et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. U S A, 101, 13826-13831, (2004)), y se demostré que los sistemas ybt de Y. pestis y Y.
pseudotuberculosis eran intercambiables (Perry, R. D., et al., Microbiology, 145 (Pt 5), 1181-1190, (1999)). Estos
andlisis indicaron que las funciones de estos homodlogos probablemente se conservaban entre las tres especies.
Ademas, se descubrié el HP1 en varias especies patégenas incluyendo algunas cepas de E. coli, Citrobacter 'y
Klebsiella (Bach, S., et al., FEMS Microbiol. Lett., 183, 289-294, (2000)). Las proteinas Ybt que se expresan por
estos organismos son bastante similares; ademas, los anticuerpos que se generan contra varias proteinas Ybt de
Yersinia reconocen las proteinas correspondientes de los otros agentes patégenos (Bach, S., et al., FEMS Microbiol.
Lett., 183, 289-294, (2000), Karch, H., et al., Infect Immun, 67, 5994-6001, (1999)). Estos resultados sugieren que la
adquisicion del sistema ybt es relativamente reciente entre estos agentes patdgenos y pueden haber contribuido a
los fenotipos invasivos asociados a muchos de estos serotipos.

Se han detectado varios sistemas de captacion de hierro independientes de ybt en las especies de Yersinia que se
basan en analisis de mutacion, homologia con proteinas de adquisicién de hierro conocidas, o la presencia de
elementos reguladores que responden al hierro. Uno de dichos elementos reguladores es la “caja Fur’, una
secuencia de nucledtidos que se une a la proteina reguladora Fur cuando forma complejos con el hierro. La union
Fe-Fur reprime la transcripcién de promotores corriente abajo, y cuando el hierro se convierte en limitante, el apo-Fur
se disocia del ADN y se vuelve a reprimir la transcripcion. Fur y sus homologos se han encontrado en la mayoria de
especies de bacterias, y regulan muchos genes ademas de los sistemas de captacion del hierro en diversos
organismos (Campoy, S., et al., Microbiology, 148, 1039-1048, (2002), Horsburgh, M. J., et al., Infect Immun, 69,
3744-3754, (2001), Sebastian, S., et al., J Bacteriol, 184, 3965-3974, (2002), Stojilikovic, I., et al., J Mol Biol, 236,
531-545, (1994)). El analisis del genoma de Y. pestis identificaba muchos genes con cajas Fur corriente arriba de
sus correspondientes promotores, la mayoria de los cuales codificaban proteinas que tenian una homologia con
sistemas de captacion de hierro conocidos (Panina, E. M., et al., Nucleic Acids Res, 29, 5195-5206, (2001)). Aunque
se han estudiado unos cuantos de estos genes en cuanto a su funcién, parece que varios codifican las proteinas
receptoras hierro-sideroforo (omrA, irgA, itrA, ihaB, fauA) y transportadoras ABC de hierro (itsTUS, itpPTS). Aunque
la Yersinia puede utilizar sideréforos producidos por otros organismos, estas proteinas pueden ser responsables de
la “pirateria de sideréforos” que se observa en Yersinia. Dichos métodos de adquisicion de hierro son comunes entre
agentes patégenos bacterianos.

Varios estudios han aclarado las funciones de otros posibles sistemas de captacion de hierro. Por ejemplo, se
demostré que el sistema Hmu de Y. pestis adquiere hierro por medio de la captacién del grupo hemo y compuestos
que contenian grupos hemo (Hornung, J. M., et al., Mol Microbiol, 20, 725-39, (1996)). Aunque la capacidad para
utilizar el grupo hemo como fuente de hierro parece ventajosa para un agente patdgeno, la Y. pestis hmu mutante
era completamente virulenta en un modelo de infeccién en el ratén (Thompson, J. M., et al., Infect Immun, 67, 3879-
92, (1999)). Se identificé un segundo posible sistema de captacion de grupo hemo en Y. pestis que se basaba en la
homologia de secuencia. Los genes has de Y. pestis son homologos a los genes de adquisicion del grupo hemo
dependientes de heméforos de Pseudomonas y Serratia (Rossi, M. S., et al., Infect Immun, 69, 6707-6717, (2001)).
En estos organismos, se secreta un heméforo (HasA) que se une al grupo hemo y lo suministra a los receptores de
superficie bacterianos (HasR) para transportar el grupo hemo dentro de la célula. Se determiné que la proteina HasA
de Y. pestis estaba regulada por Fur, se secretaba, y era capaz de unirse al grupo hemo. Sin embargo, una
mutacién de estos genes no afectaba la virulencia en el ratén, incluso cuando se ensay6 una mutante doble (Rossi,
M. S., et al., Infect Immun, 69, 6707-6717, (2001)). Por lo tanto, los papeles de supuestos sistemas de captacion de
grupo hemo en la patogénesis sigue siendo esquivo, y puede indicar que la captacion del grupo hemo es mas
importante durante la infeccién en huéspedes no murinos.

Las funciones de dos supuestos sistemas ABC de transporte de hierro también se han estudiado en Yersinia. El
sistema Yfe puede transportar hierro y manganeso en Y. pestis, y los mutantes yfe demostraban una disminucién de
la virulencia en modelos de infeccién en el raton (Bearden, S. W. y R. D. Perry, Mol. Microbiol., 32, 403-414, (1999)).
Las segundas supuestas proteinas ABC transportadoras de hierro estan codificadas por genes yfu, que se
identifican por la presencia de una caja Fur corriente arriba (Gong, S., et al., Infect. Immun., 69, 2829-2837, (2001)).
Cuando se expresaban en E. coli, los genes yfu restauraban el crecimiento en medios pobres en hierro; sin
embargo, estudios comparables en Y. pestis fallaban en la determinacion de un papel de Yfu en la adquisicion de
hierro, y las mutantes en yfu no mostraban una falta de virulencia en el ratén (Gong, S., et al., Infect. Immun., 69,
2829-2837, (2001)).
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Sumario de la invencion

La presente invencién se define por las reivindicaciones y proporciona una composiciéon que se puede obtener por
un proceso que comprende: proporcionar un cultivo que comprende una cepa 27729 de la ATCC de Yersinia
enterocolitica, en el que la Yersinia enterocolitica se cultiva a 37 °C en un caldo de soja triptico (TSB) que
comprende 160 uyM de 2,2’-dipiridilo; destruir la Yersinia enterocolitica para dar lugar a una mezcla que comprende
membranas celulares destruidas; solubilizar la mezcla afiadiendo a la mezcla un detergente biolégico para dar como
resultado una preparacién que comprende proteinas solubilizadas y no solubilizadas; y aislar los polipéptidos no
solubilizados. La presente invencion proporciona también una composicion que se puede obtener por un proceso
que comprende: proporcionar un cultivo que comprende una cepa KIM6+ de Yersinia pestis, en el que la Yersinia
pestis se cultiva a 37 °C en medio TSB que comprende 160 uM de 2,2’-dipiridilo; destruir la Yersinia pestis para dar
lugar a una mezcla que comprende membranas celulares destruidas; solubilizar la mezcla afiadiendo a la mezcla un
detergente biolégico para dar como resultado una preparacion que comprende proteinas solubilizadas y no
solubilizadas; y aislar los polipéptidos no solubilizados.

La presente divulgacion también proporciona una composicion que incluye dos polipéptidos aislados que tienen
pesos moleculares de 83 kDa, 70 kDa, 66 kDa, o una combinacion de los mismos, y dos polipéptidos aislados que
tienen pesos moleculares de 40 kDa, 38 kDa, o 37 kDa, o una combinacién de los mismos, en los que el peso
molecular se determina por electroforesis en un gel de dodecil sulfato sodico-poliacrilamida. Los polipéptidos que
tienen un peso molecular de 83 kDa, 70 kDa, o 66 kDa son aislables a partir de Yersinia enterocolitica cuando se
incubaba en medios que contenian un quelante del hierro y no aislables cuando se cultivaba en un medio sin
quelante de hierro. En algunas divulgaciones, la composicién puede incluir dos polipéptidos diferentes de 83 kDa
aislables de una Y. enterocolitica cuando se incuba en un medio que comprende un quelante del hierro. La
composicion protege un ratén contra el desafio con la cepa 27729 de la ATCC de Y. enterocolitica. La composicion
puede incluir ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los polipéptidos pueden ser aislables, o en algunos
aspectos se aislan de la cepa 27729 de la ATCC de Y. enterocolitica. La composicion puede incluir ademas un
polipéptido aislado que tenga un peso molecular de 268 kDa, 92 kDa, 54 kDa, 45 kDa, 31 kDa, 28 kDa, o una
combinacion de los mismos y que sea aislable de Y. enterocolitica cuando se cultiva en el medio sin el quelante del
hierro.

La presente divulgacion también proporciona una composicion que incluye dos polipéptidos aislados que tienen
pesos moleculares de 83 kDa, 70 kDa, 66 kDa, o una combinacion de los mismos, y dos polipéptidos aislados que
tienen pesos moleculares de 268 kDa, 79 kDa, o 45 kDa, o una combinacion de los mismos, en los que el peso
molecular se determina por electroforesis sobre un gel de dodecil sulfato sédico-poliacrilamida. Los polipéptidos que
tienen un peso molecular de 83 kDa, 70 kDa, o 66 kDa son aislables a partir de una Yersinia enterocolitica cuando
se incuba en un medio que comprende un quelante del hierro y no aislables cuando se cultiva en un medio sin el
quelante de hierro. La composicién protege un ratéon contra un desafio con la cepa 27729 de la ATCC de Y.
enterocolitica. La composicion puede incluir ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los polipéptidos
pueden ser aislables, o en algunos aspectos se aislan a partir de una cepa 27729 de la ATCC de Y. enterocolitica.

La presente divulgacion proporciona una composicidon que incluye los polipéptidos aislados que tienen pesos
moleculares de 268 kDa, 92 kDa, 83 kDa, 79 kDa, 70 kDa, 66 kDa, 54 kDa, 45 kDa, 40 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 31
kDa, y 28 kDa, en los que se determina el peso molecular por electroforesis en dodecil sulfato sddico-poliacrilamida.
Los polipéptidos son aislables a partir de Yersinia enterocolitica, y la composicion protege un raton contra un desafio
con la cepa 27729 de la ATCC de Y. enterocolitica. Los polipéptidos pueden ser aislables, o en algunos aspectos se
aislan de la cepa 27729 de la ATCC de Y. enterocolitica.

La presente divulgacién proporciona una composicién que incluye dos polipéptidos aislados que tienen pesos
moleculares de 94 kDa, 88 kDa, 77 kDa, 73 kDa, o 64 kDa, o una combinacién de los mismos, y dos polipéptidos
aislados que tienen pesos moleculares de 46 kDa, 37 kDa, o una combinacién de los mismos, en los que el peso
molecular se determina por electroforesis en un gel de dodecil sulfato sédico-poliacrilamida. Los polipéptidos que
tienen un peso molecular de 94 kDa, 88 kDa, 77 kDa, 73 kDa, o 64 kDa son aislables a partir de Yersinia pestis
cuando se incuba en medios que comprenden un quelante del hierro y no aislables cuando se cultiva en un medio
sin quelante del hierro. La composicion protege un ratén contra un desafio con la cepa KIM6+ de Y. pestis. La
composicion puede ademas incluir un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los polipéptidos pueden ser aislables,
0 en algunos aspectos aislarse a partir de la cepa 27729 de la ATCC de Y. enferocolitica. La composicién puede
incluir ademas un polipéptido aislable que tiene un peso molecular de 254 kDa, 46 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 31 kDa, 28
kDa, o 20 kDa, y es aislable a partir de una Y. pestis cuando se cultiva en los medios sin quelante de hierro. Los
polipéptidos pueden ser aislables, o en algunos aspectos se aislan de la cepa KIM6+ de Y. pestis.

La presente divulgacion también proporciona una composicion que incluye dos polipéptidos aislados que tienen
pesos moleculares de 94 kDa, 88 kDa, 77 kDa, 73 kDa, o 64 kDa, o una combinacién de los mismos, y dos
polipéptidos aislados que tienen pesos moleculares de 254 kDa, 46 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 31 kDa, 28 kDa, 20 kDa, o
una combinacion de los mismos, en los que el peso molecular se determina por electroforesis en gel de dodecil
sulfato soédico-poliacrilamida. Los polipéptidos que tienen un peso molecular de 94 kDa, 88 kDa, 77 kDa, 73 kDa, o
64 kDa, son aislables a partir de Yersinia pestis cuando se incuba en medios que comprenden un quelante del hierro
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y no aislables cuando se cultiva en los medios sin quelantes del hierro. La composiciéon protege un ratén de un
desafio con la cepa KIM6+ de Y. pestis. La composicion puede incluir ademas un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Los polipéptidos pueden ser aislables, o en algunos aspectos se aislan de la cepa KIM6+ de Y. pestis.

La presente divulgaciéon proporciona ademas una composicidon que incluye polipéptidos aislados que tienen pesos
moleculares de 254 kDa, 104 kDa, 99 kDa, 94 kDa, 88 kDa, 77 kDa, 73 kDa, 64 kDa, 46 kDa, 44 kDa, 37 kDa, 36
kDa, 31 kDa, 28 kDa, y 20 kDa en los que el peso molecular se determina por electroforesis en gel de dodecil sulfato
sédico-poliacrilamida. Los polipéptidos son aislables a partir de Yersinia pestis, y la composicién protege un raton
contra un desafio con la cepa KIM6+ de Y. pestis. Los polipéptidos pueden ser aislables, o en algunos aspectos se
aislan de la cepa KIM6+ de Y. pestis.

La presente invencion proporciona un método para tratar una infeccion en un sujeto que incluye la administracion de
una cantidad eficaz de una composicion de la presente invencién a un sujeto que esta en riesgo de tener una
infeccion producida por una Yersinia spp. El sujeto puede ser un animal, tal como un pez, o un mamifero, tal como
un ser humano. La Yersinia spp. puede ser por ejemplo, Y. enterocolitica o Y. pestis, o Y. ruckeri.

La presente divulgacion también proporciona un método para tratar un sintoma en un sujeto que incluye la
administracion de una cantidad eficaz de una composicién de la presente invencién a un sujeto que tiene una
infeccion producida por Yersinia spp. El sujeto puede ser un animal, tal como un pez, o un mamifero, tal como un ser
humano. La Yersinia spp. puede ser, por ejemplo, Y. enterocolitica, o Y. pestis, o Y. ruckeri. El sintoma puede ser,
por ejemplo, diarrea, enteritis, peste, enfermedad de la boca roja, o una combinacién de los mismos.

La presente divulgacion se proporciona ademas para tratar una infecciéon en un sujeto que incluye la administracién
de una cantidad eficaz de una composicion a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener una infeccién producida
por una Yersinia spp., en el que la composicion incluye un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido
de la presente divulgacion. El anticuerpo puede ser policlonal o monoclonal. En un ejemplo, el anticuerpo se une
especificamente a dos polipéptidos aislados que tienen pesos moleculares de 83 kDa, 70 kDa, 66 kDa, o una
combinacién de los mismos, en el que los polipéptidos son aislables de una Yersinia enterocolitica cuando se incuba
en medios que comprenden un quelante del hierro y no aislables cuando se cultiva en los medios sin quelante del
hierro. En otro ejemplo, el anticuerpo se une especificamente a dos polipéptidos aislados que tienen pesos
moleculares de 94 kDa, 88 kDa, 77 kDa, 73 kDa, o 64 kDa, o una combinacion de los mismos, en los que los
polipéptidos son aislables de Yersinia pestis cuando se incuba en medios que comprenden un quelante del hierro y
no aislables cuando se cultiva en los medios sin el quelante del hierro.

La presente divulgacion también proporciona un método para tratar un sintoma en un sujeto que incluye la
administracion de una cantidad eficaz de una composicion al sujeto que tiene una infeccién producida por una
Yersinia spp., en el que la composicién incluye un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido de la
presente divulgaciéon. El anticuerpo puede ser policlonal o monoclonal. En un ejemplo, el anticuerpo se une
especificamente a dos polipéptidos aislados que tienen pesos moleculares de 83 kDa, 70 kDa, 66 kDa, o una
combinacién de los mismos, en los que el peso molecular se determina por electroforesis en un gel de dodecil
sulfato sédico-poliacrilamida, en el que los polipéptidos son aislables a partir de Yersinia enterocolitica cuando se
incuba en medios que comprenden un quelante del hierro y no aislables cuando se cultiva en los medios sin el
quelante del hierro. En otro ejemplo, el anticuerpo se une especificamente a dos polipéptidos aislados que tienen
pesos moleculares de 94 kDa, 88 kDa, 77 kDa, 73 kDa, o 64 kDa, o una combinacion de los mismos, en los que los
polipéptidos son aislables de una Yersinia pestis cuando se incuba en medios que comprenden un quelante del
hierro y no aislables cuando se cultiva en el medio sin el quelante de hierro.

La presente divulgacion proporciona ademas kits para la deteccion de anticuerpos que se unen especificamente a
un polipéptido de la presente divulgacion. El kit incluye un polipéptido aislado de la presente divulgacion, y un
reactivo que detecta un anticuerpo que se une especificamente al polipéptido. El polipéptido y el reactivo estan
presentes normalmente en envases separados. En un ejemplo, el polipéptido puede tener un peso molecular de 83
kDa, 70 kDa, o 66 kDa, o una combinaciéon de los mismos, en el que el polipéptido es aislable de una Yersinia
enterocolitica cuando se incuba en medios que comprenden un quelante del hierro y no aislables cuando se cultiva
en medios sin el quelante del hierro. En otro ejemplo, el polipéptido puede tener un peso molecular de 94 kDa, 88
kDa, 77 kDa, 73 kDa, o 64 kDa, o una combinaciéon de los mismos, en los que el polipéptido es aislable de una
Yersinia pestis cuando se incuba en medios que comprenden un quelante del hierro y no aislable cuando se cultiva
en los medios sin el quelante del hierro.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Extractos enriquecidos de proteina insoluble en detergente de la cepa 27729 de la ATCC de Y.
enterocolitica y cepa KIM6+ de Y. pestis redisueltos por electroforesis sobre un gel de dodecil sulfato sodico -
poliacrilamida al 10 %. Los nameros de la izquierda de la imagen del gel representan los pesos moleculares en
kDa de las referencias que se muestran en la Calle 1. Calle 1, referencias de pesos moleculares; Calle 2, cepa
KIM6+ de Y. pestis cultivada en medios suplementados con 300 uM de FeCls; Calle 3, cepa KIM6+ de Y. pestis
cultivada en medios suplementados con 160 uM de 2,2-dipiridilo; Calle 4, cepa 27729 de la ATCC de Y.
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enterocolitica cultivada en medios suplementados con 160 uM de 2,2-dipiridilo; Calle 5, cepa 27729 de la ATCC
de Y. enterocolitica cultivada en medios suplementados con 300 uM de FeCls.

Figura 2. Supervivencia de ratones vacunados y no vacunados después del desafio con Y. enterocolitica. El
grafico muestra el analisis de supervivencia de ratones después de la inmunizacién con proteinas de membrana
derivadas de la cepa 27729 de la ATCC de Y. enterocolitica cultivada en condiciones limitantes de hierro y el
posterior desafio vivo con la cepa 27729. Se registrd la mortalidad durante 7 dias después del desafio.

Figura 3. Secuencias de nucleétidos de SEQ ID NO: 1-23.
Descripcion detallada de realizaciones preferidas de la invencién
La presente invencion proporciona composiciones como se definen en las reivindicaciones.

La presente divulgacion también proporciona polipéptidos y composiciones que incluyen polipéptidos. Como se
utiliza en el presente documento, “polipéptido” se refiere a un polimero de aminoacidos unidos por enlaces
peptidicos. Por lo tanto, por ejemplo, los términos péptido, oligopéptido, proteina, y enzima estan incluidos en la
definicion de polipéptido. Este término incluye también las modificaciones post-expresién del polipéptido, por
ejemplo, glicosilaciones, acetilaciones, fosforilaciones, y similares. El término polipéptido no implica una longitud
especifica del polimero de aminoacidos. Un polipéptido se puede aislar directamente de una fuente natural, o se
puede preparar con la ayuda de técnicas recombinantes, enzimaticas, o quimicas. En el caso de un polipéptido que
sea de origen natural, dicho polipéptido normalmente estard aislado. Un polipéptido “aislado” es el que se ha
extraido de su entorno natural. Por ejemplo, un polipéptido aislado es un polipéptido que se ha retirado del
citoplasma o de la membrana externa de una célula, y muchos polipéptidos, acidos nucleicos, y otro material celular
de su entorno natural no estan presentes. Un polipéptido “aislable” es un polipéptido que se podria aislar de una
fuente en particular. Un polipéptido “purificado” es el que esta libre al menos en un 60 %, preferentemente libre al
menos en un 75 %, y mas preferentemente libre al menos en un 90 % de otros componentes a los que se asocia de
modo natural. Los polipéptidos que se producen fuera del organismo en el que existe naturalmente, por ejemplo, por
medios quimicos o recombinantes, se consideran aislados y purificados por definicion, ya que nunca estuvieron
presentes en un entorno natural. Como se utiliza en el presente documento, un “fragmento polipeptidico” se refiere a
una parte de un polipéptido que resulta de la digestion de un polipéptido con una proteasa. A menos de que se
especifique otra cosa, “un”, “una”, “el’ y “al menos uno” se utilizan de manera intercambiable y significa uno o mas de
uno. El término “comprende” y las variaciones del mismo no tienen un significado limitante, cuando aparecen estos
términos en la descripcién y las reivindicaciones.

Un polipéptido de la presente divulgacion se puede caracterizar por el peso molecular, la huella de masa, o una
combinacién de los mismos. El peso molecular de un polipéptido, que se expresa normalmente en kilodaltons (kDa),
se puede determinar utilizando métodos de rutina que incluyen, por ejemplo, filtracion en gel, electroforesis en gel
que incluye la electroforesis en gel de dodecil sulfato sédico (SDS) poliacrilamida (PAGE), electroforesis por
capilaridad, espectrometria de masas, y cromatografia liquida que incluye la HPLC. Preferentemente, el peso
molecular se determina redisolviendo un polipéptido utilizando un gel SDS poliacrilamida que tiene aproximadamente
un 4 % de un gel de relleno y aproximadamente un 10 % de un gel redisolucion en condiciones reductoras y
desnaturalizantes. A menos de que se indique otra cosa, el peso molecular se refiere a un peso molecular que se
determina por SDS-PAGE. Como se utiliza en el presente documento, una “huella de masa” se refiere a una
poblacién de fragmentos de polipéptido que se obtiene a partir de un polipéptido tras la digestion con una proteasa.
Normalmente, los fragmentos de polipéptido que resultan de una digestién se analizan utilizando un método
espectrométrico de masas. Cada fragmento de polipéptido se caracteriza por una masa, o por la relaciéon de una
masa (m) respecto a la carga (z), a la que se hace referencia como “relacién m/z” o un “valor m/z”". Los métodos para
generar una huella de masa de un polipéptido son rutinarios. Un ejemplo de dicho método se desvela en el Ejemplo
9.

