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DESCRIPCION
Método para la deteccién de infeccion por H. pylori

La presente invencion se refiere a un método de deteccion de la infeccion por H. pylori y a un kit para usar en el método
de deteccion de la infeccion por H. pylori.

Helicobacter pylori (H. pylori), una bacteria microaerofila, Gram-negativa y espiral esta colonizando aproximadamente la
mitad de la poblaciéon mundial y se considera que es un patégeno gastrico humano especifico (Michetti, et al., 1999). La
mayoria de las personas infectadas desarrollan gastritis cronica asintomatica. Sin embargo, en algunos sujetos, la
infeccion causa gastritis cronica, ulceracion péptica y atrofia, y desempefia un papel importante en el desarrollo de
linfoma de tejido linfoide asociado a la mucosa (MALT), adenocarcinoma gastrico y linfoma no Hodgkin gastrico primario
(Suganuma, et al., 2001).

La Organizacién Mundial de la Salud ha categorizado H. pylori como un carcinégeno de clase | (Goto, et al., 1999), y se
ha demostrado evidencia directa de carcinogénesis en modelos animales (Honda, et al., 1998; T. Watanabe, et al.,
1998). La erradicacion de H. pylori puede prevenir el cancer gastrico en humanos (Uemura, et al., 2001). Las estrategias
de prueba y tratamiento se han considerado en poblaciones con alto riesgo de cancer gastrico (Yamaoka, et al., 1998).
Sin embargo, este enfoque se ve obstaculizado por la falta de sistemas de evaluacion eficientes y asequibles,
especialmente para los paises de bajo nivel socioeconémico. En estos paises, solo se aplican las pruebas seroldgicas,
la mayoria de las cuales tienen un rendimiento deficiente o no estan bien validadas. Para la serologia de H. pylori, hay
varios marcadores individuales especificos conocidos y descritos. Estos factores se han aplicado en muchos enfoques
de diagnéstico, pero casi todos tienen limitaciones significativas que los hacen inadecuados para el diagndstico de H.
pylori. Por ejemplo, la proteina asociada a citotoxina (CagA) es una proteina del H. pylori muy bien caracterizada. Se
codifica en el cag-PAl (gen asociado a citotoxina de la isla de patogenicidad y se describe como una proteina
oncogénica (Franco, et al., 2005; Murata-Kamiya, et al., 2007). Esta proteina también es un antigeno altamente
inmunogénico, por lo que es un marcador frecuentemente usado para las pruebas serologicas. La positividad de CagA
se puede usar como un indicador de la virulencia de H. pylori porque los individuos infectados con cepas positivas para
CagA tienen un mayor riesgo de desarrollar enfermedades gastroduodenales. Sin embargo, no es apropiado como
marcador unico, ya que solo un subgrupo de cepas de H. pylori es CagA positivo. Ademas, la positividad de CagA no es
una caracteristica distintiva de la infeccién activa ya que los pacientes erradicados de H. pylori mantienen anticuerpos
contra CagA durante muchos afios (Fusconi, et al., 1999). Por lo tanto, siempre se debe combinar con otros antigenos
apropiados en las pruebas seroldgicas para confirmar la positividad. Otra proteina del H. pylori bien caracterizada es la
citotoxina vacuolizante (VacA). Se informd que inducia vacuolacion en células expuestas a sobrenadantes de H. pylori o
proteinas purificadas (Cover & Blaser, 1992). El gen de vacA codifica una protoxina de 140 kDa, en el que la secuencia
sefial amino terminal y el fragmento carboxi terminal se escinden proteoliticamente durante la secrecion, dando lugar a
una proteina activa con una masa molecular de 88 kDa que se afiade a hexameros y forma un poro (Montecucco & de
Bernard, 2003). Esta proteina consiste en dos regiones diferentes. Una secuencia de sefial (s1a, s1b, s2) y una region
media (m1, m2), ambas con elevadas variaciones alélicas que parecen regular la actividad citotéxica (Atherton, et al.,
1995). La alta diversidad de VacA hace que esta proteina no sea adecuada para las pruebas seroldgicas.

Otra proteina del H. pylori bien caracterizada, GroEL, pertenece a la familia de chaperonas moleculares, que se
requieren para el plegamiento apropiado de muchas proteinas bajo condiciones de estrés (Dunn, et al., 1992). En
diferentes estudios se demostré que esta proteina esta altamente conservada entre diferentes cepas de H. pylori y que
su seropositividad era incluso mayor que para CagA en pacientes infectados (Macchia, et al., 1993; Suerbaum, et al.,
1994). También, en estudios realizados por los presentes inventores, se observé que un estado serolégico positivo para
GroEL se encontraba con mayor frecuencia en pacientes alemanes con cancer gastrico en comparacion con controles
emparejados (datos no publicados). También, se sugiere que los anticuerpos contra GroEL pueden persistir por mas
tiempo después de la pérdida de infeccion por H. pylori relacionada con la enfermedad. De este modo, GroEL puede ser
un marcador apropiado de infecciéon actual o pasada, y puede ser Util para superar la subestimacion del riesgo de
cancer gastrico relacionado con H. pylori debido a la eliminacién de la infeccion (Gao et al., 2009).

El documento WO 2004/094467 A2 da a conocer un método de diagnostico in vitro de infeccion por H. pylori mediante
deteccion directa de antigenos de H. pylori en el nivel de acido nucleico o proteina.

El documento WO 98/27432 A1 se refiere a un método seroldgico para detectar infeccion por H. pylori usando al menos
un antigeno comun de tipo H. pylori y al menos un antigeno de tipo | especifico de H. pylori.

El documento WO 96/40893 A1 describe secuencias de acidos nucleicos y de aminoacidos relacionadas con H. pylori
para aplicaciones de diagnostico y terapéuticas.

El problema que subyace a la presente invencion fue la provisién de un método de deteccion de la infeccion por H. pylori
con alta sensibilidad y/o alta especificidad. Otro problema que subyace a la presente invencion fue la provision de un
ensayo que, en comparacion con los ensayos de la técnica anterior, conduce a resultados menos falsos positivos y
menos falsos negativos, particularmente en enfoques basados en la poblacion. Un problema adicional que subyace a la
presente invencion fue proporcionar medios para llevar a cabo tales métodos y tales ensayos, respectivamente. Un
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problema adicional subyacente a la presente invencion fue la provision de un biomarcador para pacientes infectados con
H. pylori, por lo que el biomarcador preferiblemente no muestra ninguna reactividad cruzada con otras bacterias y
proteinas, péptidos o moléculas de acido nucleico que codifiquen dichas proteinas y péptidos en particular.

Estos y otros problemas subyacentes a la presente invencion se resuelven mediante el contenido de las reivindicaciones
independientes adjuntas. Las realizaciones preferidas se pueden tomar de las reivindicaciones dependientes adjuntas.
El alcance de la presente invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

También se describen en este documento los siguientes puntos.

Punto 1: Un método de deteccion de la infeccion por Helicobacter y mas preferiblemente una infeccién por H. pylori en
un sujeto, en el que el método comprende detectar en una muestra del sujeto una respuesta inmune contra FIiD.

Punto 2: El método del punto 1, en el que, si se detecta una respuesta inmune contra FliD en la muestra del sujeto, el
sujeto padece una infeccion por Helicobacter, preferiblemente una infeccion por H. pylori, o el sujeto ha experimentado
una infeccion por Helicobacter. Infeccion por Helicobacter, preferiblemente una infeccién por H. pylori, en el pasado.

Punto 3: EI método de uno cualquiera de los puntos 1 a 2, en el que, si no se detecta respuesta inmune contra FliD en la
muestra del sujeto, el sujeto no sufre una infeccion por Helicobacter, preferiblemente una infeccién por H. pylori.

Punto 4: El método de uno cualquiera de los puntos 1 a 2, en el que, si no se detecta una respuesta inmune contra FliD
en la muestra del sujeto, el sujeto ha experimentado una infeccion por Helicobacter, preferiblemente una infeccion por
H. pylori, en el pasado.

Punto 5: El método de uno cualquiera de los puntos 1 a 4, en el que la respuesta inmune contra FliD es una respuesta
de anticuerpos contra FliD, preferiblemente una respuesta de anticuerpos anti-FliD.

Punto 6: El método del punto 5, en el que la respuesta inmune contra FIiD es una respuesta de anticuerpos contra FliD y
en el que la respuesta del anticuerpo contra FliD comprende al menos un anticuerpo anti-FliD seleccionado del grupo
que comprende un anticuerpo IgG y un anticuerpo IgA.

Punto 7: El método del punto 5, en el que la respuesta inmune contra FliD es una respuesta de anticuerpos anti-FIiD y
en el que la respuesta del anticuerpo anti-FIiD comprende al menos un anticuerpo anti-FliD seleccionado del grupo que
comprende un anticuerpo IgG y un anticuerpo IgA.

Punto 8: El método de uno cualquiera de los puntos 1 a 7, en el que el sujeto esta infectado con Helicobacter,
preferiblemente H. pylori, que expresa FIiD.

Punto 9: El método de uno cualquiera de los puntos 1 a 8, en el que el sujeto es diferente de un sujeto que esta
inmunosuprimido, preferiblemente el sujeto es diferente de un sujeto que esta bajo terapia inmunosupresora.

Punto 10: EI método de uno cualquiera de los puntos 1 a 9, en el que el método comprende ademas detectar uno o mas
antigenos de Helicobacter, preferiblemente de H. pylori.

Punto 11: El método del punto 10, en el que el uno o mas antigenos de Helicobacter, preferiblemente H. pylori, se
selecciona del grupo que comprende CagA, VacA, GroEL, Hp 0231, JHp 0940 y HtrA.

Punto 12: El método de uno cualquiera de los puntos 1 a 11, en el que el método comprende hacer reaccionar la
muestra con FliD o un fragmento de la misma.

Punto 13: El método del punto 13, en el que el método comprende hacer reaccionar la muestra con una FIliD de longitud
completa.

Punto 14: El método de uno cualquiera de los puntos 12 a 13, en el que la respuesta inmune contra FliD comprende al
menos uno de un compuesto humoral capaz de interactuar con FliD y un compuesto celular capaz de interactuar con
FliD, en el que el al menos un compuesto humoral y/o un compuesto celular interactia con FliD, preferiblemente el al
menos un compuesto humoral y/o el compuesto celular que interactda con FliD forma un producto de interacciéon con
FIiD.

Punto 15: El método del punto 14, en el que la respuesta inmune contra FliD es una respuesta de anticuerpos contra
FIiD y en el que la respuesta del anticuerpo contra FIiD forma un producto de interaccion con FliD.

Punto 16: El método del punto 14, en el que la respuesta inmune contra FliD es una respuesta de anticuerpos anti-FIiD y
en el que la respuesta anti-FIliD forma un producto de interaccién con FIiD.
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Punto 17: El método del punto 14, en el que la respuesta inmune contra FliD comprende al menos un anticuerpo anti-
FIiD y en el que el anticuerpo anti-FliD forma un producto de interaccion con FIiD.

Punto 18: EI método de uno cualquiera de los puntos 14 a 17, en el que se detecta el producto de interaccion.
Punto 19: EI método del punto 18, en el que el producto de interaccion se detecta directamente.
Punto 20: EI método del punto 18, en el que el producto de interaccién se detecta indirectamente.

Punto 21: El método de uno cualquiera de los puntos 1 a 20, en el que la deteccién se produce por medio de un ELISA o
un inmunoensayo lineal.

Punto 22: El método de uno cualquiera de los puntos 1 a 20, en el que la deteccién se produce por medio de un ensayo
de flujo lateral.

Punto 23: El método de uno cualquiera de los puntos 1 a 22, en el que la muestra se selecciona del grupo que
comprende suero, plasma y sangre completa.

Punto 24: El método de uno cualquiera de los puntos 1 a 23, en el que el sujeto es un ser humano y la infeccién por
Helicobacter es una infeccion por H. pylori.

Punto 25: El método del punto 24, en el que la FIiD reaccionado con la muestra es FliD de H. pylori.
Punto 26: El método del punto 25, en el que FliD comprende una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 1.

Punto 27: El método de uno cualquiera de los puntos 1 a 23, en el que el sujeto es un cerdo y la infeccion por
Helicobacter es la infeccién por Helicobacter suis.

Punto 28: EI método del punto 27, en el que la FliD reaccionado con la muestra es FliD de H. suis.

Punto 29: El método del punto 28, en el que la FliD comprende una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 3.
Punto 30: El método de uno cualquiera de los puntos 1 a 23, en el que el sujeto es un gato y la infeccion por
Helicobacter es infeccion por Helicobacter felis. Preferiblemente, el gato se selecciona del grupo que comprende gato
doméstico, gato montés, gato pequefio y gato grande.

Punto 31: EI método del punto 30, en el que la FliD reaccionado con la muestra es FliD de H. felis.

Punto 32: El método del punto 31, en el que FliD comprende una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 5.
Punto 33: El método de uno cualquiera de los puntos 1 a 32, en el que la sensibilidad del método de deteccién de una
infeccion por Helicobacter, preferiblemente una infecciéon por H. pylori en el hombre, es mas del 90% y/o del 97% o

menos.

Punto 34: El método de uno cualquiera de los puntos 1 a 33, en el que la especificidad del método de deteccion de una
infeccion por Helicobacter, preferiblemente una infeccion por H. pylori en el hombre, es mas del 90% y/o 99% o menos.

Punto 35: Uso de una respuesta inmune contra FliD en un sujeto como biomarcador.
Punto 36: El uso del punto 35, en el que el biomarcador es un biomarcador para la infeccion del sujeto con Helicobacter.

Punto 37: El uso de uno cualquiera de los puntos 35 a 36, en el que el biomarcador es un biomarcador para la infeccion
del sujeto con Helicobacter, en el que el sujeto es el hombre y el Helicobacter es H. pylori.

Punto 38: El uso de uno cualquiera de los puntos 35 a 36, en el que el biomarcador es un biomarcador para la infeccién
del sujeto con Helicobacter, en el que el sujeto es un cerdo y el Helicobacter es H. suis.

Punto 39: El uso de uno cualquiera de los puntos 35 a 36, en el que el biomarcador es un biomarcador para la infeccién
del sujeto con Helicobacter, en el que el sujeto es un gato y el Helicobacter es H. felis.

Punto 40: El uso segun uno cualquiera de los puntos 35 a 39, en el que el biomarcador es un biomarcador predictivo.

Punto 41: El uso segun uno cualquiera de los puntos 35 a 40, en el que la respuesta inmune es una respuesta de
anticuerpos contra FliD.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 683 628 T3

Punto 42: El uso segun uno cualquiera de los puntos 35 a 41, en el que la respuesta inmune es una respuesta de
anticuerpos anti-FliD contra FIiD.

Punto 43: Un kit que comprende FliD o un fragmento de la misma y al menos un constituyente adicional.

Punto 44: El kit del punto 43, en el que el al menos un constituyente adicional se selecciona del grupo que comprende
una solucion reguladora, una fase sélida y un prospecto de instrucciones.

Punto 45: El kit de uno cualquiera de los puntos 43 a 44, en el que FIliD es FIiD de longitud completa.

Punto 46: El kit segun uno cualquiera de los puntos 43 a 44, en el que FliD comprende una secuencia de aminoacidos y
en el que la secuencia de aminoacidos se selecciona del grupo que comprende una secuencia de aminoacidos segun la
SEQ ID NO: 1, una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 3 y una secuencia de aminoacidos segun la SEQ
ID NO: 5.

Punto 47: El kit segun uno cualquiera de los puntos 43 a 46, en el que el kit es apropiado para su uso o se usa en un
método de deteccion de la infeccion por Helicobacter en un sujeto.

Punto 48: El kit segun el punto 47, en el que el kit es apropiado para su uso o se usa en un método de uno cualquiera
de los puntos 1 a 34.

Punto 49: Un método de deteccion de la infeccion por Helicobacter y mas preferiblemente una infeccion por H. pylori en
un sujeto, en el que el método comprende detectar FIiD en una muestra del sujeto.

Punto 50: El método del punto 49, en el que, si se detecta FIiD en la muestra del sujeto, el sujeto sufre una infeccion por
Helicobacter, preferiblemente una infeccion por H. pylori, o el sujeto ha experimentado una infeccion por Helicobacter,
preferiblemente una infeccion por H. pylori, en el pasado.

Punto 51: El método de uno cualquiera de los puntos 49 a 50, en el que, si no se detecta FIiD en la muestra del sujeto,
el sujeto no sufre una infeccion por Helicobacter, preferiblemente una infeccion por H. pylori.

Punto 52: El método de uno cualquiera de los puntos 49 a 51, en el que, si no se detecta FliD en la muestra del sujeto,
el sujeto ha experimentado una infeccion por Helicobacter, preferiblemente una infeccion por H. pylori en el pasado.

Punto 53: El método de uno cualquiera de los puntos 49 a 52, en el que el sujeto esta infectado con Helicobacter,
preferiblemente H. pylori, que expresa FIiD.

Punto 54: El método de uno cualquiera de los puntos 49 a 53, en el que el método comprende ademas detectar uno o
mas antigenos de Helicobacter, preferiblemente de H. pylori.

Punto 55: El método del punto 54, en el que el uno o mas antigenos de Helicobacter, preferiblemente H. pylori, se
selecciona del grupo que comprende CagA, VacA, GroEL, Hp 0231, JHp 0940 y HtrA.

Punto 56: El método de uno cualquiera de los puntos 49 a 55, en el que FliD es FliD de longitud completa o un
fragmento de la misma.

Punto 57: El método de uno cualquiera de los puntos 49 a 56, en el que el método comprende hacer reaccionar la
muestra con un agente que interactda, en el que el agente que interactda esta interactuando con FliD o un fragmento de
la misma, preferiblemente el agente que interactia esta especificamente interactuando con FliD o un fragmento de la
misma.

Punto 58: El método del punto 57, en el que el agente que interactia esta interactuando con FliD de longitud completa o
un fragmento de FIiD.

Punto 59: El método de uno cualquiera de los puntos 57 a 58, en el que el agente de interaccion se selecciona del grupo
que comprende un anticuerpo, un aptamero y un spiegelmero.

Punto 60: El método del punto 59, en el que el agente que interactiia es un anticuerpo, en el que el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal.

Punto 61: El método de uno cualquiera de los puntos 56 a 60, en el que el agente que interactia y la FliD presente en la
muestra forman un producto de interaccion.

Punto 62: EI método del punto 61, en el que se detecta el producto de interaccion.

Punto 63: EI método del punto 62, en el que el producto de interaccion se detecta directamente.
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Punto 64: EI método del punto 62, en el que el producto de interaccion se detecta indirectamente.

Punto 65: El método de uno cualquiera de los puntos 49 a 64, en el que la deteccién se produce por medio de un ELISA
0 un inmunoensayo lineal.

Punto 66: El método de uno cualquiera de los puntos 49 a 63, en el que la deteccién se produce por medio de un
ensayo de flujo lateral.

Punto 67: El método segun uno cualquiera de los puntos 49 a 56, en el que FliD se detecta por medio de espectroscopia
de masas.

Punto 68: Método segun el punto 67, en el que la espectroscopia de masas se selecciona del grupo que comprende LC-
ESI-MS/MS, MALDI-MS, MS en tandem, TOF/TOF, TOF-MS, TOF-MS/MS, MS triple cuadruplo, y MS/MS ftriple
cuadruplo.

Punto 69: El método de uno cualquiera de los puntos 49 a 68, en el que el sujeto es un ser humano y la infeccion por
Helicobacter es una infeccion por H. pylori.

Punto 70: El método del punto 69, en el que la FIiD es de H. pylori.
Punto 71: El método del punto 70, en el que FliD comprende una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 1.

Punto 72: El método de uno cualquiera de los puntos 49 a 68, en el que el sujeto es un cerdo y la infeccion por
Helicobacter es la infeccién por Helicobacter suis.

Punto 73: El método del punto 72, en el que FIliD es de H. suis.
Punto 74: El método del punto 73, en el que FIiD comprende una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 3.

Punto 75: El método de uno cualquiera de los puntos 49 a 68, en el que el sujeto es un gato y la infeccién por
Helicobacter es la infecciéon por Helicobacter felis.

Punto 76: EI método del punto 75, en el que la FliD es de H. felis.
Punto 77: El método del punto 76, en el que FliD comprende una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 5.

Punto 78: El método de uno cualquiera de los puntos 49 a 77, en el que la muestra se selecciona del grupo que
comprende heces, suero, plasma y sangre completa, preferiblemente la muestra es de heces.

Punto 79: Uso de FliD como biomarcador.

Punto 80: El uso del punto 79, en el que el biomarcador es un biomarcador para la infeccion de un sujeto con
Helicobacter.

Punto 81: El uso de uno cualquiera de los puntos 79 a 80, en el que el biomarcador es un biomarcador para la infeccién
del sujeto con Helicobacter, en el que el sujeto es el hombre y el Helicobacter es H. pylori.

Punto 82: El uso del punto 81, en el que FliD comprende una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 1.

Punto 83: El uso de uno cualquiera de los puntos 80 a 81, en el que el biomarcador es un biomarcador para la infeccién
del sujeto con Helicobacter, en el que el sujeto es un cerdo y el Helicobacter es H. suis.

Punto 84: El uso del punto 83, en el que FIiD comprende una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 3.

Punto 85: El uso de uno cualquiera de los puntos 80 a 81, en el que el biomarcador es un biomarcador para la infeccién
del sujeto con Helicobacter, en el que el sujeto es un gato y el Helicobacter es H. felis. Punto 86: El uso del punto 85, en
el que FIliD comprende una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 5.

Punto 87: El uso segun uno cualquiera de los puntos 79 a 86, en el que el biomarcador es un biomarcador predictivo.

Punto 88: Un kit que comprende un agente de interaccion capaz de interactuar con FliD o un fragmento de la misma 'y al
menos un constituyente adicional.

Punto 89: El kit del punto 88, en el que el al menos un constituyente adicional se selecciona del grupo que comprende
una solucion reguladora, una fase sélida y un prospecto de instrucciones.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 683 628 T3

Punto 90: El kit del punto 89, en el que el agente de interaccion es capaz de interactuar especificamente con FliD o un
fragmento de la misma.

Punto 91: El kit de uno cualquiera de los puntos 88 a 90, en el que el agente que interactia se selecciona del grupo que
comprende un anticuerpo, un aptamero y un spiegelmero.

Punto 92: El kit segun uno cualquiera de los puntos 88 a 91, en el que el kit es apropiado para su uso o se usa en un
método de deteccion de la infeccion por Helicobacter en un sujeto.

Punto 93: El kit segun el punto 92, en el que el kit es apropiado para su uso o se usa en un método de uno cualquiera
de los puntos 49 a 78.

Punto 94: Un método de deteccién de la infeccion por Helicobacter y mas preferiblemente una infeccion por H. pylori en
un sujeto, en el que el método comprende detectar en una muestra del sujeto un acido nucleico que codifica FIiD.

Punto 95: El método del punto 94, en el que el acido nucleico es un acido nucleico gendmico que codifica FIiD,
preferiblemente ADN

Punto 96: EI método del punto 94, en el que el acido nucleico es un ARNm que codifica FliD.

Punto 97: El método de uno cualquiera de los puntos 94 a 96, en el que, si se detecta un acido nucleico que codifica
FliD en la muestra del sujeto, el sujeto sufre una infeccién por Helicobacter, preferiblemente una infeccion por H. pylori,
o el sujeto ha experimentado una infeccién por Helicobacter, preferiblemente una infeccion por H. pylori, en el pasado.

Punto 98: El método de uno cualquiera del punto 94 a 97, en el que, si no se detecta acido nucleico que codifica FliD en
la muestra del sujeto, el sujeto no sufre una infeccién por Helicobacter, preferiblemente una infeccion por H. pylori.

Punto 99: El método de uno cualquiera de los puntos 94 a 98, en el que, si no se detecta acido nucleico que codifica
FliD en la muestra del sujeto, el sujeto ha experimentado una infecciéon por Helicobacter, preferiblemente una infeccion
por H. pylori en el pasado.

Punto 100: EI método de uno cualquiera de los puntos 94 a 99, en el que el sujeto esta infectado con Helicobacter,
preferiblemente H. pylori, que expresa FIliD.

Punto 101: EI método de uno cualquiera de los puntos 94 a 100, en el que el método comprende ademas detectar uno o
mas antigenos de Helicobacter, preferiblemente de H. pylori, y/o un acido nucleico que codifica uno o mas antigenos de
Helicobacter, preferiblemente de H. pylori.

Punto 102: El método del punto 101, en el que el uno o mas antigenos de Helicobacter, preferiblemente H. pylori, se
selecciona del grupo que comprende CagA, VacA, GroEL, Hp 0231, JHp 0940 y HtrA.

Punto 103: El método de uno cualquiera de los puntos 94 a 102, en el que FIiD es FIiD de longitud completa o un
fragmento de la misma.

Punto 104: El método de uno cualquiera de los puntos 94 a 103, en el que el método comprende hacer reaccionar la
muestra con un agente que interactia, en el que el agente que interactda esta interactuando con un acido nucleico que
codifica FliD, preferiblemente el agente que interactia especificamente interactia con un acido nucleico que codifica
FIiD.

Punto 105: El método del punto 104, en el que el agente de interaccion esta interactuando con un acido nucleico que
codifica FIiD de longitud completa o un fragmento de FIiD.

Punto 106: El método de uno cualquiera de los puntos 104 a 105, en el que el agente que interactua se selecciona del
grupo que comprende un cebador y una sonda.

Punto 107: EI método de uno cualquiera de los puntos 104 a 106, en el que el agente de interaccion y el acido nucleico
que codifica FliD presente en la muestra forman un producto de interaccion.

Punto 108: El método del punto 107, en el que se detecta el producto de interaccion.
Punto 109: El método del punto 108, en el que el producto de interaccién se detecta directamente.
Punto 110: El método del punto 108, en el que el producto de interaccion se detecta indirectamente.

Punto 111: EI método segun uno cualquiera de los puntos 94 a 103, en el que una molécula de acido nucleico que
codifica FIiD se detecta por medio de espectroscopia de masas, PCR o un ensayo de hibridacion.
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Punto 112: El método segun el punto 111, en el que la espectroscopia de masas se selecciona del grupo que
comprende LC-ESI-MS/MS, MALDI-MS, MS en tandem, TOF/TOF, TOF-MS, TOF-MS/MS, MS ftriple cuadruplo, y
MS/MS triple cuadruplo.

Punto 113: El método de uno cualquiera de los puntos 94 a 112, en el que el sujeto es un ser humano y la infeccion por
Helicobacter es una infeccion por H. pylori.

Punto 114: El método del punto 113, en el que el acido nucleico que codifica FliD es de H. pylori.

Punto 115: El método del punto 114, en el que el acido nucleico que codifica FliD comprende una secuencia de
nucleétidos segun la SEQ ID NO: 2.

Punto 116: El método de uno cualquiera de los puntos 94 a 112, en el que el sujeto es un cerdo y la infecciéon por
Helicobacter es la infeccién por Helicobacter suis.

Punto 117: El método del punto 116, en el que el acido nucleico que codifica FliD es de H. suis.

Punto 118: El método del punto 117, en el que el acido nucleico que codifica FliD comprende una secuencia de
nucledtidos segun la SEQ ID NO: 4.

Punto 119: El método de uno cualquiera de los puntos 94 a 112, en el que el sujeto es un gato y la infeccion por
Helicobacter es la infecciéon por Helicobacter felis.

Punto 120: El método del punto 119, en el que el acido nucleico que codifica FliD es de H. felis.

Punto 121: EI método del punto 120, en el que la FliD comprende una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO:
6.

Punto 122: EI método de uno cualquiera de los puntos 94 a 121, en el que la muestra se selecciona del grupo que
comprende heces, suero, plasma y sangre completa, preferiblemente la muestra es de heces.

Punto 123: Uso de un acido nucleico que codifica FliD como biomarcador.

Punto 124: El uso del punto 123, en el que el biomarcador es un biomarcador para la infeccion de un sujeto con
Helicobacter.

Punto 125: El uso de uno cualquiera de los puntos 123 a 124, en el que el biomarcador es un biomarcador para la
infeccion del sujeto con Helicobacter, en el que el sujeto es el hombre y el Helicobacter es H. pylori.

Punto 126: El uso del punto 125, en el que el acido nucleico que codifica FliD comprende una secuencia de nucleotidos
segun la SEQ ID NO: 2.

Punto 127: El uso de uno cualquiera de los puntos 124 a 125, en el que el biomarcador es un biomarcador para la
infeccion del sujeto con Helicobacter, en el que el sujeto es un cerdo y el Helicobacter es H. suis.

Punto 128: El uso del punto 127, en el que el acido nucleico que codifica FliD comprende una secuencia de nucleétidos
segun la SEQ ID NO: 4.

Punto 129: El uso de uno cualquiera de los puntos 124 a 125, en el que el biomarcador es un biomarcador para la
infeccion del sujeto con Helicobacter, en el que el sujeto es un gato y el Helicobacter es H. felis.

Punto 130: El uso del punto 129, en el que el acido nucleico que codifica FliD comprende una secuencia de nucleétidos
segun la SEQ ID NO: 6.

Punto 131: El uso segun uno cualquiera de los puntos 123 a 130, en el que el biomarcador es un biomarcador
predictivo.

Punto 132: Un kit que comprende un agente de interaccion capaz de interactuar con un acido nucleico que codifica FliD
o un fragmento de la misma y al menos un constituyente adicional.

Punto 133: El kit del punto 132, en el que el al menos un constituyente adicional se selecciona del grupo que comprende
una solucion reguladora, una fase sélida y un prospecto de instrucciones.

Punto 134: El kit del punto 133, en el que el agente de interaccién es capaz de interactuar especificamente con FIliD o
un fragmento de la misma.
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Punto 135: El kit de uno cualquiera de los puntos 132 a 134, en el que el agente de interaccion se selecciona del grupo
que comprende un cebador y una sonda.

Punto 136: El kit segun uno cualquiera de los puntos 132 a 135, en el que el kit es apropiado para su uso o se usa en un
método de deteccion de la infeccion por Helicobacter en un sujeto.

Punto 137: El kit segun el punto 136, en el que el kit es apropiado para su uso o se usa en un método de uno cualquiera
de los puntos 94 a 122.

Los presentes inventores han descubierto sorprendentemente que FliD que es una proteina también denominada
"homologo de proteina 2 asociada al gancho", es un marcador de infeccién con Helicobacter y H. pylori en particular.
Los presentes inventores también han encontrado sorprendentemente que FIiD y/o una respuesta inmune contra FliD
pueden usarse ventajosamente como marcador en analisis serologicos y, de acuerdo con lo anterior, en cualquier
método y ensayo, respectivamente, que se base en o utilice una muestra de un sujeto a analizar para infeccion por
Helicobacter y H. pylori en particular, por lo que la muestra se selecciona preferiblemente del grupo que comprende una
muestra de suero, una muestra de plasma, una muestra de sangre y una muestra de heces. Finalmente, los presentes
inventores han descubierto sorprendentemente que la infeccion de un sujeto con Helicobacter y H. pylori en particular se
puede detectar basandose en FliD y/o un acido nucleico que codifica FliD, por lo que se usan FliD y/o el acido nucleico
que codifica FliD, como el unico marcador. En otras palabras, una infeccién de un sujeto con Helicobacter y H. pylori en
particular se puede diagnosticar basandose exclusivamente y, respectivamente, dependiendo de FIiD y/o un acido
nucleico que codifique para esta. Lo mismo es cierto para una respuesta inmune contra FliD desarrollada por un sujeto
infectado con Helicobacter y H. pylori en particular: una infecciéon de un sujeto con Helicobacter y H. pylori en particular
se puede diagnosticar basandose exclusivamente y, respectivamente, depender de una respuesta inmune contra FliD,
por lo que la respuesta inmune contra FliD fue generada por el sujeto Una ventaja adicional de la presente invencién es
que la respuesta inmune contra FliD se puede determinar en una muestra que se obtiene por lo general por métodos no
invasivos que contrasta con muchos métodos de deteccion de la técnica anterior en los que la muestra debe tomarse
mediante un método invasivo tal como una biopsia.

Se reconocera por un experto en el arte que la presente descripcion puede, en principio, aplicarse a la deteccion de
cualquier infeccion de un sujeto con Helicobacter, siempre que tal Helicobacter codifique y/o exprese FliD. También sera
reconocido por una persona experta en el arte que, por lo general, una especie distinta de un sujeto tal como, por
ejemplo, el hombre, sera infectado por una especie distinta de Helicobacter. En caso de que el sujeto sea el hombre, la
especie de Helicobacter es H. pylori. En el caso de que el sujeto sea un cerdo, la especie de Helicobacter es H. suis. En
caso de que el sujeto sea un gato, incluidos los grandes felinos, la especie de Helicobacter es H. felis. La memoria
descriptiva actual se refiere particularmente a la deteccion de H. pylori en el hombre. Tal referencia a H. pylori y al
hombre, sin embargo, se realiza unicamente por razones de claridad y, dado lo anterior, cualquier realizacién que se
refiera a H. pylori y al hombre, se aplica igualmente a cualquier otro Helicobacter que exprese FliD, o un homologo del
mismo, y cualquiera otra especie del sujeto. Preferiblemente, la otra especie del sujeto es cualquier mamifero que
padece o puede sufrir una infecciéon con Helicobacter y un homoélogo de especie de H. pylori, por lo que dicho
Helicobacter y especie homdloga a H. pylori expresa FIiD o un homélogo del mismo.

También se reconocera por una persona experta en el arte que para cada especie de Helicobacter por lo general
existen diversas cepas. La secuencia de aminoacidos y la secuencia de acido nucleico de FliD de tales cepas de la
especie Helicobacter por lo general muestran una identidad muy alta en términos de secuencia de aminoacidos. Mas
especificamente, el analisis bioinformatico revelé que la secuencia de aminoacidos FliD esta presente y altamente
conservada en todas las cepas de H. pylori (> 200). FliD tiene una homologia del 97% en alrededor de 200 cepas de H.
pylori que fueron analizadas por los presentes inventores. Curiosamente, a excepcion de algunas otras especies de
Helicobacter no pylori con homologia parcial, no hay otro organismo conocido con una homologia gendmica o
protedmica significativa con FliD de H. pylori. La comparacion de la proteina FliD de H. pylori muestra la alta
conservacion de FliD en especies de Helicobacter, mientras que es distinta de la mayoria de otras bacterias, asi como
organismos eucarioticos. Este analisis junto con la alta prediccion de antigenicidad de esta proteina proporciona el
racional de hecho no hay reactividad cruzada.

Ademas, FIliD se expresa de hecho por todas las cepas que infectan o que son capaces de infectar a un sujeto. Esto
explica por qué FliD es un marcador de hecho para cada cepa de H. pylori y, respectivamente, cada cepa de la especie
de Helicobacter que infecta las especies respectivas. En otras palabras, casi todos los pacientes con H. pylori positivo
muestran una respuesta inmune contra FliD.

La proteina del H. pylori FliD es un elemento esencial en el ensamblaje de los flagelos funcionales y una cepa mutante
FIiD es completamente no mavil. La flagelina desempefia un papel central en la motilidad bacteriana y es necesaria para
la colonizacioén y la persistencia de la infeccion por H. pylori (Eaton, et al., 1996). La motilidad de H. pylori es un factor
virulento en la patogenia de la lesién de la mucosa gastrica (S. Watanabe, et al., 1997). El gen H. pylori FliD codifica una
proteina de 76 kDa (Kim, et al., 1999). El operén FliD de H. pylori consiste en los genes FlaG, FIiD y FliS, en el orden
indicado, bajo el control de un promotor dependiente de Sigma (28). Se puede encontrar una entrada para FliD de H.
pylori en los bancos de datos UniProtKB/Swiss-Prot como P96786.4 que proporciona, entre otros, la secuencia de
aminoacidos de la misma y mutaciones de FliD como se encuentran en diversas cepas de H. pylori.
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El método de la invencion para detectar infeccion por H. pylori en un sujeto también se puede caracterizar de manera
que comprenda la etapa de determinar si una muestra del sujeto contiene una respuesta inmune contra FIiD. Si la
muestra del contenido contiene una respuesta de anticuerpos contra FliD, el sujeto padece una infeccion por H. pylori o
ha experimentado una infeccion por H. pylori en el pasado.

El método de la invencion para detectar una infeccion por H. pylori en un sujeto también se puede aplicar a un sujeto del
que se desconoce si padece una infeccion por H. pylori, o si tal sujeto ha experimentado una H. infeccién por pylori.
Hasta ahora, la presente divulgacion se relaciona en un aspecto adicional con los métodos para determinar si un sujeto
padece una infeccion por Helicobacter, preferiblemente infeccién por H. pylori, o ha experimentado una infeccion por
Helicobacter, preferiblemente infeccion por H. pylori en el pasado.

Como se usa preferiblemente en este documento, la expresion "en el pasado” se refiere a un punto en el tiempo que es
anterior al punto en el tiempo cuando una muestra ha sido o es tomada de un sujeto, por lo que dicha muestra es una
muestra usada en conexion con los diversos aspectos y/o las diversas realizaciones de la presente invencion y en
particular en la deteccién de H. pylori y/o infeccidn por H. pylori en un sujeto y en el diagnéstico de H. pylori y/o infeccién
por H. pylori en un sujeto.

En relacion con los diversos aspectos de la presente invencion y el método de la invencién en particular, un experto en
el arte reconocera que la respuesta inmune y la respuesta de anticuerpos anti-FliD generada por el sujeto infectado por
H. pylori persiste durante algunos afos. La prevalencia de dicha respuesta de anticuerpos anti-FliD es por lo general de
aproximadamente 50% después de 1 a 5 afios después de la erradicacion de H. pylori, aproximadamente 50% después
de 6 a 10 afios después de la erradicacion de H. pylori, aproximadamente 25% después de 11 a 15 afios después de la
erradicacion de H. pylori y aproximadamente el 25% después de 16 a 20 afios después de la erradicacion de H. pylori. A
la luz de esto, un sujeto que se diagnostica como H. pylori positivo puede ser un sujeto que en realidad esta sufriendo
una infeccién por H. pylori en el momento en que se tomd la muestra, o un sujeto que habia sido infectado por H. pylori
en el pasado con la respuesta inmune anti-FIiD aun prevalece.

En la medida en que la respuesta inmune contra FliD es una respuesta de anticuerpos contra FliD y mas
especificamente una respuesta de anticuerpos anti-FliD, los anticuerpos anti-FIiD son por lo general IgG o IgA. Esta
especificidad de clase se puede usar en la deteccidon de anticuerpos anti-FIliD al usar, como anticuerpos de deteccion o
anticuerpos de captura, anticuerpos anti-IgG y/o anti-IgA. En la realizacién en la que el sujeto es un hombre, los
anticuerpos de deteccion y los anticuerpos de captura son preferiblemente IgG anti-humana y/o IgA anti-humana.

En relacién con los diversos aspectos de la presente invencion y el método de la invencion en particular, los métodos
pueden comprender adicionalmente, en una realizacion, la deteccion de uno o mas antigenos de Helicobacter o un
acido nucleico que codifica dichos antigenos de Helicobacter. En una realizacion, tales antigenos de Helicobacter son
antigenos de H. pylori. En una realizacion adicional, los antigenos se seleccionan del grupo que comprende CagA,
VacA, GroEL, Hp 0231, JHp 0940 y HtrA que son todos conocidos en la técnica, y se describen, por ejemplo, en Yakoob
J et al. (Yakoob J et al., Gut and Liver, Vol. 4, No. 3, September2010, pp. 345-350), Sabarth N et al. (Sabarth N et al.,
Infection and Immunity, Nov. 2002, p. 6499-6503), Gao L. et al. (Gao L. et al., Cancer Res 2009; 69: (15). August 1,
2009, p. 6164 - 6170), Yamaoka Y (Yamaoka Y, J Med Microbiol. 2008 May; 57 (Pt5): 545-553), Miehlke S et al.
(Miehlke S et al., Int. J. Cancer: 87, 322-327 (2000)), y Atherton JC et al. (Atherton JC et al., Current Microbiology, Vol.
39(1999), pp 211-218). Una secuencia de aminoacidos de CagA se describe en este documento como SEQ ID NO: 7,
una secuencia de nucleotidos de CagA se describe en este documento como SEQ ID NO: 8, una secuencia de
aminoacidos de VacA se describe en este documento como SEQ ID NO: 9, una secuencia de nucleétidos de VacA se
describe en el presente documento como SEQ ID NO: 10, una secuencia de aminoacidos de GroEL se describe en este
documento como SEQ ID NO: 11, una secuencia de nucleotidos de GroEL se describe en este documento como SEQ
ID NO: 12, una secuencia de aminoacidos de Hp0231 se describe en este documento como SEQ ID NO: 13, una
secuencia de nucledtidos de Hp0231 se describe en este documento como SEQ ID NO: 14, una secuencia de
aminoacidos de JHp0940 se describe en este documento como SEQ ID NO: 15, una secuencia de nucleétidos de
JHp0940 se describe en este documento como SEQ ID NO: 16, una secuencia de aminoacidos de HirA se describe en
este documento como SEQ ID NO: 17, y una secuencia de nucleotidos de HtrA se describe en este documento como
SEQ ID NO: 18.

En una realizacion del método de la invencién en el que se detecta una infeccion por H. pylori en un sujeto al detectar
en una muestra del sujeto una respuesta inmune contra FliD y en particular un anticuerpo anti-FliD en la muestra, la
muestra y FIiD se hacen reaccionar. En una realizacion, la muestra se afiade a FliD. Preferiblemente, FliD esta unido a
una fase solida en dicho método. También esta dentro de la presente invenciéon que FliD se afiade a la muestra.
Preferiblemente, se afiade FliD como una solucién, mas preferiblemente como una solucién acuosa tal como una
solucion regulada. En una realizacion preferida, FliD se hace reaccionar con la muestra estando FliD unido a una fase
soélida. Un experto en el arte reconocera que FIiD y la muestra se hacen reaccionar en condiciones tales que, si la
muestra contiene una respuesta inmune contra FliD y anticuerpos anti-FIiD en particular, se forma un producto de
interaccion. Preferiblemente, tal producto de interaccion es un complejo de FliD y un anticuerpo anti-FliD contenido en la
muestra.
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El producto de interacciéon formado de este modo se puede detectar directa o indirectamente. En la realizacién en la que
el producto de interaccion se detecta directamente, la FliD que reacciond con la muestra comprende un marcador que
permite la deteccion de FliD, particularmente cuando interactia con un anticuerpo anti-FliD. Los marcadores de este tipo
son conocidos para los expertos en el arte y abarcan radiomarcadores, marcadores de fluorescencia, colorantes,
nanoparticulas como oro y enzimas tales como peroxidasa de rabano picante. Otros marcadores son los descritos en
este documento en relacién con el marcado de anticuerpos. En la realizaciéon en la que el producto de interaccion se
detecta indirectamente, el producto de interaccion se hace reaccionar posteriormente con un agente de deteccion, por lo
que el agente de deteccidon se une especificamente al producto de interaccion. Tal agente de deteccion puede ser un
anticuerpo, preferiblemente un anticuerpo anti-IgG o anti-IgA. El propio agente de deteccion por lo general comprende
un marcador que permite la deteccion del agente de deteccion, preferiblemente cuando el agente de deteccion esta
especificamente unido al producto de interaccion.

En las realizaciones preferidas del método de la invencion, el producto de interaccién se detecta por medio de un
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) o un radioinmunoensayo que son conocidos para una persona
experta en el arte (Lottspeich F. and Zorbas H (eds.), Bioanalytik, Spektrum Akademischer Verlag Heidelberg, 1998). El
ELISA puede ser un ELISA indirecto, un ELISA sandwich, un ELISA competitivo o un ELISA no competitivo.

En una realizacién preferida alternativa del método de la invencién, el producto de interaccion se detecta por medio de
una prueba de flujo lateral que también se conoce como ensayos inmunocromatograficos de flujo lateral que se
describen, por ejemplo, en el documento US 6,485,982. Tal prueba de flujo lateral es, en una realizacién, usada en
cualquier método de la invencion en el que se detecta cualquiera un anticuerpo anti-FliD y, respectivamente, anticuerpos
anti-FIiD en una muestra de un sujeto. La prueba de flujo lateral se describira con fines ilustrativos para la realizacion del
método de la invencién en el que se detectan anticuerpos anti-FliD en una muestra de un sujeto, en el que el sujeto es
el hombre.

La tecnologia se basa en una serie de lechos capilares, tales como trozos de papel poroso o polimero. Cada uno de
estos componentes tiene la capacidad de transportar fluido, por ejemplo, suero, plasma o sangre, precipitadamente. La
almohadilla de muestra actia como una esponja y contiene un exceso de liquido de muestra. Cuando la almohadilla de
muestra esta saturada, el fluido se mueve a la almohadilla conjugada en la que se encuentran las nanoparticulas,
preferiblemente nanoparticulas de oro, conjugadas con anticuerpo antihumano. Cuando el fluido de muestra migra a
este elemento, disuelve las particulas y, en una reaccion combinada, la muestra y la mezcla conjugada fluyen a través
de la estructura porosa. De esta forma, el anticuerpo inmovilizado en la superficie de las nanoparticulas se une a la IgG
humana existente en la muestra mientras migra mas a través de la siguiente matriz capilar. En este elemento que es por
lo general una membrana hidréfoba como antigenos de nitrocelulosa, asi como un control (por ejemplo, IgG humana) se
inmovilizan como lineas de prueba o de control. Una vez que la IgG humana que ahora esta unida a las particulas del
conjugado alcanza estas lineas, el antigeno inmovilizado en la membrana capturara especificamente el complejo de
anticuerpos. Después de un tiempo, mas y mas particulas se acumulan en un sitio de antigeno y aparece una banda de
color simplemente detectable. En una realizacion, solo hay un antigeno, a saber, FliD. En otra realizacion, ademas de
FliD, hay uno o mas antigenos. Preferiblemente, el uno o mas antigenos se seleccionan del grupo que comprende
CagA, VacA, GroEL, Hp 0231, JHp 0940 y HtrA.

En realizacion preferida alternativa adicional del método de la invencién, el producto de interaccién se detecta por medio
de un ensayo lineal. Tal ensayo lineal comprende por lo general una pluralidad de tiras. En dichas tiras, FliD
recombinante altamente purificada se fija en las tiras. Tales tiras estan hechas preferiblemente de membrana de
nitrocelulosa. Las tiras se incuban con la muestra, preferiblemente con una muestra diluida de suero o plasma, y los
anticuerpos anti-FIiD se unen a FIliD, en caso de que FIiD se inmovilice para detectar anticuerpos anti-FIliD en la
muestra, en las tiras de prueba. En una segunda etapa, las tiras se incuban con anticuerpos inmunoglobulina anti-
humana (IgG e IgA), que se acoplan a la peroxidasa de rabano picante. Los anticuerpos especificamente unidos se
detectan con una reaccion de tincion catalizada por la peroxidasa. Si se ha producido una reaccién antigeno-anticuerpo
formando un producto de interaccion, aparecera una banda oscura en la tira en el punto correspondiente. En una
realizacion, las bandas de control en el extremo superior de las tiras de prueba son:

a) La banda de control de reaccién bajo el numero de tira, que debe mostrar una reaccion para cada muestra.

b) Las bandas de control del conjugado (IgG, IgA) se usan para verificar la clase de anticuerpos detectados. Si, por
ejemplo, se usa la tira de prueba para la deteccion de anticuerpos IgG, el conjugado IgG mostrara una banda clara.

c) "Control de corte": la intensidad de esta banda permite la evaluacién de la reactividad de las bandas de antigenos
individuales.

Un ensayo que tiene este tipo de disefio, con antigenos diferentes de FIiD, esta disponible basicamente en Mikrogen
GmbH, Neuried, Alemania, como “"recomLine Helicobacter I1gG" o ‘“recomLine Helicobacter IgA" (Ref:
http://www.mikrogen.de/uploads/tx_oemikrogentables/dokumente/GARLHPOO01EN.pdf).

También se describe en este documento un método de deteccion de la infeccion por Helicobacter y mas preferiblemente
una infeccioén por H. pylori en un sujeto, en el que el método comprende detectar en una muestra del sujeto FliD, FIiD se
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detecta por medio de espectrometria de masas que es, por ejemplo, descrito en Lottspeich F. and Zorbas H (eds.),
Bioanalytik, Spektrum Akademischer Verlag Heidelberg, 1998.

En métodos donde FIliD se detecta en una muestra del sujeto, el agente de interaccion que forma junto con FIiD el
producto de interaccion es preferiblemente uno seleccionado del grupo que comprende un anticuerpo, un aptamero y un
spiegelmero. La generacion de tal agente de interaccion esta dentro de las habilidades de una persona del arte.

La generacion de un anticuerpo que se une y mas especificamente se une a FliD, es conocida para el experto en el arte
y, por ejemplo, se describe en Harlow, E., and Lane, D., "Antibodies: A Laboratory Manual," Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, (1988). Preferiblemente, se pueden usar anticuerpos monoclonales que se pueden
fabricar segun el protocolo de Cesar and Milstein y otros desarrollos basados en los mismos. Los anticuerpos como se
usan en este documento incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos completos, fragmentos de anticuerpos o derivados
tales como fragmentos Fab, fragmentos Fc y anticuerpos monocatenarios, siempre que sean apropiados y capaces de
unirse a FliD. Ademas de anticuerpos monoclonales también se pueden usar y/o generar anticuerpos policlonales. La
generacion de anticuerpos policlonales también es conocida para los expertos en el arte y, por ejemplo, se describe en
Harlow, E., and Lane, D., "Antibodies: A Laboratory Manual," Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY,
(1988).

Los anticuerpos que se pueden usar pueden tener uno o varios marcadores o etiquetas. Tales marcadores o etiquetas
pueden ser Utiles para detectar el anticuerpo. Preferiblemente, los marcadores y etiquetas se seleccionan del grupo que
comprende avidina, estreptavidina, biotina, oro, enzimas como HRP y fluoresceina y se usan, por ejemplo, en métodos
de ELISA. Estos y otros marcadores, asi como los métodos son, por ejemplo, descrito en Harlow, E., and Lane, D.,
"Antibodies: A Laboratory Manual," Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, (1988).

Los aptameros son acidos D-nucleicos que son ya sea monocatenarios o bicatenarios y que interactuan
especificamente con una molécula diana tal como FIiD. La fabricacion o seleccion de aptameros es, por ejemplo,
descrito en la Patente Europea EP 0 533 838. Basicamente se realizan las siguientes etapas. Primero, una mezcla de
acidos nucleicos, esto es, potenciales aptameros, se proporciona por lo que cada acido nucleico por lo general
comprende un segmento de varios, preferiblemente al menos ocho nucledtidos aleatorizados subsiguientes.
Posteriormente, esta mezcla se pone en contacto con la molécula diana mediante la cual el (los) acido (s) nucleico (s)
se unen a la molécula diana, tal como se basa en una afinidad incrementada hacia la diana o con una fuerza mayor a la
mezcla candidata. El (los) acido (s) nucleico (s) de union se separa (n) posteriormente del resto de la mezcla.
Opcionalmente, el (los) acido (s) nucleico (es) obtenido (s) de este modo se amplifican usando, por ejemplo, reaccion en
cadena de la polimerasa. Estas etapas se pueden repetir varias veces dando al final una mezcla que tiene una
proporcién incrementada de acidos nucleicos que se une especificamente a la diana a partir del cual el acido nucleico
de unién final se selecciona entonces opcionalmente. Estos acidos nucleicos que se unen especificamente se
denominan aptameros. Es obvio que, en cualquier etapa del método para la generacion o identificacion de los
aptameros, se pueden tomar muestras de la mezcla de acidos nucleicos individuales para determinar la secuencia de
las mismas usando técnicas estandar. Los aptameros se pueden estabilizar tal como, por ejemplo, introduciendo grupos
quimicos definidos que son conocidos para los expertos en el arte de generacion de aptameros. Tal modificacion puede
residir, por ejemplo, en la introducciéon de un grupo amino en la posicion 2' de la unidad estructural de azucar de los
nucledtidos.

La generacion o fabricacion de spiegelmeros que se unen y se unen mas particularmente especificamente a FliD como
molécula diana se basa en un principio similar. La fabricacion de spiegelmeros se describe en la solicitud de patente
internacional WO 98/08856. Los spiegelmeros son acidos L-nucleicos, lo que significa que estan compuestos de L-
nucleétidos en lugar de D-nucleétidos como lo son los aptameros. Los spiegelmeros se caracterizan por el hecho de que
tienen una estabilidad muy alta en el sistema biolégico y, comparables a los aptameros, interactian especificamente
con la molécula diana contra la que estan dirigidos. Con el fin de generar spiegelmeros, se crea una poblacion
heterogénea de acidos D-nucleicos y esta poblacion se pone en contacto con el antipoda 6ptico de la molécula diana,
en el presente caso por ejemplo con el D-enantidmero del enantiomero L natural de FliD. Posteriormente, esos acidos
D-nucleicos se separan y no interactian con la antipoda 6ptica de la molécula diana. Sin embargo, aquellos acidos D-
nucleicos que interactdan con el antipoda 6ptico de la molécula diana se separan, opcionalmente se determinan y/o se
secuencian y posteriormente los acidos L-nucleicos correspondientes se sintetizan basandose en la informacion de la
secuencia de acido nucleico obtenida de los acidos D-nucleicos. Estos acidos L-nucleicos que son idénticos en términos
de secuencia con los acidos D-nucleicos antes mencionados que interaccionan con el antipoda éptico de la molécula
diana, interactuaran especificamente con la molécula diana natural en lugar de con el antipoda optico de la misma. De
forma similar al método para la generacion de aptameros, también es posible repetir varias etapas varias veces y de
este modo enriquecer esos acidos nucleicos que interactian especificamente con la antipoda éptica de la molécula
objetivo.

En el método de deteccion de la infeccion por Helicobacter y mas preferiblemente una infeccién por H. pylori en un
sujeto, en el que el método comprende detectar en una muestra del sujeto un acido nucleico que codifica FliD, el agente
que interactia se selecciona del grupo que comprende un cebador y una sonda. Dadas las secuencias de nucleétidos y
aminoacidos de FliD descritas en este documento, esta dentro de las habilidades de una persona de la técnica disefiar y
preparar dicho cebador y sonda (véase, por ejemplo, Lottspeich F. and Zorbas H (eds.), Bioanalytik, Spektrum
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Akademischer Verlag Heidelberg, 1998). Tal agente de interaccion puede ser etiquetado. Los diversos marcadores y
formas de marcar el agente de interaccidon son conocidas por una persona experta en el arte. En una realizacion, los
marcadores son los mismos que los descritos anteriormente en relaciéon con los anticuerpos.