Los polipéptidos de la presente divulgacion pueden ser polipéptidos regulados por metales. Como se utiliza en el
presente documento, un “polipéptido regulado por metales” es un polipéptido que expresa un microbio que tiene un
mayor nivel cuando el microbio se cultiva en condiciones metalicas bajas en comparacién con el cultivo del mismo
microbio en condiciones metdlicas altas. Las condiciones metalicas bajas y altas se describen en el presente
documento. Por ejemplo, una clase de polipéptido regulado por metales producido por Yersinia spp. no se expresa a
niveles detectables durante el cultivo del microbio en condiciones metdlicas altas pero se expresa a niveles
detectables durante el cultivo en condiciones metalicas bajas. Ejemplos de dichos polipéptidos regulados por
metales aislables de Yersinia enterocolitica tienen pesos moleculares de 83 kDa, 70 kDa, o 66 kDa. En algunos
aspectos, la Y. enterocolitica puede producir dos polipéptidos que tienen cada uno un peso molecular de 83 kDa y
cada uno se expresa a niveles detectables durante el cultivo del microbio en condiciones metalicas bajas y no se
expresa a niveles detectables durante el cultivo en condiciones metalicas altas. Ejemplos de tales polipéptidos
regulados por metales aislables de Yersinia pestis tienen pesos moleculares de 94 kDa, 88 kDa, 77 kDa, 73 kDa, o
64 kDa.
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Otro tipo de polipéptido regulado por metales producido por Yersinia spp. se expresa a niveles detectables durante el
cultivo del microbio en condiciones metalicas altas pero se expresa significativamente mas del polipéptido durante el
cultivo en condiciones metalicas bajas. Se hace referencia a la expresién de dichos polipéptidos en el presente
documento como “aumentada” durante el crecimiento en condiciones metalicas bajas. Normalmente, la expresiéon de
un polipéptido durante un cultivo en condiciones metalicas bajas es al menos un 10 % o al menos un 50 % mayor
que la expresion del polipéptido durante el cultivo en condiciones metdlicas altas. Ejemplos de polipéptidos
regulados por metales que presentan una expresion aumentada y son aislables a partir de Y. enterocolitica tienen
pesos moleculares de 268 kDa, 79 kDa, o 45 kDa. Ejemplos de polipéptidos regulados por metales que presentan
una expresion aumentada y son aislables a partir de Y. pestis tienen un peso molecular de 254 kDa, 46 kDa, 37 kDa,
36 kDa, 31 kDa, 28 kDa, o 20 kDa. En algunos aspectos, la Y. pestis puede producir dos polipéptidos diferentes que
tienen cada uno un peso molecular de 31 kDa y cada uno presenta una expresién aumentada.

La expresion de algunos polipéptidos de la presente divulgacion no esta influenciada significativamente por la
presencia de un metal. Ejemplos de tales polipéptidos aislables de Y. enterocolitica tienen pesos moleculares de 92
kDa, 54 kDa, 40 kDa, 38 kDa, 31 kDa, o 28 kDa. En algunos aspectos, la Y. enterocolitica puede producir dos
polipéptidos diferentes que cada uno tiene un peso molecular de 31 kDa y cada uno no esta significativamente
influenciado por la presencia de un metal. Ejemplos de dichos polipéptidos aislables de Y. pestis tienen pesos
moleculares de 104 kDa, 99 kDa, 60 kDa, o 44 kDa.

Si un polipéptido es un polipéptido regulado por metales o no, se puede determinar por métodos utiles para
comparar la presencia de polipéptidos, que incluyen, por ejemplo, filtracién en gel, electroforesis en gel que incluye
electroforesis en gel de dodecil sulfato sodico-poliacrilamida (SDS-PAGE), electroforesis por capilaridad,
espectrometria de masas, y cromatografia liquida incluyendo HPLC. Se cultivan por separado los cultivos de un
microbio en condiciones metalicas altas y en condiciones metalicas bajas, los polipéptidos de la presente divulgaciéon
se aislan como se describe en el presente documento, y se comparan y redisuelven los polipéptidos presentes en
cada cultivo. Normalmente, se utiliza una cantidad igual de polipéptidos de cada cultivo. Preferentemente, los
polipéptidos se redisuelven utilizando un gel de SDS poliacrilamida que tiene aproximadamente un 4 % de un gel de
relleno y aproximadamente un 10 % de un gel de redisolucién en condiciones reductoras y desnaturalizantes. Por
ejemplo, se pueden utilizar 30 microgramos (ug) de polipéptido total de cada cultivo y se cargan en pocillos de un
gel. Tras procesar el gel y tefiir los polipéptidos con Azul Coomasie brillante, se pueden comparar las dos calles.
Cuando se determina si un polipéptido se expresa o no en un nivel detectable, se redisuelven 30 ug de polipéptido
total de un cultivo en un gel SDS-PAGE vy se tifie con Azul Coomasie Brillante utilizando métodos conocidos en la
técnica. Un polipéptido que se puede visualizar a simple vista se considera que se expresa a un nivel detectable,
mientras que un polipéptido que no se puede visualizar a simple vista se considera que no se expresa a un nivel
detectable.

Los polipéptidos de la presente divulgacion pueden tener actividad inmunogénica. “Actividad inmunogénica” se
refiere a la capacidad de un polipéptido para desencadenar una respuesta inmunolégica en un animal. Una
respuesta inmunoldgica contra un polipéptido es el desarrollo en un animal de una respuesta inmunitaria mediada
por células y/o anticuerpos contra el polipéptido. Habitualmente, una respuesta inmunolégica incluye pero no se
limita a uno o mas de los siguientes efectos: produccion de anticuerpos, células B, células T auxiliares, células T
supresoras, y/o células T citotéxicas, que se dirigen contra un epitopo o epitopos del polipéptido. “Epitopo” se refiere
al sitio en un antigeno al que responden las células B y/o células T especificas de manera que se producen
anticuerpos. La actividad inmunogénica puede ser protectora. “Actividad inmunogénica protectora” se refiere a la
capacidad de un polipéptido para desencadenar un respuesta inmunolégica en un animal que evita o inhibe la
infeccion por Yersinia spp., por ejemplo, Y. enterocolitica o Y. pestis. Se puede determinar si un polipéptido tiene una
actividad inmunogénica protectora por métodos conocidos en la técnica, por ejemplo como se describe en el ejemplo
4 o el ejemplo 7. Por ejemplo, un polipéptido de la presente divulgacién, o combinaciéon de polipéptidos de la
presente divulgacion, protegen un roedor tal como un ratén contra un desafio con una Yersinia spp. Un polipéptido
de la presente divulgacién puede tener una actividad serorreactiva. “Actividad serorreactiva” se refiere a la capacidad
de un polipéptido candidato para reaccionar con anticuerpos presentes en el suero convaleciente de un animal
infectado con una Yersinia spp., preferentemente Y. enterocolitica o Y. pestis. Los polipéptidos de la presente
divulgacion pueden tener actividad inmunorreguladora. “Actividad inmunorreguladora” se refiere a la capacidad de un
polipéptido para actuar de manera no especifica para aumentar una respuesta inmunitaria contra un antigeno en
particular. Los métodos para determinar si un polipéptido tiene actividad inmunorreguladora se conocen en la
técnica.

Un polipéptido de la presente divulgacion tiene las caracteristicas de un polipéptido que expresa un microbio de
referencia. Las caracteristicas incluyen tanto el peso molecular como la huella de masa. El microbio de referencia
puede ser Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis, Y. pestis, Y. ruckeri, Y. rohdei, Y. aldovae, Y. bercovieri, Y.
frederiksenii, Y. intermedia, Y. kristensenii, o Y. moolaretti, preferentemente Y. enterocolitica, por ejemplo, la cepa
27729 de la ATCC de Y. enterocolitica, o Y. pestis, por ejemplo, la cepa KIM6+ de Y. pestis (Gong et al., Infect.
Immun., 69:2829-2837 (2001)).

Cuando el microbio de referencia es Y. enterocolitica, por ejemplo, la cepa 27729 de la ATCC de Y. enterocolitica, se
considera que un polipéptido candidato es un polipéptido de la presente divulgacion si tiene un peso molecular de
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268 kDa, 83 kDa, 79 kDa, 70 kDa, 66 kDa, o 45 kDa, y tiene una huella de masa que es similar a la huella de masa
de un polipéptido regulado por un metal que expresa el microbio de referencia y tiene un peso molecular de 268 kDa,
83 kDa, 79 kDa, 70 kDa, 66 kDa, o 45 kDa, respectivamente. Preferentemente, dichos polipéptidos estan regulados
por metales. Por ejemplo, un polipéptido candidato es un polipéptido de la presente divulgacién si tiene un peso
molecular de 83 kDa y tiene una huella de masa similar a la huella de masa de uno de los polipéptidos regulados por
metales de 83 kDa producidos por la cepa de referencia 27729 de la ATCC de Y. enterocolitica. Un polipéptido
candidato también se considera que es un polipéptido de la presente invencion si tiene un peso molecular de 92
kDa, 54 kDa, 40 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 31 kDa, o 28 kDa y tiene una huella de masa que es similar a la huella de
masa de un polipéptido que expresa el microbio de referencia y tiene un peso molecular de 92 kDa, 54 kDa, 40 kDa,
38 kDa, 37 kDa, 31 kDa, o 28 kDa, respectivamente.

Cuando el microbio de referencia es Y. pestis, por ejemplo, la cepa KIM6+ de Y. pestis, un polipéptido candidato se
considera un polipéptido de la presente divulgacion si tiene un peso molecular de 254 kDa, 94 kDa, 88 kDa, 77 kDa,
73 kDa, 64 kDa, 46 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 31 kDa, 28 kDa, o0 20 kDa, y una huella de masa que es similar a la huella
de masa de un polipéptido regulado por metales que expresa el microbio de referencia y tiene un peso molecular de
254 kDa, 94 kDa, 88 kDa, 77 kDa, 73 kDa, 64 kDa, 46 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 31 kDa, 28 kDa, o 20 kDa,
respectivamente. Preferentemente, dichos polipéptidos estan regulados por metales. Por ejemplo, un polipéptido
candidato es un polipéptido de la presente divulgacion si tiene un peso molecular de 94 kDa y tiene una huella de
masa similar a la huella de masa de uno de los polipéptidos regulados por metales de 94 kDa producidos por la cepa
de referencia cepa KIM6+ de Y. pestis. Un polipéptido candidato también se considera que es un polipéptido de la
presente divulgacion si tiene un peso molecular de 104 kDa, 99 kDa, 60 kDa, o 44 kDa y tiene una huella de masa
que es similar a la huella de masa de un polipéptido que expresa el microbio de referencia y tiene un peso molecular
de 104 kDa, 99 kDa, 60 kDa, o 44 kDa, respectivamente.

Los polipéptidos que expresa un microbio de referencia y a los que se ha hecho referencia anteriormente por peso
molecular se pueden obtener cultivando el microbio de referencia en condiciones metalicas bajas y aislando
posteriormente un polipéptido por los procesos desvelados en el presente documento. Un polipéptido candidato es
aislable de un microbio, preferentemente, un microbio gram negativo, mas preferentemente, un miembro de la familia
Enterobacteriaceae, preferentemente un miembro del género Yersinia, tal como Y. enterocolitica, Y.
pseudotuberculosis, o Y. pestis. Un polipéptido candidato también se puede producir utilizando técnicas
recombinantes, enzimaticas, o quimicas.

Un polipéptido candidato puede evaluarse por anadlisis de espectrometria de masas para determinar si el polipéptido
candidato tiene una huella de masa similar a la de los polipéptidos que expresa un microbio de referencia y a los que
se hace referencia anteriormente por peso molecular. Normalmente, el polipéptido candidato se aisla, por ejemplo,
redisolviendo el polipéptido candidato por electroforesis en gel y escindiendo la parte de gel que contenga el
polipéptido candidato. Se puede utilizar cualquier método de electroforesis en gel que separe polipéptido basandose
en la diferenciacion de caracteristicas, incluyendo electroforesis en gel de 1 dimensién o 2 dimensiones, asi como
separacion cromatografica liquida, basada por ejemplo, en hidrofobia, pl, o tamafo. El polipéptido candidato se
fragmenta, por ejemplo, por digestion con una proteasa. Preferentemente, la proteasa escinde el enlace peptidico en
el lado el extremo carboxilo del aminoacido lisina y el aminoacido arginina, excepto cuando el aminoacido siguiente
de la lisina o la arginina es una prolina. Un ejemplo de tal proteasa es la tripsina. Los métodos para digerir un
polipéptido con tripsina son de rutina y se conocen en la técnica. Un ejemplo de dicho método se desvela en el
Ejemplo 9.

Los métodos para el andlisis espectrométrico de polipéptidos son de rutina y se conocen en la técnica e incluyen,
pero no se limitan a, espectroscopia de masas de desorcion/ionizaciéon por laser asistida por matriz con tiempo de
vuelo (MALDI-TOF-MS). Normalmente, una mezcla que contiene los fragmentos de polipéptido que se obtiene a
partir de un polipéptido candidato se mezcla con una matriz que funciona transformando la energia laser hacia la
muestra y produce fragmentos de polipéptido ionizados, preferentemente monoisotdpicos. Ejemplos de matrices que
se pueden utilizar incluyen, por ejemplo, acido sinapinico o acido ciano-4-hidroxicinamico. Un ejemplo de un método
para el analisis de polipéptidos por MALDI-TOF MS se describe en el Ejemplo 9. Los fragmentos de polipéptido
ionizados se separan segun su relacién m/z, y se detectan porque dan como resultado un espectro de la relacién
m/z frente a la intensidad. El espectro incluye valores de m/z que representan los fragmentos de polipéptido
derivados del polipéptido candidato. Para cualquier polipéptido determinado, la cantidad de cada fragmento de
polipéptido que resulta de una digestion por tripsina deberia ser equimolar. Sin embargo, se sabe que la digestion
con tripsina no siempre es eficaz al 100 %, por ejemplo, algunos sitios se escinden mas eficazmente. Por lo tanto,
cuando se utiliza la MALDI-TOF MS para determinar valores m/z, la intensidad de cada valor m/z normalmente no es
idéntica. En general, un espectro tiene un nivel de ruido de fondo presente a lo largo de la mayoria del eje X (es
decir, el eje que tiene los valores de las relaciones m/z). Este nivel de ruido de fondo varia dependiendo de las
condiciones de ejecucion y la maquina que se utiliza, y es facilmente identificable por inspeccion visual del espectro.
Un valor m/z generalmente se considera que representa un fragmento de polipéptido cuando la intensidad es al
menos 2 veces mayor, 3 veces mayor, o 4 veces mayor que el nivel de ruido de fondo. El espectro incluye
habitualmente otros valores m/z que son artefactos que resultan de, por ejemplo, la digestién incompleta, sobre
digestion, otros polipéptidos que pueden estar presentes en la mezcla, o la proteasa utilizada para digerir el
polipéptido incluyendo los valores m/z que resultan de la autolisis de la proteasa. Se reconoce en la técnica que este
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método para digerir un polipéptido con una proteasa da como resultado una huella de masa de gran especificidad y
que se puede utilizar para caracterizar con precision el polipéptido y lo distingue de otros polipéptidos.

En este aspecto de la divulgacién, cuando un polipéptido candidato se analiza por espectrometria de masas,
preferentemente ambos polipéptidos, el candidato y el polipéptido del microbio de referencia, se preparan y analizan
juntos, disminuyendo de esta manera cualquier artefacto potencial que resulte de las diferencias de las condiciones
de manipulacién y ejecucion de la muestra. Preferentemente, todos los reactivos que se utilizan para preparar y
analizar los dos polipéptidos son los mismos. Por ejemplo, el polipéptido del microbio de referencia y el polipéptido
candidato se aislan sustancialmente en las mismas condiciones, se fragmentan sustancialmente en las mismas
condiciones, y se analizan por MALDI-TOF MS en la misma maquina sustancialmente en las mismas condiciones.
Una huella de masa de un polipéptido candidato se considera que es similar a la huella de masa de un polipéptido
de un microbio de referencia cuando al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, o sustancialmente todos
los valores m/z presentes en el espectro del polipéptido del microbio de referencia y por encima del nivel de ruido de
fondo estan también presentes en el espectro del polipéptido candidato.

En otro aspecto, se considera que un polipéptido es un polipéptido de la presente divulgacion si tiene un peso
molecular de un polipéptido de referencia descrito en la Tabla 1 o la Tabla 2 y tiene una huella de masa que incluye
la poblacién de fragmentos polipeptidicos del polipéptido de referencia que se enumeran en la Tabla 1 o Tabla 2. Por
ejemplo, un polipéptido de la presente divulgacion incluye un polipéptido de 83 kDa y una huella de masa que
incluye fragmentos de polipéptido que tienen masas de 686,37, 975,45, 1000,53, 1015,46, 1140,65, 1169,68,
1170,64, 1197,57, 1342 55, 1356,74, 1394,67, 1452,73, 1476,72, 1520,76, 1692,77, 1715,75, 1828,79, 1960,91,
2013,02, 2018,95, 2040,97, 2163,05, 2225,03, 2416,19, y 3174,44, o una huella de masa que incluye fragmentos de
polipéptido que tienen masas de 1001,49, 1103,57, 1139,57, 1154,51, 1170,49, 1208,59, 1213,67, 1337,70, 1452,86,
1567,84, 1633,85, 1650,82, 1659,91, 1708,77, 1748,95, 1849,92, 1986,98, 2103,95, 2111,03, 2163,11, 2386,19,
2452,09, 2537,34, y 3422,66. La huella de masa de un polipéptido candidato se puede determinar por un método
espectrométrico de masas, por ejemplo por MALDI-TOF MS. La huella de masa de un polipéptido candidato
generalmente tendra fragmentos de polipéptido adicionales y por lo tanto valores de m/z adicionales distintos de los
enumerados para un polipéptido de la Tabla 1 o Tabla 2. Preferentemente, cuando el polipéptido candidato se
compara con un polipéptido de la Tabla 1 o Tabla 2, el polipéptido candidato se obtiene de una Y. pestis, Y.
pseudotuberculosis, o Y. enterocolitica, mas preferentemente, Y. enterocolitica o Y. pestis. Un polipéptido candidato
puede obtenerse cultivando un microbio en condiciones metalicas bajas y aislando posteriormente un polipéptido por
los procesos que se describen en el presente documento.

Es bien conocido en la técnica que pueden introducirse accidentalmente modificaciones de aminoacidos durante la
manipulacion de la muestra, tales como oxidacion, y formacion de derivados carbamidometilo. Ademas, estos tipos
de modificaciones alteran el valor m/z de un fragmento de polipéptido. Por ejemplo, si un fragmento de polipéptido
contiene una metionina que esta oxidada el valor m/z se multiplicara por 16 con respecto al mismo fragmento que no
contiene la metionina oxidada. En consecuencia, los fragmentos de polipéptido de las Tablas 1 y 2 que tienen la
notacién “oxidacién (M)” tienen un valor m/z que esta multiplicado por 16 con respecto al mismo fragmento que no
contiene la metionina oxidada. Se entiende que los fragmentos de polipéptido de la Tabla 1 y la Tabla 2 se pueden
modificar durante la manipulacion de la muestra.

Tabla 1. Caracteristicas de los polipéptidos obtenidos de Y. enterocaolitica.

Denominacion |Peso molecular (I;/I:sa dglilog ftriggment;): Secuencia de aminoacidos prevista del fragmento
de aproximado en resultapn dpe Fl)a di es?ién de polipéptido (Numeros de SEQ ID enumerados
polipéptidos  |kilodaltons (kDa)' con tripsina? 9 entre paréntesis)
Lw545 268 928,45 FHQLDNR (SEQ ID No: 24)
1139,57 VNFTAGVGGYR (SEQ ID No: 25)
1311,65 NSVSIGHESLNR (SEQ ID No: 26)
1439,69 ASTSDTGVAVGFNSK (SEQ ID No: 27)
1525,73 SAETLASANVYADSK (SEQ ID No: 28)
1554.69 EQ)FDLSNDALDMAK + Oxidacion (M) (SEQ ID No:
1580,77 SAEVLGIANNYTDSK (SEQ ID No: 30)
1595,78 ALGDSAVTYGAGSTAQK (SEQ ID No: 31)
1682,78 EAfDLSNDALDMAKK + Oxidacion (M) (SEQ ID
No: 32)
AAVAVGAGSIATGVNSVAIGPLSK (SEQ ID No:
2109,18 33)
Lw391A 83 686,37 DIGNIR (SEQ ID No: 34)
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975,45 FFVSYQW (SEQ ID No: 35)
1000,53 VNGQDVTLR (SEQ ID No: 36)
1015,46 ASYFDTNAK (SEQ ID No: 37)
1140,65 DLPVSILAGTR (SEQ ID No: 38)
1169,68 QGVLTLVDGIR (SEQ ID No: 39)
1170,64 NIPGLTVTGSGR (SEQ ID No: 40)
1197,57 YYNNSALEPK (SEQ ID No: 41)
1342,55 APTMGEMYNDSK (SEQ ID No: 42)
1356,74 IDQIQSLSANLR (SEQ ID No: 43)
1394,67 TDDVDGILSFGTR (SEQ ID No: 44)
1452,73 GMTTTVVLGNAFDK (SEQ ID No: 45)
1476,72 IADTMVVTATGNER (SEQ ID No: 46)
1520,76 FGSGWLQDEITLR (SEQ ID No: 47)
1692,77 NPQTSAASSTNLMTDR (SEQ ID No: 48)
1715,75 FNDLMMAEDDLQFK (SEQ ID No: 49)
1828,79 GSSEGYADVDADKWSSR (SEQ ID No: 50)
1960,91 QEQTPSGATESFPQADIR (SEQ ID No: 51)
2013,02 QGTDTGHLNSTFLDPALVK (SEQ ID No: 52)
2018,95 QSDGFNAPNDETISNVLAK (SEQ ID No: 53)
2040,97 VYSAAATGDHSFGLGASAFGR (SEQ ID No: 54)
2163,05 LFTDSFASHLLTYGTEAYK (SEQ ID No: 55)
2225,03 VSSSGTPQAGYGVNDFYVSYK (SEQ ID No: 56)
2416,19 GAVSVTPTDWLMLFGSYAQAFR (SEQ ID No: 57)
3174 44 iSbS,I\:lEAPMMVTWEADTPTSETATSATDMLR (SEQ
0: 58)

Lw391B 83 1001,49 NDASVQNVR (SEQ ID No: 59)
1103,57 IGFLGQQDAR (SEQ ID No: 60)
1139,57 VNLGYAANYR (SEQ ID No: 61)
1154,51 GYGNPSQNYR (SEQ ID No: 62)
1170,49 YGDDDQFGVR (SEQ ID No: 63)
1208,59 GHFDTGPITHK (SEQ ID No: 64)
1213,67 LLASATWLDPK (SEQ ID No: 65)
1337,70 NVPFNVIGYTSK (SEQ ID No: 66)
1452,86 LKPWTRLDLGVR (SEQ ID No: 67)
1567,84 VSLYANHIEALGPGK (SEQ ID No: 68)
1633,85 GIELNVFGEPVFGTR (SEQ ID No: 69)
1650,82 TNDTITVVGAQETFR (SEQ ID No: 70)
1659,91 VTPIYGIMVKPWEK (SEQ ID No: 71)
1708,77 NFDSGVPNSAGSLDAMK (SEQ ID No: 72)
1748,95 LYVPYVADSVAGLGGIR (SEQ ID No: 73)
1849,92 VTVDYGSASQVGGALDVGR (SEQ ID No: 74)
1986,98 AGGNDLIPTYLDGQVANGGR (SEQ ID No: 75)
2103,95 SEYDVSQNWTVYGSVGASR (SEQ ID No: 76)
2111,03 GYNLDGDDISFGGLFGVLPR (SEQ ID No: 77)
2163,11 SGSQYANEANTLKLKPWTR (SEQ ID No: 78)
2386,19 %A)NAFINGISPSGSGVGGMINLEPK (SEQ ID No:
245209 NEETGQYGAPMLTNNNGDATISR (SEQ ID No:

80)
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SAPYQYNGKPVVNAGQIPGIIHSK (SEQ ID No:

2537,34 81)
3492 66 YGGTLALFEITRPTGMVDPATNVYGFYGEQR
' (SEQ ID No: 82)
Lw392 79 836,44 YDTVALR (SEQ ID No: 83)
1017,59 VLLGVDFQK (SEQ ID No: 84)
1070,48 FDDVWSFR (SEQ ID No: 85)
1085,50 SVQATVGYDF (SEQ ID No: 86)
1131,59 ADLGTWAASLK (SEQ ID No: 87)
1188,55 QWADDANTLR (SEQ ID No: 88)
1214,63 VNSQGLELEAR (SEQ ID No: 89)
1235,65 AVPATYYVPAGK (SEQ ID No: 90)
1255,66 LSVIAGYTYNR (SEQ ID No: 91)
1263,65 VPSYTLGDASVR (SEQ ID No: 92)
1360,66 RPQFTSEGHFR (SEQ ID No: 93)
1496,67 GFFDGESNHNVFK (SEQ ID No: 94)
1501,79 GAFVQLNVNNIADK (SEQ ID No: 95)
1614,75 WQQIYSYEFSHK (SEQ ID No: 96)
1652,77 GFFDGESNHNVFKR (SEQ ID No: 97)
1717,82 GFHGGDVNNTFLDGLR (SEQ ID No: 98)
1770,85 RWQQIYSYEFSHK (SEQ ID No: 99)
1819,86 AGHEADLPTSGYTATTTK (SEQ ID No: 100)
1827,01 TDQPLILTAQSVSVVTR (SEQ ID No: 101)
2004,92 DPSGGYHSAVPADGSIYGQK (SEQ ID No: 102)
2066,02 GPSSALYGQSIPGGVVMMTSK (EQ ID No: 103)
2119,91 KYVAACYSTSYCYWGAER (SEQ ID No: 104)
2299,22 YAIAPSLLWQPDENTSLLLR (SEQ ID No: 105)
2307,15 LLSDGGSYNVLQVDPWFLER (SEQ ID No: 106)
278223 ﬁ(l;lﬁ%\;‘)l’HSNTQLEQVYQGGWNSDR (SEQ ID
201,35 LTAGNNNTQUVAAFDYTDAISEHWAFR (SEQ 1D
No: 108)
3023.42 EI:E%S)GVYLQDEMTLDNWHLNLSGR (SEQ ID
3286.53 QQMDDQNVATVNQALNYTPGVFTGFSGGATR
' (SEQ ID No: 110)
Lw393 70 713,42 VPFVPR (SEQ ID No: 111)
759,42 TVGINTR (SEQ ID No: 112)
806,41 YGALMPR (SEQ ID No: 113)
819,42 FDIGGGVR (SEQ ID No: 114)
919,48 GPQGTLYGK (SEQ ID No: 115)
1023,50 GYIEGGVSSR (SEQ ID No: 116)
1051,53 SINYELGTR (SEQ ID No: 117)
1186,57 WNQDVQELR (SEQ ID No: 118)
1199,60 TVDMVFGLYR (SEQ ID No: 119)
1394,68 YGAGSSVNGVIDTR (SEQ ID No: 120)
1436,66 LSLSDGSPDPYMR (SEQ ID No: 121)
1479,70 ATQDAYVGWNDIK (SEQ ID No: 122)
1540,80 INISVHVDNLFDR (SEQ ID No: 123)
1545,80 TFPSGSLIVNMPQR (SEQ ID No: 124)
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1564,76 KLSLSDGSPDPYMR (SEQ ID No: 125)
1667,72 SEFTNDSELYHGNR (SEQ ID No: 126)
1730,85 FAPGWSWDINGNVIR (SEQ ID No: 127)
1789,81 LAPDDQPWEMGFAASR (SEQ ID No: 128)
1904,85 TYGYMNGSSAVAQVNMGR (SEQ ID No: 129)
1981,02 SAQGGIINIVTQQPDSTPR (SEQ ID No: 130)
1982,93 QGTYATLDSSLGWQATER (SEQ ID No: 131)
1995,94 DMQLYSGPVGMQTLSNAGK (SEQ ID No: 132)
2009,89 SSTQYHGSMLGNPFGDQGK (SEQ ID No: 133)
2027,02 LAVNLVGPHYFDGDNQLR (SEQ ID No: 134)
2058,99 LRLAPDDQPWEMGFAASR (SEQ ID No: 135)
2132,93 QVDDGDMINPATGSDDLGGTR (SEQ ID No: 136)
2162,17 FNLSGPIQDGLLYGSVTLLR (SEQ ID No: 137)
2274,20 VLPGLNIENSGNMLFSTISLR (SEQ ID No: 138)
2363,13 SEFTNDSELYHGNRVPFVPR (SEQ ID No: 139)
2377,30 SKFNLSGPIQDGLLYGSVTLLR (SEQ ID No: 140)
238307 1SL\I1IZ))DQVLGQLSAGYMLTDDWR (SEQ ID No:
256322 EQ:S1A4N2|)WSSTWSAPELSDAGVTASDK (SEQ ID
2657,23 YTTDDWVFNLISAWQQQHYSR (SEQ ID No: 143)
2633.50 IQS?I;()PSGYNIVPTAGLDAKPFVAEK (SEQ ID
2029 46 SASANNVSSTWSAPELSDAGVTASDKLPR (SEQ

' ID No: 145)

Lw550 66 867,49 VSGLLSHR (SEQ ID No: 146)
881,42 TSEYLNR (SEQ ID No: 147)
883,43 EWHGTVR (SEQ ID No: 148)
1020,59 YTLILVDGK (SEQ ID No: 149)
1086,57 RVDIEVNDK (SEQ ID No: 150)
1167,61 VGKEWHGTVR (SEQ ID No: 151)
1176,69 YTLILVDGKR (SEQ ID No: 152)
1207,63 LMGGVYNVLDK (SEQ ID No: 153)
1345,72 IQDSAASISVVTR (SEQ ID No: 154)
1748,72 MDQDENYGTHWTPR (SEQ ID No: 155)
1753,77 NEFDFDIGHYVQDR (SEQ ID No: 156)
1850,95 DVPGVVVTGGGSHSDISIR (SEQ ID No: 157)
252027 ?;’;)’PNSDGSGIEQGWLPPLAAIER (SEQ ID No:
2606.16 Té\lg\){AITHHGYYDFGNSTSYVQR (SEQ ID No:
2942.50 QX:I'?GI'CI)';DALKDVPGVVVTGGGSHSDISIR (SEQ ID
3085.41 mQAATFTLTPDDKNEFDFDIGHYVQDR (SEQ ID

0: 161)

Lw552 45 1139,57 VNFTAGVGGYR (SEQ ID No: 162)
1208,61 SSQALAIGSGYR (SEQ ID No: 163)
1311,65 NSVSIGHESLNR (SEQ ID No: 164)
1439,69 ASTSDTGVAVGFNSK (SEQ ID No: 165)
1500,74 TTLETAEEHTNKK (SEQ ID No: 166)
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1525,73 SAETLASANVYADSK (SEQ ID No: 167)
1580,77 SAEVLGIANNYTDSK (SEQ ID No: 168)
1595,78 ALGDSAVTYGAGSTAQK (SEQ ID No: 169)
Lw555 37 704,42 LGFAGLK (SEQ ID No: 170)
880,43 ADAYSGGLK (SEQ ID No: 171)
970,38 DGDQSYMR (SEQ ID No: 172)
1121,57 DGNKLDLYGK (SEQ ID No: 173)
1279,54 AEDQDQGNFTR (SEQ ID No: 174)
1294,58 VDGLHYFSDDK (SEQ ID No: 175)
1334,67 INLLDENEFTK (SEQ ID No: 176)
1509,71 VDGLHYFSDDKSK (SEQ ID No: 177)
1907,96 NAGINTDDIVAVGLVYQF (SEQ ID No: 178)
224512 NTNFFGLVDGLNFALQYQGK (SEQ ID No: 179)
2324,11 YDANNVYLAATYAQTYNLTR (SEQ ID No: 180)
264222 %E{I)’QISDQLTGYGQWEYQANLNK (SEQ ID No:
2084.54 ﬁ(gzhﬁlgEé_)VAQYQFDFGLRPSVAYLQSK (SEQ ID
308749 ES:L:(gI)ETQISDQLTGYGQWEYQANLNK (SEQ ID
Lw557 31 863,51 TVYLQIK (SEQ ID No: 184)
1403.71 l1\l;'58)DKNMLGLAPK + Oxidacién (M) (SEQ ID No:
1615,81 FEEAQPVLEDQLAK (SEQ ID No: 186)
177983 "I\'IEJ:I\I:SSI%I'IWLEPSSQK + Oxidacion (M) (SEQ ID
1875,92 VQTSTQTGNKHQYQTR (SEQ ID No: 188)
2070,10 VNLKFEEAQPVLEDQLAK (SEQ ID No: 189)
2378,15 GYTVTSSPEDAHYWIQANVLK (SEQ ID No: 190)

1. Peso molecular determinado por SDS-PAGE.

2. La masa de un fragmento de polipéptido se puede convertir en valor m/z afiadiendo 1 a la masa. Cada masa

incluye un intervalo de mas o menos 1 Da o0 mas o menos 300 ppm.

Tabla 2. Caracteristicas de los polipéptidos obtenidos de Y. pestis.

Denominacién |Peso molecular|Masa de los|Secuencia de aminoacidos prevista del fragmento de
de polipéptidos |aproximado en|fragmentos de|polipéptido
kilodaltons polipéptido que
(kDa)' resultan de la
digestion con
tripsina?
Lw529 104 643,43 ALISLK (SEQ ID No: 191)
684,36 SIYFR (SEQ ID No: 192)
770,49 ILIGEVK (SEQ ID No: 193)
840,46 NPVARER (SEQ ID No: 194)
898,55 AVQDIILK (SEQ ID No: 195)
961,55 YPLISELK (SEQ ID No: 196)
1136,61 NGIIFSPHPR (SEQ ID No: 197)
1276,63 EAGVQEADFLAK (SEQ ID No: 198)
1292,62 NFEEAVEKAEK (SEQ ID No: 199)
1385,65 VVDESEPFAHEK (SEQ ID No: 200)
1409,76 NGGLNAAIVGQPATK (SEQ ID No: 201)
1421,84 AAALAAADARIPLAK (SEQ ID No: 202)
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1497,82 AVTNVAELNELVAR (SEQ ID No: 203)

1566,75 QTAFSQYDRPQAR (SEQ ID No: 204)

1678,89 LLKEFLPASYNEGAK (SEQ ID No: 205)

1683,82 YAEIADHLGLSAPGDR (SEQ ID No: 206)

1725,93 GSLPIALEEVATDGAKR (SEQ ID No: 207)

1872,90 EYANFSQEQVDKIFR (SEQ ID No: 208)

1990,91 NHFASEYIYNAYKDEK (SEQ ID No: 209)

2020,06 ILINTPASQGGIGDLYNFK (SEQ ID No: 210)

2182,01 EYVEEFDREEEVAAATAPK (SEQ ID No: 211)

258421 YNANDNPTKQTAFSQYDRPQAR (SEQ ID No: 212)

2842.48 /;f;;SSGKPAIGVGAGNTPVVVDETADIKR (SEQ ID No:
Lw530 99 1190,64 ILFYTGVNHK (SEQ ID No: 214)

1513,80 YRNIGISAHIDAGK (SEQ ID No: 215)

1590,77 HSDDKEPFSALAFK (SEQ ID No: 216)

1596,83 IATDPFVGNLTFFR (SEQ ID No: 217)

1636,82 YLGGEELTEEEIKK (SEQ ID No: 218)

1670,86 MEFPEPVISVAVEPK (SEQ ID No: 219)

1713,93 EFIPAVDKGIQEQLK (SEQ ID No: 220)

1718,96 LGANPVPLQLAIGAEEK (SEQ ID No: 221)

1750,91 VYSGIVNSGDTVLNSVK (SEQ ID No: 222)

1819,92 EFNVEANVGKPQVAYR (SEQ ID No: 223)

1863,01 EEIKEVHAGDIAAAIGLK (SEQ ID No: 224)

1966,91 LHYGSYHDVDSSELAFK (SEQ ID No: 225)

2122,10 VYSGIVNSGDTVLNSVKSQR (SEQ ID No: 226)
Lw531 94 961,44 NRDEWSR (SEQ ID No: 227)

1167,49 YEYGMFSQK + Oxidacion (M) (SEQ ID No: 228)

1257,64 VSVIDENNGRR (SEQ ID No: 229)

1371,63 VLYPDDSTYSGR (SEQ ID No: 230)

1383,64 EENDPGLGNGGLGR (SEQ ID No: 231)

1408,71 IIDAPDNNWVPR (SEQ ID No: 232)

1520,82 NLDYPSFLLALQK (SEQ ID No: 233)

1668,86 EYADEIWHIKPIR (SEQ ID No: 234)

1685,79 SYVDTQEQVDALYR (SEQ ID No: 235)

1713,78 GYGIRYEYGMFSQK + Oxidacion (M) (SEQ ID No: 236)

1716,81 TLLNIANMGYFSSDR + Oxidacion (M) (SEQ ID No: 237)

1796,92 TSPFSYTSPVVSVDALK (SEQ ID No: 238)

1832,92 LVEEQYPDDKELLSR (SEQ ID No: 239)

1844,91 KTLLNIANMGYFSSDR + Oxidacion (M) (SEQ ID No: 240)

221812 IZ,A;I:I)LNDTHPVLSIPEMMR + 2 Oxidacién (M) (SEQ ID No:

2426,09 FNQGDYFAAVEDKNHSENVSR (SEQ ID No: 242)
Lw532 88 888,51 YIQAAVPK (SEQ ID No: 243)

926,46 FNINYTR (SEQ ID No: 244)

94553 SGFLIPNAK (SEQ ID No: 245)

960,54 IGFNIELR (SEQ ID No: 246)

1171,60 AQYLYVPYR (SEQ ID No: 247)

1176,57 GLQWAQNEFR (SEQ ID No: 248)

1289,64 ITGWNAQGQTSK (SEQ ID No: 249)
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1332,67 RGLQWAQNEFR (SEQ ID No: 250)

1357,66 EEQVVEVWNAR (SEQ ID No: 251)

1403,74 IASANQVSTGLTSR (SEQ ID No: 252)

1418,68 FTSVNPTNPEASR (SEQ ID No: 253)

1507,73 IYTGPDGTDKNATR (SEQ ID No: 254)

1578,78 FNVSVGQIYYFSR (SEQ ID No: 255)

1672,80 QFQVFTAAGNSNAYR (SEQ ID No: 256)

1735,83 TVTATGDVNYDDPQIK (SEQ ID No: 257)

2400,17 LLATHYQQDIPASFADNASNPK (SEQ ID No: 258)

2665,28 VYNPDYQQGISQVGTTASWPIADR (SEQ ID No: 259)
Lw533 77 686,37 DIGNIR (SEQ ID No: 260)

784,49 RIEIVR (SEQ ID No: 261)

858,41 VSYFDTK (SEQ ID No: 262)

952,50 AKDYISTR (SEQ ID No: 263)

1140,65 DLPVSILAGTR (SEQ ID No: 264)

1155,66 QGVLTLVDGVR (SEQ ID No: 265)

1170,64 QVPGLTVTGSGR (SEQ ID No: 266)

1197,57 YYNNSAIEPK (SEQ ID No: 267)

1402,71 EQTTEGVKLENR (SEQ ID No: 268)

1408,68 TDDLDGILSFGTR (SEQ ID No: 269)

1482,73 TALFNWDLAYNR (SEQ ID No: 270)

1522,71 EYYTPQGIPQDGR (SEQ ID No: 271)

1550,77 FSSGWLQDEITLR (SEQ ID No: 272)

1617,74 HSTDTMVVTATGNER (SEQ ID No: 273)

1674,78 QEQTPGGATESFPQAK (SEQ ID No: 274)

1745,84 KHSTDTMVVTATGNER (SEQ ID No: 275)

1787,92 GTWQIDSIQSLSANLR (SEQ ID No: 276)

1819,96 IRFSSGWLQDEITLR (SEQ ID No: 277)

1851,87 VDMQAMTTTSVNIDQAK (SEQ ID No: 278)

1940,75 YDNYSGSSDGYADVDADK (SEQ ID No: 279)

2013,02 QGTDTGHLNSTFLDPALVK (SEQ ID No: 280)

2017,97 QSNGFNAPNDETISNVLAK (SEQ ID No: 281)

2056,96 VYSSAATGDHSFGLGASAFGR (SEQ ID No: 282)

2168,01 VSSSTPQAGYGVNDFYVSYK (SEQ ID No: 283)

2169,10 LFIESPASHLLTYGTETYK (SEQ ID No: 284)

2426,25 TRLFIESPASHLLTYGTETYK (SEQ ID No: 285)

2457,00 YDNYSGSSDGYADVDADKWSSR (SEQ ID No: 286)

2828,33 VSSSTPQAGYGVNDFYVSYKGQEAFK (SEQ ID No: 287)
Lw534 73 628,39 IEVIR (SEQ ID No: 288)

748,43 GTIFRR (SEQ ID No: 289)

909,42 GGYEDTLR (SEQ ID No: 290)

930,51 TGGLDISIR (SEQ ID No: 291)

1291,71 LLDSLALTYGAR (SEQ ID No: 292)

1370,81 LLKNTNIILDSK (SEQ ID No: 293)

1440,70 FTQNYANLSAANK (SEQ ID No: 294)

1478,71 YDNSANQLGTIGAR (SEQ ID No: 295)

1586,83 EAAASISVISQNELR (SEQ ID No: 296)

1604,86 GMPSAYTLILVDGIR (SEQ ID No: 297)

1640,87 LITNASVPQGSGLAGEK (SEQ ID No: 298)
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1654,77 YEYQTTFGGHISPR (SEQ ID No: 299)

1705,82 DASRVESSNTGVELSR (SEQ ID No: 300)

1707,83 AYLVWDAQDNWTVK (SEQ ID No: 301)

1757,91 LNWNINEQLSTWLK (SEQ ID No: 302)

1796,97 LITNASVPQGSGLAGEKR (SEQ ID No: 303)

1856,01 IREAAASISVISQNELR (SEQ ID No: 451)

1912,94 INSVSIDNTTSTYTNVGK (SEQ ID No: 304)

2004,03 DVTLNGAVNNLLDKDFTR (SEQ ID No: 305)

2072,02 FSFYSSGPAVEDQLGLSLR (SEQ ID No: 306)

2155,08 NKINSVSIDNTTSTYTNVGK (SEQ ID No: 307)

2301,07 LDFGTWNSSLSYNQTENIGR (SEQ ID No: 308)

2395,11 NYNDLAQALSDVEGVDVNSSTGK (SEQ ID No: 309)

2484,12 AWASSATLEHTFQENTAFGDSSK (SEQ ID No: 310)

2557,36 WYNNLGSEFKPFSVLNLGVAYK(SEQ ID No: 311)

2557,36 WYNNLGSEFKPFSVLNLGVAYK(SEQ ID No: 312)

2675,42 TPTLAQLHNGISGVTGQGTITTIGNPK (SEQ ID No: 313)

2983,33 DGIVLANNGDEFAQDAWSLFSEDEWR (SEQ ID No: 314)

316151 THIFAVGNGTTTAGDYFTSSQSTAGYVVPGR  (SEQ 1D
No: 315)

318452 I;'1L6()3NDNRLDFGTWNSSLSYNQTENIGR (SEQ ID No:

342479 GGVSTGYKTPTLAQLHNGISGVTGQGTITTIGNPK  (SEQ
ID No: 317)

247162 LEPESSVNTEVGVYYENETGFGANVTLFHNR  (SEQ 1D
No: 318)

Lw535 64 713,42 VPFVPR (SEQ ID No: 319)

759,42 TVGINTR (SEQ ID No: 320)

773,40 AATLGDAR (SEQ ID No: 321)

806,41 YGALMPR (SEQ ID No: 322)

919,48 GPQGTLYGK (SEQ ID No: 323)

1023,50 GYIEGGVSSR (SEQ ID No: 324)

1051,53 SINYELGTR (SEQ ID No: 325)

1102,55 ADATGVELEAK (SEQ ID No: 326)

1164,56 DMQLYSGPVR (SEQ ID No: 327)

1186,57 WNQDVQELR (SEQ ID No: 328)

1199,60 TVDMVFGLYR (SEQ ID No: 329)

1281,67 TVGINTRIDFF (SEQ ID No: 330)

1394,68 YGAGSSVNGVIDTR (SEQ ID No: 331)

1444.73 ADATGVELEAKWR (SEQ ID No: 332)

1479,70 ATQDAYVGWNDIK (SEQ ID No: 333)

1545,80 TFPSGSLIVNMPQR (SEQ ID No: 334)

1667,72 SEFTNDSELYHGNR (SEQ ID No: 335)

1692,82 ATQDAYVGWNDIKGR (SEQ ID No: 336)

1730,85 FAPGWSWDINGNVIR (SEQ ID No: 337)

1789,81 LAPDDQPWEMGFAASR (SEQ ID No: 338)

1904,85 TYGYMNGSSAVAQVNMGR (SEQ ID No: 339)

1968,90 ECTRATQDAYVGWNDIK (SEQ ID No: 340)

1981,02 SAQGGIINIVTQQPDSTPR (SEQ ID No: 341)

2009,89 SSTQYHGSMLGNPFGDQGK (SEQ ID No: 342)

2027,02 LAVNLVGPHYFDGDNQLR (SEQ ID No: 343)
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2058,99 YETADVTLQAATFYTHTK (SEQ ID No: 344)

216217 FNLSGPIQDGLLYGSVTLLR (SEQ ID No: 345)

2363,13 SEFTNDSELYHGNRVPFVPR (SEQ ID No: 346)

2377,30 SKFNLSGPIQDGLLYGSVTLLR (SEQ ID No: 347)

2819,49 VAQGYKPSGYNIVPTAGLDAKPFVAEK (SEQ ID No: 348)

2020 46 gﬁgS)ANNVSSTVVSAPELSDAGVTASDKLPR (SEQ ID No:
Lw536 60 1010,51 VEDALHATR (SEQ ID No: 350)

1186,65 VAAVKAPGFGDR (SEQ ID No: 351)

1230,66 TTLEDLGQAKR (SEQ ID No: 352)

1237,65 ARVEDALHATR (SEQ ID No: 353)

1290,65 VGAATEVEMKEK (SEQ ID No: 354)

1566,87 AAVEEGVVAGGGVALIR (SEQ ID No: 355)

1604,88 NVVLDKSFGSPTITK (SEQ ID No: 356)

1620,85 SFGSPTITKDGVSVAR (SEQ ID No: 357)

1668,75 QQIEDATSDYDKEK (SEQ ID No: 358)

2020,03 AAHAIAGLKGDNEDQNVGIK (SEQ ID No: 359)

2396,29 VVINKDTTIIIDGVGDEAAIQGR (SEQ ID No: 360)
Lwb37 46 872,51 NLSLLSAR (SEQ ID No: 361)

1000,53 QTVTTPRAQ (SEQ ID No: 362)

1179,55 AAADRDAAYEK (SEQ ID No: 363)

1257,63 NNLDNALESLR (SEQ ID No: 364)

1299,71 LSQDLAREQIK (SEQ ID No: 365)

1306,65 DAAYEKINEVR (SEQ ID No: 366)

1324,65 AIDSLSYTEAQK (SEQ ID No: 367)

1367,75 TQRPDAVNNLLK (SEQ ID No: 368)

1394,76 YNYLINQLNIK (SEQ ID No: 369)

1435,73 ASYDTVLAAEVAAR (SEQ ID No: 370)

1608,93 LKTQRPDAVNNLLK (SEQ ID No: 371)

1615,87 FNVGLVAITDVQNAR (SEQ ID No: 372)

1779,96 TILDVLTATTNLYQSK (SEQ ID No: 373)

1951,01 QITGVYYPELASLNVER (SEQ ID No: 374)

1957,97 AIDSLSYTEAQKQSVYR (SEQ ID No: 375)

2018,98 QAQYNFVGASELLESAHR (SEQ ID No: 376)

2098,10 SPLLPQLGLSAGYTHANGFR (SEQ ID No: 377)

217716 QQLADARYNYLINQLNIK (SEQ ID No: 378)

2709,43 INEVRSPLLPQLGLSAGYTHANGFR (SEQ ID No: 379)
Lw538 44 775,40 HTPFFK (SEQ ID No: 380)

836,49 EHILLGR (SEQ ID No: 381)

904,49 FAIREGGR (SEQ ID No: 382)

1026,58 AGENVGVLLR (SEQ ID No: 383)

1072,60 GTVVTGRVER (SEQ ID No: 384)

1199,66 EGGRTVGAGVVAK (SEQ ID No: 385)

1231,57 ALEGEAEWEAK (SEQ ID No: 386)

1232,61 GYRPQFYFR (SEQ ID No: 387)

1289,62 DEGGRHTPFFK (SEQ ID No: 388)

1375,63 AFDQIDNAPEEK (SEQ ID No: 389)

1602,76 AFDQIDNAPEEKAR (SEQ ID No: 390)

1613,89 VGEEVEIVGIKDTVK (SEQ ID No: 391)
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1709,94 LLDEGRAGENVGVLLR (SEQ ID No: 392)

1772,87 GITINTSHVEYDTPAR (SEQ ID No: 393)

1794,95 TKPHVNVGTIGHVDHGK (SEQ ID No: 394)

1904,95 ELLSAYDFPGDDLPVVR (SEQ ID No: 395)

1977,01 IIELAGYLDSYIPEPER (SEQ ID No: 396)