El producto de interaccion que comprende una molécula de acido nucleico que codifica FliD o un fragmento de la misma
y un agente de interaccion se puede detectar por medios conocidos para una persona experta en el arte y, por ejemplo,
descrito en Lottspeich F. and Zorbas H (eds.), Bioanalytik, Spektrum Akademischer Verlag Heidelberg, 1998.

En una realizacién del método de deteccion de la infeccion por Helicobacter y mas preferiblemente una infeccion por H.
pylori en un sujeto, en el que el método comprende detectar en una muestra del sujeto un acido nucleico que codifica
FliD, el acido nucleico que codifica FliD es detectado por medio de espectrometria de masas que es, por ejemplo,
descrito en Lottspeich F. and Zorbas H (eds.), Bioanalytik, Spektrum Akademischer Verlag Heidelberg, 1998.

En una realizacién del método de deteccion de la infeccion por Helicobacter y mas preferiblemente una infeccion por H.
pylori en un sujeto, en el que el método comprende detectar en una muestra del sujeto un acido nucleico que codifica
FliD, el acido nucleico que codifica FIiD es detectado por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en sus
diferentes formas que, por ejemplo, se describen en Lottspeich F. and Zorbas H (eds.), Bioanalytik, Spektrum
Akademischer Verlag Heidelberg, 1998. Alternativamente, el acido nucleico que codifica FliD es detectado por un
ensayo de hibridacion como, por ejemplo, se describe en Lottspeich F. and Zorbas H (eds.), Bioanalytik, Spektrum
Akademischer Verlag Heidelberg, 1998.

En aquellos aspectos de la divulgacion que estan relacionados con biomarcador, se reconocera que la respuesta
inmune contra FliD como se define en este documento, FliD y un acido nucleico que codifica FliD cada uno actdan como
un biomarcador predictivo como la presencia de dicha respuesta inmune contra FliD como se define en este documento,
FIiD y/o acido nucleico que codifica FliD se correlaciona con histologia e inflamacién en pacientes no tratados.

Se reconocera por un experto en el arte que, dada la divulgacion proporcionada en este documento, el disefio particular
del kit de la invencion esta dentro de las habilidades comunes de una persona experta en el arte. En una realizacion, el
kit es un kit listo para usar.

También se describe en este documento el uso de los agentes que interactian como se describe en este documento
para la deteccion de FliD como se describe en este documento.

Como se usa preferiblemente en este documento, una muestra es una muestra obtenida inmediatamente de uno o del
sujeto, o una muestra que se ha procesado antes de usarse en conexién con la invencién y en particular con el método
de la invencion.

En una realizacion de los diversos aspectos y realizaciones de la invencion, el sujeto es un sujeto que se supone que
padece o se sospecha que padece una infeccion por H. pylori.

En una realizacion, la infeccién por Helicobacter es infeccién con Helicobacter o una infecciéon supuesta o sospechada
con Helicobacter.

En una realizaciéon de cualquier aspecto de la presente invencién donde un primer compuesto interactia
especificamente con o se une especificamente a un segundo compuesto, la interaccion o union entre dicho primer
compuesto y dicho segundo compuesto se caracteriza por una KD de 1 uM o menos, mas preferiblemente una Kp de
0.25 uM o menos y mas preferiblemente una Kp de 0.1 o menos.

Un experto en el arte entendera que cuando se detecta FIiD, FIiD puede estar presente ya sea como una FIiD de
longitud completa o un fragmento de FIiD o un fragmento de FliD de longitud completa. Como se usa preferiblemente en
este documento, una FliD de longitud completa es una FIliD producido por Helicobacter que es activo como factor de
virulencia. En una realizacion, una FliD de longitud completa es preferiblemente una FIiD como el producido por
Helicobacter. Un fragmento de FIiD de longitud completa es un fragmento cuya secuencia de aminoacidos es mas corta
que la secuencia de aminoacidos de FliD de longitud completa, por lo que el fragmento de FliD todavia esta activo como
factor de virulencia. Un fragmento de FIiD es preferiblemente un fragmento de FliD, preferiblemente de FliD de longitud
completa, por lo que el fragmento tiene una secuencia de aminoacidos que es lo suficientemente larga como para
permitir que una persona experta en el arte identifique el fragmento como un fragmento de FIiD y FliD de longitud
completa en particular y para excluir que el fragmento sea un fragmento de una proteina o polipéptido diferente de FliD y
FliD de longitud completa en particular. En una realizacion preferida, FliD de longitud completa comprende una
secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO: 1.

Las mismas consideraciones y definiciones se aplican igualmente a un acido nucleico que codifica FliD. De acuerdo con
esto, un experto en el arte entendera que cuando se detecta un acido nucleico que codifica FliD, puede estar presente
un acido nucleico que codifica FliD ya sea como un acido nucleico que codifica una FIliD de longitud completa o un acido
nucleico acido que codifica el fragmento de FliD o un acido nucleico que codifica el fragmento de FliD de longitud
completa. Como se usa preferiblemente en este documento, una FliD de longitud completa es una FIiD producido por
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Helicobacter que es activo como factor de virulencia. En una realizacién, una FIiD de longitud completa es
preferiblemente una FliD como el producido por Helicobacter. Un fragmento de FIiD de longitud completa es un
fragmento cuya secuencia de aminoacidos es mas corta que la secuencia de aminoacidos de FliD de longitud completa,
por lo que el fragmento de FliD todavia esta activo como factor de virulencia. Un fragmento de FIiD es preferiblemente
un fragmento de FliD, preferiblemente de FliD de longitud completa, por lo que el fragmento tiene una secuencia de
aminoacidos que es lo suficientemente larga como para permitir que una persona experta en el arte identifique el
fragmento como un fragmento de FliD y FIiD de longitud completa en particular y para excluir que el fragmento sea un
fragmento de una proteina o polipéptido diferente de FIiD y FliD de longitud completa en particular. En una realizacion
preferida, el acido nucleico que codifica una FIliD de longitud completa comprende una secuencia de nucleétidos segun
la SEQ ID NO: 2.

Un fragmento de un acido nucleico que codifica FliD es preferiblemente un fragmento de un acido nucleico que codifica
FliD, preferiblemente para FliD de longitud completa, por lo que el fragmento del acido nucleico tiene una secuencia de
nucledtidos que es lo suficientemente larga como para permitir que un experto en el arte identifique el fragmento que es
un fragmento de un acido nucleico que codifica FliD y FliD de longitud completa en particular y para excluir que el
fragmento del acido nucleico sea un fragmento de un acido nucleico que codifica una proteina o polipéptido diferente de
FliD y FIiD de longitud completa en particular.

También se entendera por una persona experta en el arte que en aquellas realizaciones del método de la invencion
donde se detecta una respuesta inmune contra FliD como se define en este documento, FliD que se hace reaccionar
con la respuesta inmune contra FliD como se define en este documento memoria descriptiva, puede ser FliD como se
produce por la especie de Helicobacter que infecta al sujeto o presumiblemente infecta al sujeto, puede ser una FliD de
longitud completa como se define en este documento o puede ser un fragmento de FliD como se define en este
documento. Ademas, un fragmento de FliD es, en una realizacién, un fragmento de FliD que tiene una secuencia de
aminoacidos mas corta que FIiD, en el que el fragmento se puede usar en dichas realizaciones del método de la
invencion, al tiempo que permite la interaccion especifica con o la deteccion especifica de la respuesta inmune contra
FliD como se define en este documento.

Un cebador dirigido a un acido nucleico que codifica FliD como se describe en este documento es uno seleccionado del
grupo que comprende un cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun la SEQ ID NO: 21, un cebador
que comprende una secuencia de nucleétidos segun la SEQ ID NO: 22, un cebador que comprende una secuencia de
nucleotidos segun la SEQ ID NO: 23, un cebador que comprende una secuencia de nucledtidos segun la SEQ ID NO:
24, un cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun la SEQ ID NO: 25, un cebador que comprende una
secuencia de nucleotidos segun la SEQ ID NO: 26, un cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun la
SEQ ID NO: 27 y un cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun la SEQ ID NO: 28. Preferiblemente,
el cebador es una combinaciéon de al menos dos cebadores, por lo que

un primer cebador de los al menos dos cebadores es un cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun
la SEQ ID NO: 21 y un segundo cebador de los al menos dos cebadores es un cebador que comprende una secuencia
de nucledtidos segun la SEQ ID NO: 22; un primer cebador de los al menos dos cebadores es un cebador que
comprende una secuencia de nucledtidos segun la SEQ ID NO: 21 y un segundo cebador de los al menos dos
cebadores es un cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun la SEQ ID NO: 24; un primer cebador de
los al menos dos cebadores es un cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun la SEQ ID NO: 21 y un
segundo cebador de los al menos dos cebadores es un cebador que comprende una secuencia de nucledtidos segun la
SEQ ID NO: 26; un primer cebador de los al menos dos cebadores es un cebador que comprende una secuencia de
nucledtidos segun la SEQ ID NO: 21 y un segundo cebador de los al menos dos cebadores es un cebador que
comprende una secuencia de nucleétidos segun la SEQ ID NO: 28; un primer cebador de los al menos dos cebadores
es un cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun la SEQ ID NO: 23 y un segundo cebador de los al
menos dos cebadores es un cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun la SEQ ID NO: 22; un primer
cebador de los al menos dos cebadores es un cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun la SEQ ID
NO: 23 y un segundo cebador de los al menos dos cebadores es un cebador que comprende una secuencia de
nucleodtidos segun la SEQ ID NO: 24; un primer cebador de los al menos dos cebadores es un cebador que comprende
una secuencia de nucleotidos segun la SEQ ID NO: 23 y un segundo cebador de los al menos dos cebadores es un
cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun la SEQ ID NO: 26; un primer cebador de los al menos dos
cebadores es un cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun la SEQ ID NO: 23 y un segundo cebador
de los al menos dos cebadores es un cebador que comprende una secuencia de nucledtidos segun la SEQ ID NO: 28;
un primer cebador de los al menos dos cebadores es un cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun
la SEQ ID NO: 25 y un segundo cebador de los al menos dos cebadores es un cebador que comprende una secuencia
de nucledtidos segun la SEQ ID NO: 22; un primer cebador de los al menos dos cebadores es un cebador que
comprende una secuencia de nucledtidos segun la SEQ ID NO: 25 y un segundo cebador de los al menos dos
cebadores es un cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun la SEQ ID NO: 24; un primer cebador de
los al menos dos cebadores es un cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun la SEQ ID NO: 25 y un
segundo cebador de los al menos dos cebadores es un cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun la
SEQ ID NO: 26; un primer cebador de los al menos dos cebadores es un cebador que comprende una secuencia de
nucledtidos segun la SEQ ID NO: 25 y un segundo cebador de los al menos dos cebadores es un cebador que
comprende una secuencia de nucleétidos segun la SEQ ID NO: 28; un primer cebador de los al menos dos cebadores
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es un cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun la SEQ ID NO: 27 y un segundo cebador de los al
menos dos cebadores es un cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun la SEQ ID NO: 22; un primer
cebador de los al menos dos cebadores es un cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun la SEQ ID
NO: 27 y un segundo cebador de los al menos dos cebadores es un cebador que comprende una secuencia de
nucledtidos segun la SEQ ID NO: 24; un primer cebador de los al menos dos cebadores es un cebador que comprende
una secuencia de nucleotidos segun la SEQ ID NO: 27 y un segundo cebador de los al menos dos cebadores es un
cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun la SEQ ID NO: 26; o un primer cebador de los al menos
dos cebadores es un cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun la SEQ ID NO: 27 y un segundo
cebador de los al menos dos cebadores es un cebador que comprende una secuencia de nucleétidos segun la SEQ ID
NO: 28.

Las diversas SEQ ID NO: a las que se hace referencia en este documento, el compuesto representado por dichas SEQ
ID NO:, los organismos de los que se tomaron dichas secuencias y, en algunos casos, una indicacion de la entrada
correspondiente de la secuencia en los bancos de datos publicamente disponibles se resume en la siguiente tabla 1:

Tabla 1:

La SEQ ID NO:1 es la secuencia de aminoacidos de FliD expresada por H. pylori que corresponde a la entrada del
GenBank ACI27464.1.

La SEQ ID NO:2 es la secuencia de nucledtidos (ADNc) de FliD expresada por H. pylori que corresponde a la entrada
del GenBank CP001173.1.

La SEQ ID NO:3 es la secuencia de aminoacidos de FIiD expresada por H. suis que corresponde a la secuencia de
referencia NCBI WP_006563874.1.

La SEQ ID NO:4 es la secuencia de nucleétidos (ADNc) de FIiD expresada por H. suis que corresponde a la entrada del
GenBank ADGY(01000008.1.

La SEQ ID NO:5 es la secuencia de aminoacidos de FIiD expresada por H. felis que corresponde a la secuencia de
referencia NCBI YP_004073770.1.

La SEQ ID NO:6 es la secuencia de nucleétidos (ADNc) de FIiD expresada por H. felis que corresponde a la entrada del
GenBank FQ670179.2.

La SEQ ID NO:7 es la secuencia de aminoacidos de CagA de H. pylori G27 que corresponde a la secuencia de
referencia NCBI YP_002266135.1.

La SEQ ID NO:8 es la secuencia de nucleotidos (ADNc) de CagA de H. pylori G27 que corresponde a la entrada del
GenBank JQ318032.1.

La SEQ ID NO:9 es la secuencia de aminoacidos de VacA de H. pylori G27 que corresponde a la secuencia de
referencia NCBI YP_002266461.1.

La SEQ ID NO:10 es la secuencia de acidos nucleicos (ADNc) de VacA de H. pylori G27 que corresponde a la
secuencia de referencia NCBI NC_011333.1.

La SEQ ID NO:11 es la secuencia de aminoacidos de GroEL de H. pylori G27 que corresponde a la secuencia de
referencia NCBI YP_002265651.1.

La SEQ ID NO:12 es la secuencia de nucledtidos (ADNc) de GroEL de H. pylori G27 que corresponde a la secuencia de
referencia NCBI NC_011333.1.

La SEQ ID NO:13 es la secuencia de aminoacidos de Hp0231 de H. pylori 26695 que corresponde a la secuencia de
referencia NCBI NP_207029.1.

La SEQ ID NO:14 es la secuencia de nucleétidos (ADNc) de Hp0231 de H. pylori 26695 que corresponde a la secuencia
de referencia NCBI NC_000915.1.

La SEQ ID NO:15 es la secuencia de aminoacidos de JHp0940 de H. pylori J99 que corresponde a la secuencia de
referencia NCBI NP_223657.1.

La SEQ ID NO:16 es la secuencia de nucleétidos (ADNc) de JHp0940 de H. pylori J99 que corresponde a la secuencia
de referencia NCBI NC_000921.1.
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La SEQ ID NO:17 es la secuencia de aminoacidos de HtrA de H. pylori G27 que corresponde a la secuencia de
referencia NCBI YP_002266040.1.

La SEQ ID NO:18 es la secuencia de nucledtidos (ADNc) de HtrA de H. pylori G27 que corresponde a la secuencia de
referencia NCBI NC_011333.1.

La SEQ ID NO: 19 es un cebador usado en la clonacion del gen de FIiD a partir de H. pylori.

La SEQ ID NO: 20 es un cebador usado en la clonacion del gen de FIiD a partir de H. pylori.

La SEQ ID NO: 21 es un cebador hacia adelante usado en PCR1 del ejemplo 9.

La SEQ ID NO: 22 es un cebador reverso usado en PCR1 del ejemplo 9.

La SEQ ID NO: 23 es un cebador hacia adelante usado en PCR2 del ejemplo 9.

La SEQ ID NO: 24 es un cebador reverso usado en PCR2 del ejemplo 9.

La SEQ ID NO: 25 es un cebador hacia adelante usado en PCR3 del ejemplo 9.

La SEQ ID NO: 26 es un cebador reverso usado en PCR3 del ejemplo 9.

La SEQ ID NO: 27 es un cebador hacia adelante usado en PCR4 del ejemplo 9.

La SEQ ID NO: 28 es un cebador reverso usado en PCR4 del ejemplo 9.

Se entendera por un experto en el arte que en caso de que la secuencia de nucleétidos sea una secuencia de ADN y
una secuencia de ADNc en particular, también se describe en este documento una secuencia de ARN que difiere de tal
secuencia de ADN y secuencia de ADNc solo en la medida en que el resto de azlcar sea un ribonucleotido en lugar de
un desoxirribonucleoétido.

La presente invencion se ilustra ahora adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos que no estan
destinados a limitar el alcance de la proteccion. A partir de dichas figuras y ejemplos, se pueden tomar otras

caracteristicas, realizaciones y ventajas, en las que

La figura 1 muestra una realizacion de un ensayo lineal usado en el método de la invencion para detectar anticuerpos
anti-FIiD en muestras de suero de 20 pacientes humanos diagnosticados histolégicamente como positivos para H. pylori;

La figura 2 muestra una realizacion de un ensayo de flujo lateral que se puede usar en el método de la presente
invencion para detectar anticuerpos anti-FliD en una muestra tal como una muestra de sangre completa de un sujeto
humano, por lo que la figura 2A ilustra el disefio esquematico del ensayo, y la figura 2B representa un resultado del
ensayo;

La figura 3 es un diagrama que indica la prevalencia de una respuesta anti-FliD en muestras del hombre como una
funcioén de afios después de la erradicacion de H. pylori;

La figura 4 muestra curvas ROC para FIiD en comparacion con dos antigenos bien conocidos;

La figura 5 muestra el resultado de un analisis de transferencia de Western que detecta FliD a diversas concentraciones
usando suero anti-FliD de ratén, pero no Tig o gGT;

La figura 6 muestra una serie de transferencias de Southern usando la reaccién en cadena de la polimerasa 1 (PCR1),
reaccion en cadena de la polimerasa 2 (PCR2), reaccién en cadena de la polimerasa 3 (PCR3) o reaccion en cadena de
la polimerasa 4 (PCR4) para la deteccion del ADN gendmico presente en muestras representativas de pacientes que
han sido diagnosticados como positivos para H. pylori;

La figura 7 muestra el resultado de un analisis de transferencia de Western representativo realizado usando lisados de
proteina completa del H. pylori cultivado; y

La figura 8 muestra el resultado de dos analisis de transferencia de Western para determinar si FliD se expresé por los
microorganismos indicados debajo de cada una de las transferencias de Western.

Ejemplo 1: clonacién del gen FIiD de H. pylori

Todas las manipulaciones de ADN se realizaron en condiciones estandar como se describe por Sambrook et al.
(Sambrook, et al., 1989). En resumen, el gen FliD se amplificé por PCR usando ADN gendmico de la cepa J99 de H.
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pylori como plantilla. Los siguientes oligonucledtidos se usaron como cebadores: 5’- CAT ATG GCA ATA GGT TCATTA
A-3' (SEQ ID NO: 19) y 5- CTC GAG ATT CTT TTT AGC CGC TGC-3' (SEQ ID NO: 20). Usando este enfoque, se
introdujo un sitio Ndel en el extremo &' de los cebadores directos y un sitio Xhol en el extremo ' de los cebadores
inversos. Después de la amplificacion por PCR, el producto (2058 pb) se ligé en el vector de clonacion pTZ57R/T
(InsTAclone™ PCR Cloning Kit, MBI Fermentas, Lithuania). Posteriormente, el inserto se confirmé mediante PCR y
secuenciacion, y se clond en un vector de expresion de PET-28a (+) (Qiagen, EE. UU.) usando enzimas de restricciéon
Ndel y Xhol.

Ejemplo 2: expresion, purificacion y reconocimiento de FliD recombinante

Las células competentes de E. coli BL21 (Qiagen, EE.UU.) se transformaron con pET-28a(+)-fliD y se inocularon en
caldo LB con antibiotico (kanamicina, 50 pug/ml). La expresion se indujo mediante la adicion de 1 mmol/I de isopropil B-D-
1-tiogalactopiranésido (IPTG) a una densidad 6ptica (OD600) de 0.6. Después de 4 horas, las células se recogieron y el
analisis de proteinas del lisado completo se llevd a cabo mediante electroforesis en gel de dodecilsulfato de sodio-
poliacrilamida (SDS-PAGE). Las proteinas etiquetadas con histidina soluble se purificaron usando cromatografia de
afinidad (HisTrap crudo, GE Healthcare). Como segunda etapa de pulido y para intercambio de solucién reguladora, se
realizd6 una cromatografia de exclusién por tamafio (Superdex 75, GE Healthcare). Las fracciones relevantes se
recogieron y se concentraron con un dispositivo de filtro centrifugo (Millipore) con un corte de 10 kDa y se almacenaron
a -80 °C. La proteina recombinante purificada se evalué mediante transferencia de Western usando un anticuerpo anti-
His Tag-HRP y también un anticuerpo anti-H pylori-HRP de ratén. (Pierce, Rockford, EE. UU.) y detectado por el
sistema ECL (GE Healthcare, Uppsala, Suecia).

La amplificacion del gen FliD del ADN de la cepa J99 de H. pylori revel6 un Unico producto de PCR de 2.05 kb (datos no
mostrados) que se confirmd mediante secuenciacion y se ligd en el vector de expresion pET-28a(+). Después de la
transformacion en la cepa de expresion de E. coli BL21 DE3 y la induccion con IPTG, se pudo observar una Unica banda
clara en la transferencia de Western usando un antisuero anti-H pylori policlonal comercial. La proteina se purificé como
se describe en materiales y métodos hasta > 90% de pureza (datos no mostrados) y se confirmé de nuevo mediante
transferencia Western (datos no mostrados).

Ejemplo 3: Produccion y purificacion de anticuerpo especifico para rFliD

Se inmunizé un conejo blanco de Nueva Zelanda maduro con proteina purificada segun el protocolo de Hay et al. con
ligeras modificaciones (Hay, et al., 2002). En resumen, la inmunizacioén se llevé a cabo por inyeccion i.m. de 250 pg de
proteina recombinante purificada (0.5 ml) con el mismo volumen (0.5 ml) de adyuvante completo de Freund. Para las
inmunizaciones de recuerdo, el conejo se reforzé con 125 pg de proteina purificada preparada en el mismo volumen
(0.5 ml) de adyuvante incompleto de Freund 4, 6, 8 y 10 semanas después. Como control negativo, se tomd una
muestra de suero antes de la inmunizacion. Finalmente, dos semanas después de la ultima inmunizacién, se recogio
sangre y se separ6 el suero. El anticuerpo IgG policlonal se purificd por cromatografia de afinidad con sefarosa-4B
usando columnas conjugadas con rFliD preparadas segun el protocolo del fabricante (Pharmacia, 1988). La expresion
de FIiD de H. pylori (J99) se detectd mediante transferencia de Western usando sobrenadante ultrasénico a la
concentracion de proteina de 50 ug /ml. El anticuerpo IgG policlonal de conejo producido contra la proteina rFliD se usé
como el primer anticuerpo (dilucion 1: 5000), anticuerpo ovino marcado con HRP contra IgG de conejo (Avicenna
Research Institute, Teheran, Iran) como el segundo anticuerpo (dilucién 1: 3000) y el sistema ECL se uso para la
deteccion (Chen, et al., 2001).

Ademas, para probar la antigenicidad de la FliD recombinante y para compararla con la proteina nativa, se produjo
antisuero policlonal de conejo. Los titulos de anticuerpos ya se determinaron después de la tercera inmunizacion y
alcanzaron niveles elevados después del cuarto refuerzo, lo que confirma la buena inmunogenicidad de FIliD. El
antisuero de conejo fue capaz de reconocer la rFIliD y la FliD purificadas en el lisado de H. pylori (datos no mostrados).

Ejemplo 4: Desarrollo de un ELISA

Se recubrieron placas de ELISA con 100 pl de proteina rFliD a una concentracion de 1 ug/ml en PBS y se incubaron
durante la noche a 4 °C. Los pozos revestidos se bloguearon con solucion salina regulada con fosfato (PBS) que
contenia albumina de suero bovino al 2.5% (BSA, Sigma) durante dos horas a 37 °C. Todas las muestras seroldgicas
positivas y negativas a H. pylori usadas en este estudio se cribaron de anticuerpos contra FliD usando una dilucion
optima del suero de los pacientes (dilucién 1:100) como el primer anticuerpo, IgG antihumana conjugada con HRP
(Promega, Mannheim, Alemania) (dilucién 1:100) como el anticuerpo secundario y TMB (3,3, 5,5'-tetra metil bencidina)
como sustrato. Ademas, los pozos se dejaron sin revestir como control para cada suero. El resultado de ELISA para la
muestra de suero de un paciente se considero positivo si su valor OD450 era superior a la media mas 3 SD de muestras
de suero negativas (Chen, et al., 2001).

Ejemplo 5: Desarrollo de un ensayo lineal FliD
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Se prepard un inmunoensayo lineal basado en proteinas recombinantes de H. pylori inmovilizadas en nitrocelulosa. A
diferencia de ELISA, el principio de la prueba permite la identificacion de anticuerpos especificos contra diversos
antigenos de H. pylori mediante la aplicacion por separado de diferentes antigenos individuales.

rFliD se inmovilizé en tiras de membrana de nitrocelulosa junto con otros antigenos de H. pylori recombinantes
altamente purificados (CagA, VacA, GroEL, UreA (ureasa A), HcpC (proteina C rica en cisteina) (Mittel et al., 2003) y
gGT (gamma glutamil transferasa). Las condiciones de linea apropiadas para rFliD se determinaron empiricamente con
una selecciéon de muestras de suero estandar de una poblacion de estudio descrita previamente que comprende 20
muestras definidas H. pylori histolégicamente positivas y 20 muestras definidas como negativas histolégicamente para
H. pylori. La concentracion de antigeno 6ptima y la eleccion ideal de aditivos como detergente, ditiotreitol y NaCl se
ajustaron para cada antigeno mediante ciclos repetidos de revestimiento y cribado. Las condiciones con la mejor
presentacion de epitopos de antigeno y union 6ptima a la membrana, observables por una apariencia de banda perfecta
y la mejor discriminacion de muestras negativas y positivas, se seleccionaron para las especificaciones ideales del
producto de los primeros lotes. Se afiadieron bandas de control en el extremo superior de la tira que comprende
anticuerpos de 1gG/IgM/IgA anti-humano de conejo como controles de incubacion e IgG humana, anticuerpos IgM o IgA
como control conjugado, asi como un control de corte que permite la evaluacion de la reactividad de las bandas de
antigenos individuales.

Después del escaneo y el analisis densitométrico de las intensidades de la banda, el control se us6 como referencia
interna para calcular las relaciones para cada banda. Por lo general, las bandas de control de corte se califican entre 20
y 30, mientras que las bandas positivas fuertes pueden obtener hasta 600 puntos. Cada banda que califica por encima
del control individual de cada banda se considera positiva (proporcién > 1).

El ensayo lineal respectivo se representa en la figura 1
Ejemplo 6: Prototipo de un ensayo de flujo lateral para el diagnéstico de H. pylori

Usando los materiales definidos anteriormente, se desarrollé un ensayo de flujo lateral basado en los principios
descritos en este documento relacionados con el disefio de un ensayo de flujo lateral.