2000,01 ARGITINTSHVEYDTPAR (SEQ ID No: 397)
Lw683 37 690,4064 VGFAGLK (SEQ ID No: 398)

893,4606 ANAYTGGLK (SEQ ID No: 399)

910,4330 GNGMLTYR (SEQ ID No: 400)

1049,5617 RANAYTGGLK (SEQ ID No: 401)

1114,4931 SSDAAFGFADK (SEQ ID No: 402)

1119,4906 NMSTYVDYK (SEQ ID No: 403)

1121,4697 NGSSSETNNGR (SEQ ID No: 404)

1197,5084 NLDGDQSYMR (SEQ ID No: 405)

1262,5567 FADYGSLDYGR (SEQ ID No: 406)

1307,6146 IDGLHYFSDNK (SEQ ID No: 407)

1319,7085 INLLDKNDFTK (SEQ ID No: 408)

1422,6739 TTAQNDLQYGQGK (SEQ ID No: 409)

1436,6976 YVDIGATYFFNK (SEQ ID No: 410)

1490,6022 AENEDGNHDSFTR (SEQ ID No: 411)

1533,8038 GKDIGIYGDQDLLK (SEQ ID No: 412)

1578,7750 TTAQNDLQYGQGKR (SEQ ID No: 413)

2245,1167 NTNFFGLVDGLNFALQYQGK(SEQ ID No: 414)

2367,1131 YDANNVYLAANYTQTYNLTR(SEQ ID No: 415)

2487,1124 IDGLHYFSDNKNLDGDQSYMR(SEQ ID No: 416)

2684,2718 GETQITDQLTGYGQWEYQVNLNK(SEQ ID No: 417)

2979,5242 AHNIEWAQYQFDFGLRPSVAYLQSK(SEQ ID No: 418)

32024764 %VQOE?CiI;IQG)DGYGMSLSYDLGWGVSASAAMASSLR(SEQ
Lw541 31 1019,58 ALASNILYR (SEQ ID No: 420)

1074,51 SDPGAAFPWK (SEQ ID No: 421)

1202,61 KSDPGAAFPWK (SEQ ID No: 422)

124761 IFNLVDENER (SEQ ID No: 423)

1321,58 MYNIDYNSFR (SEQ ID No: 424)

1403,64 AWHAGVSYWDGR (SEQ ID No: 425)

1786,80 ALYDAGIGAWYDDETK (SEQ ID No: 426)

1990,03 FPDITPVNWGHSDIAPGR (SEQ ID No: 427)

2090,99 YGYDTSGAVSEVGYNQLIR (SEQ ID No: 428)

2118,12 FPDITPVNVVGHSDIAPGRK(SEQ ID No: 429)
Lwb42 31 1142,58 SDPGPLFPWK (SEQ ID No: 430)

1298,68 SDPGPLFPWKR (SEQ ID No: 431)

1307,76 AIALQLVPEAQR (SEQ ID No: 432)

1340,64 AWHAGVSSWQGR (SEQ ID No: 433)

1370,68 IPQNGQLDTETR (SEQ ID No: 434)

15678,77 GTYQIDTHYPSVAK (SEQ ID No: 435)

1779,95 GAASVAVIQQALAAYGYK (SEQ ID No: 436)

1789,94 FLVLHYTAVGDAESLR (SEQ ID No: 437)

1953,00 YNISPSDVVAHSDIAPLR (SEQ ID No: 438)

2190,12 NNLNDTSIGIEIVNLGFTEK (SEQ ID No: 439)
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2630,38 AIALQLVPEAQRAWHAGVSSWQGR (SEQ ID No: 440)
Lwb44 20 806,42 LIDGDFK (SEQ ID No: 441)

1113,50 GFEESVDGFK (SEQ ID No: 442)

1209,60 VGTWMLGAGYR (SEQ ID No: 443)

1243,58 FSSIFGQSESR (SEQ ID No: 444)

1258,63 YYSVTAGPVFR (SEQ ID No: 445)

1269,60 RGFEESVDGFK (SEQ ID No: 446)

1356,66 VGTWMLGAGYREF (SEQ ID No: 447)

1789,94 INEYVSLYGLLGAGHGK (SEQ ID No: 448)

2002,92 YEFNNDWGVIGSFAQTR (SEQ ID No: 449)

2988,43 TSLAYGAGLQFNPHPNFVIDASYEYSK (SEQ ID No: 450)

1. Peso molecular determinado por SDS-PAGE.

2. La masa de un fragmento de polipéptido se puede convertir a valor m/z afiadiendo 1 a la masa. Cada masa
incluye un intervalo de mas o menos 1 Da o mas o menos 300 ppm.

En otro aspecto mas, la presente divulgacién incluye ademas polipéptidos que tienen una similitud con una
secuencia de aminoacidos. La similitud se refiere a una similitud estructural y generalmente se determina alineando
los restos de las dos secuencias de aminoacidos (es decir, una secuencia de aminoacidos candidata y una
secuencia de aminoacidos de referencia) para optimizar el numero de aminoacidos idénticos a lo largo de las
longitudes de sus secuencias; se permiten huecos en cualquiera o en ambas secuencias al hacer el alineamiento
con el fin de optimizar el niumero de aminoacidos idénticos, aunque los aminoacidos de cada secuencia sin embargo
se mantienen en el orden adecuado. Las secuencias de aminoacidos de referencia se desvelan en la Tabla 3 y
Tabla 4. Se pueden comparar dos secuencias de aminoacidos utilizando algoritmos disponibles en el mercado.
Preferentemente, se comparan dos secuencias de aminoacidos utilizando el programa Blastp del algoritmo de
busqueda BLAST 2, como describe Tatusova, et al., (FEMSMicrobiol Lett 1999, 174:247-250), y que esta disponible
en internet, por ejemplo en el sitio de internet que mantiene el Centro Nacional de Informaciéon Biotecnolégica,
Institutos Nacionales de Salud. Preferentemente, se utilizan los valores por defecto de todos los parametros de
busqueda del BLAST 2, que incluyen matriz = BLOSUMG62; penalizacion de hueco abierto = 11, penalizacién de
hueco de extensiéon = 1, x_disminuciéon hueco = 50, esperado = 10, tamario de palabra = 3, y opcionalmente filtro
conectado. En la comparacion de dos secuencias de aminoacidos utilizando el algoritmo de busqueda BLAST, se
hace referencia a la similitud estructural como “identidades”. Preferentemente una secuencia de aminoacidos
candidata tiene al menos un 90 % de identidad, al menos un 95 % de identidad, al menos un 96 % de identidad, al
menos un 97 % de identidad, al menos un 98 % de identidad, o al menos un 99 % de identidad con respecto a una
secuencia de aminoacido de referencia. Preferentemente, el peso molecular de la secuencia de aminoacidos
candidata y la secuencia de aminoacidos de referencia son sustancialmente del mismo valor. Preferentemente, el
peso molecular de la secuencia de aminoacidos candidata y la secuencia de aminoacidos de referencia se determina
por electroforesis en gel de SDS poliacrilamida. Un polipéptido candidato puede obtenerse cultivando un microbio en
condiciones metalicas bajas y aislando posteriormente un polipéptido por los procedimientos desvelados en el
presente documento.

Tabla 3.
Peso molecular del polipéptido de|ldentificador de secuencia NCBI del polipéptido por el algoritmo de|SEQ ID
referencia (kDa)' computadora que tiene la mejor coincidencia con la huella de masa|NO:
del polipéptido de referencia
268 23630568, adhesina YadA 1
83 282049, precursor receptor hemina 2
83 49114, receptor ferricromo FcuA 3
79 565634, receptor ferrioxamina 4
70 517386, precursor FyuA 5
66 7795_8488, receptor de membrana externa para ferrienteroquelina y 6
colicinas
45 23630568, adhesina YadA 7
37 77956419, Proteina de membrana externa (porina) 8
31 48605, proteina YIpA 9

1. El peso molecular se determina por SDS-PAGE.
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Tabla 4.
Peso molecular del polipéptido de|ldentificador de secuencia NCBI del polipéptido por el algoritmo de|SEQ ID
referencia (kDa)' computadora que tiene la mejor coincidencia con la huella de masa|NO:
del polipéptido de referencia
104 22125915, acetaldehido deshidrogenasa unida a CoA 10
99 51597993, factor G de elongacion 1
94 15981846, glucogeno fosforilasa 12
88 45443416, precursor proteico de tolerancia a disolventes organicos |13
77 22124457, receptor de membrana externa dependiente de TonB 14
51595142, supuesto receptor de sideréforo férrico exoégeno;
73 . 15
adhesina lha
22126288, receptor  de la membrana externa de
64 - L . 16
pesticina/Yersiniabactina
60 51594757, chaperonina GroEL 17
46 22127390, precursor proteico del canal de membrana externa 18
44 51597992, factor de elongacion Tu 19
37 77633559, Proteina de membrana externa (porina) 20
31 22125738, supuesto regulador 21
31 22125770, supuesto regulador 22
20 22125223, proteina X de membrana externa 23
1. El peso molecular se determina por SDS-PAGE.

Normalmente, una secuencia de aminoacidos candidata que tenga una similitud estructural con respecto a una
secuencia de aminoacidos de referencia tiene actividad inmunogénica, actividad inmunogénica protectora, actividad
serorreactiva, actividad inmunorreguladora, o una combinacién de las mismas.

Los polipéptidos que expresa un microbio de referencia y a los que se hace referencia anteriormente por el peso
molecular se pueden obtener cultivando el microbio de referencia en condiciones metalicas bajas y aislando
posteriormente un polipéptido por el proceso desvelado en el presente documento. Un polipéptido candidato es
aislable de un microbio, preferentemente de un microbio gram negativo, mas preferentemente, un miembro de la
familia Enterobacteriaceae, preferentemente un miembro del género Yersinia, tal como Y. enterocolitica, Y.
pseudotuberculosis, o Y. pestis. Un polipéptido candidato puede producirse también utilizando técnicas
recombinantes, enzimaticas, o quimicas.

También se proporcionan en la presente divulgaciéon preparaciones de células completas de un microbio, en las que
el microbio expresa uno o mas de los polipéptidos de la presente divulgacién. Las células presentes en una
preparacién de células completas estan preferentemente inactivadas de manera que las células no se pueden
replicar, pero se mantiene la actividad inmunogénica de los polipéptidos de la presente divulgacién que expresa el
microbio. Normalmente, las células se destruyen por exposicién a agentes tales como glutaraldehido, formalina, o
formaldehido.

Una composicién de la presente divulgacién puede incluir al menos un polipéptido descrito en el presente
documento, o un numero de polipéptidos que es un entero mayor de 1 (por ejemplo, al menos 2, al menos 3, al
menos 4). En algunos aspectos, una composicién puede incluir al menos 2 polipéptidos regulados por metales y al
menos dos polipéptidos cuya expresién no esta influenciada significativamente por la presencia de un metal. Por
ejemplo, cuando los polipéptidos son aislables de Y. enterocolitica, una composicion puede incluir 2, 3, 4, 5 0 mas
polipéptidos aislados regulados por metales que tienen pesos moleculares de 268 kDa, 83 kDa, 79 kDa, 70 kDa, 66
kDa, 45 kDa, o cualquier subgrupo o combinacion de los mismos, y dos polipéptidos aislados que tengan un peso
molecular de 92 kDa, 54 kDa, 40 kDa, 37 kDa, 31 kDa, 28 kDa, o cualquier subgrupo o combinacién de los mismos.
En otro ejemplo, cuando los polipéptidos son aislables de Y. pestis, una composicion puede incluir 2, 3, 4, 5, 0 mas
polipéptidos aislados regulados por metales que tengan pesos moleculares de 254 kDa, 94 kDa, 88 kDa, 77 kDa, 73
kDa, 64 kDa, 31 kDa, 28 kDa, 20 kDa, o cualquier subgrupo o combinacién de los mismos, y dos polipéptidos que
tengan pesos moleculares de 104 kDa, 99 kDa, 60 kDa, 44 kDa, 46 kDa, 37 kDa, 36 kDa, o cualquier subgrupo o
combinacién de los mismos. Una composicion puede incluir polipéptidos aislables de 1 microbio, o pueden ser
aislables de una combinacion de 2 o mas microbios. Por ejemplo una composicidon puede incluir polipéptidos
aislables de 2 o mas Yersinia spp., de 2 o mas cepas de Y. enterocolitica, o de una Yersinia spp. y un microbio
diferente que no sea miembro del género Yersinia. La presente invencion también proporciona composiciones que
comprenden una preparacion de células completas de una cepa 27729 de la ATCC de Yersinia enterocolitica o una
cepa KIM6+ de Y. pestis, como se define en las reivindicaciones.
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Opcionalmente, un polipéptido de la presente invencién puede unirse o conjugarse covalentemente a un polipéptido
portador para mejorar las propiedades inmunolégicas del polipéptido. Los polipéptidos portadores utiles se conocen
en la técnica. Por ejemplo, un polipéptido de la presente divulgacion se podria acoplar a inmundgenos conocidos de
la membrana externa de Yersinia tales como el antigeno F1 o el antigeno V. Al igual, se podrian conjugar
componentes de polisacaridos a las proteinas de la presente divulgacion para aumentar el efecto protector de las
composiciones. El acoplamiento quimico de polipéptidos de la presente divulgacién se pueden llevar a cabo
utilizando métodos conocidos y de rutina. Por ejemplo, pueden utilizarse varios reactivos reticuladores
homobifuncionales y heterobifuncionales tales como bis (sulfosuccinimidil) suberato, bis (diazobencidina), dimetil
adipimidato, dimetil pimelimidato, dimetil superimidato, disuccinimidil suberato, glutaraldehido, m-maleimidobenzoil-N
hidroxisuccinimida, sulfo-m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida, sulfosuccinimidil 4-(N-maleimidometil)
ciclohexano-1-carboxilato, sulfosuccinimidil 4-(p-maleimido-fenil) butirato y (1-etil-3-(dimetilaminopropil) carbodiimida
(véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, en general y capitulo 5, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, NY (1988)).

Preferentemente, dichas composiciones de la presente invencién incluyen concentraciones bajas de
lipopolisacaridos (LPS). ElI LPS es un componente de la membrana externa de la mayoria de los microbios gram
negativos (véase, por ejemplo, Nikaido y Vaara, Outer Membrane, En: Escherichia coli and Salmonella typhimurium,
Cellular and Molecular Biology, Neidhardt et al., (eds.) American Society for Microbiology, Washington, D.C., pp. 7-22
(1987), y normalmente incluye polisacaridos (de cadena especifica O, nucleo externo e interno) y la region lipidica A.
El componente lipidico A de los LPS es el componente mas activo de la estructura de los LPS y juntos inducen un
amplio intervalo de efectos patofisiologicos en mamiferos. Los efectos mas dramaticos son fiebre, coagulacion
intravascular diseminada, activacion del complemento, choque hipotensivo, y muerte. La actividad
inmunoestimulante no especifica de los LPS puede aumentar la formacion de un granuloma en el sitio de la
administracion de composiciones que contengan LPS.

La concentracion de LPS se puede determinar utilizando métodos de rutina que se conocen en la técnica. Dichos
métodos normalmente incluyen la medicion de un colorante unido al LPS (véase, por ejemplo, Endotoxins and Their
Detection With the Limulus Amebocyte Lystate Test, Alan R. Liss, Inc., 150 Quinta Avenida, New York, NY (1982)).
Hay cuatro métodos basicos disponibles en el mercado que se utilizan normalmente en un ensayo LAL; el ensayo
gel-clot; el ensayo turbidimétrico (espectrofotométrico); el ensayo colorimétrico; y el ensayo cromogénico. Un
ejemplo de ensayo gel-clot esta disponible por la marca registrada E-TOXATO (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO;
véase el Boletin Técnico N° 210 de Sigma), y PYROTELL (Associates of Cape Cod, Inc., East Falmouth, MA).
Normalmente, las condiciones de ensayo incluyen poner en contacto la composicion con una preparacion que
contiene un lisado de amebocitos circulantes del cangrejo de herradura, Limulus polyphemus. Cuando se expone a
LPS, el lisado aumenta en opacidad asi como en viscosidad y puede gelificarse. Se afiaden aproximadamente 0,1
mililitros de la composicién al lisado. Normalmente, el pH de la composicion esta entre 6 y 8, preferentemente, entre
6,8 y 7,5. La mezcla de la composicion y el lisado se incuba durante aproximadamente 1 hora en reposo a
aproximadamente 37 °C. Tras la incubacion, la mezcla se observa para determinar si hubo gelificacion de la mezcla.
La gelificacién indica la presencia de la endotoxina. Para determinar la cantidad de endotoxina presente en la
composicion se hacen diluciones de una solucién referenciada de endotoxina y se ensaya al mismo tiempo que la
composicion que se ensaya. Las soluciones referenciadas de endotoxina estan disponibles en el comercio en, por
ejemplo, Sigma Chemical (Catalogo N° 210-SE), U.S. Pharmacopeia (Rockville, MD, Catalogo N° 235503), y
Associates of Cape Cod, Inc., (Catalogo N° E0005). En general, cuando se prepara una composicion de la presente
invencién aislando polipéptidos de un microbio por un método que se describe en el presente documento (por
ejemplo, un método que incluye la destrucciéon y solubilizacion de las células, y la recoleccién de polipéptidos
insolubles), la cantidad de LPS en una composicién de la presente invencion es menor que la cantidad de LPS
presente en una mezcla de la misma cantidad de microbio que se ha destruido en las mismas condiciones pero no
se ha solubilizado. Normalmente, el nivel de LPS en una composicién de la presente invencion disminuye, en orden
creciente de preferencia, al menos en un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, o al menos
un 90 % con respecto al nivel de LPS en una composicion preparada por destruccion, pero sin solubilizacion del
mismo microbio.

Las composiciones de la presente invencidon incluyen ademas opcionalmente un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. “Farmacéuticamente aceptable” se refiere a un diluyente, vehiculo, excipiente, sal, etc., que es compatible
con los otros ingredientes de la composicién, y no son perjudiciales para el receptor del mismo. Normalmente, la
composicién incluye un vehiculo farmacéuticamente aceptable cuando se utiliza la composicién como se describe en
el presente documento. Las composiciones de la presente invencion pueden formularse en preparaciones
farmacéuticas con varias formas adaptadas a la via de administracion escogida, que incluye las vias adecuadas para
la estimulacion de una respuesta inmunitaria contra un antigeno. Por lo tanto, una composicion de la presente
invencion se puede administrar por vias conocidas que incluyen, por ejemplo, la oral; parenteral que incluye la
intradérmica, transcutanea, subcutanea, intramuscular, intravenosa, intraperitoneal, etc., y tépica, tal como,
intranasal, intrapulmonar, intramamaria, intravaginal, intrauterina, intradérmica, transcutanea y rectal, etc. se prevé
que la composicion puede administrarse en una superficie mucosa, tal como la administracién en la mucosa nasal o
respiratoria (por ejemplo, por pulverizacion o aerosol), para estimular la inmunidad en la mucosa, tal como la
produccién de anticuerpos IgA secretores, a lo largo del cuerpo del animal.
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Una composicion de la presente invencién también se puede administrar por medio de un implante de liberacién
retardada o sostenida. Los implantes adecuados para su uso de acuerdo con la invencion se conocen e incluyen, por
ejemplo, los que se desvelan en Emery y Straub (documento WO 01/37810 (2001)), y Emery et al., (documento WO
96/01620 (1996)). Los implantes se pueden producir de un tamario lo suficientemente pequefio para administrarse
por aerosol o pulverizacién. Los implantes incluyen también nanoesferas y microesferas.

Una composicion de la presente invencién se puede administrar en una cantidad suficiente para tratar ciertas
afecciones como se describe en el presente documento. La cantidad de polipéptidos o células completas presentes
en una composicion de la presente invencién puede variar. Por ejemplo, la dosificacion de polipéptidos puede estar
entre 0,01 microgramos (ug) y 300 mg, normalmente entre 0,1 mg y 10 mg. Cuando la composicion es una
preparacion de células completas las células pueden estar presentes a una concentracion, por ejemplo, de 102
bacterias/ml, 10° bacterias/ml, 10* bacterias/ml, 10° bacterias/ml, 108 bacterias/ml, 107 bacterias/ml, 108 bacterias/ml,
o 10° bacterias/ml. Para una composicion inyectable (por ejemplo, subcutanea, intramuscular, etc.) los polipéptidos
pueden estar presentes en la composicion en una cantidad tal que el volumen total de la composicion que se
administra sea de 0,5 ml a 5,0 ml, normalmente de 1,0-2,0 ml. Cuando la composicién es una preparacion de células
completas, las células estan presentes preferentemente en la composicion en una cantidad tal que el volumen total
de la composicion que se administra es de 0,5 ml a 5,0 ml, normalmente de 1,0-2,0 ml. La cantidad administrada
variara dependiendo de varios factores que incluyen pero no se limitan a, los polipéptidos especificos escogidos, el
peso, estado fisico y la edad del animal y la via de administracion. Por lo tanto, el peso absoluto del polipéptido que
se incluye en una forma unitaria de dosificacion determinada puede variar ampliamente, y depende de factores tales
como la especie, edad, peso y estado fisico del animal, asi como el método de administracion. Dichos factores se
pueden determinar por un experto en la técnica. Otros ejemplos de dosificaciones adecuadas para la invencion se
desvelan en Emery et al., (Patente de EE. UU. 6.027.736).

Las formulaciones se pueden presentar convenientemente en forma de dosificacién unitaria y se pueden preparar
por métodos bien conocidos en la técnica de farmacia. Todos los métodos para preparar una composicion que
incluyen un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluyen la etapa de poner en asociacion el compuesto activo
(por ejemplo, un polipéptido de la divulgacién o la célula completa de la composicién de la presente invencién) con
un vehiculo que constituye uno o mas ingredientes accesorios. En general, las formulaciones se preparan poniendo
en asociacion uniforme e intimamente el compuesto activo con un vehiculo liquido, un vehiculo sélido dividido
finamente, o ambos, y luego, si es necesario, dando forma al producto en las formulaciones deseadas.

Una composicién que incluye un vehiculo farmacéuticamente aceptable puede incluir también un adyuvante. Un
“adyuvante” se refiere a un agente que puede actuar de una manera no especifica para aumentar una respuesta
inmunitaria contra un antigeno particular, por lo tanto reduciendo potencialmente la cantidad de antigeno necesario
en cualquier composicion inmunizante determinada, y/o la frecuencia de inyecciones necesarias con el fin de
generar una respuesta inmunitaria adecuada contra el antigeno de interés. Los adyuvantes pueden incluir, por
ejemplo, IL-1, IL-2, emulsionantes, muramil dipéptidos, bromuro de dimetildiocradecilamonio (DDA), avridina,
hidroxido de aluminio, aceites, saponinas, alfa-tocoferol, polisacaridos, parafinas emulsionadas (incluyendo, por
ejemplo, las que estan disponibles con la marca registrada EMULSIGEN de MVP Laboratories, Ralston, Nebraska),
ISA-70, RIBI y otras sustancias conocidas en la técnica. Se espera que los polipéptidos de la presente divulgacion
tendran actividad inmunorreguladora, y que dichos polipéptidos se pueden utilizar como adyuvantes que actuan
directamente como activadores de células B y/o T o actian sobre tipos celulares especificos que aumentan la
sintesis de varias citocinas o activan las rutas de sefializacion intracelular. Se espera que dichos polipéptidos
aumenten la respuesta inmunitaria para aumentar el indice de proteccion de la composicién existente.

En otra realizaciéon, una composiciéon de la invencion que incluye un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye
un modificador de la respuesta biologica, tal como, por ejemplo, IL-2, IL-4 y/o IL-6, TNF, IFN-alfa, IFN-gamma, y
otras citocinas que tienen efecto sobre células inmunitarias. Una composiciéon inmunizante también puede incluir
otros componentes conocidos en la técnica tales como un antibiético, un conservante, un antioxidante, o un agente
quelante.

La presente divulgacién también proporciona métodos para obtener los polipéptidos que se describen en el presente
documento. Los polipéptidos de la presente divulgacion y las células completas de la composicion de la presente
invencion son aislables de Yersinia spp. Los ejemplos preferidos incluyen Y. enterocolitica, Y. pestis, y Y.
pseudotuberculosis. Los microbios utiles para obtener los polipéptidos de la presente divulgacion y para hacer las
preparaciones de células completas de la presente invenciéon estan disponibles facilmente. En el contexto de la
presente invencion, las células completas se aislan de una cepa 27729 de la ATCC de Yersinia enterocolitica o de la
cepa KIM6+ de Yersinia pestis. Ademas, dichos microbios se aislan facilmente por técnicas de rutina y se conocen
en la técnica. Los microbios se pueden derivar de un animal infectado como un aislado de campo, y se utilizan para
obtener polipéptidos de la presente divulgacion y/o preparaciones de células completas de la presente invencién, o
se almacenan para su uso futuro, por ejemplo, en un almacén a -20 °C a -95 °C, en medios bacteriolégicos que
contienen un 20 % de glicerol, y otros medios similares.

Cuando un polipéptido de la presente divulgacién se va a obtener de un microbio, el microbio se puede incubar en
condiciones metalicas bajas. Como se utiliza en el presente documento “condiciones metalicas bajas” se refieren a
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un entorno, normalmente un medio bacteriolégico, que contiene cantidades de un metal libre que hace que el
microbio exprese o aumente la expresion de polipéptidos regulados por metales. Como se utiliza en el presente
documento, la frase “condiciones metalicas altas” se refiere a un entorno que contiene cantidades de un metal libre
que hace que un microbio no exprese a un nivel detectable uno o mas polipéptidos regulados por metales descritos
en el presente documento, o disminuya la expresion de dicho polipéptido. Los metales son los presentes en la tabla
periodica en los Grupos 1 a 17 (notacién de la IUPAC; a los que se hace referencia también como Grupos I-A, 1I-A,
I-B, IV-B, V-B, VI-B, VII-B, VIII, I-B, 1I-B, llI-A, IV-A, V-A, VI-A, y VII-A, respectivamente, seguin la notacion CAS).
Preferentemente, los metales son los de los Grupos 2 a 12, mas preferentemente, Grupos 3-12. Incluso mas
preferentemente, el metal es hierro, zinc, cobre, magnesio, niquel, cobalto, manganeso, molibdeno, o selenio, mas
preferentemente, el hierro.

Las condiciones metalicas bajas en general son el resultado de la adicion de un compuesto quelante de metales a
un medio bacteriolégico, o el uso de medios bacteriol6gicos formulados para que contengan bajas cantidades de un
metal. Las condiciones metalicas altas en general estan presentes cuando no esta presente un quelante en el medio,
se afiade un metal al medio, o la combinacién de los mismos. Ejemplos de quelantes metalicos incluyen compuestos
naturales o sintéticos. Ejemplos de compuestos naturales incluyen compuestos fendlicos vegetales, tales como los
flavonoides. Ejemplos de flavonoides incluyen los quelantes del cobre catequina y naringenina, y los quelantes del
hierro miricetina y quercetina. Ejemplos de quelantes sintéticos del cobre incluyen, por ejemplo, tetratiomolibdato, y
ejemplos de quelantes sintéticos del zinc incluyen, por ejemplo, N,N,N’,N’-Tetrakis (2-piridilmetil)-etileno diamina.
Ejemplos de quelantes sintéticos del hierro incluyen 2,2’-dipiridilo (al que se hace referencia en la técnica también
como 2,2-bipiridilo), 8-hidroxiquinolina, acido etilendiamina-di-O-hidroxifenilacético (EDDHA), metanosulfonato de
desferrioxiamina (desfenol), transferrina, lactoferrina, ovotransferrina, sideréforos biologicos, tales como, los
catecolatos e hidroxamatos, y citrato. Preferentemente se utiliza el 2,2’-dipiridilo para la quelacion del hierro.
Normalmente, el 2,2-dipiridilo se afiade a los medios a una concentracién de al menos 0,0025 microgramos/mililitro
(nug/ml), al menos 0,025 ug/ml, o al menos 0,25 pg/ml, y generalmente no mas de 10 uyg/ml, no mas de 20 ug/ml, o
no mas de 30 pg/ml.

Se espera que una Yersinia spp. con una mutacién en un gen fur dara como resultado la expresion constitutiva de
muchos, si no todos, los polipéptidos regulados por hierro de la presente divulgacion. La produccion de una mutacion
fur en una Yersinia spp. puede producirse utilizando métodos de rutina que incluyen, por ejemplo, mutagénesis por
transposén, quimica o dirigida al sitio uUtiles para generar mutaciones de desactivacion génica en bacterias gram
negativas.

El medio que se utiliza para incubar el microbio y el volumen de los medios que se utilizan para incubar el microbio
pueden variar. Cuando se evalta un microbio en cuanto a su habilidad para producir uno o mas de los polipéptidos
descritos en el presente documento, el microbio puede cultivarse en un volumen adecuado, por ejemplo de 10
mililitros a 1 litro de medio. Cuando un microbio se va a cultivar para obtener polipéptidos para su uso, por ejemplo,
en la administracion a animales, el microbio se puede cultivar en un fermentador para permitir el aislamiento de
mayores cantidades de polipéptidos. Los métodos para cultivar microbios en un fermentador son de rutina y se
conocen en la técnica. Las condiciones que se utilizan para cultivar un microbio incluyen preferentemente un
quelante de metales, mas preferentemente un quelante del hierro, por ejemplo, el 2,2’-dipiridilo, un pH de entre 6,5y
7,5, preferentemente entre 6, 9y 7,1 y una temperatura de 37 °C.

En algunos aspectos de la divulgacién, se puede recolectar un microbio tras el cultivo. La recoleccién incluye la
concentracion del microbio en un volumen mas pequefio y la suspension en un medio diferente del medio de cultivo.
Los métodos para concentrar un microbio son de rutina y se conocen en la técnica, e incluyen, por ejemplo, filtracién
o centrifugacion. Normalmente, el microbio concentrado se suspende en cantidades decrecientes de tampon.
Preferentemente, el tampén final incluye un quelante de cationes, preferentemente, el &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA). Un ejemplo de un tampén que se puede utilizar contiene base-Tris (7,3
gramos/litro) y EDTA (0,9 gramos/litro), a un pH de 8,5. Opcionalmente, el tampén final también minimiza la
degradacion proteolitica. Esto se puede conseguir manteniendo el tampén final a un pH mayor de 8,0,
preferentemente, al menos 8,5, y/o incluyendo uno o mas inhibidores de proteinasas (por ejemplo, fluoruro de
fenilmetanosulfonilo). Opcionalmente, y preferentemente, el microbio concentrado se congela a -20 °C o por debajo
hasta su destruccion.

Cuando el microbio se va a utilizar como una preparacion de células completas, las células recolectadas se pueden
procesar utilizando métodos de rutina conocidos para inactivar las células. De manera alternativa, cuando se va a
utilizar un microbio para preparar polipéptidos de la presente divulgacion, el microbio se puede destruir utilizando
métodos quimicos, fisicos 0 mecanicos de rutina y conocidos en la técnica, que incluyen por ejemplo, la prensa
francesa, sonicacion, u homogeneizacion. Preferentemente, se utiliza la homogeneizacion. Un ejemplo de dispositivo
adecuado util para la homogeneizacion es un Homogeneizador Avestin modelo C500, (Avestin Inc, Ottawa Canada).
Como se utiliza en el presente documento “destruccion” se refiere a la rotura de la célula. La destrucciéon de un
microbio se puede medir por métodos que son de rutina y se conocen en la técnica, que incluyen, por ejemplo,
cambios en la densidad 6ptica. Normalmente, un microbio se somete a destruccién hasta que el porcentaje de
transmitancia aumenta un 20 % cuando se mide en una dilucion 1:100. La temperatura durante la destruccion se
mantiene normalmente baja, preferentemente a 4 °C, para minimizar mas la degradacion proteolitica.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2588010 T3

El microbio destruido se solubiliza en un detergente, por ejemplo, un detergente anidnico, zwitteriénico, no iénico, o
cationico. Preferentemente, el detergente es la sarcosina, mas preferentemente, lauroil sarcosinato sédico. Como se
utiliza en el presente documento, el término “solubilizar” se refiere a disolver materiales celulares (por ejemplo,
polipéptidos, acidos nucleicos, carbohidratos) en una fase acuosa del tampén en el que se destruye el microbio, y la
formacion de agregados de materiales celulares insolubles. Las condiciones para la solubilizaciéon preferentemente
dan como resultado la agregacion de polipéptidos de la presente divulgacién en agregados insolubles que son lo
suficientemente grandes para permitir un aislamiento facil, por ejemplo, por centrifugacién.

Se observan normalmente disminuciones de los LPS cuando se solubiliza el microbio destruido en niveles mas altos
de sarcosina, se solubiliza durante periodos mas largos, o la combinacién de los mismos. Preferentemente, la
sarcosina se afiade de manera que la proporcion final de sarcosina respecto a gramo de peso del microbio destruido
sea entre 1,0 gramos de sarcosina por 4,5 gramos de masa de aglomerado y 6,0 gramos de sarcosina por 4,5
gramos de masa de aglomerado, preferentemente, 4,5 gramos de sarcosina por 4,5 gramos de masa de
aglomerado. La solubilizaciéon del microbio se puede medir por métodos que son de rutina y conocidos en la técnica,
que incluyen, por ejemplo, cambios en la densidad o6ptica. Normalmente, se permite que se produzca la
solubilizacion durante al menos 24 horas, preferentemente, al menos 48 horas, mas preferentemente, al menos 72
horas, mas preferentemente, al menos 96 horas. La temperatura durante la destruccion normalmente se mantiene
baja, preferentemente a 4 °C.

Los agregados insolubles que incluyen uno o mas de los polipéptidos de la presente divulgaciéon se pueden aislar por
métodos que son de rutina y conocidos en la técnica. Preferentemente, los agregados insolubles se aislan por
centrifugacién. Normalmente, la centrifugacion de polipéptidos que son insolubles en detergentes necesita fuerzas
de al menos 50.000 x g, normalmente 100.000 x g. El uso de dichas fuerzas centrifugas necesita el uso de
ultracentrifugas, y el aumento a escala para procesar grandes volumenes de muestra a menudo es dificil y
antieconomico con estos tipos de centrifugas. Los métodos descritos en el presente documento proporcionan la
produccidén de agregados insolubles lo suficientemente grandes como para permitir el uso de fuerzas centrifugas
significativamente mas bajas (por ejemplo, 46.000 x g). Los métodos para procesar grandes volimenes a estas
fuerzas centrifugas mas bajas estan disponibles y se conocen en la técnica. Por lo tanto, los agregados insolubles se
pueden aislar a un coste significativamente menor. Ejemplos de dispositivos adecuados para la centrifugacion de
grandes volumenes incluyen T-1 Sharples, (Alfa Laval Separations, Warminster, PA) y centrifugas de alta velocidad
Hitachi Himac CC40 (Hitachi-Koki Co, Tokyo, Japén).

Opcional y preferentemente, la sarcosina se retira de los polipéptidos aislados. Los métodos para retirar la sarcosina
de los polipéptidos aislados se conocen en la técnica, e incluyen, por ejemplo, diafiltracion, precipitacion,
cromatografia hidréfoba, cromatografia de intercambio i6nico, o cromatografia por afinidad, y la ultra filtracién y
lavado de los polipéptidos en alcohol por diafiltracion. Tras el aislamiento, los polipéptidos se suspenden en el
tampon y se almacenan a baja temperatura, por ejemplo, -20 °C.

Los polipéptidos de la presente divulgacion pueden obtenerse también de miembros del género Yersinia utilizando
métodos que se conocen en la técnica. El aislamiento de los polipéptidos se puede conseguir como se describe por
ejemplo, en Emery et al., (Patente de EE. UU 5.830.479) y Emery et al., (Solicitud de Patente de EE. UU. US
20030036639 A1).

En los aspectos de la presente invencién cuando se va a hacer una preparaciéon de células completas, se pueden
utilizar métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, tras el cultivo de un microbio se puede destruir con la adicién
de un agente tal como el glutaraldehido, formalina, o formaldehido, a una concentracion suficiente para inactivar las
células del cultivo. Por ejemplo, se puede afiadir formalina a una concentracion del 3 % (vol:vol). Después de un
periodo suficiente para inactivar las células, se pueden recolectar las células, por ejemplo, por diafiltracion y/o
centrifugacion, y se lavan.

Un aspecto de la presente divulgacion se refiere adicionalmente a métodos para utilizar las composiciones de la
presente invencion. Los métodos incluyen la administracion a un animal de una cantidad eficaz de una composicién
de la presente invencién. El animal puede ser, por ejemplo, aves (incluyendo, por ejemplo, pollos o pavos), bovinos
(incluyendo, por ejemplo ganado bovino), caprinos (incluyendo, por ejemplo, cabras), ovinos (incluyendo, por
ejemplo, ovejas), porcinos (incluyendo por ejemplo, cerdos), bisontes (incluyendo, por ejemplo, bufalos), un animal
de compaiiia (incluyendo, por ejemplo, gatos, perros y caballos), miembros de la familia Cervidae (incluyendo, por
ejemplo, ciervos, alces, alces americanos, caribus, y renos), peces (incluyendo, por ejemplo, salmones o truchas),
crustaceos (incluyendo, por ejemplo, langosta, cangrejo, o gamba), miembros de la familia Muridae (incluyendo, por
ejemplo, ratas o ratones), o seres humanos.

En algunos aspectos, los métodos pueden incluir ademas administraciones adicionales (por ejemplo, una o mas
administraciones de refuerzo) de la composicién al animal para aumentar o estimular una respuesta inmunitaria
secundaria. Se puede administrar un refuerzo en un tiempo tras la primera administracion, por ejemplo, de 1 a 8
semanas, preferentemente de 2 a 4 semanas, tras la primera administracion de la composicion. Se pueden
administrar refuerzos posteriores una, dos, tres, cuatro o0 mas veces anualmente. Sin pretender quedar limitados por
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teoria alguna, en algunos aspectos de la presente divulgacion se espera que los refuerzos anuales no seran
necesarios, ya que el animal sera desafiado en el campo por exposicién a microbios que expresen polipéptidos
presentes en las composiciones que tienen epitopos que son idénticos a o relacionados estructuralmente con los
epitopos presentes sobre los polipéptidos de la composicién que se administré al animal.

En un aspecto, la divulgacion se refiere a métodos para producir anticuerpos, tal como para inducir la produccion de
un anticuerpo en un animal, o por técnicas recombinantes. El anticuerpo que se produce incluye anticuerpos que se
unen especificamente al menos a un polipéptido presente en la composicion. En este aspecto de la divulgacion, una
“cantidad eficaz” es una cantidad eficaz que da como resultado la producciéon de anticuerpos en el animal. Los
métodos para determinar si un animal ha producido anticuerpos que se unan especificamente a los polipéptidos
presentes en una composicién de la presente divulgacion se pueden determinar como se ha descrito en el presente
documento. La presente divulgacién incluye ademas anticuerpos que se unen especificamente a un polipéptido de la
presente divulgacién, y composiciones que incluyen dichos anticuerpos.

El método se puede utilizar para producir anticuerpos que se unan especificamente a los polipéptidos expresados
por un microbio distinto del microbio del cual se aislan los polipéptidos de la composicion. Como se utiliza en el
presente documento, un anticuerpo que se puede “unir especificamente” a un polipéptido es un anticuerpo que
interactua con el epitopo del antigeno que induce la sintesis del anticuerpo, o interactiia con un epitopo relacionado
estructuralmente. Al menos algunos de los polipéptidos presentes en las composiciones de la presente invencion
incluyen normalmente epitopos que se conservan en los polipéptidos de diferentes especies de microbios. En
consecuencia, un anticuerpo producido que se utiliza en una composiciéon derivada de un microbio se espera que se
una a polipéptidos expresados por otros microbios y proporcione una proteccion de amplio espectro contra
organismos gram negativos. Ejemplos de microbios gram negativos a los que el anticuerpo puede unirse
especificamente son enteropatégenos, por ejemplo, miembros de la familia Enterobacteriaceae, preferentemente,
miembros del género Yersinia.

La presente divulgacion también se refiere al uso de dicho anticuerpo para dirigirse a un microbio que expresa un
polipéptido de la presente divulgacion o a un polipéptido que tiene un epitopo estructuralmente relacionado con un
epitopo presente en un polipéptido de la presente divulgacion. Un compuesto puede unirse covalentemente a un
anticuerpo, en el que el compuesto puede ser, por ejemplo, una toxina. Al igual, dichos compuestos se pueden unir
covalentemente a un sideroforo bacteriano, tal como una yersiniabactina, para dirigirse al microbio. El acoplamiento
quimico o la conjugacion de un anticuerpo de la presente divulgacion o una parte del mismo (tal como un fragmento
Fab) se pueden llevar a cabo utilizando métodos conocidos y de rutina.

En un aspecto, la divulgacién también se refiere al tratamiento de una infeccién en un animal producida por un
microbio gram negativo, preferentemente, un miembro del género Yersinia. Como se utiliza en el presente
documento, el término “infeccion” se refiere a la presencia de un microbio gram negativo, preferentemente, un
miembro del género Yersinia, en el cuerpo de un animal, que puede ser o no clinicamente aparente. A menudo se
hace referencia como portador asintomatico a un animal con una infeccién por un miembro del género Yersinia que
no es clinicamente aparente. EI método incluye la administracién de una cantidad eficaz de la composicion de la
presente divulgacién a un animal que tiene una infeccion producida por un miembro del género Yersinia, y
determinar si ha disminuido la Yersinia spp. que produce la infeccion. Los métodos para determinar si una infeccion
esta producida por un miembro del género Yersinia son de rutina y se conocen en la técnica.

En otro aspecto, la presente divulgacién se refiere a métodos para tratar uno o mas sintomas de ciertas afecciones
en animales tales como ovejas, ganado bovino, cerdos, perros, aves, roedores y ciervos que pueden producirse por
la infeccion por un miembro del género Yersinia. Ejemplos de afecciones producidas por infecciones por Yersinia
spp. incluyen, por ejemplo, diarrea o enteritis en animales bovinos, ovinos y porcinos y en seres humanos,
enfermedades tipo peste en gatos domésticos y seres humanos, abortos en ganado bovino y ovejas, epididimitis-
orquitis en carneros, y multiple formacién de abscesos en ovejas. Otro aspecto mas de la presente divulgacion se
refiere al tratamiento de enfermedades de peces de agua fria tales como la enfermedad entérica de boca roja en
peces juveniles, particularmente en acuicultura intensiva de truchas y salmones. El tratamiento de sintomas
asociados a estas afecciones puede ser profilactico o, de manera alternativa, se puede iniciar tras el desarrollo de
una afeccién que se describe en el presente documento. Como se utiliza en el presente documento, el término
“sintoma” se refiere a una prueba evidente en un sujeto de una afeccién producida por la infeccién por un miembro
del género Yersinia spp. Los sintomas asociados a las afecciones a las que se hace referencia en el presente
documento y la evaluacién de dichos sintomas son de rutina y se conocen en la técnica. Se hace referencia en el
presente documento al tratamiento que es profilactico, por ejemplo, que se inicia antes de que un sujeto manifieste
sintomas de una afecciéon producida por un microbio como el tratamiento de un sujeto que esta “en riesgo” de
desarrollar la afeccién. Normalmente, un animal “en riesgo” de desarrollar una afeccion es un animal presente en un
area en la que la afeccion se ha diagnosticado y/o es probable que esté expuesto a una Yersinia spp. que produce la
afeccion. En consecuencia, la administracion de una composicion se puede llevar a cabo antes, durante, o después
de que se produzcan las afecciones descritas en el presente documento. El tratamiento que se inicia tras el
desarrollo de una afeccion puede dar como resultado una disminucién de la gravedad de los sintomas de una de las
afecciones, o eliminar completamente los sintomas. En este aspecto de la divulgacion, una “cantidad eficaz” es una
cantidad eficaz para prevenir la manifestacién de sintomas de una enfermedad, disminuir la gravedad de los
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sintomas de una enfermedad, y/o eliminar completamente los sintomas.

La presente divulgacion también se refiere a la disminuciéon de la colonizacion por bacterias gram negativas, por
ejemplo, bloqueando los sitios de fijacion de las bacterias gram negativas, a los tejidos del sistema esquelético (por
ejemplo, huesos, cartilagos, tendones y ligamentos), sistema muscular (por ejemplo, musculos esqueléticos y lisos),
sistema circulatorio (por ejemplo, corazén, vasos sanguineos, capilares y sangre), sistema nervioso (por ejemplo,
cerebro, médula espinal, y nervios periféricos), sistema respiratorio (por ejemplo, nariz, traquea, pulmones,
bronquios, bronquiolos, alveolos), sistema digestivo (por ejemplo, boca, glandulas salivares, eséfago, higado,
estébmago, intestino delgado y grueso), sistema excretor (por ejemplo, rifones, uréteres, vejiga y uretra), sistema
endocrino (por ejemplo, hipotalamo, pituitaria, tiroides, pancreas y glandulas adrenales), sistema reproductor (por
ejemplo, ovarios, oviducto, utero, vagina, glandulas mamarias, testiculos, y vesiculas seminales), sistema
linfatico/inmunitario (por ejemplo, linfa, ganglios y vasos linfaticos, células mononucleares o leucocitos, tales como
macro6fagos, neutréfilos, monocitos, eosindfilos, basofilos, células linfociticas T y B), y linajes celulares especificos
(por ejemplo, células precursoras, células epiteliales, células madre), y similares. Preferentemente, las bacterias
gram negativas son miembros del género Yersinia. EI método incluye la administracién de una cantidad eficaz de
una composicion de la presente invencién a un animal colonizado por, o en riesgo de ser colonizado por un miembro
del género Yersinia. En este aspecto de la divulgacion, una “cantidad eficaz” es una cantidad eficaz para disminuir la
colonizacién del animal por el microbio. Los métodos para evaluar la colonizacion de un animal por un microbio son
de rutina y conocidos en la técnica. Por ejemplo, la colonizacidon del tracto intestinal del animal por un microbio se
puede determinar midiendo la presencia del microbio en las heces del animal. Se espera que disminuyendo la
colonizacién de un animal por un microbio se reducira la transmision del microbio a los seres humanos.

Se puede utilizar una composicion de la invencién para proporcionar una inmunizacion activa o pasiva contra la
infeccion bacteriana. En general, la composicion se puede administrar a un animal para proporcionar una
inmunizacién activa. Sin embargo, la composicion también se puede utilizar para inducir la produccion de productos
inmunitarios, tales como anticuerpos, que se pueden recolectar de animales productores y administrarse a otro
animal para proporcionar una inmunidad pasiva. Los componentes inmunitarios, tales como los anticuerpos, se
pueden recolectar para preparar composiciones de anticuerpo a partir de suero, plasma, sangre, calostro, etc., para
las terapias de inmunizacién pasiva. Las composiciones de anticuerpo comprenden anticuerpos monoclonales y/o
anti-idiotipos también se pueden preparar utilizando métodos conocidos. Dichas composiciones de anticuerpo
incluyen anticuerpos quiméricos y anticuerpos humanizados. Los anticuerpos quiméricos incluyen regiones
constantes derivadas del ser humano tanto de las cadenas pesadas y ligeras y regiones variables que son
especificas del antigeno derivadas del murino (Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1984, 81(21):6851-5;
LoBuglio et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86(11):4220-4; Boulianne et al., Nature, 1984, 312(5995):643-6).
Los anticuerpos humanizados sustituyen la regién constante y la regién marco conservada (FR) (de la regiéon
variable) con los equivalentes humanos (Jones et al., Nature, 1986, 321(6069):522-5; Riechmann et al., Nature,
1988, 332(6162):323-7; Verhoeyen et al., Science, 1988, 239(4847):1534-6; Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 1989, 86(24):10029-33; Daugherty et al., Nucleic Acids Res., 1991, 19(9): 2471-6). De manera alternativa, se
pueden utilizar ciertas cepas de raton que se han modificado genéticamente para producir anticuerpos que sean casi
completamente de origen humano; después de la inmunizacién, las células B de estos ratones se recolectan y se
inmortalizan para la produccion de anticuerpos monoclonales humanos (Bruggeman y Taussig, Curr. Opin.
Biotechnol., 1997, 8(4):455-8; Lonberg y Huszar, Int. Rev. Immunol., 1995;13 (1):65-93; Lonberg et al., Nature, 1994,
368:856-9; Taylor et al., Nucleic Acids Res., 1992, 20:6287-95). Las composiciones de anticuerpo pasivas y los
fragmentos de los mismos, por ejemplo, scFv, Fab, F(ab’)2 o Fv u otras formas modificadas de los mismos, se
pueden administrar a un receptor en forma de suero, plasma, sangre calostro, y similares. Sin embargo, los
anticuerpos también se pueden aislar del suero, plasma, sangre, calostro y similares, utilizando métodos conocidos
para su uso posterior en una forma concentrada o reconstituida tal como, por ejemplo, soluciones de lavado,
apésitos impregnados y/o agentes tépicos, y similares. Las preparaciones para inmunizacién pasiva pueden ser
particularmente ventajosas para el tratamiento de enfermedad aguda sistémica, o la inmunizacién pasiva de
animales jévenes que no recibieron niveles adecuados de inmunidad pasiva a través del calostro materno. Los
anticuerpos Utiles para la inmunizacion pasiva también pueden ser utiles para conjugarlos con varios farmacos o
antibidticos que se podrian dirigir directamente a las bacterias que expresan un polipéptido de la presente
divulgacion durante una infeccion sistémica o localizada o un polipéptido que tiene un epitopo estructuralmente
relacionado con un epitopo presente en un polipéptido de la presente divulgacion.