El prototipo de tal ensayo de flujo lateral se representa en la figura 2, por lo que la figura 2A ilustra el disefio
esquematico del ensayo, y la figura 2B representa el resultado de un analisis de una muestra obtenida de un ser
humano usando el ensayo., en el que se detectaron los anticuerpos anti-FIiD.

Como se puede deducir de la figura 2A, el ensayo utilizd6 nanoparticulas de oro recubiertas con anti-higG. rFIiD, asi
como también CagA recombinante estaban presentes como antigenos. higG también se inmovilizé sirviendo como
control. La estructura porosa estaba formada por nitrocelulosa. La banda de control indicé que el sistema funciona
correctamente. La banda FIiD indico que el paciente tenia una infeccion activa o recientemente tratada. La banda CagA,
en caso de infeccion activa (+ banda FliD), indica que esta infeccion debe ser tratada.

Ejemplo 7: analisis de muestras a partir de un hombre

Un total de seiscientos dieciocho (618) pacientes humanos (308 hombres, 310 mujeres) se inscribieron en el estudio.
Después de recibir una explicacion del propdsito del estudio, se obtuvo el consentimiento informado de cada paciente y
se tomd una muestra de sangre en el momento de la endoscopia, antes de iniciar cualquier terapia. Los sueros se
separaron y almacenaron a -20 °C. El diagnéstico de infeccion se basé en la histopatologia como patrén de oro. Los
pacientes se consideraron positivos a H. pylori cuando los resultados de la histopatologia fueron positivos. Todos los
pacientes se cribaron mediante el ensayo lineal de FIiD, y se analiz6 un subconjunto de 246 sueros mediante FliD
ELISA como se describié anteriormente y mediante ensayo lineal como se describié anteriormente.

La tabla 2 muestra los resultados de usar dicho FIiD ELISA. Mas especificamente, la tabla 2 muestra la respuesta
seroldgica FIiD en ELISA que compara pacientes humanos positivos y negativos a H. pylori.

Histologia Total
Negativo Positivo
ELISA Negativo 73 8 81
Positivo 3 162 165
Total 76 170 246
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La tabla 3 muestra los resultados de usar dicho ensayo lineal para un subgrupo del grupo de pacientes. Mas
especificamente, la tabla 3 muestra la respuesta serolégica FIiD en el ensayo lineal que compara pacientes positivos y
negativos a H. pylori.

Histologia Total
Negativo Positivo
Ensayo de linea Negativo 76 14 90
Positivo 0 156 156
Total 76 170 246

Usando la FIiD ELISA, entre 170 muestras positivas informadas, se detectaron 165 muestras positivas, mientras que
entre 76 muestras informadas se reconfirmaron negativas 73 como negativas mediante ELISA (Tabla 2). En conjunto, la
aplicacion de FIiD en el diagndstico de infeccion por H. pylori basado en ELISA tiene una especificidad del 96% y una
sensibilidad del 97%. Curiosamente, los cinco casos que fueron negativos para ELISA también tuvieron puntuaciones
bajas, pero apenas positivas en la linea de transferencia que se encontraban justo por encima del punto de corte
(proporciones que van desde 1.2 a 2.2). Uno de estos también se consideré H. pylori negativo por transferencia de
linea, mientras que los otros cuatro fueron positivos de transferencia de linea, reaccionando con varios otros antigenos
(datos no mostrados). Es importante tener en cuenta que solo una muestra fue negativa en ambas pruebas.

El grupo completo de 618 pacientes humanos (parte del cual se habia cribado mediante ELISA) se analizé usando el
ensayo lineal en cuanto a la respuesta de anticuerpos contra FliD. una alta sensibilidad del 97.4%, con 310 de 318
pacientes evaluados como positivos en histopatologia por ensayo lineal, mientras que el ensayo lineal alcanza una
especificidad del 99% (Tabla 2). Los resultados de los pacientes en los que se obtuvieron resultados discrepantes,
fueron cuidadosamente examinados. 8 sueros fueron negativos para FliD en el ensayo lineal, pero mostraron reactividad
con otros antigenos, lo que indica que, en este documento, de hecho, FliD no se reconocié como antigeno. Dentro de
estas 8 muestras, una no tenia reactividad contra la banda FIiD en absoluto. Siete tenian una reactividad débil que
estaba apenas por debajo del punto de corte (proporciones entre 0.6 y 0.95), y cuatro de ellos tenian reactividades
débiles contra todos los otros antigenos reconocidos en general (no se muestra). Las tres muestras en las que FIiD dio
un resultado "falso positivo" también mostraron reactividades con otras bandas. Todas estas bandas, incluida FliD, eran
relativamente débiles, pero estaban claramente por encima del limite.

A partir de dichas muestras, se determiné la prevalencia de una respuesta de anticuerpos anti-FliD en funcién de afios
después de la erradicacion. El resultado se muestra en la figura 3. Como se puede deducir de la figura 3, todavia hay
una prevalencia de una respuesta de anticuerpos anti-FliD de aproximadamente el 25% después de 16 a 20 afos
después de la erradicacion de H. pylori.

A partir de dichas muestras, las curvas de caracteristicas de funcionamiento del receptor (ROC) se prepararon para
FliD, CagA y UreA. El resultado se muestra en la figura 4. A partir de dicha figura 4, es evidente que FIliD es ventajoso
con respecto a los dos antigenos de la técnica anterior usados en la deteccién de la infeccion por H. pylori.

Ejemplo 8: analisis bioinformatico de secuencias FIliD

Usando herramientas bioinformaticas, la proteina FliD de la cepa H. pylori G27 se comparé ampliamente con otros
organismos, principalmente procariotas. Este analisis muestra mas del 97% de homologia entre mas de 200 cepas de
H. pylori.

Los resultados se muestran en la tabla 4.

Entrada Nombre de la Nombres de las Organismo Longitud Identidad Puntuacién
entrada proteinas
B5Z7B5 B5Z7B5_HELPG Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 100.0% 3412
gancho flagelar putativa (cepa G27)
2
JOKLR1 JOKLR1_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 99.0% 3383
gancho flagelar putativa H-27
2
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I9RP80 I9RP80_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori Hp 685 99.0% 3381
flagelar A-20
JOMV71 JOMV71_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 99.0% 3379
gancho flagelar putativa A-27
JODL62 JODL62_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori Hp 685 99.0% 3375
flagelar H-11
JOASP7 JOASP7_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori Hp 685 98.0% 3372
flagelar A-9
Joluo2 JOIUO2_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 99.0% 3371
flagelar NQ4228
K2L7H4 K2L7H4_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3370
gancho flagelar putativa R036d
2
JOTQK4 JOTQK4_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 99.0% 3369
gancho flagelar putativa P-30
2
M7RTJ4 M7RTJ4_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3367
gancho flagelar putativa UMB_G1
K2L537 K2L537 _HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 99.0% 3367
gancho flagelar putativa R055a
2
JOSAM4 JOSAM4_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 99.0% 3367
gancho flagelar putativa P-15b
2
JOM138 JOM138_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 99.0% 3367
gancho flagelar putativa H-45
IOWVW7  I9WVW7_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori Hp 685 99.0% 3367
flagelar P-15
K2KUE2  K2KUE2_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 99.0% 3365
gancho flagelar putativa R030b
IOEHS2 IOEHS2_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3365
flagelar PeCan18
H8H4E1 H8H4E1_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3362
flagelar ELS37
K2LNG6  K2LNG6_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3361
gancho flagelar putativa R038b
2
DO0IS88 D0IS88 HELP1 Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3360
gancho flagelar putativa (cepa 51)
N4TOB5S N4T9B5 HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 98.0% 3359

gancho flagelar putativa
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2 A-11
E1PZL2 E1PZL2_HELPM Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3358
flagelar (cepa SJM180)
JOIvVU8 JOIVU8_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3358
flagelar NQ4099
JOFGE4 JOFGE4_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 98.0% 3358
gancho flagelar putativa P-16
2
Q1CTB8 Q1CTB8_HELPH Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3357
gancho flagelar putativa (cepa HPAG1)
ESQPN8 E8QPN8 HELPR Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3355
flagelar (cepa Lithuania75)
K2KUX6  K2KUX6_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3355
gancho flagelar putativa R32b
K2KMU9  K2KMU9_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3355
gancho flagelar putativa R037¢c
2
JOHQJ3 JOHQJ3_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3355
flagelar CPY1124
I9XF52 I9XF52_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 98.0% 3355
gancho flagelar putativa P-74
2
19U4H5 I9U4H5 HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 98.0% 3355
gancho flagelar putativa A-26
2
D7FEA9 D7FEA9_HELP3 Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3354
gancho flagelar putativa (cepa B8)
I9US75 I9US75_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 98.0% 3354
gancho flagelar putativa H-9
BI9XZK1 BOXZK1_HELPX Proteina no Helicobacter pylori 685 98.0% 3354
caracterizada putativa B128
J0J9Qo JOJ9QO_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3353
flagelar NQ4076
19QZB4 19QZB4_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3353
flagelar NQ4110
G2M3P3  G2M3P3_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3352
flagelar Puno120
E1QBB7 E1QBB7_HELPC Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3351
flagelar (cepa Cuz20)
JOLRM5  JOLRM5_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori Hp 685 98.0% 3351

flagelar

H-43
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E6NRT1 E6NRT1_HELPQ Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3350
flagelar (cepa F57)
M3MVK5  M3MVKS5_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3350
gancho flagelar putativa GAM114Ai
K2KRX5  K2KRX5_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3350
gancho flagelar putativa R018c
2
K2KFQ1 K2KFQ1_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3350
gancho flagelar putativa R056a
2
JOIGN4 JOIGN4_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3349
flagelar NQ4216
E6S1Q8 E6S1Q8_HELPF Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3348
gancho flagelar putativa (cepa 35A)
2
19YJR2 19YJR2_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 98.0% 3348
gancho flagelar putativa P-13b
IOWTS7 IOWTS7_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 98.0% 3348
gancho flagelar putativa P-13
2
19U161 19U161_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori Hp 685 98.0% 3348
flagelar A-14
B6JLY6 B6JLY6_HELP2 Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3347
gancho flagelar putativa (cepa P12)
K2K5F9 K2K5F9_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3347
gancho flagelar putativa R046Wa
2
19XUJ1 19XUJ1_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3347
gancho flagelar putativa CPY1313
2
19PV13 19PV13_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3347
gancho flagelar putativa CPY6311
I9PLR1 I9PLR1_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3347
flagelar CPY6261
L8VWS3 L8VWS3 HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3346
flagelar A45
K7Y5K8 K7Y5K8 HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3346
flagelar Aklavik117
JO0T145 JOT145_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 98.0% 3346
gancho flagelar putativa M2
2
19T4Z9 19T4Z9 HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 98.0% 3346

gancho flagelar putativa

H-44
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2
E8QFQ7 E8QFQ7_HELP7 Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3345
flagelar (cepa India7)
C7BX84 C7BX84_HELPB Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3345
gancho flagelar putativa (cepa B38)
2 FliD
IOW7Z22 IOW7Z2_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 98.0% 3345
gancho flagelar putativa P-2
2
I0ZBA9 I0ZBA9_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3345
flagelar P79
F4D5I7 F4D5I7_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 83 685 98.0% 3345
gancho flagelar putativa
2
BOXUM1  B9XUM1_HELPX Proteina no Helicobacter pylori 98- 685 98.0% 3345
caracterizada putativa 10
P9O6786 FLID_HELPY Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3345
gancho flagelar putativa  (cepa ATCC 700392
2 (HAP2) (Proteina cap /26695)
filamento)(Proteina cap  (Campylobacter pylori)
flagelar)
M3SDI9 M3SDI9_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3344
gancho flagelar putativa GAMchJs106B
[I9XAU3 [9XAU3_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori Hp 685 98.0% 3344
flagelar P-23
I9PTN1 I9PTN1_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3344
flagelar CPY6271
G2mM8C7  G2M8C7_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3344
flagelar Punol35
E1Q6P5 E1Q6P5_HELPP Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3343
flagelar (cepa PeCan4)
M3KWT6  M3KWT6_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3343
gancho flagelar putativa GAM119Bi
10ZGY9 10ZGY9_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3343
flagelar NCTC 11637 = CCUG
17874
I2DFT2 I2DFT2_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3342
flagelar XZ274
E6NKD5  E6NKD5_HELPL Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3341
flagelar (cepa F32)
E6NIS5 E6NIS5 HELPK Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3341
flagelar (cepa F30)
19ZP80 19ZP80_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3341

gancho flagelar putativa

NQ4161
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2
I9RRM1 I9RRM1_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 98.0% 3341
gancho flagelar putativa A-17
2
JOAON9 JOAON9_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3340
gancho flagelar P-26
19QGH5 1I9QGHS5_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3340
gancho flagelar putativa NQ4053
2
D6XPZ1 D6XPZ1_HELPV Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 98.0% 3339
gancho flagelar putativa (cepa v225d)
2
M5YZL4 M5YZL4_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3339
gancho flagelar putativa GAMchJs124i
M5YMA1  M5YMA1_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3339
gancho flagelar putativa GAMchJs114i
2
M4ZNA5  M4ZNAS5_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 97.0% 3339
flagelar OK310
M3NNSO  M3NNSO_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3339
gancho flagelar putativa GAM246Ai
2
M3MBN7  M3MBN7_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3339
gancho flagelar putativa GAM105Ai
2
19S784 19S784 HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori Hp 685 98.0% 3339
flagelar H-28
I0OE4K1 IOE4K1_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3339
flagelar Shi417
JOP747 JOP747_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3338
gancho flagelar H-23
JON2HO JON2HO_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3338
gancho flagelar H-4
IOED42 IOED42_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3338
flagelar Shi112
M7SSG1  M7SSG1_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3337
gancho flagelar putativa CPY 1662
2
M5Y955 M5Y955_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3337
gancho flagelar putativa GAMchJs117Ai
2
M4ZKA3  M4ZKA3_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3337
flagelar OK113
M3LA33 M3LA33_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3337

gancho flagelar putativa

GAM231Ai
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2
1920G2 19Z20G2_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3337
gancho flagelar putativa P-28b
2
19S3M7 19S3M7_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 98.0% 3337
gancho flagelar putativa H-24
2
[OEWGY9  IOEWG9_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 97.0% 3337
flagelar HUP-B 14
M3PSG4 M3PSG4_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3336
gancho flagelar putativa GAMOG6AI
2
Jousl3 JOU8I3_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3336
gancho flagelar putativa P-3b
JORUS2 JORUS2_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3336
gancho flagelar putativa H-5b
2
JOQOD5 JOQOD5_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3336
gancho flagelar putativa P-4
2
JOPSB5 JOPSB5_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3336
gancho flagelar putativa P-3
19Y932 19Y932_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3336
gancho flagelar putativa P-4c
I9OXWQ4 I9XWQ4_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3336
gancho flagelar putativa P-4d
2
E6NDJ6 E6NDJ6_HELPI Proteina capsular Helicobacter pylori 685 97.0% 3334
flagelar (cepa F16)
M3QDF1  M3QDF1_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3334
gancho flagelar putativa GAMB8OAI
2
M3Q5B9 M3Q5B9_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3334
gancho flagelar putativa GAMA42Ai
2
M3P646 M3P646_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3334
gancho flagelar putativa GAM245Ai
M3LV71 M3LV71_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3334
gancho flagelar putativa GAM112Ai
2
M3L655 M3L655_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3334

gancho flagelar putativa
2

GAM101Biv

25



ES 2 683 628 T3

E1S8R1 E1S8R1_HELP9 Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3333
gancho flagelar (cepa 908)
E1PVI4 E1PVI4_HELPT Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3333
flagelar (cepa Sat464)
D0JZC3 D0JZC3_HELP5 Proteina capsular Helicobacter pylori 685 97.0% 3333
flagelar (cepa 52)
M3RS44  M3RS44_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3333
gancho flagelar putativa HP116Bi
2
M3R005  M3R005_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3333
gancho flagelar putativa GAM264Ai
2
M3MJ19  M3MJ19_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3333
gancho flagelar putativa GAM103Bi
JOI156 JOI156_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3333
flagelar CPY3281
JOAJS5 JOAJS5_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3333
gancho flagelar H-16
IOE947 IOE947_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3333
flagelar Shi169
F2JETO F2JETO_HELP9 Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3333
gancho flagelar 2018
F2JAT7 F2JAT7_HELP9 Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3333
gancho flagelar 2017
Q9ZL91 FLID_HELPJ Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3333
gancho flagelar putativa (cepa J99)
2 (HAP2) (Proteinacap  (Campylobacter pylori
filamento)(Proteina cap J99)
flagelar)
M3NIDO M3NIDO_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3332
gancho flagelar putativa GAM270ASi
JODCU5  JODCU5_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3332
gancho flagelar putativa H-6
2
19vV408 19V408_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3332
flagelar H-10
JOU3G8 JOU3G8_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3331
gancho flagelar putativa P-62
2
19SL37 19SL37_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3331
gancho flagelar H-29
E8QM56 E8QM56_HELP4 Proteina capsular Helicobacter pylori 685 97.0% 3330
flagelar (cepa Gambia94/24)
M5YNV6  MSYNV6_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3330

gancho flagelar putativa
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2 GAMchJsI36i
M3TQ89 M3TQ89 HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3330
gancho flagelar putativa HP260Bi
2
M3QlV4 M3QIV4_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3330
gancho flagelar putativa GAM260Bi
2
M3Q2L5 M3Q2L5 HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3330
gancho flagelar putativa GAM263BFi
M3M583  M3M583_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3330
gancho flagelar putativa GAM115Ai
2
JOSFX5 JOSFX5_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3330
gancho flagelar putativa P-25¢c
2
JOHGQO JOHGQO HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3330
gancho flagelar putativa P-25d
19X911 19X911_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3330
gancho flagelar putativa P-25
I9VCT9 I9VCT9_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3330
gancho flagelar H-19
M3S7G6  M3S7G6_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3329
gancho flagelar putativa GAMS83T
M3PEV1  MS3PEV1_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3329
gancho flagelar putativa GAM244Ai
2
M3P9F3 M3POF3_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3329
gancho flagelar putativa GAMB83Bi
2
M3NFC4  M3NFC4_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3329
gancho flagelar putativa GAM118Bi
K8GY42  K8GY42_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3329
gancho flagelar putativa GAM100Ai
2
JOUFU9 JOUFU9_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3329
gancho flagelar putativa M9
2
JOT5P3 JOT5P3_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3329
gancho flagelar putativa M4
JOREL3 JOREL3_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3329

gancho flagelar putativa

H-24c
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J0I743 J01743_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3329
gancho flagelar putativa M5
2
JoI1J2 JOoI1J2_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3329
gancho flagelar putativa M3
2
JOHJKS JOHJKS_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3329
gancho flagelar putativa M1
19ZYP3 19ZYP3_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3329
gancho flagelar putativa M6
2
19XJ16 19XJ16_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3329
gancho flagelar putativa H-24b
2
M3UI84 M3UI84_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3328
gancho flagelar putativa HP260BFii
M3U8FO  M3U8FO_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3328
gancho flagelar putativa HP250BSi
M3TO9M6  M3TOM6_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3328
gancho flagelar putativa HP250ASi
2
M3T443 M3T443_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3328
gancho flagelar putativa HP250ASii
2
M3TOU7  M3TOU7_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3328
gancho flagelar putativa HP250AFiV
M3SWF6 M3SWF6_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3328
gancho flagelar putativa HP250BFiV
2
M3SP57  M3SP57_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3328
gancho flagelar putativa HP250AFiii
2
M3S6F4 M3S6F4_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3328
gancho flagelar putativa HP250BFiii
M3R7T2  M3R7T2_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3328
gancho flagelar putativa HP250AFii
2
M3QV83  M3QV83 HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3328
gancho flagelar putativa GAM260BSi
2
M3QS41  M3QS41_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3328

gancho flagelar putativa

HP250BFii
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M3QQ64 M3QQ64_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3328
gancho flagelar putativa HP250BFi
2
M3Q617 M3Q617_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3328
gancho flagelar putativa
2 GAM250T
M3NV58  M3NV58_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3328
gancho flagelar putativa
GAM252Bi
M3NKC5 M3NKC5_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3328
gancho flagelar putativa GAM252T
2
M3LZX8  M3LZX8_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3328
gancho flagelar putativa
2 GAM250AFi
JOCLQ3 JOCLQ3_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3328
gancho flagelar putativa A-16
I9XTZ6 I9XTZ6_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 98.0% 3328
flagelar CPY1962
B2UT80 B2UT80_HELPS Proteina capsular Helicobacter pylori 685 97.0% 3327
flagelar (cepa Shi470)
M7SW73  M7SW73_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3327
gancho flagelar putativa H-1
2
M3P129 M3P129_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3327
gancho flagelar putativa
2 GAM254Ai
19P985 19P985_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 97.0% 3326
flagelar
CPY6081
K7YA88 K7YA88 HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 97.0% 3325
flagelar Aklavik86
M3RIK8 M3RIK8_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3324
gancho flagelar putativa GAM93Bi
2
JOM8US8 JOM8U8_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3324
gancho flagelar putativa A-6
M3NGP1  M3NGP1_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3323
gancho flagelar putativa GAM265BSii
M3KZM7  M3KZM7_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3323
gancho flagelar putativa GAM120Ai
2
M3PUQ6 M3PUQ6_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3322

gancho flagelar putativa
2

GAM249T
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M3PCL7  M3PCL7_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3322
gancho flagelar putativa GAM239Bi
2
M3NM23  M3NM23_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3322
gancho flagelar putativa GAM121Aii
2
JOIWR3 JOIWR3_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3322
gancho flagelar putativa NQ4200
JOPFPO JOPFPO_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3321
gancho flagelar putativa P-1
2
I9XPS7 I9XPS7_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3321
gancho flagelar putativa P-1b
2
JON254 JON254_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 685 97.0% 3320
gancho flagelar putativa H-3
M3U8B7  M3U8B7_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3319
gancho flagelar putativa HP260AFii
M3U287 M3U287_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3319
gancho flagelar putativa HP260AFi
2
M3RLI9 M3RLI9_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3319
gancho flagelar putativa HP260ASii
2
M3Q751 M3Q751_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3319
gancho flagelar putativa GAM268Bii
M3P4U3  M3P4U3_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3319
gancho flagelar putativa GAM260ASI
2
M3LLEG6 M3LLEG6_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 97.0% 3318
gancho flagelar putativa GAM201Ai
2
JOJT98 JOJT98_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 680 98.0% 3318
gancho flagelar putativa A-5
19SDQ6 19SDQ6_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 677 97.0% 3314
gancho flagelar putativa H-30
2
JOBNB3 JOBNB3_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 680 97.0% 3311
gancho flagelar H-42
G2MEG6 G2MEG6_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 685 97.0% 3311
flagelar SNT49
JOUBP3 JOUBP3_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 677 97.0% 3308

gancho flagelar putativa

P-2b
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2
I9QNB9 I9QNB9_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 96.0% 3302
gancho flagelar putativa NQ4044
2
192ZM5 192ZM5_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 677 97.0% 3300
gancho flagelar putativa A-4
2
M7SHH3  M7SHH3_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 677 97.0% 3297
gancho flagelar putativa CCHI 33
19TJA1 19TJA1_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 677 97.0% 3297
gancho flagelar putativa -
2
M3NMW ~ M3NMW6_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 685 96.0% 3296
gancho flagelar putativa GAM210Bi
6 2
19YLO06 19YL06_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 677 97.0% 3293
gancho flagelar putativa P-11b
I9WS67 I9WS67_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 677 97.0% 3293
gancho flagelar putativa P-11
2
JOPC82 JOPC82_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 677 97.0% 3292
gancho flagelar H-34
19VJH4 I9VJH4 _HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 677 97.0% 3292
gancho flagelar H-21
JOPV65 JOPV65_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 677 97.0% 3291
gancho flagelar putativa P-8
I9YHM9 I9YHM9_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 677 97.0% 3291
gancho flagelar putativa P-8b
JOTUWO  JOTUWO_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 677 97.0% 3289
gancho flagelar putativa P-41
2
JONSR5 JONSR5_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 677 97.0% 3289
gancho flagelar putativa H-18
2
JOBAE3 JOBAE3_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 677 97.0% 3289
gancho flagelar H-36
JOLI78 JOLI78_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori Hp 677 96.0% 3278
gancho flagelar putativa H-41
2
ESQRV3 E8QRV3_HELPW Proteina capsular Helicobacter pylori 685 95.0% 3264
flagelar (cepa SouthAfrica7)
Q17Y06 Q17Y06_HELAH Proteina asociada al Helicobacter 685 94.0% 3249

gancho flagelar

acinonychis (cepa
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Sheeba)
K4ANRS2  K4NRS2_HELPY Proteina capsular Helicobacter pylori 674 97.0% 3190
flagelar (cepa ATCC 700392
/26695)
(Campylobacter pylori)
K4NL36 K4NL36_HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 674 97.0% 3190
flagelar Rif2
K4NJJ9 K4NJJ9 _HELPX Proteina capsular Helicobacter pylori 674 97.0% 3190
flagelar Rif1
M3QVV4  M3QVV4_HELPX Proteina asociada al Helicobacter pylori 647 97.0% 3146
gancho flagelar putativa GAM71Ai
2 (Fragmento)
IOETWO IOETWO_HELCM Proteina capsular Helicobacter cetorum 685 88.0% 3065
flagelar (cepa ATCC BAA-540
/ MIT 99-5656)
IOEMR1 IOEMR1_HELCO Proteina capsular Helicobacter cetorum 685 81.0% 2861
flagelar (cepa ATCC BAA-429
/ MIT 00-7128)
E7ADC3 E7ADC3 HELFC Proteina asociada al Helicobacter felis 684 63.0% 2190
gancho flagelar (cepa ATCC 49179/
NCTC 12436/CS1)
E7FYJ6 E7FYJ6_9HELI Proteina capsular Helicobacter suis HS1 689 61.0% 2158
flagelar
F8KTH3 F8KTH3_HELBC Proteina asociada al Helicobacter 694 59.0% 2091
gancho flagelar FliD bizzozeronii (cepa
CllI-1)
K4RHP3  K4RHP3 HELHE Proteina asociada al Helicobacter 691 58.0% 2073
gancho flagelar FliD heilmannii ASB1.4
D3UGM5 D3UGM5 HELM1 Proteina asociada al Helicobacter mustelae 674 52.0% 1778
gancho flagelar putativa  (cepa ATCC 43772/
LMG 18044/NCTC
12198/12198)
(Campylobacter
mustelae)
Q7VvI19 Q7VI19_HELHP Proteina capsular del Helicobacter hepaticus 682 51.0% 1698
filamento flagelar FIiD (cepa ATCC 51449/
3B1)
I2FDC5 I2FDC5_HELCP Proteina capsular Helicobacter cinaedi 682 51.0% 1690
flagelar (cepa PAGUGB11)
17GZJ0 17GZJ0_9HELI Proteina capsular Helicobacter cinaedi 682 51.0% 1689
flagelar ATCC BAA-847
E4VHL6 E4VHL6_9HELI Proteina gancho Helicobacter cinaedi 682 51.0% 1689
flagelar 2 CCUG 18818
N2BQN7 N2BQN7_9HELI Proteina no Helicobacter bilis 679 45.0% 1589
caracterizada WiWa
C3XDT1 C3XDT1_9HELI Proteina capsular Helicobacter bilis 679 45.0% 1583