Hay disponibles modelos animales, en particular, modelos de ratén, para evaluar experimentalmente las
composiciones de la presente invencion (véase, por ejemplo, Alpar, H. O., et al., Adv. Drug Deliv. Rev., 51, 173-201,
(2001), Brem, D., et al., Microbiology, 147, 1115-1127, (2001), Carter, P. B. y F. M. Collins, Infect. Immun., 9, 851-
857, (1974), Collyn, F., et al., Infect. Immun., 72, 4784-9470, (2004), Di Genaro, M. S., et al., Microbiol. Immunol., 42,
781-788, (1998), Grosfeld, H., et al., Infect Immun, 71, 374-383, (2003), Jones, S. M., et al., Vaccine, 19, 358-366,
(2001), Karlyshev, A. V., et al., Infect Immun, 69, 7810-7819, (2001), Leary, S. E., et al., Microb Pathog, 23, 167-179,
(1997), Noll, A., et al., Eur J Immunol, 29, 986-996, (1999), Pelludat, C., et al., Infect Immun, 70, 1832-1841, (2002),
Sabhnani, L., et al., FEMS Immunol Med Microbiol, 38, 215-29, (2003), y Williamson, E. D., et al., Vaccine, 19, 566-
571, (2000)). Estos modelos de ratén son modelos aceptados comunmente para el estudio de enfermedades
humanas producidas por miembros del género Yersinia, y adicionalmente han servido como modelos aceptados en
el desarrollo y ensayo inicial de vacunas con el fin de prevenir las enfermedades humanas por Yersinia spp.
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Otro aspecto de la presente divulgacién proporciona métodos para detectar anticuerpos que se unen
especificamente a los polipéptidos de la presente divulgacion. Estos métodos son utiles, por ejemplo, para detectar
si un animal tiene anticuerpos que se unen especificamente a los polipéptidos de la presente divulgacion, y
diagnosticar si un animal puede tener una afeccién producida por un microbio que expresa los polipéptidos descritos
en el presente documento, o que expresa polipéptidos que comparten epitopos con los polipéptidos descritos en el
presente documento. Tales sistemas de diagnostico pueden estar en forma de kit. Los métodos incluyen poner en
contacto un anticuerpo con una preparacion que incluye polipéptidos de la presente divulgacién para dar como
resultado una mezcla. El anticuerpo puede estar presente en una muestra biolégica, por ejemplo, sangre, leche o
calostro. EI método incluye ademas incubar la mezcla en condiciones que permitan al anticuerpo unirse
especificamente al polipéptido para formar un complejo polipéptido:anticuerpo. Como se utiliza en el presente
documento, la expresiéon “complejo polipéptido:anticuerpo” se refiere al complejo que resulta cuando un anticuerpo
se une especificamente a un polipéptido. La preparacién que incluye los polipéptidos de la presente divulgacion
también puede incluir reactivos, por ejemplo, un tampén, que proporciona las condiciones apropiadas para la
formacion del complejo polipéptido:anticuerpo. Luego se detecta el complejo polipéptido:anticuerpo. La deteccién de
anticuerpos se conoce en la técnica y puede incluir, por ejemplo, inmunofluorescencia y peroxidasa. Los métodos
para detectar la presencia de anticuerpos que se unen especificamente a los polipéptidos de la presente divulgacion
se pueden utilizar en varios formatos que se han utilizado para detectar anticuerpos, que incluyen el
radioinmunoensayo y el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas.

La presente divulgacion también proporciona un kit para detectar anticuerpos que se unen especificamente a los
polipéptidos de la presente divulgacion. El anticuerpo que se detecta se puede obtener a partir de un animal
sospechoso de tener una infeccion producida por un microbio gram negativo, mas preferentemente, un miembro de
la familia Enterobacteriaceae, preferentemente, un miembro del género Yersinia, tal como Y. enterocolitica, Y.
pseudotuberculosis, o Y. pestis. El kit incluye al menos uno de los polipéptidos de la presente divulgaciéon, o un
numero de polipéptidos que es un entero mayor de 1 (por ejemplo, al menos 2, al menos 3, etc.), en un material de
envasado adecuado, en una cantidad suficiente para al menos un ensayo. Opcionalmente, también se incluyen otros
reactivos tales como tampones y soluciones necesarias para la practica de la divulgacion. Por ejemplo, un kit puede
incluir también un reactivo que permita la deteccién de un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido
de la presente divulgacion, tal como un anticuerpo secundario marcado, disefiado para unirse especificamente a un
anticuerpo obtenido de un animal. También se incluyen normalmente, instrucciones para el uso de los polipéptidos
envasados. Como se utiliza en el presente documento, la frase “material de envasado” se refiere a una o mas
estructuras fisicas que se utilizan para albergar los contenidos del kit. EI material de envasado se construye por
métodos bien conocidos, generalmente para proporcionar un entorno estéril, libre de contaminantes. El material de
envasado puede tener una etiqueta que indique que los polipéptidos se pueden utilizar para detectar anticuerpos que
se unen especificamente a los polipéptidos de la presente divulgacién. Ademas, el material de envasado contiene
instrucciones que indican como se emplean los materiales del kit para detectar el anticuerpo. Como se utiliza en el
presente documento, el término “envase” se refiere a un recipiente tal como de cristal, plastico, papel, una lamina, y
similares, capaz de mantener los polipéptidos y otros reactivos dentro de limites fijos, por ejemplo, un anticuerpo
secundario. Por lo tanto, por ejemplo, un envase puede ser un pocillo de una placa de microtitulacion en el que se
han anadido cantidades de polipéptidos en microgramos. Un envase también puede contener un anticuerpo
secundario. Las “instrucciones de uso” incluyen normalmente una expresién tangible que describe la concentracion
de reactivo o al menos un parametro del método de ensayo, tal como las cantidades relativas de reactivo y muestra
que se tienen que mezclar, los periodos de tiempo de mantenimiento de las mezclas reactivo/muestra, la
temperatura, las condiciones de tamp6n, y similares.

La presente invencién se ilustra con los siguientes ejemplos. En el caso de que cualquiera de los ejemplos
contuviera una materia objeto que estuviera fuera del alcance de la presente invencion, se incluiria simplemente con
fines de referencia.

Ejemplos
Ejemplo 1
Produccion y aislamiento de proteinas reguladas por metales

Las composiciones que se utilizan en los ejemplos siguientes se prepararon utilizando proteinas derivadas de la
cepa 27729 de la ATCC de Y. enterocolitica y la cepa KIM6+ de Y. pestis (obtenidas de R.D. Perry, Universidad de
Kentucky). Cada una de las dos cepas se inocularon a partir de reservas congeladas en 25 ml de caldo de soja
triptico (TSB) que contenia 160 uM de 2,2’-dipiridilo o 300 uM de FeClz y se incubaron a 37 °C con agitado a 400
rpm. Después de 12 horas de incubacion, se transfirieron 5 ml de cada cultivo a 500 ml de medio pre-incubado (37
°C) que contenia 160 uyM de 2,2’-dipiridilo o 300 uM de FeClz y se incubaron a 37 °C con agitado a 100 rpm.
Después de 8 horas de incubacion, se centrifugaron los cultivos a 10.000 x g durante 20 minutos. Los aglomerados
bacterianos se resuspendieron en 100 ml de solucién salina fisiologica estéril y se centrifugaron a 10.000 x g durante
10 minutos para retirar cualquiera de las proteinas contaminantes del medio. Los aglomerados bacterianos se
resuspendieron entonces en 40 ml de solucién salina tamponada-Tris pH 7,2 (TBS) y se destruyeron por sonicacién
durante 1,5 minutos a 4 °C utilizando un Branson 450 equipado con un cuerno de destruccién de media pulgada
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(Branson, Danbury CT). Las suspensiones de bacterias destruidas se clarificaron por centrifugacién a 32.000 x g
durante 12 minutos. Los sobrenadantes se recolectaron y solubilizaron por adicién de lauroil sarcosinato sédico (un 4
% vol/vol) a 4 °C durante 24 horas. Las fracciones enriquecidas con proteinas insolubles a detergentes se
recolectaron por centrifugaciéon a 32.000 x g durante 2,5 horas a 4 °C. Los aglomerados proteicos se resuspendieron
en 200 pl de tampdn Tris (pH 7,2) y se almacenaron a -90 °C. Una muestra de cada extracto se redisolvidé en un gel
SDS-PAGE al 10 % para los métodos convencionales y se visualizo por tincion con Azul Coomasie (Fig. 3).

Ejemplo 2
Preparacién de composiciones inmunizantes derivadas de Y. enterocolitica

Las proteinas producidas por Y. enterocolitica como se ha descrito en el Ejemplo 1, se utilizaron para preparar una
composicion para la administracion a los animales. La composiciébn contenia polipéptidos que tenian pesos
moleculares de 268 kDa, 92 kDa, 83 kDa, 79 kDa, 70 kDa, 66 kDa, 54 kDa, 45 kDa, 40 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 31
kDa, o 28 kDa. Los polipéptidos que tenian pesos moleculares de 83 kDa, 70 kDa, y 66 kDa se expresaron
solamente en condiciones limitadas de hierro y la expresion de polipéptidos que tenian pesos moleculares de 268
kDa, 79 kDa, y 45 kDa estaba aumentada en condiciones limitadas de hierro.

Se prepard una vacuna de reserva a partir de la composicion emulsionando la suspension de proteina acuosa (500
Mg de proteina total/ml) en un adyuvante comercial, EMULSIGEN, (MVP Laboratories, Ralston, Nebraska) utilizando
un recipiente de homogeneizacion IKA Ultra Turrax T-50 (IKA, Cincinnati, OH). La vacuna se administré a ratones
para dar una dosis final de 50 ug de proteina total en un volumen inyectable de 0,1 ml con una concentracion de
adyuvante del 22,5 % vol/vol. Se preparé un placebo remplazando el antigeno con solucién salina fisiolégica en la
formulacioén anterior y emulsionando la suspensién en EMULSIGEN para dar una concentraciéon de adyuvante del
22,5 %.

Ejemplo 3
Preparacion del organismo de desafio

Cuando se utilizaba como desafio, la cepa 27729 de la ATCC de Y. enterocolitica se prepar6 de la siguiente manera.
En resumen, el aislado de una reserva congelada se sembré en estrias en una placa de agar sangre y se incub6 a
37 °C durante 18 horas. Se subcultivd una unica colonia en 50 ml de caldo de soja triptico (Difco) que contenia 25
Hg/ml de 2,2’ dipiridilo. El cultivo se incub6 a 37 °C durante 6 horas mientras se rotaba a 200 rpm, momento en el
que se centrifugd el cultivo a 10.000 x g durante 10 minutos a 4 °C para aglomerar las bacterias. El aglomerado
bacteriano se lavd dos veces por centrifugacion en solucién salina fisiolégica a 4 °C. El aglomerado final se
resuspendié en 25 ml de solucién salina fisiologica y se utilizé para el desafio. Justo antes del desafio, se diluyd 1 ml
de la suspensién bacteriana anterior diez veces en serie para enumerar el nimero de UFC/dosis por raton.

Ejemplo 4
Vacunacioén de los ratones y estudio del desafio para evaluar la proteccién contra el desafio intravenoso

La eficacia de la composicion de Y. enterocolitica se evalué utilizando un desafio vivo virulento en ratones. Se
dividieron veinte ratones CF-1 (Harlan Breeding Laboratories, Indianapolis, IN) en dos grupos de 10 ratones por
grupo. Los ratones del grupo de control se vacunaron con el placebo, mientras que los ratones del segundo grupo se
inmunizaron con 50 pg de la composicién que se obtuvo como se ha descrito en el Ejemplo 1. La inmunizacién de
0,1 cc se administré por via intraperitoneal dos veces a intervalos de 14 dias. Catorce dias después de la segunda
vacunacion, se administréo una dosis de desafio de la cepa 27729 (9,4 x 10* UFC/raton) a todos los ratones en la
vena lateral del rabo. Se registré la mortalidad durante 7 dias tras el desafio.

De los 10 ratones vacunados con el placebo, 10 (el 100 %) murieron en las 168 horas tras el desafio, mientras que
ninguno de los ratones vacunados muri6 en el mismo periodo de tiempo. Ademas, todos los ratones vacunados
sobrevivieron durante el resto del estudio que terminé a los 20 dias post-desafio. Un andlisis de supervivencia de
Kaplan-Meier y un ensayo de rango logaritmico (véase la Figura 1) indicaban que la inmunizacién proporcionaba una
proteccion estadisticamente significativa (p<0,0001) contra el desafio. Estos resultados sugieren que las proteinas
de Y. enterocolitica cultivada en condiciones de restriccion de hierro constituyen antigenos eficaces en el modelo de
raton de infeccion intravenosa.

Ejemplo 5

Analisis de transferencia de Western de proteinas de Y. enterocolitica con suero policlonal de ratén hiperinmunizado
y convaleciente
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Se utilizé el anadlisis de transferencia de Western para evaluar las proteinas inmunorreactivas derivadas de Y.
enterocolitica contra suero policlonal de raton hiperinmunizado y sueros convalecientes. El suero policlonal de raton
hiperinmunizado se obtuvo tras la vacunacidon con la composicién descrita en el Ejemplo 2, y los sueros
convalecientes se obtuvieron de ratones vacunados/desafiados que sobrevivieron al ensayo descrito en el Ejemplo
4. La composicidn contenia polipéptidos que tenian pesos moleculares de 268 kDa, 92 kDa, 79 kDa, 70 kDa, 66 kDa,
54 kDa, 52 kDa, 41 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 31 kDa, 28 kDa y dos proteinas que tenian pesos moleculares de 83 kDa.
Los polipéptidos que tenian pesos moleculares de 83 kDa, 70 kDa, y 66 kDa se expresaban solamente en
condiciones limitadas de hierro.

Para obtener el suero hiperinmunizado, se inmunizaron los ratones dos veces con intervalos de 14 dias como se ha
descrito en el Ejemplo 4. El suero policlonal hiperinmunizado se recolecté de los ratones 14 dias después de la
segunda inmunizacion. El suero convaleciente derivado de los ratones vacunados/desafiados se obtuvo 14 dias tras
el desafio. Las proteinas derivadas de la cepa 27729 de Y. enterocolitica se fraccionaron primero por tamafo en
SDS-PAGE (un 4 % de gel de relleno/un 10 % de redisolucion) utilizando 30 ug de proteina total como se ha descrito
en el Ejemplo 1. La banda de migracién se visualiz6 utilizando referencias de caleidoscopio de amplio intervalo
(BioRad) para ayudar la electrotransferencia mientras que se utilizaron referencias de amplio intervalo biotiniladas
como referencias de peso molecular en la transferencia. Para el analisis de transferencia de western, se
electrotransfirieron las proteinas desde el gel SDS-PAGE a membranas de nitrocelulosa trans-blot (BioRad) durante
una noche, a 4 °C a 50 Voltios, en tampon Towbin (25 mM de Tris, 192 mM de glicina, y un 20 % de metanol)
utilizando un celda de transferencia Trans-Blot BioRad. La membrana de nitrocelulosa se bloqueé por métodos
convencionales utilizando un 3,0 % de gelatina de pescado (BioRad). El suero policlonal hiperinmunizado y los
sueros convalecientes se diluyeron 1/25000 en solucién salina tamponada-Tris que contenia un 1,0 % de gelatina de
pescado, un 0,05 % de Tween 20 y un 20 % de azida sédica (tampén de anticuerpo). La membrana de nitrocelulosa
se incub6 con la solucidon de anticuerpo primario durante una noche. La membrana se lavé entonces dos veces en
solucion salina tamponada-Tris que contenia un 0,05 % de Tween-20 (TTBS) y se transfirié al tampoén de anticuerpo
que contenia una dilucién 1/10.000 de anticuerpo de cabra anti-raton conjugado con fosfatasa alcalina (BioRad) y
una dilucién 1/3.000 de avidina conjugada con fosfatasa alcalina (BioRad). La membrana se incubé a 37 °C durante
2 horas en un agitador, y posteriormente se lavé en TTBS cuatro veces para retirar los conjugados no unidos. La
transferencia se redisolvio, durante 30 minutos a 37 °C en un agitador, en una solucion de sustrato que contenia el
reactivo de color A y B de fosfatasa alcalina en 1x de tamp6n de desarrollo de color AP (BioRad).

Se utilizé el analisis de transferencia de Western como una herramienta para identificar potencialmente proteinas
derivadas de la composicién como se ha descrito en el Ejemplo 1 como inmunorreactivas con anticuerpos derivados
de los sueros hiperinmunizados y/o convalecientes. El analisis de transferencia de western revelaba varias proteinas
inmunorreactivas. Los sueros hiperinmunizados contenian anticuerpos que reaccionaban con proteinas de 268 kDa,
92 kDa, 83 kDa, 79 kDa, 70 kDa, 66 kDa, 54 kDa, 52 kDa, 41 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 31 kDa y 28 kDa. De manera
similar, los sueros convalecientes mostraban patrones de banda idénticos en 268 kDa, 92 kDa, 83 kDa, 79 kDa, 70
kDa, 66 kDa, 54 kDa, 52 kDa, 41 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 31 kDa y 28 kDa. Ademas, se vieron tres proteinas
inmunorreactivas en las regiones de 52 kDa, 40 kDa y 20 kDa que no se habian visto inicialmente en el gel SDS-
PAGE, ni se habian visto en los analisis de transferencia de western utilizando los sueros hiperinmunizados. Es
interesante especular que estas tres proteinas estaban a una concentracién demasiado baja para visualizarse en el
gel SDS-PAGE, pero puede ser que sean altamente inmunogénicas y den como resultado un intensidad de banda
mayor después de la impregnacion del sistema inmunitario lo que da como resultado una intensidad de banda
aumentada de estas proteinas tras el desafio.

El andlisis de transferencia de Western de la composiciéon vacunal revelaba diferencias en la intensidad de las
bandas de proteinas inmunorreactivas entre los sueros hiperinmunizado y convaleciente. Estas diferencias podrian
ser el resultado de las diferentes propiedades inmunogénicas de las proteinas individuales y de cémo el sistema
inmunitario reconoce cada proteina individual en la composicién. Ademas, la cantidad y proporcién de las proteinas
de la composicion también puede tener influencia en el estado inmunolégico de cada proteina que puede influenciar
en la respuesta inmunolégica del animal a las proteinas individuales de la composicion. No obstante, cada proteina
de la composicion reacciona inmunolégicamente como se examina por el analisis de transferencia de Western, por lo
tanto, la respuesta inmunolégica del ratén al vacunarse, reconoce y responde montando una respuesta de
anticuerpos para cada proteina individual de la composiciéon. En conjunto, los resultados descritos en el Ejemplo 4
ilustran que la composicién proteica era extremadamente eficaz proporcionando una proteccion del 100 % en los
ratones desafiados en comparacion con los ratones no vacunados que tenian una mortalidad del 100 %.

Ejemplo 6

Anadlisis de transferencia de Western de las proteinas de Y. pestis con el suero hiperinmunizado preparado contra las
proteinas de Y. enterocolitica

El analisis de Western se utilizé para evaluar las proteinas inmunorreactivas derivadas de Y. pestis contra sueros
hiperinmunizados preparados contra la composicion derivada de Y. enterocolitica como se describe en el Ejemplo 5.
La composicién contenia polipéptidos que tenian pesos moleculares de 254 kDa, 104 kDa, 99 kDa, 94 kDa, 88 kDa,
77 kDa, 73 kDa, 64 kDa, 60 kDa, 46 kDa, 44 kDa, 37 kDa 36 kDa, 31 kDa 28 kDa y 20 kDa. Los polipéptidos que
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tenian pesos moleculares de 94 kDa, 88 kDa, 77 kDa, 73 kDa, y 64 kDa se expresaban solamente en condiciones
limitadas de hierro. Las proteinas derivadas de la cepa KIM6+ de Y. pestis se fraccioné primero en SDS-PAGE (un 4
% de gel de relleno/un 10 % de redisoluciéon) como se habia descrito anteriormente en el Ejemplo 5 utilizando 30 ug
de proteina total. Se llevé a cabo el analisis de transferencia de western en idénticas condiciones que las descritas
en el Ejemplo 5 excepto por la siguiente modificacion: los sueros convalecientes no se ensayaban contra las
proteinas de membrana de Y. pestis. Los resultados demostraban que las proteinas de las regiones de
aproximadamente 254 kDa, 94 kDa, 88 kDa, 46 kDa, 44 kDa, 37 kDa, 36 kDa y 20 kDa eran inmunorreactivas con
los anticuerpos derivados del suero hiperinmunizado que se preparé contra las proteinas de membrana de Y.
enterocolitica.

Ejemplo 7

Estudio de vacunacién y desafio de ratén para evaluar la proteccion contra el desafio neumoénico e intravenoso con
Y. pestis

Se distribuyeron por igual ochenta y ocho hembras de Swiss-Webster (Harlan Laboratories) que pesaban entre 16-
22 gramos, en 4 grupos (22 ratones/grupo), denominados 1 a 4. Los animales se albergaron en un sistema de jaulas
para animales con suministro de aire positivo micro-vent, filtrado con HEPA (instalacion BSL3). El alimento y el agua
se suministraron ad libitum.

Se prepararon las proteinas de la cepa KIM6+ de Y. pestis como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 1, y se
formularon como una vacuna utilizando hidréxido de aluminio como adyuvante (Rehydagel-HPA, Rheis NJ) a una
concentracién final del 20 % vol/vol y 500 ug de proteina total/ml. El placebo se prepar6é remplazando el antigeno
con PBS mientras que se mantuvo la misma concentracion de adyuvante. Los ratones de los grupos 1y 3 se
vacunaron por via intraperitoneal dos veces a intervalos de 14 dias con 0,1 ml de vacuna que contenia 50 ug de
proteina total, mientras que los ratones de los grupos 2 y 4 se inmunizaron con el placebo con un programa idéntico.

Se utilizé la cepa CO92 para el desafio, y se preparo6 en las instalaciones de contencion BSL3. Catorce dias tras la
segunda vacunacion, se desafiaron los ratones de los grupos 1 y 2 por via intravenosa en la vena lateral del rabo
con 0,1 ml de cepa C0O92 (10° UFC o aproximadamente 100 DLso por ratdn). Los ratones de los grupos 3 y 4 se
sometieron a una dosis de desafio en aerosol de Y. pestis CO92 diluida en solucion salina fisioldégica para alcanzar
una concentracion aproximada de 100 DLso UFC por raton durante 30 minutos en una camara hermética. La DLso en
aerosol para la cepa C092 en los ratones Swiss Webster se determin6 por pequefios estudios piloto antes de los
experimentos de desafio propuestos. La mortalidad se registrd durante 21 dias tras el desafio.