flagelar

ATCC 43879
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Q7MAM3  Q7MAM3 WOLS Proteina asociada al Wolinella 682 45.0% 1479
U gancho flagelar 2 succinogenes (cepa
ATCC 29543/DSM
1740/LMG 7466 /
NCTC 11488/FDC
602W) (Vibrio
succinogenes)
C5EXFO0 C5EXFO0_9HELI Proteina gancho Helicobacter pullorum 685 39.0% 1272
flagelar 2 MIT 98-5489
C5ZWT4 C5ZWT4 9HELI Proteina asociada al Helicobacter 689 39.0% 1262
gancho flagelar canadensis MIT 98-
(Proteina gancho 5491
flagelar 2)
H5VECO H5VECO_HELBI Proteina asociada al Helicobacter 458 53.0% 1185
gancho flagelar FliD bizzozeronii CCUG
35545
C3XLS4 C3XLS4 9HELI Proteina asociada al Helicobacter 689 37.0% 1175
gancho flagelar putativa  winghamensis ATCC
BAA-430
H5VECA1 H5VEC1_HELBI Proteina asociada al Helicobacter 231 66.0% 807
gancho flagelar FliD bizzozeronii CCUG
35545
H8CS11 H8CS11_CAMJU Proteina capsular Campylobacter jejuni 645 27.0% 474
flagelar subsp. jejuni LMG
9872
BOKGA6 B9KGA6_CAMLR Proteina cap del Campylobacter lari 766 26.0% 471
filamento flagelar FIiD (cepa RM2100 /
D67/ATCC BAA-1060)
C6RGG2 C6RGG2_9PROT  Transportador de eflujo Campylobacter 577 29.0% 465
multifarmaco tipo SMR showae RM3277
D2MX77  D2MX77_CAMJU Proteina asociada al Campylobacter jejuni 642 28.0% 461
gancho flagelar subsp. jejuni 414
M31083 M31083_9PROT Proteina capsular Campylobacter 577 28.0% 457
flagelar showae CC57C
H7SA14  H7SA14_CAMCO Proteina capsular Campylobacter coli 644 26.0% 452
flagelar 84-2
D2MS44  D2MS44_CAMJU Proteina asociada al Campylobacter jejuni 647 26.0% 451
gancho flagelar FliD subsp. jejuni 1336
H7XBHO H7XBHO_CAMJU Proteina capsular Campylobacter jejuni 648 26.0% 451
flagelar subsp. jejuni LMG
23216
H7YRN9 H7YRN9_CAMJU Proteina capsular Campylobacter jejuni 648 27.0% 449
flagelar subsp. jejuni LMG
23357
Q30U48 Q30U48SULDN Proteina del tipo Sulfurimonas 462 31.0% 441

proteina asociada al
gancho flagelar putativa

denitrificans (cepa
ATCC 33889/DSM
1251) (Thiomicrospira
denitrificans (cepa
ATCC 33889/DSM
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1251))
H8BWB9 H8BWB9_CAMJU Proteina capsular Campylobacter jejuni 642 27.0% 447
flagelar subsp. jejuni 1213
H8AWN7 H8AWN7_CAMJU Proteina capsular Campylobacter jejuni 643 26.0% 447
flagelar subsp. jejuni 1997-11
A3ZDR2  A3ZDR2_CAMJU Proteina asociada al Campylobacter jejuni 643 26.0% 447
gancho flagelar FliD subsp. jejuni HB93-13
A7H4J4 A7H4J4_CAMJD Proteina asociada al Campylobacter jejuni 646 26.0% 447
gancho flagelar FliD subsp. doylei (cepa
ATCC BAA-1458 /
RM4099/269.97)
A3YRI3 A3YRD_CAMJU Proteina asociada al Campylobacter jejuni 642 25.0% 442
gancho flagelar FliD subsp. jejuni 260.94
H7WEHO H7WEHO_CAMC Proteina capsular Campylobacter coli H8 637 26.0% 441
0] flagelar
E1PLQ8 E1PLQ8_CAMJIM Proteina asociada al Campylobacter jejuni 643 27.0% 441

subsp. jejuni serotype
HS21 (cepa M1
/99/308)

gancho flagelar putativa
2

Ejemplo 9: Presencia y expresion de FIiD en H. pylori
Muestras

Se inscribieron 81 aislados de H. pylori de pacientes humanos en el estudio. Las muestras fueron diagnosticadas como
positivas por cultivo bacteriano convencional en placas selectivas. En tales pruebas, se cultivaron bacterias en placas de
agar con sangre Wilkins-Chalgren en condiciones microaerobias (10% de CO,, 5% de O, 8.5% de N2 y 37 °C) durante
36 horas, y la positividad para oxidasa, catalasa y ureasa fue confirmada por pruebas bioquimicas Una parte de las
bacterias cultivadas se us6 para el aislamiento de ADN y el resto se aplicé para la preparacion de lisado de proteinas
para el analisis de transferencia de Western.

Suero policlonal anti-FliD de ratén

Se inmunizaron tres ratones C57BL6 3 veces (semanalmente) con 30 mg de H. pylori FliD recombinante como antigeno
y 10 ug de CT (toxina del colera) como adyuvante se resuspendioé en PBS. Una semana después del ultimo refuerzo de
inmunizacion, los ratones se sangraron y los sueros se combinaron. La antigenicidad y la especificidad de los sueros
reunidos se probaron en un analisis de transferencia de Western.

Analisis de transferencia de Western

Para establecer las condiciones 6ptimas del ensayo, se generaron y purificaron diferentes concentraciones de la
proteina FliD recombinante, asi como de otras proteinas de control recombinantes (Tig (factor desencadenante (Tomb
et al., 1997)) y gGT) en las mismas condiciones, se aplicaron en geles de SDS al 8%. Después de la transferencia de
las proteinas en la membrana de nitrocelulosa (Whatman/GE Healthcare, Freiburg, Alemania), las membranas se
bloquearon en leche desnatada al 5% durante 1 h a temperatura ambiente y se incubaron durante la noche con
diferentes diluciones de los antisueros como anticuerpos primarios. Después de la incubacion de las membranas con
IgG anti-ratébn marcada con HRP, las bandas se detectaron mediante la adicion de reactivos de deteccion de
transferencia Western ECL.

Los resultados se muestran en la figura 5, por lo que en el lado derecho del gel de SDS representado se indica el
antigeno y su cantidad aplicada a los carriles individuales. Se usé una dilucion éptima (1: 2000) de suero de anti raton.

Analisis de PCR de la presencia del ORF de FIiD en el genoma de H. pylori

Se disefiaron cuatro PCR basadas en la secuencia de ADN de la FIiD como sujeto a SEQ ID NO: 2. La especificidad de
cada par de cebadores como se indica en la tabla 5 se confirmé mediante analisis de blast contra todas las secuencias
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de nucleotidos bacterianas del banco de genes. Las PCR se establecieron usando ADN de H. pylori como control
positivo y ADN gendmico de otros 10 microorganismos como controles negativos. Las PCR se realizaron usando la
mezcla maestra de GoTaq polimerasa (Promega), la temperatura de apareamiento de 56 °C y el tiempo de extension de
30 segundos.

Tabla 5: Cebadores usados por analisis de PCR.

Cebador hacia adelante Cebador reverso Longitud
del
amplicon
(bp)

PCR1 AGC TCA TTA GGG CTT GCT CGC GCT CAA CGC ATC (SEQ ID NO: 22) 246
GGC AG (SEQ ID NO: 21)

PCRZ | ATC ACG GAC GCT ACC | AGG GAC TTC ATG CAT GCT | 288
AAT GG (SEQ ID NO: 23) CC (SEQ ID NO: 24)

PCR3 | CAC AGA CGC TAT CAT | CCC GCT GAT CAC ATC ATT | 300

TCA AGC (SEQ ID NO: 25) GAC (SEQ ID NO: 26)

PCRA 1 CGC TAA CCT CAT AGA | TAA GCG GCA AAGCGC TCC | %0
TGG AGG (SEQ ID NO: 27) | G (SEQ ID NO: 28)

Resultados

El ORF de la FIiD se presenta en todos los aislados de pacientes con H. pylori (bacterias cultivadas aisladas de biopsias
de pacientes). La presencia del ORF de la FIiD podria confirmarse con las cuatro PCR usadas para este ensayo. PCR1,
PCR2 y PCRS3 realizadas por ADN aislado de 81 muestras de H. pylori fueron positivas en general. Mientras que la
PCR4 fue positiva para 79 muestras (Fig. 6). La especificidad del ensayo se confirmé aplicando ADN aislado de P.
aeruginosa (ATCC 27813), Klebsiella oxytoca (ATCC 700324), Candida albicans (ATCC 90028), Entrococcus faecalis
(ATCC 29292), Strep. Group A (ATCC 19615), S. thyphimurium (ATCC 13311), S. aureus (ATCC 25923), S. epidermidis
(ATCC 18228), H. influensae (ATCC 49247) y E. coli (ATCC 25922).

Como se puede deducir de la figura 6 que representa los resultados de un analisis PCR representativo realizado usando
ADN genodmico aislado de H. pylori cultivado aislado de biopsias de pacientes, se presenta el ORF (marco de lectura
abierto) de FIiD en casi todos los aislados de H. pylori. De este modo, los resultados de PCR confirman la presencia de
la FliD en el ADN gendmico. En la figura 6, los nimeros arriba de los carriles indican el nimero de muestra interno.

En cuanto a la deteccion de la proteina FliD en muestras de pacientes que han sido diagnosticados como positivos para
H. pylori, la proteina FliD es detectable en el 97.5% de las muestras. Usando el analisis de transferencia de Western se
pudo demostrar que la expresion de la proteina FliD es detectable en 79 de los 81 lisados de proteinas de H. pylori. Los
resultados se muestran en la figura 7. En la figura 7, los nimeros anteriores a los carriles indican el nimero de muestra
interno.

La especificidad del ensayo se confirmé mediante resultados negativos cuando se analizaron los lisados de proteinas de
otros microorganismos mediante analisis de transferencia Western. Los resultados de los mismos estan indicados en la
figura 8. Como se puede tomar de la figura 8 aparte de FliD recombinante con etiqueta de estreptavidina (carriles 2 de
ambas transferencias de Western) y lisados de proteina sin etiqueta de estreptavidina (carriles 3 de ambas
transferencias de Western) de P. aeruginosa (ATCC 27813) (transferencia western izquierda, carril 4), Klebsiella oxytoca
(ATCC 700324) (transferencia western izquierda, carril 5), Candida albicans (ATCC 90024) (transferencia western
izquierda, carril 6), Enterococcus faecalis (ATCC 29292) (transferencia western izquierda, carril 7), Streptococcus Gupo
A (ATCC 19615) (transferencia western izquierda, carril 8), S. thyphimurium (ATCC 13311) (transferencia western
derecha, carril 4), S. aureus (ATCC 25923) (transferencia western derecha, carril 5), S. epidermidis (ATCC 18228)
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(transferencia western derecha, carril 6), H. influensae (ATCC 49247) (transferencia western derecha, carril 7) y E. coli
(ATCC 25922) (transferencia western derecha, carril 8).

En la presente memoria descriptiva se hace referencia a diversos documentos de la técnica anterior cuya referencia
completa se lee a continuacion.
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Thr Thr Leu Lys Phe Tyr Thr Gln Asn Lys Asp Tyr Ala Val Asn Ile
130 135 140

Lys Ala Gly MeL Thr Leu Gly Asp Val Ala Gln Ser Ile Thr Asp Ala
145 150 155 160

Thr Asn Gly Glu Val Met Gly Ile Val Met Lys Thr Gly Gly Asn Asp
165 170 175

Pro Tyr Gln Leu Met Val Asn Thr Lys Asn Thr Gly Glu Asp Asn Arg
180 185 150

Ile Tyr Fhe Gly Ser His Leu Gln Ser Thr Leu Thr Asn Lys Asn Ala
195 200 205

Leu Ser Leu Gly Val Asp Gly Ser Gly Lys Ber Glu Val Ser Leu Asn
214 215 220

Leu Lys Gly Ala ARsp Gly Asn Thr His Glu Val Pro Ile Met Leu Glu
225 230 2315 240

Leu Pro Glu Ser Ala Ser Ile Lys Gln Lys Asn Thr Ala Ile Gln Lys
245 250 235

Ala Tle Glu Gln Ala Leu Glu Asn Rep Pro Asn Phe Lys Rsp Leu Ile
260 265 270

Ala hsn Gly Asp Ile Ser Ile Asp Thr Leu His Gly Gly Glu Ser Leu
275 280 285

Ile Ile Asn Asp Arg Arg Gly Gly Asn Ile Glu Ile Lys Gly Ser Lys
220 295 300

Ala Lys Glu Leu Gly Phe Leu Gln Thr Thr Thr Gln Glu Ser Asp Leu
30% 310 315 120

Leu Lysz Ser Ser Arg Thr Ile Lys Glu Gly Lys Leu Glu Gly Val Ile
325 330 335

Zer Leu Asn Gly Gln Lys Leu Asp Leu Lys Ala Leu Thr Lys Glu Gly
340 345 350

Azn Thr Ser Glu Glu Asn Thr Asp Ala Ile Ile Gln Ala Ile Asn Ala
355 360 365
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Ile

Gly

400

Ser

Lys

Fro

Glu

ASP

480

Asn

Thr

Arg

Gly

Val

&0

Pro

Gly

Val
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10

Ile Ala Asn Leu Ile Asp Gly Gly Asn Ala Lys Leu Lys Ile Tyr Glu
610 6l5 G20
Agp Ser Leu AsSp Arg Asp Ala Lys Ser Leu Thr Lys Asp Lys Glu Asn
G625 630 635 &40
Ala Gln Glu Leu Leu Lys Thr Arg Tyr Asn Ile Met Ala Glu Arg Fhe
645 650 655
Ala Ala Tyr Asp Ber Gln Ile Ser Lys Ala Asn Gln Lys Fhe Asn Ser
660 EES 670
Wal Gln Met Met Ile Asp Gln Ala Ala Ala Lys Lys Asn
€75 680 GRS
<210> 2
<211> 2058
<212> ADN
<213> H. pylori
<220>
<221> misc-feature
<223> cepa H. pylori G27
<400> 2
atggcaatag gttcattaag cbcattaggg cttggoagta aggttttgaa ttacgatgbg &0
attgacaagce ttaaggacge cgatgaaaaa gegttaateg cecccttaga caagaaaatg 120
gagcaaaatyg ttgaaaagca aaaagocctb gtagaaatta aaacgcotoct ttcatetota 180
aaaggooogg ttazaacgot Ttocggattat tocacttata tcagococgaaa aagcaatgit 240
acaggogatyg cgttgagtge gagtgbgggg gotggoegbtge ctatbtcaaga cattaaaghbg 100
gatgtgcaaa atttagogeoa aggocgatatt aacgaactas gggogaaatt ttcocttcaaga 360
gacgatattt ttagocaagt ggataccacg ctcaaatttit acacgoaaaa caaggactac 420
goccgttaata ttamagragyg aatgacttta ggogatgtgy ctcaaagoat cacggacgct 480
accaatgoog aagbgatggg cattgtgatg aaaacaggag ggaatgacce ctaccaatta 540
atggtgaata ccaaaaacac cggogaagac aaccgeoatcht attttggobe acacctocaa &00
tcoccacgocteoca ctaacaaaaa cgoocctttot ttgggggttg atggaagogyg aaagagbgaa eel
gtgagtttga atttaaaggg ggoctgatggg aacacgeatg aagtoocccat catgotagag T20
ctocctgaaa gogottctat caaacaasafa aacaccgogda Cocaaaaaqoc gatagagcag =
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gotttagaaa
actcttcatyg
daagggagea
ttazaaagct
caaaaactqgg
gctatcattc
aageottgtga
aaggcoagtbt
caagacacgco
aatggggtga
atcactttag
aatcaagcca
aaactagatyg
gtgggcgata
acggataacy
atgagtttag
gatbtbotet
attkbttteta
aagatbtatyg
getcocaagageo
agocaaatot

goggotaaaa

<210> 3
<211> 689
<212> PRT
<213> H. suis

<400> 3

Met Ala Ile Gly Lys Leu Ser Ser Leu Gly Ile Gly Ser Lys Val Leu

1

Ben Tyr Asp Val Ile Asp Lys Leu Lys Ser Ala Asp Glu Lys Thr Met

acgaccctaa
ggggggaatc
aggctaaaga
cbogroaccat
atttaaaagec
aagogattaa
tcaattotaa
tgaaggattt
tctcttatgto
gcatcacacg
agcaaaccac
ttatagacag
aagacacgog
ttcgecaccat
gggtagaaag
atgaggctaa
atgggagoga
aattcaatca
aagattooct
ttttaaaaac
ctaaagccaa

agaattaa

5

20
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ttttaaagac
tttaatcatt
gottggghet
taaagagggt
cttaaccaaa
cgoctaaagaa
aaccgoaatyg
gggbttgaac
taagaatttg
cooccactaat
agagoctaat
cctbtaaagaa
ttatgacgct
tagatccict
cttgatgaaa
attgagtagc
tagcaaggat
agtcatocgot
agacagagac
cogotacaac

tCaaaaattc

ttgatcgecta atggggatat
aatgacagge gtgggggaaa
ttgraaacca ccacccaaga
aaattagaag gggtaattag
gagggraaca ccagcogaaga
ggcbtgagtyg cgtttaaaaa
ctaacgatta agggogagga
gotggeatgg tgcaatctta
caaaaagcocga gogattogea
gaggtcaaty atgbtgattaa
aaacctgeoga ttatcageogt
tttgtcaaag cctataatoa
gacactaaaa tcgoctgggat
cttaataacg btgtbttctta
tacgggotbta gtttagacga
acctbtazatt ctaacoctaa
atggggogca gagaaatcca
aatcteatag atggagggaa
grLaaaagot tgaccaaada
ateatggogg agogotttge

aattcogtge aaatgatgat

10

25

42

ttoccatagac
cattgaaatt
aagcgatttyg
cttgaatgge
aaacacagac
cgccgaaggc
cgotttagge
tgaagcttca
abtecacttbat
cggggttaat
gagcagggac
gocttatcoct
ttttaacgge
tagcglgcat
taagggeogtg
agcgacteoaa
ccaagaggge
cgctaaatta
caaagaaaac
ggettatgac

cgatcaagcy

15

30

840

500

360

1620

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1520

1580

1740

1300

1360

1220

1980

2040

2058
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Val Ala Pro Ile Asp Arg Lys Met Glu Val Asn Leu Glu Lys Gln Lys
s 40 45

Ala Leu Val Glu Ile Lys Thr Leu Leu Ala Asn Leu Lys Ala Pro Val
50 5% &0

Ser Ala Leu Thr Asp Tyr Ber Thr Tyr Thr Ser Arg Ser Ser Ser Val
65 70 75 ao

Ser Ser Gly Ala Leu Lys Ala Ser Val Ser Pro Gly Ile Pro Val Gln
BS 90 85

Bzp Ile Lys Val Glu Val Glu Asp Leu Ala Gln Gly Asp Ile Asn Glu
100 105 110

val Gly Thr His Phe Arg Asp Arg Asp Asp Ala Phe Ser Gln Ala Asn
115 120 125

Thr Lys Leu His Phe Tyr Thr Asn Ran Lys Asn Tyr Thr Val Asn Ile
130 135 140

Lys Ala Gly Met Ser Val Gly Asp Val Ala Gln Ala Ile Thr Asp Ala
145 150 155 160

Thr GEly Gly Glu Val Met Gly Ile Val Met Lys Thr Gly Gly Asp Lys
1E5 170 175

Pro Tyr Gln Leu Met Ile Asn Thr Lys hsn Pro Gly Ala Asn Asn Arg
180 185 180

Leu Tyr Fhe Gly Ser Ser Val Ile Ser Thr Leu Ala Ser Asp Ala Pro
195 2900 205

Ile Asn Leu Ala Ile Gly Gly Thr Thr Ala Asp Gly Lys Ser Thr Glu
210 215 220

hep Aep Phe Phe Ile Lys Val Lys Asp Asp Lys Gly Glu Val Val Lys
228 230 235 240

Ile Pro Ile Ser Leu Asn Leu Asp Lys Ala Ser Val Gln Asp Lys Asn
245 250 255

Lys Ala Leu Gln Thr Ala Ile Lys Lys Ala Leu Glu Asp Asn Ala Gln
260 265 270
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Thr Lye Asp Leu Val Asp Ser Gly Gln Ile Asn Ile Gly Leu Ile Asn
275 280 285

Azp Gly Lys Ser Leu Val Leu Asn Asp Gln Arg Gly Leu Glu Val Glu
290 295 300

Val Gly Gly Ala Lys Ala Ala Glu Leu Glyv Phe Val Lys Thr Lys Ser
305 310 315 320

Asp Gln Glu Asp Leu Leu Lys Gly Thr Ala Gly Ile Ala Ser Gly Gln
325 330 335

Ile Lys Gly Thr Ile Asn Fhe Asn Gly Gln Ala Ile Asn Leu Gly Ala
340 345 150

Ile Thr Ala Thr Gly Asn Ser Ser Asp Ala Asn Ala Gln Ala Ile Wal
155 160 3565

Lyz Ala Ile han Gly Ile Gln Gly Leu Hig Ala Ser Leu Gly Thr Asp
370 375 IR0

Gly Lys Leu Ile Leuw Asn Ser Glu Ser Gly Glu Leu Arg Ile Thr Gly
385 3480 385 400

Val Gly hla Asp Gly Lys Ala Ala Val Asn Ser Leu Gly Leu Ser Glu
405 410 415

Gly Leu Ser Gln Ser Tyr Ala Lys Leu His fAsp Leu Phe Ala FPhe Lys
420 425 430

Lys Leu Gln Ser Ala Ser Asp Ala Arg Phe Thr Tvr Asn Gly Ala Thr
435 4£0 445

Ile Thr Arg Pro Thr Asn Glu Val Asn Asp Val Ile ARsn Gly Val EBer
450 455 160

Leu Ser Leu Leu Ala Lys Thr Glu Pro Gly Lys=s Pro Ala Ile Ile Ser
465 470 475 480

Ile Thr Arg Asp Ser Lys Ala Ile Val agp His Val Lys Glu Phe Val
4BS 480 455

Lys hla Tyr Asn Ala Leu Ile Pro Lys Leu Asp Glu Thr Thr Arg Tyr
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Asp

Thr

545

Glu

Aan

Lys

Leu

Lys
625

Asp

Ala

Ser

Asn

<210> 4
<211> 2070
<212> ADN
<213> H. suis

<400> 4

Fro

Thr

530

Ala

His

Ala

Ser

Asp

&Ll

Lau

Lys

Glu

Fhe

Asp

515

Ile

Lys

Gly

Rap

Mat

585

Lys

Ty¥r

Glu

Arg

Asp
675

500

Thr

Arg

Gly

Lys

Pro

SBO

Gly

Val

Glu

Asn

Fhe

660

Rla

Lys

Ser

Val

Mel

565

Gln

Gly

Leu

ASp

Ala

645

Ala

Val

Ile

Ser

Asgp

5E0

S5er

Ala

Lys

Gln

Ser

&30

Mel

Ala

Gln

ES 2 683 628 T3

Ala

Ile

535

Ser

Leu

Ala

Glu

Gly

615

Glu

Tyr

Mat

Gly

520

Asn

Leu

Asp

Gln

Ile

600

Asp

Met

Rsp

Met
&80

50%

Val

AST

Met

ABD

585

His

Val

Gln

Lieu

Glu

665

Ile

Phe

Ala

Lys

ser

570

Phe

Gln

Asp

Asp

Lys
650

Asn

Ile

Tyr

555

Arg

Fhe

Asp

Gly

Ala

635

Thr

Ile

Gln

Gly

Ala

540

Gly

Leu

Tvr

Gly

Gly

620

Lys

Arg

Ser

Ala

Val

525

Fhe

Ile

Thr

Gly

Ile

605

Asn

Tvr

Lys

Ala
£485

810

Gly

Thr

Thr

RAEN

Gl

590

Fhe

Ala

Leu

hAsp

Rhla

670

Ala

hAsp

Ile

Leu

Rla

575

Agp

Ile

hrg

Arg

Met

655

Asn

Lys

Tle

Asp

560

Ile

Lys

Leu

Arg

640

Met

Lys

Lys

atggeogattyg gaaagbtaag ttctttaggg attgggagoa aggttttaaa ctacgatgbg

45
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attgataaac
gaagtcaatoc
aaagogocoy
agcagtggag
gaagLtgagg
gatgatgect
acagtcaata
acggggggcy
atgattaata
tctactettyg
aaaagtacag
atcoctatta
acagotatta
cagatcaata
ttagaagttg
gatcaagaag
attaatttia
gatgctaacg
Ltaggcacgy
gtgggggceg
tectatgcta
agatttactt
aacggtgtat
attaccocgog
geattaates
gtgtttaatg
tttacaatca
gagcatggaa
caagocgoto

caccaagacg

ttaaaagoge
ttgaaaaaca
ttagbgottt
cgotbaaage
atctggetea
ttagcoccaage
Ctaaggctgg
aggtgatggyg
ctasaaacoo
ctagbgatge
aagabgattt
gtottaatet
Aaaaaygcoct
teggtttgat
aagttggggg
atttactecaa
atgggcaagoc
cbtoaagocat
acgggaaatt
atggtaaagc
aattacacga
acaatggtgc
ctttgagttt
acagtaaggc
ctaaactaga
gegtggggga
caacggctaa
agatgagctt
aagatttott

ggatteteatc

ES 2 683 628 T3

tgatgaaaaa
aaaggctita
aacggattat
cagtgtaagec
aggcgatatt
taacaccaaa
tatgagtgta
gattgtgaty
cggggctaat
goctattaat
ttttattaaa
tgataaggct
agaggataat
taatgatggc
agctaaagea
aggoacagea
cattaattta
cgttaaagece
aabtccttaat
ggotgtaaat
cocbctbtgoo
gacaatcacc
attagcecaaa
cattgttgat
tgaaacaace
tatcocgoaca
aggtgtggat
agatgagagc
ctatggtgac

caagttagat

actatagtgg
gttgagatta
teaactbata
cogggtatoo
aatgaagtecg
ttacactttt
ggcgatgtcg
asaacoggag
aacogotbgt
ttagocatag
gttaaagatyg
tecgtgoaag
geacaaacca
amatctttag
gotgaactag
gggatbgeat
ggggctatca
akttaatggca
agtgaaagog
agbttaggtt
ctbaaaaaac
cgooctacaa
actgageegg
catgtbaaag
cgttacgate
attocgotott
agtctcatga
aga chcacaa
gatattaaaa

aaagttttge

46

ctoocattga
aaactttgct
cgageogoay
ctgtgcaaga
gtacacattt
acaccaataa
cccaagocat
Jogataaacs
attttggote
ggggcactac
ataagggoga
ataaaaataa
aagacctagr
tacttaacga
gerttgttaa
coggtcaaat
cogoaacggy
ttoaagggtt
gocgaghtagcyg
tgtotgaggg
tacaaagtgc
atgaggtaaa
gtaaaccage
aatttgtcaa
cagatactaa
caattaataa
agtabtgggat
acgogottaa
gtatgggggg

aaggtttggt

tcgaaaaatyg
tgccaatctt
tagcagtgtyg
tattaaagta
cagagatcgo
taaaaactac
tacagatgct
ctatcagtta
tagtgttatt
cgocagatggg
agbggttaaa
agoccotgoaa
agatagcogga
tecaaagaggy
aactaaatca
caagggoact
caattctage
goacgetteok
cataacoggk
cttaagccaa
ctoctgatgct
cgabtgtgatt
cattattage
agcctataat
aattgeoogge
tgccattgeot
tacacttgat
tgoogatooa
taaggagatt

cgatggtggr

120

lao0

240

300

E1.1¢]