Ejemplo 8
Estudio de vacunacién y desafio en peces para evaluar la proteccion contra el desafio por Y. ruckeri

Se mantuvieron dos grupos de 20 truchas arcoiris, denominados grupos 1 y 2 que pesaban aproximadamente 2
gramos en dos depositos separados de 60 litros a una temperatura de 18 °C. Los peces se alimentaban dos veces al
dia con un alimento comercial para truchas (Ziegler Brothers, Gardners, PA). Los peces del grupo 1 se vacunaron
con una composicién derivada de Y. ruckeri utilizando el mismo método que se ha descrito en el Ejemplo 1. Las
proteinas extraidas derivadas de Y. ruckeri se utilizaron para preparar una composicién vacunal para la
administracion a los peces. Se preparé una vacuna de reserva de la composicién emulsionando la suspension
proteica acuosa en una emulsion de agua en aceite que contenia aceite mineral Drakeol 6 y Arlacel A como
emulsionante. La vacuna se administr6é por via intraperitoneal para dar una dosis final de 25 ug de proteina total en
un volumen inyectable de 0,1 cc utilizando 0,1 cc. Se prepard un placebo remplazando el antigeno con solucién
salina fisiolégica en la formulacion anterior y se administrd a los peces del grupo 2 (controles). Se administr6 a los
peces una segunda vacunacién 28 dias después de la primera vacunaciéon. Catorce dias después de la segunda
vacunacion todos los peces se desafiaron por via intraperitoneal.

Se utilizdé un aislado virulento de Y. ruckeri para el desafio. El aislado del desafio se cultivé en caldo tripticasa de
soja (TSB) que contenia 160 uM de 2,2’-dipiridilo y se cultivé durante 12 horas de incubacién a 37 °C. El cultivo se
lavo una vez en solucion salina fisiolégica por centrifugacién a 10.000 x g y se resuspendié en solucion salina. El
cultivo se ajusté a 5,0 x 107 UFC por ml. Cada trucha se inoculd por via intraperitoneal con 0,1 cc de la bacteria
correspondiente a una dosis de desafio final de 5,0 x 10° UFC. Se registro la mortalidad diariamente durante 14 dias
después del desafio. Todos los peces muertos se retiraban del deposito y se extraian los higados y se colocaban en
placas para enumerar la presencia del organismo de desafio. La eficacia se midié como el grado de supervivencia al
comparar los vacunados y los controles no vacunados.

Ejemplo 9

Caracterizacion de proteinas reguladas por metales de la cepa 27729 de la ATCC de Y. enterocolitica y la cepa
KIM6+ de Y. pestis
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Las proteinas que se prepararon como se describe en el Ejemplo 1 a partir de la cepa 27729 de la ATCC de Y.
enterocolitica y la cepa KIM6+ de Y. pestis se caracterizaron utilizando la espectrometria de desorcion/ionizacién por
laser asistida por matriz con tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS). Las muestras de cada composicién se redisolvieron
utilizando un gel de dodecil sulfato sddico-poliacrilamida al 10 %. Después de que se redisolvieran las proteinas de
una composicion, el gel se tifi6 con azul Coomasie brillante para visualizar las proteinas.

Materiales y Métodos

Escisién y lavado. El gel se lavé durante 10 minutos con agua dos veces. Cada banda de proteina de interés se
escindi6 cortando lo mas cerca posible de la proteina para reducir la cantidad de gel presente en la muestra. Cada
porcién de gel se corté en cubos de 1x1 mm y se colocd en un tubo de 1,5 ml. Las piezas de gel se lavaron con agua
durante 15 minutos. Todos los voluimenes de disolvente que se utilizaron en las etapas de lavado eran
aproximadamente iguales a dos veces el volumen de la porcién de gel. La porcién de gel se lavd a continuacion con
agua/acetonitrilo (1:1) durante 15 minutos. La mezcla de agua/acetonitrilo se retird, y se afiadid acetonitrilo para
cubrirla hasta que las piezas de gel se volvieron blancas pegajosas, en cuyo momento se retir6 el acetonitrilo. Las
piezas de gel se rehidrataron en 100 mM de NH4HCO3, y después de 5 minutos, se afiadié6 un volumen de
acetonitrilo igual a dos veces el volumen de las piezas de gel. Esto se incub6 durante 15 minutos, se retird el liquido,
y se secaron las piezas de gel en un SpeedVac.

Reduccioén y alquilacion. Las piezas de gel secas se rehidrataron en 10 mM de DTT y 10 mM de NH4HCOs, y se
incubaron durante 45 min a 56 °C. Después de dejar que los tubos se enfriaran a temperatura ambiente, se retir6 el
liquido y se afiadié inmediatamente el mismo volumen de una mezcla de 55 mM de yodoacetamida y 100 mM de
NH4HCOs. Esto se incubé durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. El liquido se retird, se afiadio
acetonitrilo para cubrirlo hasta que las piezas de gel se volvian blancas pegajosas, en cuyo momento se retird el
acetonitrilo. Las piezas de gel se rehidrataron en 100 mM de NH4HCOs, y después de 5 minutos, se afadié un
volumen de acetonitrilo igual a dos veces el volumen de las piezas de gel. Esto se incubd durante 15 minutos, se
retird el liquido, y las piezas de gel se secaron en un Speed Vac. Si aun permanecia azul Coomasie residual, se
repetia el lavado con 100 mM de NH4HCOs/acetonitrilo.

Digestion en gel. Las piezas de gel se secaron completamente en un Speed Vac. Las piezas se rehidrataron en
tampon de digestion (50 mM de NH4HCO3, 5 mM de CaClz, 12,5 nanogramos por microlitro (ng/ul) de tripsina) a 4
°C. Se aiadio suficiente tampoén para cubrir las piezas de gel, y se afiadia mas si era necesario. Las piezas de gel se
incubaron en hielo durante 45 minutos, y se retird el sobrenadante y se sustituyé con 5-2 ul del mismo tampén sin
tripsina. Esto se incub6 a 37 °C durante una noche en una incubadora con aire.

Extraccién de péptidos. Se afiadié un volumen suficiente de 25 mM de NH4sHCO3 para cubrir las piezas de gel, y se
incubé durante 15 minutos (normalmente en un bafio sonicador). Se afadié el mismo volumen de acetonitrilo y se
incub6 durante 15 minutos (en un bafio sonicador si es posible), y se recuperé el sobrenadante. La extracciéon se
repitié dos veces, utilizando un 5 % de acido férmico en vez de NH4sHCOs. Se afiadié un volumen suficiente de acido
férmico al 5 % para cubrir las piezas y se incub6 durante 15 minutos (normalmente en un bafio sonicador). Se
afadio el mismo volumen de acetonitrilo y se incubé durante 15 minutos (normalmente en un bafio sonicador), y se
recuperé el sobrenadante. Los extractos se agruparon, y se afiadieron 10 mM de DTT a una concentracion final de 1
mM de DTT. La muestra se secd en un Speed Vac hasta un volumen final de aproximadamente 5 pl.

Desalacion de péptidos. Las muestras se desalaron utilizando puntas de pipeta ZIPTIP (C18, Millipore, Billerica, MA)
como sugeria el fabricante. En resumen, una muestra se reconstituia en solucion de reconstitucion (5:95 de
acetonitrilo: H20, 0,1 %-0,5 % de acido trifluoroacético, se centrifugd y se comprob6 el pH para verificar que era
menor de 3. Se hidratd un ZIPTIP aspirando 10 pl de solucién 1 (50:50 de acetonitrilo: H20, 0,1 % de acido
trifluoroacético en H20 desionizada) y se desecharon las alicuotas aspiradas. A continuacion, se aspiraron 10 ul de
solucion 2 (0,1 acido trifluoroacético en H20 desionizada) y se desecharon las alicuotas aspiradas. La muestra se
cargd en la punta aspirando lentamente 10 yl de muestra en la punta, expeliéndola en el tubo de muestras y
repitiendo esto 5 a 6 veces. Se aspiraron diez microlitros de solucién 2 en la punta, se desech6 expeliéndola y se
repitid6 este proceso 5-7 veces para lavar. Los péptidos se eluyeron aspirando 2,5 pl de solucién 3 enfriada en hielo
(60:40 de acetonitrilo: H20, 0,1 % de acido trifluoroacético), expeliendo, y luego re-aspirando la misma alicuota
dentro y fuera de la punta 3 veces. Después de que la solucién se habia expelido de la punta, el tubo se tapé y se
almacen6 en hielo.

Mapeo peptidico por espectrometria de masas. Los péptidos se suspendieron en 10 uyl a 30 yl de un 5 % de acido
férmico, y se analizaron por MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics Inc., Billerica, MA). El espectro de masas de los
fragmentos peptidicos se determin6 como sugeria el fabricante. En resumen, una muestra que contenia los péptidos
que resultaban de una digestion triptica se mezclaron con la matriz de acido ciano-4-hidroxicinamico, se transfirieron
a un blanco, y se dej6 secar. La muestra seca se coloco en el espectrometro de masas, se irradid, y se detect6 el
tiempo de vuelo de cada ion y se utilizé para determinar una huella de masa del péptido para cada proteina presente
en la composicion. Se utilizaron polipéptidos conocidos (angiotensina humana |l, masa monoisotopica MH* 1046,5
(Sigma Chemical Co.), y fragmento 18-39 de hormona adrenocorticotropina, MH* 2465,2 (Sigma Chemical, Co.))
para calibrar la maquina.
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Analisis de los datos. Las masas observadas experimentalmente para los péptidos de cada espectro de masas se
compararon con las masas esperadas que resultaban de proteinas conocidas utilizando el método de busqueda de
huella de masa peptidica del motor de busqueda Mascot (Matrix Science Ltd.,, London, UK, vy
www.matrixscience.com, véase Perkins et al., Electrophoresis 20, 3551-3567 (1999)). Los parametros de busqueda
incluian: base de datos, NCBInr; taxonomia, bacterias (eubacterias); tipo de busqueda, huella de masa peptidica;
enzima, tripsina; modificaciones fijadas, ninguna; modificaciones variables, ninguna o metionina oxidada; valores de
masa, monoisotdpica; masa de proteina, sin restriccion; tolerancia de masa peptidica, 61 Da o 61 330 ppm; estado
de carga peptidica, Mr; maximo de escisiones perdidas, 1; nimero de consultas, 25.

Resultados

El resultado de esta busqueda era una huella de masa para las proteinas presentes en la composicioén (Tablas 5 y
6).

Tabla 5. Datos experimentales del analisis MALDI-TOF MS de proteinas aisladas de la cepa 27729 de la ATCC de
Y. enterocolitica

Denominacion del polipéptido  [Peso molecular aproximado en|Valor m/z de los fragmentos polipeptidicos
kilodaltons (kDa)' que resultan de la digestion con tripsina?

Lw545 268 929,46
1140,47
1312,57
1440,69
1526,68
1555,66
1581,70
1596,67
1683,69
2110,21
Lw391A (+ 1 Da) 83 687,5

976,4

1001,6
1016,5
1141,6
1170,7
1717
1198,5
13445
1357,7
1395,6
1453,7
1477,7
1521,7
1693,8
1716,8
1829,8
1962,0
2014,1
2020,0
2042,0
2164,1

2226,1

24173
31755
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Lw391B (+ 1 Da) 83 1001,6

1104,6

1140,6

1155,5

11717

1209,5

12147

1338,6

1453,7

1568,8

1634,9

1651,8

1660,9

1709,8

1750,0

1851,0

1988,1

2105,1

21121

21641

2387,2

24531

25384

3423,7

Lw392 (+ 1 Da) 79 837,5

1018,6

1071,6

1086,5

1132,7

1189,5

1215,6

1236,6

1256,6

1264.,6

1361,6

14977

1502,8

1615,7

1653,8

1718,9

1770,9

1820,9

1828,1

2006,0

2067,1

2120,9

2300,3

2308,2
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2783,3

29124

3024,5

3287,6

Lw393 (+ 1 Da) 70 7146

760,5

807,5

820,5

920,5

10246

1052,6

1187,6

1200,6

1395,7

14377

1480,7

15419

1546,9

1565,8

1668,8

1732,0

1790,9

1906,0

1982,2

19841

19971

20111

2028,2

2060,2

21341

2163,3

22754

2364,3

2378,5

2384,3

2564.4

2658 4

28347

2930,7

Lw550 66 868,6500

882,5700

884,5900

1021,7000

1087,7100

1168,7300

1177,8200

1208,6800

1346,8700
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1750,0100

1755,0500

1852,2800

2521,8100

2607,6700

2944,1000

3087,0800

Lwb552

45

1140,5500

1209,5400

1312,5800

1440,6400

1501,6900

1526,6200

1581,6800

1596,6800

Lwb555

37

705,3700

881,2400

971,1700

1122,3100

1280,1900

1295,2200

1335,2900

1510,3000

1908,5300

2245,7300

2324,7100

2642,7500

2985,0200

3087,9700

Lwbs57

31

864,49

1404,50

1616,68

1780,68

1876,82

2071,04

2379,08

1. Peso molecular, en kilodaltons, del polipéptido obtenido de la cepa 27729 de la ATCC de Y. enterocolitica.
2. m/z, relacion de masa (m) respecto a la carga (z).

Tabla 6. Datos experimentales del analisis MALDI-TOF MS de proteinas aisladas de la cepa KIM6+ de Y. pestis.

Denominaciéon
polipéptido

del

Peso molecular aproximado

kilodaltons (kDa)'

en

Valor m/z de los fragmentos polipeptidicos que
resultan de la digestion con tripsina?

Lw529

104

644,50

685,40

771,40

841,40

899,50

962,40

1137,40
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1277,40

1293,40

1386,40

1410,50

1422,60

1498,60

1567,50

1679,70

1684,60

1726,70

1873,70

1991,70

2020,80

2182,80

2584,90

2843,20

Lw530 99 1191,40

1514,50

1591,50

1597,50

1637,50

1671,50

1714,60

1719,60

1751,60

1820,60

1863,70

1967,60

2122,60

Lw531 94 962,20

1168,20

1258,30

1372,30

1384,30

1409,30

1521,40

1669,50

1686,40

1714,40

1717,40

1797,50

1833,50

1845,50

2218,60

2426,60

Lw532 88 889,30

927,30

946,40
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961,40

1172,40

1177,40

1290,40

1333,50

1358,40

1404,50

1419,50

1508,50

1579,60

1673,60

1736,60

2401,00

2666,00

Lw533 77 687,40

785,40

859,30

953,40

1141,50

1156,50

1171,50

1198,40

1403,50

1409,50

1483,50

1523,50

1551,60

1618,60

1675,50

1746,60

1788,70

1820,70

1852,80

1941,60

2013,90

2018,80

2057,80

2168,80

2170,00

2427,00

2457,80

2829,10

Lw534 73 629,40

749,40

910,30

931,40

1292,50

1371,50
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1441,40

1479,50

1587,60

1605,60

1641,60

1655,50

1706,60

1708,60

1758,70

1797,80

1856,80

1913,70

2004,80

2072,80

2155,90

2301,90

2395,90

2484,90

2558,20

2676,20

2984,10

3162,30

3185,30

3425,50

3472,40

Lw535 64 714,40

760,40

774,40

807,40

920,40

1024,40

1052,40

1103,40

1165,40

1187,40

1200,40

1282,50

1395,40

1445,50

1480,50

1546,60

1668,50

1693,60

1731,60

1790,60

1905,70

1969,70

1981,80
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2010,80

2027,80

2059,80

2163,00

2363,90

2378,10

2820,20

2930,20

Lw536 60 1011,46

1187,55

1231,54

1238,57

1291,57

1567,76

1605,78

1621,74

1669,68

2021,02

2397,21

Lwb37 46 873,53

1001,53

1180,50

1258,60

1300,67

1307,58

1325,59

1368,72

1395,70

1436,67

1609,91

1616,82

1780,94

1952,05

1959,02

2020,04

2099,15

2178,22

2710,51

Lw538 44 776,51

837,65

905,62

1027,71

1073,74

1200,79

1232,67

1233,72

1290,81

1376,71
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1603,90

1615,01

1711,08

1774,04

1796,13

1906,14

1978,16

2001,23

Lw683 37 691,26

894,21

911,21

1050,26

1115,19

1120,19

1122,24

1198,17

1263,19

1308,24

1320,34

1423,28

1437,31

1491,23

1534,41

1579,39

2245,71

2367,68

2487,63

2684,79

2980,02

329291

Lwb541 31 1020,84

1075,77

1203,86

1248,88

1322,87

1404,95

1788,29

1991,60

2092,61

2119,74

Lwb42 31 1143,91

1299,97

1309,09

1341,97

1372,04

1580,12

1781,45

1791,43
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1954,57

2191,78

2632,11

Lwb44 20 807,40

1114,43

1210,48

1244,46

1259,51

1270,49

1357,49

1790,90

2003,91

2989,45

1. Peso molecular, en kilodaltons, del polipéptido obtenido de la cepa KIM6+ de Y. pestis.
2. m/z, relacion de masa (m) respecto a la carga (z).
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion que se puede obtener por un proceso que comprende:

proporcionar un cultivo que comprende un cepa 27729 de la ATCC de Yersinia enterocolitica, en el que la
Yersinia enterocolitica se ha cultivado a 37 °C en un medio de caldo de soja triptico (TSB) que comprende 160
UM de 2,2'-dipiridilo;

destruir la Yersinia enterocolitica para dar como resultado una mezcla que comprende las membranas celulares
destruidas;

solubilizar la mezcla afiadiendo a la mezcla un detergente biolégico para dar como resultado una preparacion
que comprende proteinas solubilizadas y no solubilizadas; y

aislar los polipéptidos no solubilizados.

2. Una composicién que comprende una preparacion de células completas aisladas de una cepa 27729 de la ATCC
de Yersinia enterocolitica, en la que las células se han cultivado a 37 °C en medio TSB que comprende 160 uM de
2,2’-dipiridilo.

3. Una composicidon que se puede obtener por un proceso que comprende:

proporcionar un cultivo que comprende la cepa 27729 de la ATCC de Yersinia enterocolitica, en el que la
Yersinia enterocolitica se ha cultivado a 37 °C en medio TSB que comprende 160 uM de 2,2’-dipiridilo;

inactivar la Yersinia enterocolitica para dar como resultado una composicién que comprende células inactivadas
de Yersinia enterocolitica, en donde la inactivacion se produce en condiciones que no destruyen las células; y
recolectar las células inactivadas.

4. Una composicion que se puede obtener por un proceso que comprende:

proporcionar un cultivo que comprende una cepa KIM6+ de Yersinia pestis, en el que la Yersinia pestis se ha
cultivado a 37 °C en medio TSB que comprende 160 uM de 2,2’-dipiridilo;

destruir la Yersinia pestis para dar como resultado una mezcla que comprende membranas celulares destruidas;
solubilizar la mezcla afiadiendo a la mezcla un detergente biolégico para dar como resultado una preparaciéon
que comprende proteinas solubilizadas y no solubilizadas; y

aislar los polipéptidos no solubilizados.

5. Una composicién que comprende una preparacion de células completas aisladas de una cepa KIM6+ de Yersinia
pestis, en la que las células se han cultivado a 37 °C en medio TSB que comprende 160 uM de 2,2’-dipiridilo.

6. Una composicion que se puede obtener por un proceso que comprende:
proporcionar un cultivo que comprende una cepa KIM6+ de Yersinia pestis, en la que la Yersinia pestis se ha
cultivado a 37 °C en medio TSB que comprende 160 uM de 2,2’-dipiridilo;
inactivar la Yersinia pestis para dar como resultado una composicién que comprende células de Yersinia pestis
inactivadas, en donde la inactivacion se produce en condiciones que no destruyen las células; y
recolectar las células inactivadas.

7. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1-6 para su uso como un medicamento.
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Figura 3

l‘slﬁ(zorl-‘ln{l :8&:&1.1 SALFSSPYAFANNDEVHFTAVQISPNSDPDSHVMIFQPEVRAPGGTNALAKGTHS
}IWGR SAEAARERAAVAVGAGSIATGVNSVAIGPLSKALGDSAVTYGAGSTAQKDGVAIGARASTSDTGVA
;mSKVDAKHSVSIGHSSHVAV DHDYSIAIGDRSKTDRKNSVSIGHESLNRQLTHLAAGTKDTDAVNVA
gKKEI EXTQENANKKSAEVLGIANNYTDSKSAETLENARKEAFDLSNDALDMAKKASNSVARTTLETAE
ﬁTNKKSA ETLASANVYADSKSSHTLKTANSYTDVTVSNSTKKAIRESNQY TDHKFHQLONRLDKLDTRV
EGLAS SAALNSLFQPYGVGKVNFTAGVGGYRSSQALAIGSGYRVNESVALKAGVAYAGSSDVMYNASFN
Ew

:;gs ;gD:gRiziS PLSLAIACTLSLAVQAADTSSTOTNSKKRIADTMVVTATGNERSSFEAPMMVTVVEA
gPT SETATSATDMLRNIPGLTVTGSGRVNGODVTLRGYGKQGVLTLVDGIRQGTDTGHLNSTFLDPALV
gVEIVRG PSALLYGSGALGGVISYETVDAADLLLPGQONSGYRVYSAARATGDHSFGLGASAFGRTDDVDG
iSFGTR DIGNIRQSDGFNAPNDETISNVLAKGTWRIDQIQSLSANLRYYNNSALEPKNPQTSAASSTNL
';DR STIQRDAQLKYNIKPLDQEWLNATAQVYYSEVEINARPQGTPEEGRKQTTKGGKLENRTRLFTDSF
gHLLTY GTEAYKQEQTPSGATESFPQADIRFGSGWLQDEITLRDLPVSILAGTRYDNYRGSSEGYADVD
ADKN SSRGAVSVTPTDALMLFGSYAQAFRAPTMGEMYNDSKEFSMNINVTPDQLLGTNPNLKPETNETQE
;FGLRNDLHHAEDDLQPKASY FDTNAKDYISTGVTMDFGFGPGGLYCKNCSTYSTNIDRAKIWGHDAT
gYQTQWE’NLGLAY NRTRGKNCNTNEWLDTINPDTVTSTLDVPVANSGFAVGWIGTFADRSSRVSSSGTP
CA}GY GVNDFYVSYKGQEQFKGMTTTVVLGNAFDKGY YGPQGVPQDGRNAKEFVSY QW

iggfl'i g 322 I;SKRLA PRLLCVMIGAALGTLSASSWAAAATDSTAENAKKTSATAATAKAEDSKTNDTIT
:GEQBT FRAGGNDLIPTYLDGQVANGGRIGFLGQODARNVPFNVIGYTSKMIEDQQANS IADVVKNDAS
‘Q’HVRGYGN PSQNYRIRGYNLDGDDISFGGLFGVLPRQIVSTSMVERVEVFKGANAFINGISPSGSGVGG
P;HLE PKRAGDTPLTRVTVDYGSASQVGGALDVGRRYGDDDQFGVRVNVLHREGESATHDQKERTTAVST
IC:DY RGDRARTSLDVGYQKQTIHHMRTDVAIGGATVI PEPPSSTLNYGQSWVYTDMETTFGMLRSEYDVS
I?TWVYGSVGB SRNEETGOYGAPMLTNNNGDATISRLYVPYVADSVAGLGGIRGHFDTGPITHKVNLGYA
:YRTTKSBRNMSGOBDWI YNPGVIGFPQTVMGSDSQDPQLTSQVRASGLSLSDTLSMMDDKVSLMLGV
gQEV TIRNFDSGVPNSAGSLDAMKVTPIYGIMVKPREKVSLYANHIEALGPGKSAPYQYNGKPVVNAGQ
:‘GI IRSKONEIGVKFDNQRYGGTLALFEITRPTGMVDPATNVYGFYGEQRNRGIELNVFGEPVFGTRLL
QATHLDPKLTKAR DSANNGNDAVGVANYQLVFGGEYDIFPVVEGLTATGTVVRSGSQYANEANTLKLKPW
;LDLGVRYTHPHK DTSLTWRANIENVINERYWESVEDSGTYIYQGDPRALKLSVSMDF
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i?ghiglﬂg;:ILCSLnﬂFIPLASIADDT1EVTAKAGHBADLPTSGYTATTTKGRTKTDQPLILTAQSU
3VTRQQHDDQNVATVHQRLNYTPGVFTGFSGGATRYDTVALRGFHGGDVNNTFLDGLRLLSDGGSYNVL
3DPNFLERIDUIKGPSSALYGOSlPGGVVMHTSKRPOFTSEGHFRLTAGNNHTQVAAFDYTDAISEHWR
;LTGITRNSDTHYDHQREBRYA1APSLLHQPDENTSLLLRANLOKDPSGGYHSAVPADGSIYGQKLSRG
;DGESNHNVFKRNOOIYSYEFSHKFDDVWSFRQNBSYTHSNTQLEQVYQGGNNSDRTLMNRYYSGEDSS
:AFhVDNQLEEDLRTAAVKHKVLLGVDFQKFRNNLRSDSAYBTPLNPYTGVSGGSTLYSDYLLTTPGIN
:YLSRRYEQSGVYDQDEMTLDNRHLNLSGRYDRHKTENINNTBNSTDERTDNHASGRASLLYSFDSGIS
5VSYSQAITPSL?PDAQQKLLKPHTSEQYEVGIIYQPPGSTSLYSA&LYDLTQNDVANRAVPATYYVPA
EVNSQGLELERRSOISDRLSVIAGYTYNRVKPKDRIDGNDGNTPVLAPSNHASLHAQYEAGYGINVGAG
;YIGKQWADDRNTLRVPSYTLGDASVRADLGTNA&SLKG&FVQLNVNNIADKKYVAACYSTSYCYﬂGAB
gVQATVGYDF

:ingiYgg;iGGLLLPAIANROTSQQDESTLEVTBSKQSSRSASANNVSSTVVSAPELSDRGVTASDK
gRVLPGLNIENSGNHLFST1SLRGVSSAQDFYNPAVTLYVDGVPQLSTNTIQBLEDVQSVELLRGPQGT
ﬁGKSAQGGI]NIVTOQPDSTPRGYIEGGVSSRDSYRSKFNLSGPIQDGLLYGSVTLLRQVDDGDMINPA
;SDDLGGTRASIGNVKLRLAPDDQPWEHGFAASRECTRATQDAYVGHNDIKGRKLSLSDGSPDPYHRRC
:SQTLSGKYTTDDWVFNLISAHQQQHYSRTFPSGSLIVNHPQRHNQDVQBLRAATLGDARTVDMVFGLY
SNTREKLNSAYDMPTHP!LSSTGYTTHETLNAYSDLT“HLTDRFDIGGGVR?SHDKSSTQ?HGSHLGNP
gDQGKSNDDQVLGQLSAGYHLTDDHRVYTRIAQGYKPSGYNIVPTRGLD&KPFVAEKSIHYELGTRYBT
gVTLQ&hTFYTHTKDHQLYSGPVGHQTLSNBGK&DATGVELEAK“RFAPG“SWDINGNVIRSBFTNDSE
?HGNRVPFVPRYGRGSSVNGVIDTR!GhLHPRLAVNLVGPHYFDGDNQLRQGTYATLDSSLGNQATBRI
¥SVHVDNLFDRRYRTYGYHNGSSRVAQVNHGRTVGINTRIDFF
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asghégFggégQDShASISVVTREQIENKAYTDITDALKDUPGUVVTGGGSHSDISIRGHAAK!TLILV
gKRVDTRGTRPNSDGSGIEQGRLPPLAhIERIBVVRGPHSSLYGSDAMGGVINVITRKVGKBWHGTVRA
:TLQEDSKSGBIFOTNAYASGPLIDGLLGLKVSGLLSHRSBDKIVDGYNEQRLRNGAATPTLTPDDKNE
SFDIGHYVQDRNSTBGRSVALNGKSSDVQYDRNNYAITHHGY?DFGNSTSYVORDETRNPSREHKSVDN
:NTQTSFLLDNHTLILGGQYRYEELHDTGNOLAS&KDLTKLTRNSHALPAEDENQHTHDPALTGGVRHD
gENYGTHHTPRLYGVRHLREQNTLKGGVSGGYRSPDLRQATENHGQITGGRGDPRIIIGNANLKPBRSI
gEIGILHDDQEGMNAGVTLFNTDFKDKITBVRRCTDTTGKASGQCHINGBSYKPISDRTNVDKBITRGV
iTFGHDINQEﬂSLTSHYTFTQSEQKSGQFAGQPLNQHPKHHLNGTLNHQRSEALATHVRANYRGKTSEY
;RTSIGGSTPSYTFVDLGANYQLTKEFRLHGGVYHVLDKRVDIBVNDKVLDGRRYMVGASYDF

i?gbzzl23;;ALISALFSSPYBFANNDEVHFTAVQISPNSDPDSHVMIFQPEVRAPGGTNRLAKGTHS
:VGASAEAABRAAVAVGAGSIATGVNSVAIGPLSKRLGDSAVTYGAGSTAOKDGVAIGARASTSDTGVA
gFNSKVDAKNSVSIGHSSHVAVDHDYSIhlGDRSKTDRKNSVSIGHBSLNRQLTHLAAGTKDTDAVNVA
EKKEIEKTQBHANKKS&EVLGIANNYTDSKSABTLBNARKEAFDLSNDBLDHAKKHSNSVARTTLBTAB
ﬁTNKKSAETLASANVYADSKSSHTLKTANSYTDVTVSNSTKKAIRBSNQYTDHKFHQLDNRLDKLDTRV
gGLHSSAALNSLFQPYGVGKVNFTAGVGGYRSSQ%LAIGSG?RVNESV&LKAGVRYAGSSDVHYNASFN
£

:5235gszz&gALLVAGShGhABIYHKDGHKLDLYGKVDGLHYFSDDKSKDGDQSYHRFGLKGETQISD
gTGYGQﬂEYQhNLNKAEDOBQGNFTRLGFAGLKFADYGSLDYGRN?GVLYDVTSHTDVLPEFGGDTYGA
:FHSQRANGLATYRNTNFFGLVDGLNFALQYQGKNGSPTESNNGRDVKGQNGDG!GMSLSYDLG“GVSA
:AMSSSKRTTEQNQLLFGHGDRADBYSGGLKYDANNVYLAATYAQTYNLTR?GNFONNNSGF&NKAQNI
EVAQYQFDFGLRPSVAYLQSKGKDLGNGYGDQDLVQYVDVGBT!FFNKNMSTYVDYKINLLDBNEFTKN
QINTDDIVAVGLVYQF

SEQ ID NO:9
MKKNMKLIAITAVLSSVLVLSGCGAMSTAIKKRNLEVKTOMSET IWLEPSSQKTVY LQIKNTSDKNMLG
L

APKITKAVODKGYTVTSSPEDAHYWIQANVLKADKMDLREREGFLSQGYQGARLGAALGAGITGYNSNS
A
GASLGVGLAAGLVGMVADAMVEDINYTMVTDVQISEKTDTPLQTDNVAALKQGTSGYKVQTSTQTGNKH
Q

YQTRVVSSANKVNLKFEEAQPVLEDQLAKSIANIL

50



ES 2588010 T3

Figura 3 cont.

:igfzghzg;é2VARVKKRQREYANFSQEQVDKIFRRAALARADARIPLAKLAVTESGMGIVEDKVIKN
2ASEYIYNAYKDEKTCGILCEDKTPGTlT]AEPIGLICGIVPTTNPTSTHIFKALISLKTRNGIIFSPH
:AK DATNKAADIVLQAAIAAGAPADIIGWIDAPTVELSNQLMHHPDINLILATGGPGMVKAAYSSGKPA
éVGAGNTPVVVDBThDIKRVVASILHSKTFDHGVICRSEQSIIVVDSVYDAVRERFASHGGYLLOGKEL
:VQDIILKNGGLNHA]VGQPATKIAEMBGIKVPSNTRILIGBVKVVDESEPFAHEKLSPTLAHYRARNF
EAVEKAEKLVEHGGIGRTSCLYTDQDNQTARVEYFGDKHKTARILINTPASQGGIGDLYNFKLRPSLTL
gGSﬂGGNSISENVGPKHLINKKTVRKRRENHL“HKLPKSIYPRRGSLPIALEBVATDGhKRAFIVTDRY
:NNGYADQVTSVLKSHG]ETBVFFEVERAPTLSIVRKGAEQMNSFKPDVIIALGGGSPHDRAKIHWVMY
EPETHFBBLALRPHDIRRRIYKFPKHGVKAKLVAITTTSGTGSBVTPFAVVTDDATGQKYPLADYALTP
zAIVDANLVMNMPKSLCAFGGLDAVTHALEAYVSVLANBYSDGQALQALKLLKBPLP&SYNBGAKNPVA
:RVHNAATIBGIhP&NhFLGVCHSHAHKLGSBFHIPHGLANAHLISNVIRYNANDNPTKQTAPSQYDRP
gRRRYAEIhDHLGLSAPGDRTBQKIQKLLAWLDEIKAELGIPASIRERGVQEHDFLAKVDKLSBDBFDD
gTGANPRYPLISELKQILHDTYYGREYVEBFDRSEBVAhATAPKABKKTKK

aigkiglggéaélclSAHIDhGKTTTTERILPYTGVNHKIGBVRDGhBTHDﬂMEQBQBRBITITSRATT
:ﬂSGMAKQFEPBHVNIIDTPGHVDFTIBVBRSHRVLDGAVHVYCAVGGVQPQSBTVWROANKYKVPRIA
5NKHDRMGRNFLRVVGQLKSRLGANPVPLQLAIGAEEKFTGI1DLVKHKAINHNEADQGVTFE?EEIPA
SAELAAEHHQNLVESAhEASDELHDKYLGGESLTEBEIKKALRQRULKSEIILVTCGSRFKNKGVQAML
2VIEYLPAPTDVESINGILDDGKDTPAVRHSDDKEPFSALAFKIATDPFVGNLTFFRVYSGIVHSGDTV
:SVKSQRERLGRIVQHHAHKRBBIKBVHRGDI&AAIGLKDVTTGDTLCDPNNPIILERHEFPBP?ISVA
:PKTKADQEKMGHALGRLAKEDPSPRVHTDEESGQTIIBGHGBLHLDILVDRNRRBPNVBANVGKPQVA
:ETIRETVKDVEGKHAKQSGGRGQ!GHVVIDHSPLPPGGVGYEFVNBIVGGSIPKEFIPAVDKGIQBQL
gGPLAGYPVVDVKVRLHYGSYHDVDSSELAFKLAGSIAFKBGFKRAKPVLLEPIHKVBVBTPBDYHGDV
EDLNRRRGIIEGHEDTATGKTVRVKVPLSEHFGYATDLRSQTQGRASYSHEFLBYAEAPSNVAK&VIEA
o
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zggPigxgg;sssvthxﬂsIRYKLMFI1GKDPTIATQHDHLNHTLFBVRDRMVERHLRSNRAQLSQDV
SVYYLSMEFLLGRTLSNALLSHGIYDEIEQRLDBHGLSLSELLKEEHDPGLGNGGLGRLBACFLDSLRT
:LPGRGYGIRYEYGMFSQK1VNGQQHESPDNHLEYGNQWEPPRHNTRYKVRFGGRIQQEGSKIRHLBTE
?LACAYDQIIPGFBTDATNTLRLWSAQASNBINLGKFNQGDYFAAVBDKNHSENVSRVLYPDDSTYSGR
ERLRQEY?LVSATVQDILNRHWRMHHTFNNLADKIBIHLNDTHPVLSIPEMHRLLIDBHKFTHHDAWDV
ZQVFSYTNHTLHSEALETWPVQMIGKILPRHDOIIPDINDH?LKLVEBQYPDDKELLSRVSVIDENHGR
?RHARLBVIASHKVNGVShLHSELMVQSLFADFARIFPNRFCNKTHGVTPRRHLGLRNRPLHAULDDSI
gTHRTDLSQLSELEKNLDYPSFLLALQKRKLBNKKRLAVYIBBKLNIVVNPAALFDVQIKRIHBYKRQL
:VLHVITRYNRIIDAPDNNHVPRVVIFAGKA&SAYYHAKQIIHLINDvAKVINNDPRINNLLKVVPIPN
;VSLAQLIIPAADLSEQISLAGTEASGTSHMKPALNGALTIG?LDGANVEIREHVGBENIPIFGNTTEQ
:ALRKSGYNPRKYYDEDPELHQVLTQIATGTPSPBBPHRYTNLFDSLVNLGDHYQLLRDYRSYVDTQEQ
;ALYRNRDERSRKTLLNIANHGYFSSDRTIKEYADBIﬂHIK?iRL

::gR:gT:g;;zIRTALYSQHTLADLBEQCHLGVPTYDQPLVTGDPNQLPVRINADKTEANYPDNALFT
gVlVQQGNSTLTBNQVELTQVQKPGEVIPLRTVTBTGDVNYDDPQIKLKGPKGHSNLNTKD?DMDKGK!
SVGRQGRGDRDLNKLRDQSRYTILKNGTPTSCLPGDNS“SVVGSEUIHDRBEQVVBVHNARFKIGRVPV
:SPYMQLPVGDKRRSGFLIPNAKFTSNHGPBFLLPYYwNIAPNFDATITPHfHERRGLQNQHEFRYLLA
ZSGTHALDWLPNDRIYTGPDGTDKNATRHLYYNGHSGVHDQV“RFNlNYTRVSDPAYFTDLTSQYGSTT
gYATQIFTAGYANENﬂNATLSSKQFO?FTAAGNSNAYRAQPQLDHNYYKNDVGPFDMHVYGQRAKFTSV
:TNPEASRFHIEPTVHLPLSNSNGSINTEARLLATHYQQDIPASFBDNRSNPKLKDSVNRVLPQPKVDG
ﬁVFDRSHDﬂATGFTQTLEPRHQYLYVPYRNQDDIY]YDTTLHQSDYSGLFRDRTYSGLDRIASRNQVST
gTSRIYDDARVERFNVSVGQIYYFSRSRTGNTBA]DNSNATGSLVRAGDTFWRINDQLGLKGGAOYDTR
éSLTLGNRIMBYRKDADRMIQLNYBXASPKYIQAAVPKVYHPDYQQGISQVGTTBSNPIADRHAIVGAY
:DTKAKQPRSQLVGLQYNTCCRAVNLGYERKITGﬂNAQGQTSK!DNKIGFNIBLRGLSGGHSLGTAQML
gGILPYQSAF
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:Egs;go:g;;;SLSthhCTLPLATQ&AUTTTTQTSSKKHSTDTMVVTATGNERSSFERPHMVTVIBG
:PTSQTAATAADMLRQVPGLTVTGSGRTNGQDVVHRGYGKQGVLTLVDGVRQGTDTGHLNSTFLDPALV
:IEIVRGPAALLYGSGALGGVIRYETVDRRDHLQPGQHSGYRVYSSAATGDHSFGLGASBFGRTDDLDG
iSFGTRDIGNIRQSNGFNAPNDETISNVLAKGTWOIDSIQSLSHNLRYYNNSRIBPKNPQTSRPSSTNV
:NRSTIQRDAQLRYNIKPLDQBHLNBTRQVYYSBVBINARPQGSAEEGREQTTEGVKLENRTRLFIESP
;HLLTYGTETYKQBQTPGGATESFPQAKIRFSSGWDQDEITLRDLPVSILAGTRYDNYSGSSDGYADVD
;KﬂSSRGhISITPTDWLHLFGSithFRAPTMGEHYNDSKHFhIPIRPGLTLTNYWVPNPNLKPETNBT
gYGFGLRFSDLLMABDDDQFKVSYFDTKAKDYISTRVDHQRHTTTSVNIDQAKIHGHDRSMSYKTBLFN
:LAYNRTRGKNQNTDENLDTINPDTVTSIUDVPVANSGFSVGHIGTFANRSSRVSSSTPQHGYGVNDFY
:YKGOEAFKGHTTTHLLGNVFEKEYYTPQGIPQDGRNVKFFVSIQN

:EEK;?A§2153ASSAPVIAADNDNIHVVTASGYEQKIREAAASISVISQNELRQRNYNDLRQALSDVB
3DVNSSTGKTGGLDISIRGHPSAYTLILVDGIRQNGTSDVTPNGFGQHNTSFHPPLShIERIEVIRGPM
:LYGSDAIGGVVNIITKKITRAWASSRTLEHTFOENTAFGDSSKFSFYSSGPAVEDQLGLSLRGTIFRR
2SRVESSNTGVBLSRRGPNPVKEDNYNLGGKLFNQLNTQSTLWLDGDIRNQKYDNSRNQLGTIGARGGY
gTLRYORRKITLGNDHRLDFGTHNSSLSYNQTBNIGRLITNASVPQGSGLAGEKRLLKNTNIILDSKLV
;LGDNHHVTLGGQYGNAIMKDGIVLANNGDEFHODhﬂSLFSBDEHRLLDSLRLTYGARYEYOTTFGGHI
gRA!LVHDhQDNﬂTVKGGVSTGYKTPTLAQLHNGISGVTGQGTITTIGNPKLEPESSVNTBVGVYYENB
;FGHNVTLFHNRFRNKINSVSIDHTTSTYTNVGKAITOGIEVASTIPLNSDDWHLGINYTFTDSEQKDG
:KGARLTNTPKNHVNBRLNHNINEQLSTHLKAEYRSKTARFTQNYANLSRANKVVYNNLGSEPKPFSVL
iGVAYKVTKDVTLNGAVNNLLDKDFTRTHI?AVGNGTTTBGDYPTSSQSTAGYVVPGRNY“VSVNVNF
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::ngiYgz;igGLLLPAIANAQTSQQDBS?LVVTRSKQSSRSASANNVSSTVVSAPELSDAGVTASDK
gRVLPGLHIENSGNHLFSTISLRGVSSAQDFYNPHVTLYVDGVPQLSTNTIORLTDVstBLLRGPQGT
tGKSRQGGIINIVTQQPDSTPRGYIEGGVSSRDSYRSKFNLSGPIQDGLLYGSVTLLRQVDDGDHINPA
gSDDLGGTRASIGNVKLRLAPDDQPHBMGPAASRBCTRATQDAYVGWNDIKGRKLSISDGSPDPYHRRC
gSQTLSGKYTTDDHVFNLISAWQQQHYSRTPPSGSLIVNHPQR“NQDVQBLRAATLGDRRTVDHVFGLY
SNTREKLNSAYDHPTHPYLSSTGYTTABTLAAYSDLTWHLTDRPDIGGGVRFSHDKSSTQYHGSMLGNP
ZDQGKSNDDQVLGQLSAGYﬁLTDDWRVYTRVAQGYKPSGYNIVPTAGLDAKPFVABKSINYBLGTRYET
gVTLQAATFYTHTKDMQLYSGPVRMQTLSNAGKADATGVELBAKHRFAPGHSNDINGNVIRSEFTNDSB
?HGHRVPFVPRYGAGSSVNGVIDTRYGALHPRLAVNLVGPHYFDGDNQLRQGTYATLDSSLGRQRTERN
?SVYUDNLFDRRYRTYGYHNGSSAVAQVNMGRTVGINTRIDFF

:igKésKﬁgﬁ;;RIKHLRGVNILhDAVKVTLGPKGRNVVLDKSFGSPTITKDGVSVAREIBLEDKFBNH
ﬁQHVKEVhSKANDAAGDGTTTATVLAQSIITEGLKAVAAGHNPHDLKRGIDKAVIAAVEELKKLSVPCS
gKAIAQVGTISANSDSTVGELIAQhHBKVGKEGVITVEEGSGLODELDVVEGHQFDRGYLSPYFINKPE
gsIELESPFILLADKKISNIREHLPVLBRVAKAGKPLLIIAEDVEGERLATLVVNTHRGIVKVAAVKAP
gGDRRKAMLQDIATLTAGTVISEEIGLELBKTTLEDLGOARRVVINKDTTIIIDGVGDEHRIQGRVAQI
301EDATSDYDKEKLQERVAKLAGGVAVIKVGAATEVEHKBKKARVBDALHATRAAVEEGVVRGGGVAL
;AAHhIAGLKGDNEDQNVGIKVALRAMESPLRQIVVNAGEEASVIANKVKAGEGSFGYNAYTBEYGDHI
:GILDPTKUTRSALQYAASIAGLMITTECHVTDLPRDDKGADHGRGGMGGHGGHGGHH

;ggx;EbggiigLSLhGFSTMSQAENLLOVYRQARDSNPDLRKAAADRDAAYEKINEVRSPLLPQLGLS
EYTHANGPRDASNSPDSNATSGSLRLTQTIFDHSK“RALTLQEKthIQDVTFOTSEQQLILNTATAYF
SLRAIDSLS!TEAQKQSVYRQLDQTTQRFNVGLVAITDVQNARhSYDTVLAABVAARNNLDNALESLRQ
;GVYYPELBSLHVBRLKTQRPDAVNNLLKEREKRNLSLLSARLSQDLAREQ]KSABTGYHPTVDLTASS
?TNTRYSGGTPSSQQVNNDSGQNQIGVQFSLPLYSGGATNSAVKQAQYHPVGASBLLES&HRNHVQTLR
gFHNISASISSINAYQQVVISNQSSLDAHBAGYQVGTRTILDVLTATTNLYQSKQQLBDBRYNYLINQL
¥KSALGTLNHNDLH3LNAVLDKPVPTSARRLRPENTTRQTVTTPRAQ
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:ﬁgﬁigﬂz‘g&; :WVGTIGHV DHGKTTLTAAITTVLAKTYGGSARAFDQIDNAPEEKARGITINTSHVE
gTPARHYAHVDCPGHADYVKNMITG&AQHDGhILVVﬁATDGPMPQTREHILLGROVGVP?IIVFHNKCD
30DEELLELVBHEVRELLSAYDFPGDDLPVVRGSRLKALEGEABWEAKIIELAGYLDSYIPEPERAIDK
ELLPIEDVFSISGRGTVVTGRVERGIUKVGEEVEIVGIKDTVKSTCTGVEHFRKLLDEGRAGBNVGVLL
21KREDIERGQVLAKPGSIKPHTTFBSBVYILSKDEGGRHTPFFKGYRPQFYPRTTDVTGTIELPEGVE
3HPGDNIHHIVTLIHPIAHDDGLRFAIREGGRTVGAGVVRKVIB

SEQ ID NO:20
MKLRVLSFIXPALLVAGSASAREIYNKDGNKLDLYGKIDGLHYFSDNKNLDGDQSYMRFGLKGETQITD
Q
LTGYGQWEYQVNLNKAENEDGNHDSFTRVGFAGLKFADYGSLDYGRNYGVLYDVTSWTDVLPEFGGDTY
G
ADNFLSQRGNGMLTYRNTNFFGLVDGLNFALQYQGKNGSSSETNNGRGVADONGDGYGMSLSYDLGWGY
S

ASARMASSLRTTAQNDLQYGQGKRANAY TGGLKYDANNVYLAANYTQTYNLTRFGDFSNRSSDAAFGFA
D

KAHNIEVVAQYQFDFGLRPSVAYLQSKGKDIGIYGDQDLLKYVDIGATY FFNKNMSTYVDYKINLLDKN
D

FTKNARINTDDIVAVGMVYQF

SEQ ID NO:21
MYNIDYNSFRSVKGFNRRVRFLVMHYTAFNFKDSIDALTGPSVSAHYLVPDPTEQTYIDAGFKDMRIFN
L

VDENERAWHAGVSYWDGRNNLNDTAIGIETVNLATDNDGVFTFPPYNVTQIAAIKALASNILYRFPDIT
P
VNVVGHSDIAPGRKSDPGAAFPWKALYDAGIGAWY DDETKQRY LDQFLCSLPSKNDIISKLKRYGYDTS
G

AVSEVGYNQLIRAFQLHFRPCNYDGIPDAETVAILYRLVDKYKP

SEQ 1D NO:22
MRKLLSGGLLLLLAGCSSSDHRNSNELIDRGTYQIDTHYPSVAKNERVRFLVLHYTAVGDAESLRLLTQ
G

EVSRHYLIPTHPKKAGGKAIALQLVPEAQRAWHAGVSSWQGRNNLNDTSIGIEIVNLGEFTEKMLGRTWY
P

YNESQIELIEQLTKDIVQRYNISPSDVVAHSDIAPLRKSDPGPLFPWKRLAEKGVGAWPDDATVAKYIG
G

RDKKGAASVAVIQQOALAAYGYKIPONGQLDTETRQVIKAFQMHFRPQDFSGVPDVETEAIALALVEKYR
T
LST

SEQ ID NO:23
MVTVLGIVITIWMVFMNKTLLVSSLIACLSIASVNVYAEGESSISIGYAQSRVKEDGYKLDKNPRGFNL
K

YRYEFNNDWGVIGSFAQTRRGFEESVDGFKLIDGDFKYYSVTAGPVFRINEYVSLYGLLGAGHGKAKFS
S

IFGQSESRSKTSLAYGAGLQFNPHPNFVIDASYEYSKLDDVKVGTWMLGAGYRF
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