420

480

540

&0a0

6&a0

720

Ta0

B40

S00

o960

1420

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1B&0
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aacgogagygl btgaagtbata cgaggattct ttagatcaag acgctaaaaa tttgagaaga 1520
gataaggaga atgeaabtgga gatgocttaaa acccgttatg acatgatgge agaacgettt 1580
geagottatg atgagogtat ttctaaggog aataaatect ttgatgogghb goagatgaltg 2040
atcgatcaag cagcocgocaa aaagaattaa 2070

<210>5

<211> 684

<212> PRT

<213> H. felis

<400> 5

Met Ala Val Gly Gln Leu Ser Ser Leu Gly Ile Gly Ser Lys Val Leu

Asn Tyr Asp Val Ile Asp Lys Leu Lys Lys Ala Asp Glu Asn Thr Met
20 25 i0

Val Lys Pro Ile Glu Arg Lys Met Glu Ala Asn Leu Glu Lys Gln Lys
35 40 45

Ala Leu Val Glu Ile Gln Thr Leu Leu Gly Asn Leu Arg Thr Pro Val
50 55 &0

Arg Ala Leu Ser ARsp Tyr Ser Thr Tyr Thr Ala Arg His Ser Asn Val
65 70 75 80

Thr Gly Asp Ala Leu Lys Val Ser Val Ser Pro Gly Ile Pro Ile Gln
85 20 a5

Bsn Ile Lys Val RAsp Val Glu Ser Leu Ala Gln Gly Asp Ile Asn Glu
100 105 110

Wal Gly Thr His Fhe Ser Ser Arg Asp Asp Ber Fhe Ala Gln Phe Asp
115 120 125

Thr Thr Leu His Phe Tyr Thr Asn His Gln Asp Tyr Ala Val Lys Ile
130 135 140 :

Lys Ala Gly Met Thr Leu Ser Asp Val Ala Gln Ala Ile Thr Asp Ala
145 150 155 180

Thr Asp Gly Lys Val Met Gly Ile Val Met Lys Thr Gly Gly Asn Lys
165 170 175

47



Pro

Ile

Ile

Ile

225

Lys

Ile

Asn

Ile

Arg

305

Leu

Ser

Asn

Ile

Azn

IBS

Lys

Tyr

Fhe

Asn

210

Lys

Leu

Gln

Gly

Asn

250

Elu

Lys=

Leu

Ser

Ala

370

Ser

Lvs

Gln

Phe

185

Leu

Val

Gln

Lya

Gln

275

Asp

Ley

Ala

AST

Ser

355

Gly

Ala

Ala

Leu

180

Gly

Gluy

His

Gl

Rla

260

Leu

Lys

Gly

Leu

Gly

340

Gln

Ser

Leu

Met

Ser

Ala

Asp

Ser

245

Leu

Asn

Arg

Phe

Thr

325

Gln

ASp

Ser

Gly

Lys

Ile

Ser

Lys

zlu

230

Ile

Glu

Val

Gly

Ile

310

Ala

Asn

ASN

Ala

Gln

390

Asp

ES 2 683 628 T3

Asn

Val

Ser

215

Gln

Glu

Asp

Gly

Leu

295

Gln

Pro

Ile

Ala

Ser

175

Leu

Leu

Ser

Ile

200

Glu

hzn

Ser

Aan

Val

280

Ser

Rsp

Gln

Asp

Asn

360

Val

Gly

Lys

183

Ser

Thr

Val

Bro

285

Ile

Val

Lys

Ser

Met

345

Ala

Gly

Leu

Leu

48

Gly

His=

Lys

Tle

Asn

250

Rla

Asn

3lu

Ser

Gly

330

Gly

Leau

Ala

Thr

Ser

Thr

Leu

Fro

Glu

235

Ala

Thr

Glu

Val

Gln

3115

Ly=

Ala

Ile

Gly
395

Glu

Gly

Ser

Glu

220

Ile

Ala

Lys

Gly

Gly

200

2la

Ile

Ile

Lys

Gly

380

Rla

Gly

Ala

Agn
208

hep

Pro

Leu

Ser

Lys=

2B5

Zly

Glu

Lys

Thxr

Ala

365

Lys

Asn

FPhe

Asp

130

Rep

Asp

Ile

Arg

Len

270

Ser

Ala

Gly

Gly

Ala

3540

Val

Leu

Ala

Ser

Asn

Ala

Fhe

Ala

Ala

255

Ala

Leu

Lys

Asp

Iie

335

Glu

Fa¥zial

Val

Glu

Arg

ATy

Thr

Fhe

Leu

240

Ala

Asp

Val

Ala

Lee=ua

320

Ile

His

Gly

Leu

Gly

400

Ser
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405 410 415

Tyr Ala Asn Ala Gln Glu Leu Phe Ser Val Lys Asn Leu Gln Ser Ala
420 425 430

Ser Asp Ala Lys Phe Thr Tyr Asn Gly Ala Ser Ile Thr Arg Pro Thr
435 440 445

Asn Glu Val Asn Asp Val Ile Asn Gly Val Ser Leu Ser Leu Leu Gly
450 455 450

Thr Thr Glu Pro Gly Lys Gly Ala Val Val Ser Ile Thr Arg Asp Asp
465 470 475 480

Lys Ala Ile Ile Asp Asn Val Lys Glu Phe Val Lys Ala Tyr Rsn Glu
4BS 450 49%

Leu Met Pro Lys Leu Asp Glu Thr Thr Arg Tyr Asp Pro Asp Thr Arg
500 505 510

Ile ala Gly Ile Fhe Asn Gly Val Ser Asp Ile Arg Thr Ile Arg Ser
515 520 525

Ser Leu Ile Ber Ala Val Thr Phe Thr Ile Thr Asn Ser Lys Gly Val
530 535 540

Ala Ser Leu Met Lys Tyr Gly Ile Met Leu Asp Asp His Gly Lys Met
545 550 555 560

Ser Leu Asp Glu Ser Arg Leu Ala Ser Ala Ile Asn Ala Asp Pro Gln
565 370 575

Gly Thr ¢ln Asp Phe Phe Tyr Gly Ser Asp Val Lys Ser Met Gly Gly
580 585 590

Lys Glu Thr His Gln Asp Gly Ile Phe Glu Arg Val Asp Lys Val Leu
585 600 605

Ala Asn Leu Val Asp Gly Gly His Ala Arg Leu Lys Leu Tyr Glu Aap
610 als 620

Ser Leu Asp Gln Asp Ala Lys Ser Leu Lys Lys Asp Lys Glu Asn Ala
625 &30 635 G640
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<210>6
<211> 2055

<212> ADN

<213> H. felis

<400> 6

ES 2 683 628 T3

Met Glu Leu Leu Lys Thr Arg Tvr Asp Ile Met Ala Glu Arg Phe Ala
645 650 655

Ala Tyr Asp Glu Gln Ile Ser Lys Ala Asn Arg Ser Phe Asn Ala val
660 665 &740

Gln Met Met Ile Asp Gln Ala Ala Ala Lyes Lys Asn
675 680

50



atggoagtag
atcgataage
gaggocaatt
cgcacacchyg
accggggaty
gatgtagaga
gacgacktogt
goggttaaaa
actgatggca
atgatcaata
tococatttga
gatgatttte
aagttgoagg
ttagaggata
atcaatgagg
ggggctaagy
ctaaaagooo
caaaacattyg
goctotgatta
aagttagtgc

aaaaaggcbc

ggcaattaag
ttaaaaaagc
tagaaaaaca
Lcagagotcet
cgcttaaagt
gtttagcaca
ttgogoagtt
ttaaagctgg
aggtgatggy
gtaagggcac
goaatgatgo
ttatcaaagt
gcbctattga
atccogotac
gtaaatcttt
cgogegaact
tcacocgoooa
acatgggggce
aagctgteaa
tcaatagtgco

tcaaagattt
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ttetttggga
ggacgaaaac
asaagocctt
aagcgattat
gaghgtgagt
gggggatatt
tgatactact
gatgacctta
gattgtgatg
gggcgoggat
gaccattaat
geatgacgaa
gagtaaaaac
aaaatcttta
ggtgatcaat
aggtbtcateo
goaatotgge
gatcacagct
tggcattgoa
cagcgggcaa

aggcototea

attggtagca
acgatggtta
gtagaaatecc

cocacttata
cogggtatas
aatgaggtgg
ttgoattott
agcgatgtog
aaaaccgggqg
aatogtatet
ttagaagocca
caaaatatga
goggocteotge
goagacaatyg
gataaacgag
caagataaat
aagatcaaaqg
gaacataatt
ggtttgageyg

ttacgcttaa

gaggggttta

51

aagttttaaa
aacccatcga
aaactttget
cagctagaca
ccatbcaaaa
goactecattt
ataccaatca
ctcaggcaat
ggaataaacc
tttttggtte
agagcgagac
tagaaattac
gtgcagcocat
ggoagttaaa
gtttgagogt
cocaagetga
goattattayg
ctagtcaaga
cgtectgtggy
coggagotaa

geogetctta

ctacgatgtyg
gagaaagatyg
tgggaatttyg
tagcaatgta
tatcaaagtyg
tagoctococaga
tcaggattac
cacggatgot
ctatcagcta
tagtgteoate
aaagocotgag
Eategetete
ccaaaaagcc
tgtgggggte
agaggtaggg
gggtgattta
tctgaataga
caacgctaac
cgoggatggyg
tgcagagggt

tgoctaatget

&0

120

180

240

300

60

420

480

540

&00

G660

720

T80

B40D

a0

960

1020

1080

1140

1200

1260



10

caagaactct
ggggctagta
agbtigctayg
aaggcgatea
ttagatgaga
agocgatatee
agcaagggcy
agtttagacy
ctocttttatyg
tttgagcgog
ctctatgaag
atggagttat
cagatttekba

gctaagaaaa

<210>7

<211>1230

<212> PRT

<213> H. pylori

<220>

ttbctgttaa
tcacgeogooo
gcacaacaga
tcgataatgt
ccaccogtta
goactatcog
tggctagctt
aaagoogbol
gaagcgatgt
tggataaagt
actctctaga
taaaaaccog
aggoctaacoyg

actaa

<221> CARACTERISTICA_MISC

<223> cepa H. pylori G27

<400> 7

Mek

Asn

Asp As

Lys
S0

Arg 1

Thr

Pro

Asn

Asn
]

3ln F
20

Zln

n Ala val A

is

Asp Arg A

u Glu Tyr &

Glu Thr

ES 2 683 628 T3

aaacttacag
taccaatgaa
gocgggcaag
caaagagttt
cgatocoggac
cbottocactt
gatgaagtat
Lgctagogoa
gaagagtatg
tttggetaat
tcaagatgcc
ctatgacatc

accatttaac

Ile Asn

he Ile Asn

la Ser Tyr

sp Asn Arg

er Asn Lys

agtgctagog
gttaatgatg
ggggctgttg
gteaaagoot
acaagaattg
atcagtgcag
gggabcatgco
atcaacgoog
gggggcaagy
ttggteogatg
aaaagcctca
atggcagage

gotgtgoaga

Gln Gln Pro

10

Asn Leu Gln

25

Asp Pro

40

Asp

Gln Ala Phe

Ala Ile Lys

52

atgctaaatt
taattaatgg
tgagcatcac
ataatgagrt
cogggatett
ttacttttac
tagatgacca
atoccgoaagg
aaacccacoa
gtggtcatge
aaaaagataa
gttttgctge

tgatgatcga

tacctacaat
cgtgtctita
acgagatgac
gatgccaaaa
taatggagtg
aatcactaat
tggcaagatyg
cacocaagac
agatggaatc
gogtttgaag
agagaacgor
ctatgacgag

tcaagetgot

Ala Fhe
15

Gln Thr Glu Ala

Val Ala Phe Leu Lys Val

30

Pro Ile Val

45

Gln Lys Asp

Ran Gly Ile Ser Gln Leu

&0

Rsn Pro Ala Lys Lys Asn

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1E&D

1920

1580

2040

2055



65

Gln

Rsp

Gly

Asp

Ile

145

Lys

Arg

Rrg

Azp

Lys

225

Ala

Leu

Glu

Fhe

Ala

Agp

Pro

130

Ile

S5er

Thr

Gln

Ile

210

Zlu

Thr

Leu

Met

Asn
230

FPhe

Leu

Gln

115

Ser

Gln

Ala

hsp

Glu

135

FPhe

Ala

Thr

Asp

Leu

275

Gln

ser

Ile

100

Arg

Lys

Fro

Lys

Gln

180

&ala

Leu

Ile

Thr

Glu

260

Agp

Leu

Asp

85

Asp

Tvr

Ile

Fro

Gln

165

Lys

Glu

Ser

Asn

Thr

245

Arg

val

Lew

70

FPhe

Val

Gln

Asn

Ile

130

S5er

Fhe

Lys

Phe

Gln

230

Asp

Gly

Glu

Ile

ES 2 683 628 T3

Ile

Glu

Ile

Thr

135

Pro

Fhe

Met

Asn

Ile

215

Glu

Ile

hsn

Gly

His
295

ASp

Ser

Fhe

120

Arg

Asp

Ala

Gl

Gly

200

Phe

Fro

Gln

Fhe

Val

280

Asn

Lys

Ser

105

Thr

Ser

Asp

Gly

Val

1as

Gly

Lep

val

Gly

Ser

265

Ala

Asn

53

Sexr

20

Thr

Ser

Ile

Lys

Ile

170

Fhe

Fro

Lys

Fro

Leu

250

Lys

Asp

Ala

75

Lsn

Lys

Trp

Arg

Glu

155

Ile

AsSp

Thr

Lys

His

235

Pro

Phe

Ile

Leu

Azn

Ser

val

Asn

140

Lys

Ile

Glu

Gly

Gln

220

Val

Pro

Thr

Asp

Ser
300

Leu

FPhe

Ser

128

Phe

Ala

Gly

Ser

Gly

205

Ser

Gln

Lau

Pro
2B%

Ser

Ile

Gin

110

His

E1lu

Asn

Leu

120

Asp

Ser

Fro

Ala

Gly

270

AST

Val

Azn

35

Lys

Gln

Glu

FPhe

Gln

175

Lys

Trp

Asp

Asp

Arg

255

Asp

Tyr

Leu

a0

Lys

Fhe

AEN

AST

Leu

160

Ile

Glu

Leu

Val

Ile

240

Asp

Met

Lys

Met



Gly

305

Gly

Tyr

Met

Gln

385

Glu

Glu

Lys

Lys=

Rhsp

165

Ly

Gly

Liys

3lu

Agn

Lys

Lys

Asn

i70

Arg

Phe

Glu

Ala

Lys

450

Leu

Asp

Val

Asn

Ala
530

His

Gly

Asp

Asn

355

Pro

Ala

Leu

Glu

Tvr
435

hsp

Ser

Arg

Pro
51:

Gly

Asn

Gly

Gln

340

Gly

Ser

Leu

Ala

Lys

420

Leu

Thr

Tyr

Glu

Fhe

s500

Asn

Fhe

Gly

Pro

325

Gln

Ser

Fhe

Ser

Gln

405

Fhe

Rsp

Lys

Thr

Lys

485

Val

Lys

Ser

Ile

3lo

Lys

Gly

Gly

Gln

330

han

Rry

Ala

His

Liewl

470

ASn

hep

Gly

Lys

ES 2 683 628 T3

Glu

Ala

han

L

Leu

375

Glu

Asn

ASn

Leu

Ser

455

Lys

Vval

Val

Val
535

Fro

Lys

ABD

Val

EE4]

Glu

Ala

Glu

Gly

440

Ala

AsSp

Thr

Ser

Gly

520

Ala

Glu

His

Val

345

Tle

Lys

Ile

Lys

Ile

425

Asn

Leu

Tyr

Leu

hen

=110

Val

Val

54

Lys

Asp

330

Ala

Ala

Glu

Arg

Leu

410

Lys

Asp

Ile

Gly

Gln

480

Bhe

Thr

Phe

Val

ils

Trp

Thr

Gly

Asp

Asn

355

Asp

Asp

Arg

Thr

Lys

475

Gly

Lys

Asn

ABT

Ser

Agn

Ile

Gly

Gln

B0

Lys

Asn

Phe

Ile

Glu

460

Ly=

Asn

Tyr

Gly

Leu
540

Leu

Ala

Ile

Glu

363

Leu

Val

Leu

Gln

Ala

445

Fhe

Ala

Lau

Thr

Val

525

Pro

Leu

Thr

AET

350

Lys

Thr

Ser

Lys

430

Phe

Gly

Asp

Lys

hsn

510

Ser

Asp

Tyr

Val

335

Vval

Glv

Gly

FPhe

Glu

415

Asp

Val

Asn

Lys

His

495

Ala

His

Leu

Gly

320

Gly

His

Ile

Ser

Met

400

Lys

Ser

Ser

Gly

Ala

480

Rsp

Ser

Leu

Asn



Asn

5435

Ile

Phe

Lys

Gln

Glu

E25

Ly=

Ala

RAla

Asn

Lys

705

Ala

Lys

A=n

Leu

hla

Leu

Ala

Ala

E10

Lys

Met

Leu

Gln

Val

690

AsT

Lew

Lys

RSN

Ser
770

Rla

Lys

Ser

Val

535

Gln

Glu

Glu

Ile

Asn

875

Gly

Lys

Val

Lys

755

Val

Ile

Gly

Ser

580

Ala

Lys

Val

Ala

Asn

aed

Lys

Lys

Gly

zlu

740

Asp

Lys

Thr

Leu

565

han

Glu

Asp

Ala

Lys

645

Lys

Lys

Asn

Asn

Ser

725

AsSTL

Fhe

Rep

Ser

550

Ser

Lys

Ala

Leu

Lys

&30

Ser

Glu

Gly

Leu

Lye

710

Val

Leu

Ser

Val
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Leu

Fro

Glu

Lys

Glu
G615

Lys

Gln

Bla

Ile

Lye

635

Asp

Lys=

A=n

Lys

Ile
775

Val

Gln

Leu

Asn

600

Ly=

Leu

Ala

Asn

Lys

GEO

Asp

Phe

Rsp

Ala

Val

760

Tle

Arg

Glu

Val

585

Thr

Ser

Glu

Asn

Arg

665

Lrg

Fhe

Ser

Leu

Ala

745

Thr

Asn

55

Arg

Thr

570

Gly

Gly

Ser

Ser

650

Glu

Glu

Ser

Lys

Gly

730

Leu

Gln

Gln

Asp

555

Asn

Lys

Asn

Lys

Lys

B35

Gln

Ala

Lys

Ber

715

Ile

Asn

Ala

Lys

Leu

Lys

Ala

Tyr

Lys

520

Ser

Ls

Arg

Ser

Ser

Tao

Glu

Aszn

Glu

Lyvs

Val
TED

Glu

Leu

Asp

605

hrg

Gly

Asp

Ala

Aep

685

Phe

Glu

Fro

Fhe

Ser

TES

Thr

Rsp

Val

ABTL

5890

Glu

Glu

Asn

Ile

670

Lys

Rzp

Thr

Glu

Lys

750

AP

RAsp

Lys

Lys

E75

Ehe

Val

Arg

Lys

Ile

655

Thr

Leu

Glu

Leu

Trp

T35

Asn

Leu

Lys

Leu

560

Asp

Asn

Lys

Lieu

Asn

&40

Phe

Tyr

Glu

Fhe

Lys

720

Ile

Gly

Glu

Val



AsSp

THE

Gln

Aan

Val

Phe

BES5

Asn

Lys

Ile

Asn

Fro

945

Ser

Fro

Gly

Gly

Asn

Leu

Ser

@3lv

850

Ser

RAsn

Val

Tyr

Gln

930

Leau

Val

Fhe

Leu

Gly

Leu

Val

Ala

Ala

H3is

hAsn

Asp

Asn

hsn

Ala

215

Ile

Lys

Ser

Pro

Ser
995

Pro Phe Pro Leu Lys

Asn

Glu

Gln

820

Leu

Gly

Ile

Asn

Lya

200

Gln

Ala

Arg

Fro

Lau

SBO

Val

Gln

Gln

805

Gln

Tyvr

Leu

Lys

Asn

885

Lya

Yal

Ser

His

Glu

965

Lys

Ser

Ala

7490

Ala

Ala

Gln

Sex

Lys

870

Gly

Lya

Ala

Gly

RAep

950

Pro

Arg

Fro

ES 2 683 628 T3

Val

Leu

Gln

Ser

Lys

855

Glu

Leu

Bla

Lys

Leu

935

Lys

Ile

His

Glu

Ser Val

Ala Asp

ILya Asn
B2E

Val Lys
840

Bla Glu

Leu Asn

Lys Asn

Gly Gln

905

Lys Val

20

Gly Val

Val Glvy

Tyr Ala

Asp Lys
285

Ala

Lo

E1D

Glu

ABn

Ala

Ala

Ser

B0

Ala

Ahzn

Val

Asp

Thr

570

Val

Lys Ala
795

Lys Asn

hep Phe

Gly Val

Thy Thr
B0

Lys Leu
B7S

Thr Glu

Ala Ber

BAla Lys

Gly Gln

240

Leu Ser
985

Ile Asp

Gly Asp

Thr Gly hsp Fhe

B00

Fhe Ser Lys Glu

Bls

han Thr Gly Lys
830

Azn Gly Thr Leu

845

Leu Ser Lys Asn

3ly Asn Phe Asn

880

Pro Ile Tyr Ala

395

Pro Glu Glu Pro
910

Ile Asp Arg Leu

925

Ala Val Gly Phe

Lys Val Gly Gln

960

Asp Leu Gly Gly

875

Leu Ser Lys Val
990

Pro Ile Tyr Ala Thr Ile

1000

Arg His Asp Lvs Val

56

10405

hep Asp Leu

Gly Asp Leu



<210> 8

<211> 3726

<212> ADN

Ser

Asp

Gly

hla

Thr

Ala

Val

Leu

Tvr

Lye

Ser

Tle

Leu

1010

Lys
1025

RAen
1040

Rksn
1055

Asn
1070

Ser
1085

Arg
1100

Thr
1115

Asn
1139

Glu
1145

Ser
1160

Rep
1175

Thr
1190

Lys
1205

Arg
1220

Val

Leu

Leu

Fro

Leu

Ile

Gly

hsp

Tyr

hAsp

Val

Gly

Asn

Gly

Ser

Glu

Val

Ser

Asn

Met

Lys

hap

Ser

Lys

Tvr

Val

Thr

Lenu

Gln

Gln

Ser

hla

Ser

Leu

Ile

Lys

FPhe

Ser

Tyr

Asn

Lye

ES 2 683 628 T3

Ser

Ala

Thr

Leu

Lys

hzn

Thr

Val

Ile

Lys

Gly

Arg

Thr

ReEn

1015

Rl"g
1030

Val
1045

Ile
1060

Trp
1075

Leu
1020

Ile
1105

Gln
1120

hla
1135

Ely
1150

Phe
1165

Phe
1180

Leu
1195

Lys
1210

Ala
1225

Glu

Sex

Rsp

Ala

hAsp

Gln

Lys

His

Phe

Ser

Thr

Ala

Gly

Lya

57

Gln

Glu

Asn

Glu

AsSn

Ser

ASn

Asn

BB

Thr

Gln

Gly

Gly

Thr

Gln

Ala

Leu

Gly

Tyr

Gly

Pro

Val

Gln

Glu

Fhe

GZlu

Ser

Thr

1020

Leu Lys
1035

Ly=s Ala
1050

Lys Asp
1065

Ala Lys
1080

Ala Thr
1095

Ala Ile
1110

Glu Trp
1125

Gly Ser
1140

Lys Ser
1155

Leu AsSn
1170

Leu Ala
11E5

Asn Ala
1200

Lys Asn
1215

Pro Cys
1230

Gln

Gly

Sexr

Lys

AEn

Asn

Leu

Val

Met

ASn

Asn

Glu

Leu

Lys

Phe

Ala

Val

Ser

Glu

Lys

Pro

Lys

Ala

hla

His

Lys

Ile

Phe

Lys=

FPro

His

Lys

Leu

Leu

Asp

val

Fhe

Gly

Gly



<213> H. pylori

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<223> cepa H. pylori G27

<400> 8

aaggagaaac
accogoageoa
Cctttatttga
cttttgatgg
ccaaaaagaa
acaatcteat
accgaakbtttb
cgatcocgaaa
cagagbttitt
gaacggatca
daaaaaatgy
ACaaaaaaca
agccagatat
tgcttgatga
ttgagggtgt
acgctetgte
tattgtatge
ataaagacca
gtggottagt
aagaagacca
tagatttcat
agaaagaaaa
acgecctagg

taattactga

aatgactaac
atttatcaat
tcoctgatcaa
aatcteogoaa
teagtattrt
tgatgtggaa
cacaagttgy
ttttatggaa
gaaatoctgoo
aaagttcatg
agagootact
atcttctgat
agocactact
aaggggtaak
cgotgacatt
ttotgtgtta
gggcaatggt
acaaggtaac
catageoagat
actocacaggo
ggaaktbctt
attcogaaat
Jaakgategt

gtttggtaag
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gaaactattyg
aatcttcaag
aaaccaatcyg
ttaagggaag
tecagacttta
tcttoccacaa
gtgtcccatc
aatatcatac
aaacaatcett
ggcgtgtttyg
ggtggggatt
gtoaaagaag
accaccgaca
ttttotbtaaat
gatcctaatt
atggggagto
ggttttogag
aatgtggcta
gotgagaaag
tcacaacgag
gracaaaaca
gagattaagg
attgoctttyg

ggggatttga

accaacaacc
tagcttttct
ttgataagaa
aatactoccaa
tcaataagag
agagcttitea
aaaacgatccoc
aaccocctat
ttgcaggaat
atgaatcctt
ggttggatat
caatcaatcoa
tacaaggctt
tcactetbgy
acaagttcaa
ataatggeat
cocaagcacga
caataattaa
ggattaacaa
cattgagtca
atgobaaatt
atttccaaaa
tttectaaaaa

gotacactet

58

acaaaccgaa
taagcocbtgat
cgatagggat
taaagogato
caatgattta
gaaatttgag
gtctaaaate
ccatgatgac
tatcataggg
gaaagaaagg

cbttEtateca

‘agaaccagtt

accgoctgaa
cgatatbggaa
tcaattattg
agaacctgaa
ttggaacgoe
tgtgcatatg
coctagtttt
agaagagatc
agacaacttyg
agactctaag
agacccaaasa

caaagattat

gocggotttta
aacgctgtcg
aacaggcaaqg
aaaaatocota
atcaacaaaqg
gatcagcgtt
aacaccagat
aaagaaaaag
aatcaaatbcc
caagaagcag
tttatatbtg
cotcatgtes
toctagggatt
atgttagatyg
attcacaata
aaagtttcat
accgttggtc
aaaaacggca
tatctctaca
cgaaacaaasa
agogagaaag
gcttatttag
cattcageet

gggaaaaaag

60

1z0

1ED

240

300

360

420

480

240

G600

GEDd

720

T80

840

S00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



cagataaagc
gogbgatgtt
agagtgtagg
totttaattt
aggataaact
ttttgagoag
acgcotaaaaa
ctctaaggaa
goaacaaasa
cgttgatcaa
aagqgeateaa
ttagtaaatc
aaacgctaaa
caaaagttga
tcagcaaggt
atcaaaagat
cgggtgattt
aattggctca
atrcaateegt
aagoccacaac
ttggaaattt
ctaaagkibaa
aagttgctaa
gtggtgtagg
gtaaggtagyg
gacctttcoo
ttagecoctga
ggcatgataa
agaagattga

tagagcaaac

tttagatagg
tgbtgattat
cgttacgaat
goctgattta
aattgctaaa
caacaaagaa
cacaggcaac
acgagagcat
taaaatggaa
Laaagaggct
aagggaattyg
tttctgatgaa
agccottaaa
aaaccttaat
aacgcaagca
aacggataaa
cagtagggta
acaaactcaa
taagaatggt
tocbttoctaaa
caataacaat
taaaaagaaa
aaaggtaaat
graagoageg
gogatoggtt
tttgaaaadg
acceatteat
agttgatgat
caagtbogat

gatagacaag
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gagaaaaatg
btctaatttca
ggogbitooco
aataatecteg
ggatbgaccc
ttggttggaa
tatgacgagg
ttagagaaag
goaaaagete
aatagagacyg
totgataaac
ttcaaaaatg
ggctocggbga
goagetbtga
aaaagocgace
gttgatgate
gggcaagegt
aaaaatgaaa
gtgaacggaa
aacttbtogg
aacaataatg
acaggacaayg
goaaaaattg
ggebtoccth
agococtgaac
catgataaag
gotacaakbtg
ctcagtaagg
caageggtat

ctcaaagatt

tcactcttca
aatacaccaa
atttagacgc
ctatcactag
cacaagaagc
aagctttaaa
tgaaaaaagc
aagtagagaa
aagctaacag
caagagcaat
ttgaaaatat
goaaaaataa
aagacttagg
atgacttecaa
Ctgaaaatce
tcaatcaage
tagoogatot
gtttcaatgt
coctagtogg
acatcaagaa
ggctoaaaaa
tagctageocoe
accaactcaa
tgazaaggoa
ccatttatge
ttgatgatct
atgatctegg
tagggctttc
cagaagetaa

ctgcaaaata

59

aggtaaccta
cgockocaag
aggctbtage
tttegtaagg
caataagctt
cbtcaataaa
tcagaaagat
aaaattggag
ccaaaaagat
cactbacgot
Cadcaagaat
ggatttcage
tatcaatocog
aaatggcaaa
cgttaaagat
gygtatcagtyg
caaaaattte
Lggaaaaaaa
taatgggtta
agagttgaatc
cagcacagaa
tgaagaacce
tcaagcagoa
tgataaagtt
tacaattgalt
cagtaaggta
cggaccttbte
aagggagcaa
agtaggttat

caataccatg

aaacatgatg
aatcccaata
aaggtagctyg
cggaacttag
atcaaagatt
gctgtagctg
cttgaaaaat
agcaaaagog
gagatttttg
caaaatctta
ttgaaagact
aaggcagaag
gaatggattt
aataaggatt
gtgatcatca
getaaagoaa
tcaaaggagc
tctgaaatat
tetcaageag
goaaaacttt
cccatbtttatg
attktatgete
agtggtttog
gatgatctca
gatctoggog
gggcgatogg
cottbgaaaa
caattgaaac
trbggoaate

aatctatggg

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

000

3060

3lz20

3180

3240
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<210>9

ctgaaagtge
acagocacac
gtatgetaac
ataatgtgag
tgaaagatta
ttaagtckag

cgggggaaaa

cttaaaggat

Etttaa

<211> 1294

<212> PRT

<213> H. pylori

<220>

aaaaaaagtg
acgcattaat
gcaaaaaaac
aagcgttect
ttctgattcg
cettacgeoaa
tgocggageat

taaggaatac

<221> CARACTERISTICA_MISC

<223> cepa H. pylori G27

<400> 9

Met

EFlu

Ile Gln

Gln

ES 2 683 628 T3

coetgotagtt
agcaatatoc
cobgagtgge
ttgtcagagt
ttocaagtitt
tttttagceoa
ggaatcaaaa

cCaaaaacgca

Thr

His Arg

cgtcagegaa
aaaatggagc
tcaagotegt
atgataaaat
ccaccaagtt
atgoatttte
atgttaatac

aasaccgooe

Met
10

Lys

attggacaat
aatcaatgaa
gaatgataag
tggettcaac
gaacaatget
tacaggatat

aaaaggtggt

cttgotaaaa

Asn Arg

Pro

tacgeotacta
aaagcgaccg
atcgtbgeac
cagaagaata
gtaaaagaca
tactgotogg
ttoccaaaaat

gocagggggtt

Val
15

Leu

Ser

Leu

Ala

Ala

Leu

65

Val

Glu

Val

Ala

Lys

Trp

Tyr

Leu

Fhe

i5

Gly

Gln

Asp

hla

20

Fhe

Thr

Ala

Ile

Gly

Thr

Ala

zlu

Gln
BE

Ala

Thr

Val

Glu

70

Ala

Leu Tyr Lys

100

Leu

Val

Gly

55

Ala

Gly

Ser

Ile Ser

25

Ile Ile

a0

Thr Val

han Lys
Gly

Lys

Leu
1058

Leu

60

Ala

Fro

Ser

hAan

Fhe

a0

Ser

Ile

Ala

Gly

Pro

75

Asn

Ser

Pro

Ile

Leu

60

Rgp

Glu

Lys

Gln

Val

45

Liew

Lys

Fhe

Ile

Glu

30

Gly

Ser

Fro

Pro

Rsp
110

Ser

Gly

Trp

hzp

Azn

25

Gly

His

Ile

Gly

Lys

ao

Lys

Gly

3300

3360

3420

3480

1540

1600

1660

1720

3726



Trp

Trp

Leu

145

Gln

Ser

Lys

Ser

Ser

228

Gly

Val

Tyr

His

ser

305

Leu

hAsn

Asp

Asn

130

Ser

Ly=

Tyr

Asn

Gly

219

Glu

Ala

Trp

Ser

Leu

299

Asn

Asn

Thr

Trp

115

Lys

Gly

Ala

Lys

Ile

1335

Ala

Gly

Thr

Met

Thr

275

Thr

Lys

Ile

Pro

Gly

Lewu

Lau

Thr

Asp

180

Ser

Gly

Ile

Leu

Gly

260

Ile

Val

Thr

Ile

Ser
340

Glu

Arg

Leu

165

Ala

Ile

Arg

Thr

Asn

245

Arg

Asn

Gly

His

hAla

ias

Gln

Ala

Val

Asn

150

Arg

Ala

Azp

Lys

Ser

230

Leu

Thr

Asp

Il=

310

Pro

Ser
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Ala

Asp

138

Fhe

Leu

Rsp

A=sn

Ala

215

Asp

Ala

Gln

Ser

Lys

2495

Gly

Pro

Gly

Arg

120

Met

Thr

Gly

Arg

Phe

200

Ser

Lys

Ser

Tyr

Lys

280

Asn

Thr

Glu

Thr

His

Lys

Gly

Gln

Thr

185

Val

Ser

Asn

Ser

Val

265

Val

Ala

Leu

Gly

Lya
345

61

Tyr
Asp
Gly
Fhe
170
Thr
Glu
Thr
Ala
Ser
250
Gly
Thr
Ala
Asp
Gly

330

Asn

Trp

Ala

Azp

155

Asn

Arg

Ile

Val

Glu

235

val

Ala

Gly

Gln

Leau

315

Tyr

Asp

Val

Val

140

Leu

Gly

Val

Aan

Leu

220

Ile

Lys

Tyr

Glu

Ala

300

Trp

Lys

Lys

Ly=

125

Gly

Lsp

Asn

Asn

Asn

205

Thr

Ser

Leu

Lieu

Val

285

Gly

Gln

Asp

Asn

Gly

Thr

Val

Ser

Fhe

130

Arg

Leu

Met

Ala

270

Asn

Il=

Ser

Lys

Glu
350

Gly

Tyx

Asn

Fhe

175

ASTL

Val

Gln

Tyr

Gly

255

Prao

Phe

Ila

Ala

Fro

315

Ser

Gln

Lys

Met

160

Thr

ABla

Gly

Ala

Asp

240

Asn

Ser

Asn

Ala

Gly

120

Asn

Ala
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Lys Asn Asp Lys Gln Glu Ser Ser Gln Asn Asn Ser Asn Thr Gln Val
g5 380 385

Ile Asn Pro Pro Asn Ser Thr Gln Lys Thr Glu Ile Gln Pro Thr Gln
370 378 3ED

Val Ile Asp Glv Pro Phe Rla Gly Gly Lys Asp Thr Val Val Asn Ile
385 390 395 400

Asn Arg Ile Asn Thr Asn Ala Asp Gly Thr Ile Arg Val Gly Gly Fhe
405 410 415

Lys Ala Ser Leu Thr Thr &sn Ala Ala His Leu His Ile Gly Lys Gly
420 425 430

Gly Val Asn Leu Ser Asn Gln Ala Ser Gly Arg Thr Leu Leu Val Glu
435 440 445

Asn Leu Thr Gly Asn Ile Thr Val Asp Gly Fro Leu Arg Val Asn Asn
450 455 460

Gln Val Gly Gly Tyr Ala Leu Ala Gly Ser Ser Ala Asn Phe Glu Phe
465 470 475 480

Lvs Ala Gly Val Rsp Thr Lys Asn Gly Thr Ala Thr Phe Asn Asn Asp
485 490 495

Ile Ser Leu Gly Arg FPhe Val Asn Leu Lys Val Asp Ala His Thr Ala
500 505 510

Asn Phe Lys Gly Ile aAsp Thr Gly Asn Gly Gly Phe Asn Thr Leu Asp
515 520 525

Fhe Ser Gly Val Thr Asp Lys Val Asn Ile Asn Lys Leu Ile Thr Ala
530 535 540

Ser Thr Asn Val ARla Val Lys hsn Phe Asn Ile Asn Glu Leu Ile Val
545 550 5558 560

Lyas Thr Asn Gly Ile Ser Val Gly Glu Tyr Thr His Phe Ser Glu Asp
565 570 575

Ile Gly Ser 3ln Ser Arg Ile Asn Thr Val Arg Leu Glu Thr Gly Thr

62
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580 SES 530

Arg Ser Ile Phe Ser Gly Gly Val Lys Phe Lys Ser Gly Glu Lys Leu
585 600 505

val Ile Asp Glu Phe Tyr Tyr Ser Fro Trp Asn Tyr Fhe Asp Ala Arg
510 615 620

Ben Val Lys Rsn Val Glu Ile Thr Arg Lys Fhe Ala Ser Ser Thr Pro
625 630 635 a4l

Glu Asn Fro Trp Gly Thr Ser Lys Leu Met FPhe Asn Asn Leu Thr Leu
645 650 655

Gly Bln Asn Ala Val Met Asp Tyr Ser Gln Phe Ser Asn Leu Thr Ile
&60 a65 670

Gln 3ly Asp Phe Ile Asn Asn Gln Gly Thr Ile Asn Tyr Leu Val Arg
675 &80 BRS

@ly 3ly Lys Val Ala Thr Leu Ser Val Gly Asn Ala Ala Ala Met Met
690 625 T00

Phe Asn Asn Asp Ile Asp Ser hla Thr Gly Phe Tyr Lys Pro Leu Ile
705 710 715 720

Lys Ile Asn Ser Ala Gln Asp Leu Tle Lys Asn Thr Glu His Val Leu
725 730 735

Leu Lys Ala Lys Ile Ile Gly Tyr Gly Asn Val Ser Thr Gly Thr Asn
740 745 750

Ser Ile Ser Asn Val Asn Leu Glu Glu Gln Phe Lys Glu Arg Leu Ala
755 760 765

Leu Tyr Asn Asn Asn Asn Arg Met Asp Thr Cys Val Val Arg Asn Thr
770 775 T80

Rsp Asp Ile Lys Ala Cys Gly Met RAla Ile Gly Asn Gln Ser Met val
TBS 720 795 800

Asn Asn Pro Asp Asn Tyr Lys Tyr Leu Ile Gly Lys Ala Trp Lys Asn
ans B10 815
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Tle Gly Ile Ser Lys Thr Ala Asn Gly Ser Lys Tle Ser Val Tyr Tyr
220 B25 B30

Leu Gly Asn Ser Thr Pro Thr 3lu Asn Gly Gly Asn Thr Thr Asn Leu
835 840 245

Pra Thr Asn Thr Thr ksn hsn Ala Arg Ser Ala hsn Tyr Ala Leu Val
850 855 860

Lys Asn Ala Pro Phe Ala His Ser Ala Thr Pro Asn Leu Val Rla Ile
BG5S B70 875 880

Asn Gln His Asp Phe Gly Thr Ile Glu Ser Val Phe Glu Leu Ala Asn
B85 830 895

Ary Ser Lys Asp Ile Rsp Thr Leu Tyr Thr His Ser Gly Val Gln Gly
500 305 910

Arg RBsp Leuw Leuw Gln Thr Leu Leu Ile Asp Ser His Asp Ala Gly Tyr
915 920 925

Ala Arg Gln Met Ile Asp Asn Thr Ser Thr Gly Glu Ile Thr Lys Gln
330 935 940

Leu Asn Ala Ala Thr Asp Ala Leu Asn Asn Ile Ala Ser Leu Glu His
345 a50 355 260

Lys Thr Ser Gly Leu Gln Thr Lew Ser Leu Ser Asn Ala Met Ile Leu
965 270 975

Aszn Ser Arg Leu Val Asn Leu Ser Arg Lys His Thr Asn His Ile Asp
980 a8s 990

Ser Phe Ala Gln Arg Leu Gln Ala Leu Lys Gly Gln Arg Phe Ala Ser
945 1000 1005

Leu Glu Ser Ala Ala Glu Val Leu Tyr Gln Phe Ala Pro Lys Tyr
1010 1015 1020

Glu Lys Pro Thr Asn Val Trp &la Asn Ala Ile Gly Gly Rla Ser
1025 1030 1035

Leu Asn Asn Gly Gly Asn Ala Ser Leu Tyr Gly Thr Ser Ala Gly
1040 1045 1050
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Val

Phea

Ile

Leu

Gln

Thr

L

Ser

Gly

Rla

Gly

Ser

Thr

Glu

Asp
1058

Gly
10740

Asn
1085

Phe
1100

Gly
1115

hAsp
1130

.I'-!J‘_"g
1145

Val
1160

Thr
1175

Ser
1130

AYg
12058

Val
1220

Leu
12358

His
1250

Val
1265

Bla

Ser

Ser

Ala

Ser

Leu

Ala

Leu

Asn

Bar

TyT

Leu

Azn

Fhe

Tyr

Tyr

Gly

Asn

hap

Asn

Ser

Lys

Phe

Sar

Tyr

Gln

Thr

Arg

Leu

Leu

Gly

Ala

Gln

Gln

Gln

Tyr

Pro

Lys

Gle

Tyr

Glu

The

Val

Asn
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AEnN

TyT

ASBD

His

Ser

Ser

Gly

Ser

Ser

His=

Gly

Phe

Lys

Melt

Leu

Gly
1060

Ser
1078

Asn
1090

Glu
1105

Ser
L1z0

Tyr
1135

Tvr
1150

Val
1165

Ser
1180

Leu
1195

AsSD
1210

Mhla
1225

Val
1240

Melb
1255

Gly
1270

Glu

Ser

Ala

Phe

Leu

His

Asp

Gly

Ser

Phe

Thr

Arg

Aan

Gly

Val

65

Val

Phe

Asn

Asp

Azsn

Tyr

Phe

Val

Asn

Asn

Ser

Fhe

Thr

Gly

Val

Glu

Ser

Phe

Fhe

Fhe

Leu

Ala

Ser

Gln

Ala

3ly

Ala

Glu

TyrE

Ala

Asn

Gly

Glu

Lys

Lla

Fhe

Tyr

Val

Asn

Fhe

Sar

Arg

Leu

Leu

Ile
10&5

Arg
1080

Val
1085

Ala
1110

Sar
1125

Tyr
1140

Fhe
1185

Asn
1170

Ala
1185

Ela
1200

Tyr
1215

Asn
1230

Asn
1245

Gln
1260

His
1275

Val

Ala

Tyr

zln

Ala

Ser

Arg

His

Leu

Asn

Met

Asn

Pro

Asn

Gly

Asn

Ser

Gly

Leu

Ala

Asn

Leu

Lys

Val

Az=n

Ala

Leu

hla

Leu

Gly

Ser

Arg

REla

Lieu

Ala

Ala

Gly

Asn

Glu

Rla

Ala

Azn

Lys=

Ile



10

Ser Asn
1280
Fhe
<210> 10
<211> 3885
<212> ADN

<213> H. pylori

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<223> cepa H. pylori G27

<400> 10

atggaaatac
ggagcgitaa
attccageca
cttagetggg
gtttggcgca
tacaaatcoc
cattattggg
gogacttata
caaaaagoca
goggctgate
ghagazatca
actttgcaag
ggcgocacgc
cgtbbgeaat
gtaacagggyg
ggcattateg
ttaaacatta
caaagtggca

caaaataakta

aAacaaacaca
ttagogocat
ttgttggggg
ggctcaaaca
ttcaagoagg
ttttatccag
tcaaaggcgg
aactatcagg
ctttacgett
goaccacgayg
ataatcgtgt
ctbtcagaagg
tcaatttggco
acatgagage
aagtgaattt
chagcaacaa
Logotectoo
ctaaaaacga

gtaacactca

ES 2 683 628 T3

Ile Gly His Phe Ala

Ser Asn Leu Gly Met Arg Tyr Ser

1285

cogcaaaateg
accgoaagaa
tatcgocaca
agcocogaagaa
aaaaggctbt
taagattgat
goaatggaac
gocttagaaac
gggccaatte
ggtgaattte
gggbtctgga
gatsactage
Ctcaagcage
gbattbaggec
taaccacctc
gactcatatt
cgaaggtgge
caaaaatgaa

ggtcattaac

aatogoccctt
agtecatgoog
ggcaccgctg
gcgaataaaa
aatgaattoc
ggaggttogy
aagcttgaag
tttactggtyg
aatggcaatt
aacgctaaaa
googggagga
gataaaaacyg
gttaaattaa
cotbeataca
actgttggcg
ggcacactgg
tataaggata
agogetaaaa

ccacccaata

66

1250

tagtttctot
cottttbcac
taggaacggt
accoggacaa
ctaacaagga
actgggggaa
tggatatgaa
gggatttaga
ctttcacaag
atatctcaat
aagccagcte
ctgaaatttes
tgggtaatgt
geacgataaa
ataaaaacgc
atttgtggca
aacctaataa
acgacaaaca

gracgcaaaa

cgttttagca
gaccgtgate
cteocagggett
accocgataaa
atacgactta
cgocgotagy
agacgctgta
tgtcaatatyg
ctataaggat
Cgataatttot
Cacggttttg
tetttatgat
gtggatgggce
cacttcaaaa
cgctcaagog
aagegocyggyg
taceecttet
agagagcagt

aacagaaatt

60

120

180

240

300

360

420

480

E40

800

G660

720

TEO

840

300

260

lo2a

1080

1140



caacccacgeo
aaccgcatca
accaccaatg
agcgggogca
agagtgaata
aaggctggtyg
agatttgtga
aatggtggtt
ctoatcacygy
aaaaccaatg
ccgogoatca
aaatttaaaa
tttgacgcta
gaaaacccotlt
gteoabggact
ggcactatca
gragetatga
aagattaaca
atcattggtt
gagcaattca
gtgcocgaaata
aataaccctyg
aaaacggckta
~aatggtggeoa
tacgoocotoyg
aatcagcatyg
attgacacge
attgatagoc
atcaccaaac

aasaaccagog

aagtoattga
acactaacge
cggotoattt
cecottttagt
atcaagtggg
Eggatactaa
atttaaaggt
teocaacacctt
cttocactaa
ggataagtgt
ataccgtgcg
goggogaaaa
ggaatgttaa
ggggcacatce
atagtecaatt
actatctggt
tgtttaataa
gtgctcaaga
atggtaatgt
aagagogeoot
ctgatgacat
acaattacaa
acggoctctaa
ataccaccaa
Lgaagaacgc
attttggeac
tttabtactca
atgatgoggyg
aattgaatge

goblLgoaaac

ES 2 683 628 T3

tgggoctere
tgatggcacyg
goatatoggco
ggaaaatcta
tggctatget
asacggoaca
ggatgoteat
agattttagt
Lgtggocgtt
gggggaatac
tktggaaact
attggttata
aaatgttgaa
aaaacttatg
ttocaaattbta
cogaggeggy
tgatatagac
tcbecatbaaa
ttotacaggt
agooctbtat
taaagcatgo
gtatcttate
aatttocggty
cttacccace
toccttoteget
tattgaaagc
ttecaggogtyg
ttatgoccaga
ggccactgac

tttgagoetiig

gcgggcgygca
attagagtgg
aaaggeggty
accgggaata
Ltggcaggal
gocacttteoa
actagctaatt
ggtottacag
aaaaacttca
actcatbtta
ggcactaggt
gatgagtttt
atcaccagas
tttaataatc
accatccaag
aaagtggcaa
Agogogaccy
aatacagage
accaatagea
aacaacaata
ggtatggcta
ggtaaggeat
tattatttag
aacaccacta
cacagtgcca
gtgtttgaat
caaggtaggg
caaatgattyg
gotttaaaca

agtaatgoga

67

aagacacggt
gagggtttaa
tcaatcrgto
tcacocgtibga
caagogogaa
ataacgatat
ttaaaggtat
acaaagteoaa
acattaatga
gegaagatat
caatcbttbe
actatagccc
aattegeotee
taaccctggg
gggattttat
cottaagogt
gattttacaa
atgtttbttattc
ttagtaatgt
accgoatgga
tcggoaatca
ggaaaaatat
geaatbctac
ataatgcgeyg
cboctaattt
tggcotaacog
atctocttaca
ataacacaaqg
acatagocag

tgattttaaa

tgtcaatatc
agcttotett
caatcaagcg
tgggecktta
tbttgaattt
tagectggga
tgatacgggt
tatcaacaag
attgattgtt
aggcagtcaa
tgggggtgte
ttggaattat
LECcaAACCooa
tocaaaatgoyg
caacaatcaa
aggoaatgoa
accgctcato
gaaagcgaaa
taatctagaa
tacttgkbgtyg
aagcatggtg
aggecatoagt
gectactgag
ttctgotaac
agktogotate
ctctaaagat
aacctkbakbtyg
caccggtgaa
tttagagcat

ttotcgtita

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2480

2520

2580

2640

2700

2760

28240

2880

2940



gtcaatctct
ttaaaaggce
cctaaatatg
aatggcggca
gaagtggaag
gcgaactcte
gctaaccagc
ttgaatttca
agegetgcaa
ttaaaaccaa
agcaatcaag
aatgtggaag
ttacaagagt
aataccgcte
ttagctaaag

ataggccatt

<210> 11
<211> 546
<212> PRT
<213> H. pylori

<220>

ccaggaagca
aaagattcgce
aaaaacctac
acgcttcatt
ccattgtggg
ttaactctgg
atgaatttga
aaagtgctet
caagagcgag
gcgtgggegt
tggctttgaa
cgcgectatta
tegetegett
gcaacccttt
aagtgttttt

tcgcttccaa

<221> CARACTERISTICA_MISC

<223> cepa H. pylori G27

<400> 11

ES 2 683 628 T3

caccaaccat
ttctttagag
caatgtttgg
gtatggcaca
cgggtttgga
ggctaataac
ttttgaaget
actgcaagat
ctatggttat
gagctataac
aaatggctcet
ttatggggac
tggatctaat
aaatacccat
gaatttgggc

tttaggaatg

attgactcgt
agcgeggcag
gctaacgcta
agtgececggtg
agctatggtt
gctaattttg
caaggggcgce
ttgaatcaaa
gactttgegt
catttaggtt
agcagtcagc
acttcatact
aacgccgcgt
gccagagtga
gttgtttatct

aggtatagtt

68

tegeteaacyg
aagtgttgta
ttgggggagce
tagacgctta
atagctcttt
gcgtgtatag
tagggagtga
gctatcatta
ttttcaggaa
caaccaactt
atctattcaa
tctatatgaa
ctttaaacac
tgatgggtgg
tgcacaattt

tctaa

cttacaagct
tcaatttgce
gagcttgaat
ccttaatggg
tagtaatcgt
ccgtattttt
tcaatcaagc
tttagcctat
cgetttagtyg
taaaagcagc
cgctaacgcet
cgctggagtt
ctttaaagtg
ggaattgcaa

gatttccaat

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3885



Met Ala Lys Glu Ile
1 5

Glu Gly val Arg Gln
20

Arg Gly Arg Asn Val
is

Thr Lys Asp Gly Val

Lys

Le

Leu

Ser

ES 2 683 628 T3

Phe Ber Asp Ser

10

His Asp Ala Val

25

Ile Gln Lys Ser

Val

40

Ala Lys Glu

69

Ala Arg Asn

Lys

Yal Thr

Tyr Gly Ala

Ile

45

Glu Leu

Leu

Met
in

Leu
15

Gly

FPro Ser

Ser

Phe

Pro

Ile

Fro



ES 2 683 628 T3

50 55 &0

Val Ala Asn Met Gly Ala Gln Leu Val Lys Glu Val Ala Ser Lys Thr
65 70 75 a0

Ala Asp Ala Ala Gly Asp Gly Thr Thr Thr Ala Thr Val Leu Ala Tyr
BS 80 25

Ser Ile Phe Lys Glu Gly Leu Arg Asn Ile Thr Ala Gly Ala Asn Pro
100 105 110

Ile Glu Val Lys Arg Gly Met Asp Lys Ala Ala Glu Ala Ile Ile Asn
115 120 125

Glu Leu Lys Lys Ala Ser Lys Lys Val Gly Gly Lys Glu Glu Ile Thr
130 135 140

Zln Val Ala Thr Tle Ser Ala h=sn Ser Asp His Asn Ile Gly Lys Leu
145 150 155 160

Ile Ala Asp Ala Met Glu Lys Val Gly Lys Asp Gly Val Ile Thr Val
165 170 175

Glu Glu Ala Lys Gly Ile Glu Asp Glu Leu Asp Val val Glu Gly Met
180 185 150

Gln Fhe asp Arg Gly Tyr Leu Ser Pro Tyr FPhe Val Thr Asn Ala Glu
125 200 205

ILys Met Thr Ala Gln Leu Asp Asn Ala Tyr Ile Leu Leu Thr Asp Lys
210 215 220

Lys Ile Ser Ser Met Lys Asp Ile Leu Pro Leu Leu Glu Lys Thr Met
225 230 235 240

Lys Glu Gly Lys Pro Leu Leu Ile Ile Ala Glu Asp Ile Glu Gly Glu
245 250 2535

Ala Leu Thr Thr Leu Val Val Asn Lys Leu Arg Gly Val Leu Asn Ile
280 265 270

Ala Ala Val Lys Ala Pro Gly Phe Gly Asp Arg Arg Lys Glu Met Leu
275 280 285

70



Lys

Gly

ins

His

Ala

Ala

Glu

ags

Ala

Glu

Ala

Glu

485

Lys

Glu

Thr

Asp

£290

Lew

Ile

Ser

Ser

Lys

370

Val

Thr

Leu

Lys

Gln

450

Val

Arg

Thr

Ile

Ser

Val

hap

Thr

355

Leu

Glu

Lys

Ile

Val

435

Ile

Glu

Val

Il=

Glu
515

Ala

Ile

Asp

3440

sSer

Meat

Ala

Arg

420

Gly

Ala

Lys

Asp

Ala

500

Ala

Val

Glu

Lep

325

Val

Ser

Gly

Lys

Ela

405

Ala

Tvxr

Ile

His

Met

4B5

Leu

Thr

ES 2 683 628 T3

Leu

A

310

Ly=

Lys

hsp

Gly

Gl

390

Val

Ala

Glu

hEn

Glu

470

FPhe

Gln

Val

Thr
295

Ela

Aszp

Tyr

Val

375

Lys

Glu

Gln

Ile

Ala

455

Gly

Lys

Asn

His

Gly

Glu

h=n

Arg

Asp

3ed

Ala

Lys

Glu

Ly=

Ile

440

Gly

His

Glu

Ala

Glu
520

Gly

Val

Thr

Val

345

Lys

val

Asp

Gly

Val

425

Met

Tyr

Phe

Gly

Val

505

Ile

71

Gln

Glu

Thr

330

Ala

Glu

Ile

Arg

Ile

410

His=

Arg

Asp

Gly

Ile

430

Ser

Lys=

Val

Phe

il5

Ile

Gln

Lys

Lys

Val

i35

Val

Leu

Ala

Gly

Phe

475

Ile

Val

Glu

Ile

300

Leu

Val

Ile

Leu

Val

280

Asp

Ile

Asn

Ile

Gly

460

Asn

ASp

Ser

Glu

Serx

Gly

Lys

Gln

365

Gly

ASp

Gly

Leu

Lys

445

Val

Ala

Pro

Ser

Ly=s
525

Glu

Liys=

Gly

Thr

350

Glu

Ala

Ala

Gly

His

430

Ala

Val

Ser

Leu

Leu

510

Ala

Glu

Ala

Lysa

335

Gln

Arg

Ala

Leu

Gly

415

ABp

Pra

Val

Lys
455

Leu

Ala

Leu

Gly

320

Gly

Ile

Leu

Ser

Ser

400

Ala

Asp

Leu

AST

Gly

480

Val

Leu

Pro
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Ala Met Pro Asp Mebk Gly Gly Met Gly Gly Met Gly Gly Met Gly Gly

10

72

530 235 540
Met Met
545

<210> 12

<211> 1641

<212> ADN

<213> H. pylori

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<223> cepa H. pylori G27

<400> 12
atggeaaaay aaatcaaatt ttcagatagt goaagaaaco tbttatttga aggogtgaga &0
caactccatg atgotgtoaa agtaaccatg gggocaagag goaggaabgt gbtgattcaa 120
aaaagctatg gogotocaag catcaccaaa gatggogtga gogtggotaa agagatitgaa 180
ttaagttgoe cggtggetaa catgggoget caactogtta aagaggtagc gagcaaaacc 240
gectgatbtgotg coggogatgy CcacgacCcaca gogacogtgo tggottatag catttttaaa 300
gaaggtttga ggaatatcac ggotggggct aacoctattg aagtgaaacg aggoatggat 360
aaagcogctg aagogatcat caatgagobt aaaaaagoga goaaaaaaygb aggcgglLaaa 420
gaagaaatca coccaagtagc gaccatttet gecaactccg atcacaatat cgggaaacte 480
atcgetgacyg ctatggaaaa agbgggtaaa gatbggocgbtga tecactgttga agaggotaag 540
ggoattgaag acgaattaga tgtogtagaa ggoatgcaatb ttgatagagg ctatctoctoo a0
cottattttg taacgaacgc tgagaaaatg accgcbcaabt tggataacge ttacatoctt 6&0
ttaacggata aaaaaatcte tageoatgsaa gacatoccoctoo cgotattgga aaaaaccatg T20
aaagagqgaca aaccgctttt aatcatogeot gaagacattg agggogaage tttaacgact 780
ctagtggtga ataaattaag aggogtgttg aatatogcag cggttaaagc tocaggobtt 840
ggggacagga gJgaaaagaaat gotcaaagac atogobgttt Caaccggogyg bcaagtcatt S00
agcgaagaat tgggettgag tctagaaaac gotgaagtgyg agtttttagg caaagoogga 96l
aggattgtga ttgacaaaga caacaccacg atcgtagatg goaaaggoca tagogatgat 10240
gttaaagaca gagtecgogoa aatcaaaaco caaattogoaa goacgacaag cgattatgac 1080
aaagaaaaat tgcaagaaag gttggocaaa ctctctggog gbgtggotgt gattaaagtyg 11440
ggcgetgeoga gtgaagtgga aatgaaagag aaaaaagaco gggbggatga cgeogbtgage 1200



10

gogactaaag
gocggotcaaa
atgocgegoca
gtaggtegtga
aagtatgtag
ttgcaaaatg
atcaaagaag

ggcatgggcog

<210>13

<211> 265

<212> PRT

<213> H. pylori

<220>

cggoggttga
aagtgcocatck
ttaaagcceoo
atgaagtaga
acatgtttaa
cggtttoggt
aaaaagogge

goatgatgta

<221> CARACTERISTICA MISC

<223> H. pylori 26695

<400> 13

ES 2 683 628 T3

agaaggcatt
gaatttacac
attagctcaa
aaaacacgaa
agaaggcatt
ttcaagcctyg
cooggoaatg

a

gtgattggcyg
gatgatgaaa
atcgectatoa
gggoattitg
attgacceet
cttttaacca

ccbgatatgg

73

gogatgcgge
aagtgggota
atgccggtta
gbtttbaacge
taaaagtaga

cagaagccac

gtggcataggyg

tocttattege
tgaaatcateo
tgatggcggt
Lagcaatggc
aaggateget
cgbtgocatgaa

cggtatggga

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1820

1641



Met

Gly

Asp

Ile

Val
65

Lys

Lys=s

Rla

Ile

Ala

Asn

Leu

50

Ile

Asp

Ser

L

Leu

Ala

Leu

35

Glu

Glu

Gly

AsSn

Arg

Fro

20

Val

Il=

Asp

Asn

Asp

100

Bla

Lys

Ser

Lys

Pro

Leu

B85

Val

Thr

Ser

His

Val

Pro

Asp

Ta

Ile

Gln

Gln

ES 2 683 628 T3

Val

Sar

Ile

Leu

55

Thr

Ile

Leu

Gln

Leu

Val

Glu

40

Lys

Lye

Gly

Val

aAsn

Ser

Sar

25

Lys

Ser

Leu

Ala

10%

Ser

74

Ala

10

Rla

Gln

Ser

Asn

Ser

20

Glu

Ala

Leu

Asn

Thr

Gln

Ile

75

Asn

Thr

Lys

Lau

AsSp

Asn

Aap

&0

Pro

Ile

Aszn

Leu

Leu Val

Lys Arg
30

Lys Lys
45

Leu Lys

Leu Val

Phe Phe

Gln Lys

110

Asn Ala

Gly
15

Val

Val

Ser

85

Val

Ile

Leu

Gln

Arg

Val

Ser

80

Asn

Gln

Fhe



ES 2 683 628 T3

115 120 125

Asn Glu Ile Pro Ala Asp Tyr Ala Ile Glu Leu Pro Ser Thr Asn Ala
130 138 140

Ala Asn Lys Asp Lys Ile Leu Tyr Ile Val Ser Asp Fro Met Cys Fro
145 150 155 1le0

His Cys Gln Lys Glu Leu Thr Lys Leu Arg Asp His Leu Lys Glu Asn
185 170 175

Thr Val Arg Met Val Val Val Gly Trp Leu Gly Val Asn Ser Ala Lys
180 185 180

Lys aAla Ala Leu Ile @ln Glu Glu Met Ala Lys Ala Arg Ala Arg Gly
155 200 205

Ala Ser Val Glu Asp Lys Ile Ser Ile Leu Glu Lys Ile Tyr Ser Thr
210 215 220

Gln Tyr Asp Ile Asn Ala Gln Lys Glu Pro Glu Asp Leu Arg Thr Lys
225 230 235 240

Wal 31lu Asn Thr Thr Lys Ly= Ile Phe Glu Ser Gly Val Ile Lys Gly
245 250 255

Wal Pro Fhe Leu Tyr His Tyvr Lys Ala
260 265

<210> 14

<211> 798

<212> ADN

<213> H. pylori

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC
<223> H. pylori 26695

<400> 14

75



atgatattaa
aaacattcag
aaacagacca
ttaaaaatgg

aaggaktggta

gtgcaattag
agocgogaaat
totactaaeg
cattgccaaa
gtegtggtyg
atggcgaaag
atttatteca
gtggaaaata

taccattata

<210> 15

<211> 325

<212> PRT

<213> H. pylori

<220>

gagogagtygt
tttcagetaa
ataaaaaggt
tegttattga

acttaatcat

ttgoagaaac
tgaacgctat
ctgreaaataa
aagagctcac
gotggcttgg

ctagggctag
cocaatacga
ccactaaaaa

aggcatga

<221> CARACTERISTICA_MISC

<223> H. pylori J99

<400> 15

ES 2 683 628 T3

gttgagogoy
tgacaaacgg
gegtatbtta
agatccggac

agggcttage

caatcaaaad
ttttaatgaa
ggataaaatc
taaacttagg
ggtcaattca
gggagogagc
tattaacgot

gatttttgaa

ttacttcttg
atgoaggata
gaaatcaaac
actaaataca

aacatattet

gbtcaagcto
ataccggebg
cbttatattyg
gatcatttaa
gotaaaaaaqg
gbggaagata
caaaaagage

tctggogtga

76

taggcttagg
atttagtgag
ctttaaaatc
atatcoceget

ttagcaataa

ttaacgocac
attatgcgat
tctobgatec
aagaaaacac
cggctttaat
agatctotat
ctgaagattt

ttaagggtygt

gygcagocooct
cgbgakttgaa
tagoccaggat
tgtggtgagk

aagcgatgat

ccaacaaaat
agagttgooeo
catgtgcoca
cgtgagaatyg
ccaagaagaa
tocttgaaaag
acgcactaaa

gccttbctta

a0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

798



ES 2 683 628 T3

Met Pro Thr Ile &sp Phe Thr Phe Cys Glu Ile Asn Pro Lys Lys Gly

Fhe Gly Gly Ala Asn Gly Asn Lys Ile Ser Leu Fhe Tyr Asn Asn Glu
20 25 30

Leu Tyr Met Val Lys FPhe Pro Pro Lys Pro Ser Thr His Lys Glu Met

Ser Tyr Thr RAsn Gly Cys Phe Ser Glu Tyr Val Ala Cys His Ile Val
20 a5 &0

Bzn Ser Leu Gly Leu Lys Val Gln Glu Thr Leu Leu Gly Thr Tyr Lys
a5 T0 75 B0

ARsn Lys Ile Val Val Rla Cys Lys Asp Phe Thr Thr His Gln Tyr Glu
85 =1 95

Leu Val Asp FPhe Leu Ser Leu Lys Asn Thr Met Ile Glu Leu Glu Lys
1040 105 110

77



<210> 16
<211>978
<212> ADN

<213> H. pylori

Ser

Gln

Fhe

145

Trp

Ile

Cys

ABT

Ty.r

225

Leu

Ile

Thxr

Arg

Tyr

305

Fro

Gly

His

130

val

Gly

Fhe

Gln

Fhe

210

Tyr

Leu

Azp

Met

Ala

220

Asp

Lys

Lys

115

FPhe

Ala

Fhe

hap

Lyes

155

Fro

Asp

Arg

Asn

Leu

275

Ile

Asan

ATg

Asp

Ile

Asp

Leu

Cys

180

val

Gln

FPhe

Ile

Thr

260

Glu

Ala

ATg

Thr

Glu

Thr

Arg

165

Gly

Leu

Ser

Leu

Tyr

245

Glu

Leu

ASP

Arg
325

ES 2 683 628 T3

Agn

Fro

Leu

150

Ala

Ser

sSer

Ile

Thx

230

Fro

Fhe

Arg

Ser

Asp
310

Lys
135

Leu

Ser

Cys

Ley

215

Gln

Arg

Mat

Lys

Leu

295

Leu

Asn

120

Val

Gly

Asn

Ile

200

Lys

Thr

Ile

Ser

Ber

280

Gln

Asp

Asp

L&y

Asn

Ser

Tyr

185

Asp

Asp

Asn

Asp

Glu

265

Lys

His

Asn

78

Val

Lys

Fhe

Lys

170

Fro

Glu

Asp

Asn

Met

250

Ile

Ile

Lys

Ser

Leu

Cys

Asp

155

Glu

Eln

ASn

Lys

235

Asn

His

Ile

Gln

A=n
315

Tyr

Phe

140

Arg

Tyr

Ala

AST

Asp

220

ASp

Lys

Lys

Asp

300

Glu

Ala

125

Phe

His

Gln

AsSp

Ala

205

Lys

Cys

Ile

Glu

Val

285

His

YT

Ile

Trp

Ile

a8p

130

Arg

Lys

Ley

His

Phe

270

Ala

Ser

Thr

Asp

Asp

Gly

Ala

175

Val

Ile

Ile

Asp

Ser

255

Leu

Hia

Aszn

FPro

Asn

Met

Asn

160

Pro

val

Tyr

Asn

Ala
240

Thr

Fro

Thr
120
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<220>

<221> CARACTERISTICA MISC

<223> H. pylori J99

<400> 16

atgccaacca
aatggaaata
aagcctteta
tgtcatatag
aataaaatcg
ctaagtctaa
gatgtgetbt
ttttgggata
tgggggttet
ggctottgte
gatgaactca
aaaazaatta
cracttagga
cocotttatga
aagattatag
cactcaaace

coctaagegta

<210> 17

<211> 476

<212> PRT

<213> H. pylori

<220>

ttgattttac
aaattagctt
cacataaaga
tcaatagett
tggttgotig
aaaatactat
atgocataga
tgtttgtagc
taagageoeote
tataccccca
atgraaggat
actactatga
tatacccacg
gogaaataca
atgtagcoaca
cttatgacaa

gacgataa

<221> CARACTERISTICA MISC

<223> cepa H. pylori G27

<400> 17

Met Met Lys Lys Thr Leu Phe Ile Ser Leu Ala Leu Ala Leu Ser Leu

1

ES 2 683 628 T3

LLobtgtgag
attckttataat
aatgtoctat
aggcttaaag
taaagatttt
gattgaatta
taaccageoat
agatacattg
aaattecaaaa
agctgatgat
ttataattte
tctettaact
catagaltatg
caaagaattt
cactagagct

cgcagatgat

5

attaaccota
aatgaacktct
accaatggtt
gttcaagaaa
accacccatbo
gaaaaatcag
tttattgage
ctaggtaattc
gaatatcaaa
gtggtatgec
coocaatota
caaaccaata
aataaaatoo
ttacatacaa
attgagttat

ttagacaatt

10

79

aaaaaggbtt
acatggtcaa
gbttttagtga
cattgctagg
aatacgagct
gcaaagacac
caaaagtbibtt
ttgataggca
tageteoceat
aaaaagtttt
tcttaaaaga
ataaagattyg
attcaattat
tgotbgatga
ccocttacaaca

ccaabtgaata

tgggggagca

attcooccoct
atatgtagca
cacttataaa
tgtagattLt
taatttgaat
aaaatgttte
taatggtaat
ttttgattgr
aagtaatatt
tgacaacgat
ccttgatgca
tgataacaca
aagaaaatca
caaacaagcot

CcaccccCcaca

15

&0

120

180

240

300

el

420

480

540

a00

g0

720

T8¢

B4¢

00

9a60

78
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han Ala Gly Asn Tle Gln Ile Gln Asn Met Pro Lys Val Lys Glu Arg
20 25 30

Val Ser Val Pro Ser Lys Asp Asp Thr Ile Tyr Ser Tyr His Asp Ser
ik 40 45

Ile Lys Asp Ser Ile Lys Ala Val val Asn Ile Ser Thr Glu Lys Lys
540 &5 50

Ile Lys Asn Asn Phe Ile Gly Gly Gly Val Phe Asn Asp Pro Phe Phe
55 70 758 80

Gln Gln Phe Phe Gly Asp Leu Gly Gly Met Ile Pro Lys Glu Arg Met
RS a0 85

Glu Arg Ala Leu Gly Ser Gly Val Ile Ile Ser Lys Asp Gly Tyr Ile
100 105 110

Val Thr Asn Asn His Val Ile Asp Gly Ala Asp Lys Ile Lys Val Thr
118 120 125

Ile Pro Gly Ser Asn Lys Glu Tyr Ser ARla Thr Leu Val Gly Thr Asp
130 135 140

Ser Glu Ser Asp Leu Ala Val Tle Arg Ile Thr Lys Aesp Asn Leu Pro
145 150 155 led

Thr Ile Lys Phe Ser Asp Ser Asn Asp Ile Ser Val Gly Asp Leu Val
165 170 175

Phe Ala Ile Cly Asn Pro Phe Gly Val Cly Glu Ser Val Thr Gln Gly
180 185 190

Ile Val Ser Ala Leu Asn Lys Ser Gly Ile Gly Ile Asn Ser Tyvr Glu
135 200 205

Asn Phe Ile Gln Thr Asp Ala Ser Ile Ran Pro Gly Asn Ser Gly Gly
210 215 220

Ala Leu Ile Lsp Ser Arg Gly Gly Leu Val Gly Ile Asn Thr Ala Ile
225 230 235 240

Ile Ser Lys Thr Gly Gly Asn His Gly Ile Gly Phe Ala Ile Pro Ser
245 250 255

80



<210> 18
<211> 1431
<212> ADN

<213> H. pylori

Glu

Gln

Lys
305

Arg

Asn

Gln

385

Ser

hsn

Ile

His

Asp
465

Arg

Asn

290

Asp

Glu

Ile

ASp

Pro

370

Leu

Met

Glu

Thr

Ala

450

Leu

Val

Gly

275

Ser

Ser

val

Gly

Lys

355

Asn

Asn

Arg

RAsn

Lys

435

L

Asn

Lys

260

TyrT

Tyr

Fro

Aan

Ser

340

Lys

Lys

Gly

Leu

Ser

420

Ile

Glu

Gln

Asp

Ly

Asp

Ala

Gly

328

Met

Glu

Lys

Leu

Eer

405

Pro

Glu

Lys

Gly

ES 2 683 628 T3

Ile

Gly

Asn

Lys

310

Lva

Leu

Arg

Glu

Gln

iso

Aep

Ala

Elu

TYyY
470

val

Lys

295

Lys

Lys

Pro

Thr

Thr

375

Val

hep

Glu

Ile

Lys

455

Arg

Thr

Gly

280

Glu

Val

Val

Asn

Fhe

360

Ile

Glu

Val

Gln

Glu

440

Gly

Ile

81

Gln

265

Liau

Gly

Gly

Lys

Gln

345

Thr

Ser

Asp

Gln

Ala

435

Val

Lys

Ile

Leu

Gln

Ala

Ile

ABn

330

Arg

Leu

Ala

Gly
410

Gly

Py

Pro

Leu

Ile

Asp

Val

Leuy

315

Thr

Val

Thr

Gln

Thr

395

Val

Fhe

Ser

Lys

Val
475

Lys

Leu

Val

oo

Val

Thr

Leu

Asn

380

Gln

Leu

Arg

Val

Arg

460

Lys

Ser

285

Ile

Trp

Glu

Leu

Ala

igs

Gly

Lys

Val

Gln

Ala

445

Fhe

Gly

270

Gly

Ser

Asp

Leu

Lys

350

Glu

Ala

Thr

Ser

Gly

430

Asp

Leu

Lys

Azp

Val

Leu

Arg

335

Val

Arg

Gln

Lys=

Gln

415

Asn

Fhe

Val

Ile

Leu

Glu

Ile

320

hen

Ile

Lys

Gly

Arg

400

Val

Tle

ASTL

Leu



<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC

<223> H. pylori G27

<400> 18

atgatgaaaa
atccaaatco
acgatctatt
actgaaaaga
caacaatttt
ggcagoggog
ggtgcggata
ctaggcaccg
daccatcaaat
aaccecttttyg
gggattggga
aattcocggeg
atctctaaaa
gatattgtaa
ttgcaagatt
attagogtag
actgaagtca
atgcoctacoca
accotocacte
ggcgcgcaag
tctatgoget
cCcagcagago
gtgaaaagcocy

tteottagttt

<210>19

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

asaccotbre
aaaacatgcc
cttaccacga
agattaaaaa
ttggggattt
taatcattte
agattaaagt
attctgaaag
tctctgatte
gogtgggtga
tcaacagcta
gogetttaat
cogggggcasa
cocaacktcat
tgagoggega
aaaaagactc
atgggaaaaa
atcaaagagt
ttoctgaaag
gocaattgaa
tgagcgatga
aagctggort
ttgoggattct

tagatttgaa

ES 2 683 628 T3

tateteotbtyg
caaagttaaa
ttctattaag
caattttata
gggcggoaty
taaagatggc
taccattoca
cgatttagec
taacgatatt
aagogttact
tgaaaatttco
tgatagcegt
ccacggoatt
caaaaccggt
tttgcaaaat
Loocggotaaa
ggttaaaaac
aaccttaaaa
gaaaaacect
cgggcttcaa
tgttcaaggyg
taggcaaggc
taaccatgct

tcaagottat

gotttagogt
gagcgagtbga
gattcgatta
ggtggcggtg
atcoctaaag
catattgtaa
gggagcaata
gtgattcgeca
teagtgggeyg
caaggcattg
attcaaacag
ggagggttag
ggctbtgoca
aagattgaaa
tettatgaca
aaagtaggga
acgaatgagt
gtcattagag
Adcaazaaag
gtagaagatt
gbtttagtet
aatatcatca
ttagaaaagt

aggatcatet

82

taagcttgaa
gtgtcoocte
aageggtggt
tgtttaatga
aaagaatgga
ctaacaacca
aagagtatte
tcactaaaga
attbtbggtttt
cttcagogot
acgecttocat
tggggatcaa
tccocttctaa
gaggttactt
ataaagaagg
Ltttggtgtg
taagaaatect
acaaaaaaga
aaaccattte
taacccaaaa
ctecaaghbgaa
caaaaattga

ataaaggcaa

tggtgaaatyg

tgogggcaat
taaagacgat
gaatatectet
cocobbtbbo
aagggcttta
tgtgattgat
cgctacttta
caatctgocoe
tgegattbggt
caataaaagc
caatocctgga
tacegcocatt
catggttaaa
gggcgtgggc
ggcggtagte
ggatttgatc
aatoggeotec
acgoacttto
tgctcaaaac
aaccaaaadq
tgaaaattece
agagattgaa
acccaaacga

a

60

120

180

240

300

160

420

480

240

GO0

13

720

T80

840

200

a60

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1431
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20

25

30

<220>

<223> Sintética

<400> 19

catatggcaa taggttcatt aa
<210> 20

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sintética

<400> 20

ctcgagattc tttttagceg ctge

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> Cebador
<400> 21

agctcattag ggcttggcag
<210> 22

<211> 18

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> Cebador
<400> 22
gctcgegcetc aacgcatc
<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ES 2 683 628 T3

22

24

20

18

83
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15

20

25

30

<223> Cebador
<400> 23

atcacggacg ctaccaatgg
<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador
<400> 24

agggacttca tgcatgctcc
<210> 25

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador
<400> 25

cacagacgct atcattcaag c
<210> 26

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador
<400> 26

cccgctgatc acatcattga c
<210> 27

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

ES 2 683 628 T3

20

20

21

21

84
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<400> 27

cgctaacctc atagatggag g
<210> 28

<211> 19

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 28

taagcggcaa agcgctccg

21

19

ES 2 683 628 T3
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REIVINDICACIONES

1. Un método de deteccion de la infeccion por H. pylori en un sujeto, en el que el método comprende detectar en una
muestra del sujeto una respuesta inmune contra FliD, en el que la respuesta inmune comprende un anticuerpo anti-FliD,

en el que el método comprende hacer reaccionar la muestra con FliD o un fragmento de la misma, en el que el
fragmento tiene una secuencia de aminoacidos que es lo suficientemente larga como para identificar el fragmento que
es un fragmento de FliD y para excluir que el fragmento es un fragmento de una proteina o polipéptido diferente de FIiD.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que el método comprende hacer reaccionar la muestra con FliD de longitud
completa o un fragmento de la misma, en el que el fragmento es un fragmento cuya secuencia de aminoacidos es mas
corta que la secuencia de aminoacidos de FIiD de longitud completa, por lo que el fragmento aun esta activo como
factor de virulencia.

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, en el que el anticuerpo anti-FliD es un anticuerpo IgG y/o un anticuerpo IgA.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la deteccién se produce por medio de un ELISA,
un ensayo de flujo lateral o un ensayo lineal.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el método comprende ademas detectar uno o
mas antigenos de Helicobacter, preferiblemente de H. pylori, en el que uno o mas antigenos se selecciona (n) del grupo
que consiste en CagA, VacA, GroEL, Hp 0231, JHp 0940 y HtrA.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la muestra se selecciona del grupo que consiste
en suero sanguineo, plasma sanguineo, sangre completa y heces.

7. Uso de un kit que comprende FliD o un fragmento de la misma y al menos un constituyente adicional, en un método
de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,

en el que el fragmento tiene una secuencia de aminoacidos que es lo suficientemente larga como para identificar el
fragmento que es un fragmento de FIiD y excluir que el fragmento es un fragmento de una proteina o polipéptido
diferente de FIiD, y en el que el al menos un constituyente adicional se selecciona del grupo que consiste en una
solucioén reguladora, una fase sélida y un prospecto de instrucciones.

8. El uso de la reivindicacion 7, en el que el kit comprende FIiD de longitud completa o un fragmento de la misma, en el
que el fragmento es un fragmento cuya secuencia de aminoacidos es mas corta que la secuencia de aminoacidos de
FIiD de longitud completa, por lo que el fragmento todavia esta activo como factor de virulencia

9. Un kit apropiado para su uso en un método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, comprendiendo dicho kit
FIiD de longitud completa o un fragmento de la misma y al menos un constituyente adicional,

en el que el fragmento es un fragmento cuya secuencia de aminoacidos es mas corta que la secuencia de aminoacidos
de FIiD de longitud completa, por lo que el fragmento todavia esta activo como factor de virulencia,

y en el que el al menos un constituyente adicional se selecciona del grupo que consiste en una solucién reguladora, una
fase solida y un prospecto de instrucciones.
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